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При инкубации эритроцитов человека в среде Фентона в гемолизатах эритроцитов увеличивается
содержание вторичных продуктов перекисного окисления липидов и, вместе с этим, снижается
содержание среднемолекулярных олигопептидов (СМО).
Повышение температуры способствует интенсификации в эритроцитах окислительных процессов с
участием активных форм кислорода.
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ВВЕДЕНИЕ

В последние годы существенно возрос интерес исследователей к проблеме
образования и действия в живых организмах активных форм кислорода (АФК), и их
роли в развитии многих заболеваний и различных патологических состояний [1-4].
Несмотря на всю широту исследований в этом аспекте,  многие вопросы остаются
невыясненными, вчастности, вопрос о влиянии температуры на процесс
генерирования АФК и развитие окислительного стресса

Одной из мишеней для свободных радикалов в организме человека и животных
являются эритроциты. Представляет как научный, так и практический интерес
изучение метаболического и функционального состояния эритроцитов в условиях
усиленного генерирования АФК, приводящего к нарушению прооксидантно –
антиоксидантного равновесия и развитию "окислительного стресса" [5-7].

В свете этого, целью настоящей работы явилось изучение интенсивности
образования вторичных продуктов перекисного окисления липидов (ТБК-активных
компонентов), а также продуктов неполного распада белков – среднемолекулярных
олигопептидов (СМО), в условиях моделирования окислительного стресса in vitro с
участием двухвалентного железа и перекиси водорода.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалом для исследований служили эритроциты доноров станции
переливания крови г. Симферополя.

С целью моделирования "окислительного стресса" эритроциты инкубировали в
среде Фентона, содержащей 10 мМ FeSO4·7H2O и 3,0  мМ H2O2 [5, 6] в течение 2-х
часов при температуре 4°С и 37°С. Для сравнения результатов использовали два
контроля: эритроциты, инкубируемые с физиологическим раствором при 4°С и 37°С.

Среду Фентона готовили на физиологическом растворе и добавляли к
эритроцитарной массе в соотношении 1:1. Сущностью реакции Фентона является
окисление Fe2+ в присутствии H2O2:

Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH− + OH·

Образование ·ОН инициирует цепные реакции генерирования других АФК, в
частности, супероксиданиона – О2

·- [5, 6].
После инкубации эритроциты отделяли центрифугированием и подвергали

гемолизу [8].
В гемолизатах эритроцитов определяли содержание ТБК-активных продуктов

пероксидации липидов (ПОЛ) [9] и продуктов неполного распада белков,
являющихся эндотоксинами [1].

Статистическую обработку полученных данных проводили с использованием t-
критерия Стъюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Как показали результаты исследований, при инкубации эритроцитов в среде
Фентона наблюдается достоверное увеличение содержания в гемолизате
эритроцитов ТБК-активных продуктов: при 4°С на 42% (λ = 535) и 48% (λ = 560),
при 37°С – на 54% и 40%, соответственно (табл. 1).

Таблица 1
Содержание ТБК-активных компонентов в гемолизатах эритроцитов

(ед. опт. пл.) в условиях инициации окислительных реакций in vitro ( xSx ± )

Объект исследования λ = 535 нм λ = 560 нм

Контроль 1 (эритроциты,
инкубируемые без среды

Фентона при 4°С)
0,273 ± 0,006 0,204 ± 0,004

Контроль 2 (эритроциты,
инкубируемые без среды

Фентона при 37°С)
0,322 ±0,009 0,235 ± 0,008

Эритроциты, инкубируемые в
среде Фентона при 4°С 0,387 ± 0,017* 0,302 ± 0,021*

Эритроциты, инкубируемые в
среде Фентона при 37°С 0,496 ± 0,029** 0,330 ± 0,019**

Примечание: * – достоверность различий показателя эритроцитов, инкубируемых в среде Фентона
при 4°С, по сравнению с контролем 1 (p < 0,01), ** – достоверность различий показателя
эритроцитов, инкубируемых в среде Фентона при 37°С, по сравнению с контролем 2 (p < 0,01).
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Помимо этого, наблюдаются достоверные различия в содержании продуктов
пероксидации липидов между контрольными образцами эритроцитов,
инкубируемых в отсутствии среды Фентона при 4°С и 37°С. При температуре 37°С
содержание ТБК-активных компонентов в гемолизатах эритроцитов увеличивается
на 18% и 15%, соответственно.

В целом, такой характер изменения содержания ТБК-активных продуктов
свидетельствует об интенсификации процессов перекисного окисления липидов в
эритроцитах под воздействием среды Фентона, усиливаемых с повышением
температуры.

При изучении содержания СМО в гемолизатах эритроцитов наблюдается
обратная направленность изменений соответствующего показателя (табл. 2).

Таблица 2
Содержание СМО в гемолизатах эритроцитов (ед. опт. пл.) в условиях

инициации окислительных реакций in vitro ( xSx ± )

Объект исследования λ = 254 нм λ = 275 нм λ = 280 нм

Контроль 1 (эритроциты,
инкубируемые без среды

Фентона при 4°С)
2,339 ± 0,035 0,883 ± 0,027 0,587 ±0,031

Контроль 2 (эритроциты,
инкубируемые без среды

Фентона при 37°С)
2,204 ±0,030 0,728 ± 0,026 0,478 ± 0,033

Эритроциты, инкубируемые
в среде Фентона при 4°С 2,006 ± 0,075* 0,639 ±0,054* 0,359 ± 0,030*

Эритроциты, инкубируемые
в среде Фентона при 37°С 1,450 ± 0,051** 0,483 ± 0,044** 0,286 ±0,042**

Примечание: * – достоверность различий показателя эритроцитов, инкубируемых в среде
Фентона при 4°С, по сравнению с контролем 1 (p < 0,01), ** – достоверность различий
показателя эритроцитов, инкубируемых в среде Фентона при 37°С, по сравнению с
контролем 2 (p < 0,01).

В гемолизате эритроцитов, инкубируемых в среде Фентона при температуре
4°С,  уровень СМО уменьшается,  в среднем,  на 27%,  а при температуре 37°С –  на
61%. При сравнении контрольных образцов отмечено достоверное снижение
оптической плотности при 37°С, в среднем, на 12%. Снижение данного показателя
может быть следствием агрегации СМО, или частичного разрушения ароматических
колец фенилаланина, триптофана и тирозина под действием АФК.
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Как и в случае ТБК-активных продуктов, с повышением температуры
наблюдаются более значительные изменения уровня молекул средней массы в
гемолизатах до инкубации эритроцитов в среде Фентона и после инкубации.
Влияние температурного фактора также хорошо прослеживается при
сравнительной оценке соотношения уровня ТБК-активных продуктов перекисного
окисления липидов и уровня СМО (рис. 1.).

Рис.1. Соотношение содержания ТБК-активных продуктов ПОЛ и СМО в
гемолизате эритроцитов доноров до (D) и после инкубации в эритроцитов в среде
Фентона (DF) при 4°С (А) и 37°С (Б).

Прослеживается чётко выраженная корреляция (r = – 0,98) в изменениях
содержания ТБК-активных продуктов и уровня СМО под воздействием среды
Фентона, что свидетельствует о взаимосвязи деструктивных процессов, в
которые вовлекаются белки и липиды, в условиях повышенного образования
свободных радикалов.
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ВЫВОДЫ

1. При инкубации эритроцитов практически здоровых людей в среде Фентона,
генерирующей АФК, наблюдается активация процессов пероксидации липидов,
о чём свидетельствует увеличение содержания ТБК-активных продуктов.

2. Изменение содержания среднемолекулярных олигопептидов (продуктов
неполного распада белков) в условиях инициации окислительных реакций в
эритроцитах свидетельствует либо о разрушении ароматических колец
аминокислот, являющихся хромофорами в составе продуктов распада, либо об
агрегации СМО в макромолекулярные комплексы с последующим их
осаждением и удалением из регистрируемой фракции.

3. Повышение температуры способствует интенсификации окислительных
процессов в эритроцитах, осуществляемых с участием АФК.
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Коношенко С.В. Утворення вторинних продуктів перекисного окиснення ліпідів і продуктів
розпаду білків в еритроцитах людини за умов моделювання окиснюваюного стресу при різній
температурі / С.В. Коношенко, М.О. Долгoв // Вчені записки Таврійського національного університету
ім.В.І. Вернадського. Серія „Біологія, хімія”. – 2010. – Т. 23 (62), № 4. – С. 125-130.
При інкубації еритроцитів людини у середовищі Фентона в гемолізатах еритроцитів збільшується
вміст вторинних продуктів перекисного окиснення ліпідів і, разом з тим, знижується вміст
середньомолекулярних олігопептидів (СМО).
Підвищення температури сприяє інтенсифікації в еритроцитах окиснювальних процесів, що йдуть за
участю активних форм кисню.
Ключові слова: окиснювальний стрес, середовище Фентона, активні форми кисню, еритроцити,
вторинні продукти перекисного окиснення ліпідів, середньомолекулярні олігопептиди.
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