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Внимание! За несколько дней до выполнения работы необходимо связаться с человеком, проводящим задачу и договориться о времени. 

Телефон лаборатории физической биохимии системы крови ГНЦ РАМН 212-35-22, (Наталья, Илья).

Задача биофизического практикума

“Влияние искусственного увеличения проницаемости мембраны эритроцитов человека на выход ионов К+, объем и гемолиз эритроцитов человека.”

Введение.

Проблема регуляции объема стоит перед любой живой клеткой, т. к. любые сильные изменения объема могут привести к тяжелым последствиям, в частности нарушению целостности плазматической мембраны и гибели клетки. Растительные  клетки, например, имеют жесткую клеточную стенку, что позволяет им противостоять большинству внешних воздействий. Однако этот механизм непригоден для клеток, которым для их функционирования необходимо постоянно изменять свою форму. Яркий пример этому – эритроцит человека. Это высокоспециализированная клетка, основной функцией которой является транспорт кислорода от легких к тканям. В процессе циркуляции эритроцит, благодаря своей высокой деформируемости, способен проходить по узким капиллярам, диаметр которых меньше диаметра эритроцита. В нормальном состоянии, эритроцит имеет форму двояковогнутого диска, которая является оптимальной для обмена газов между клеткой и средой, и обеспечивает ему хорошую деформируемость, за счет высокого отношения площади поверхности к объему. Это отношение в эритроцитах стабилизировано с высокой точностью. Поскольку мембрана эритроцита нерастяжима, форма эритроцита определяется исключительно его объемом. Но так как мембрана эритроцита имеет высокую проницаемость для воды, объем эритроцита поддерживается благодаря осмотическому равновесию между цитоплазмой и внешней средой. Избыток непроникающих компонентов внутри клетки, в основном гемоглобина, компенсируется неравновесным распределением по Na+ и K+ по обе стороны плазматической мембраны, которое поддерживается за счет работы Na+/K+ ATP-азы. Осмотическое равновесие между клеткой и средой может быть нарушено при изменении различных клеточных параметров. Так эритроцит в организме постоянно контактирует с высокими концентрациями кислорода, что может вызвать окисление липидов клеточной мембраны. Окисление мембраны эритроцитов приводит к неселективному увеличению ее проницаемости для катионов. Увеличение проницаемости мембраны эритроцита и нарушение ионного баланса так же наблюдаются при некоторых патологиях. Естественно предположить, что в эритроците должны существовать механизмы, обеспечивающие стабилизацию клеточного объема при неселективных изменениях проницаемости мембраны. Возможное участие Na/K-АТФазы, Ca-акитивируемых K-каналов и метаболизма аденилатов в стабилизации объема эритроцитов при нарушениях проницаемости клеточной мембраны было рассмотрено в некоторых модельных работах (Мороз, и др., 1989; Ataullakhanov, et al., 1993; Ataullakhanov, et al., 1996a; Ataullakhanov, et al., 1996b). Тем не менее, до настоящего времени не ясно, какие механизмы обеспечивают стабилизацию объема эритроцита при изменени проницаемости мембраны. Более того, систематического исследования влияния проницаемости клеточной мембраны на объем эритроцитов до сих не проводилось. Изучение механизмов стабилизации объема эритроцита имеет огромное значение, как для понимания общих принципов стабилизации клеточного объема, так и для понимания механизмов возникновения, для диагностики и терапии различных патологий, связанных с нарушениями объема эритроцита,.

Целью данной работы является экспериментальное исследование влияния искусственного увеличения мембраны эритроцитов человека на выход ионов К+, объем и гемолиз эритроцитов человека.

Механические свойства эритроцита

Для того чтобы органы и ткани получали достаточное количество кислорода для дыхания, существует высокоспециализированная клетка, основной функцией которой является транспорт кислорода от легких к тканям - эритроцит. Эта клетка содержит высокую концентрацию гемоглобина (около 300 г/л), у которого константа связывания с кислородом высока и зависит от концентрации кислорода во внешней среде, что позволяет эритроциту эффективно переносить кислород по кровотоку. Эритроцит имеет форму двояковогнутого диска диаметром 8 (м и толщиной 2[image: image1.png]


 (м, ограниченную пластичной, но нерастяжимой мембраной. Такая форма достигается за счет избытка поверхности, то есть за счет определенного соотношения между площадью поверхности и объемом эритроцита, и позволяет эритроциту легко деформироваться и проходить через узкие капилляры диаметром до 3 (м. Отношение площади поверхности эритроцита к его объему в эритроцитах здорового человека стабилизировано с высокой точностью и равно по разным данным 1.5 - 1.7 (м2/(м3 (Linderkamp and Meiselman, 1982), хотя объем эритроцитов даже у одного человека может сильно варьировать (до 25%) (Lew, et al., 1995). Отклонения от этого значения наблюдаются при некоторых заболеваниях (Mentzer and Clark, 1983; Stuart and Ellory, 1987). Поскольку мембрана эритроцита нерастяжима, то единственным параметром в отношении площади поверхности мембраны к объему эритроцита является объем, который, следовательно, должен в процессе жизнедеятельности эритроцита поддерживаться в узких рамках: при увеличении объема эритроцит не сможет проходить по капиллярам, а уменьшение объема может привести к кристаллизации гемоглобина, и тоже к нарушению деформируемости клетки.

Так как мембрана эритроцита имеет высокую проницаемость для воды, объем эритроцита определяется осмотическим равновесием между цитоплазмой и внешней средой. В нормальном человеческом эритроците содержится осмотически непроникающих компонентов примерно на 20 миллиосмоль больше чем в плазме крови. Избыток непроникающих компонентов внутри клетки компенсируется неравновесным распределением Na+ и K+ по обе стороны плазматической мембраны. Небольшие пассивные утечки Na и K через плазматическую мембрану компенсируются за счет работы Na/K АТФазы.

Необходимость стабилизации объема

Однако в процессе циркуляции эритроцит подвергается агрессивному воздействию со стороны высоких концентраций кислорода, что приводит к интенсивному окислению различных компонентов клетки. Для мембраны эритроцита окислительный стресс может привести к увеличению ее проницаемости для катионов. Во многих работах было экспериментально показано, что окисление мембраны эритроцитов третбутилгидроперекисью ведет к выходу K из эритроцитов и последующему лизису клеток (Атауллаханов, и др., 1986; Hebbel and Mohandas, 1990; Ney et al., 1990). Нарушение проницаемости мембраны в несколько раз может наблюдаться также при некоторых заболеваниях как наследственных, так и приобретенных (Орлов и др., 1993; Stuart and Ellory, 1987; Wiley, 1977), или при попадании в организм различных провокаторов окисления. Увеличение проницаемости для одновалентных катионов влечет за собой увеличение их потоков через плазматическую мембрану, осмотический разбаланс, и увеличение объема клетки. Наблюдаемая в организме хорошая стабилизация отношения площади поверхности эритроцита к его объему укзывает на существование эффективных механизмов стабилизации объема эритроцитов.

Механизмы стабилизации объема

В большинстве случаев клетки решают проблему стабилизации своего объема, путем выброса или закачки низкомолекулярных соединений, например аминокислот (рис.1,(2)) или медленно проникающих ионов, содержащихся в клетке в достаточном количестве. Транспортные механизмы, ответственные за регуляцию клеточного объема, рассмотрены в обзорах (Hoffmann and Simonsen, 1989; Sarkadi and Parker, 1991; Stuart and Ellory, 1987). Наиболее важные из них представлены на рисунке 1.

Na/K-АТФаза.

Основным ионным насосом, осуществляющим активный ионный транспорт в эритроците человека, и в других клетках, является Na/K-АТФаза (рис.1,(1)), которая за один цикл работы выбрасывает из клетки три иона Na+ в обмен на два иона K+, с затратой одной молекулы АТФ. Скорость работы Na/K-АТФазы увеличивается при повышении концентрации внутриклеточного Na (Segel, et al., 1975). В равновесии внутриклеточные концентрации Na и K отражают баланс между диссипативными утечками и активностью Na+/K+-АТФазы. При увеличении потока Na в клетку может установиться новое равновесие, соответствующее повышеной концентрации Na в клетке, и повышенной скорости работы Na/K-АТФазы. Однако имеется естественный предел, после которого Na/K-АТФаза не может скомпенсировать пассивные потоки ионов через клеточную мембрану: в модели (Мороз, и др., 1989) показано, что она не может скомпенсировать уже более чем двукратное увеличение проницаемости для одновалентных катионов.

Na/K-АТФаза осуществляет активный транспорт ионов, в различных клетках также встречаются различные пассивные механизмы, активирующиеся в ответ на изменения объема, и уменьшающие эти изменения. К таким механизмам относятся, например, транспорт аминокислот через плазматическую мембрану в эритроцитах некоторых видов рыб. Также регуляторную функцию для объема некоторых клеток выполняет Na+-H+ обменник (рис.1(3)), который активируется при уменьшении клеточного объема, и путем закачивания ионов внутрь клетки увеличивает ее объем; однако роль этого механизма в эритроцитах человека неизвестна. Na-K-Cl котранспорт (рис.1(4)) очень важен для регуляции объема эритроцитов у рыб и птиц. Эта транспортная система также может активироваться при уменьшении объема клетки и транспортировать ионы Na, K, Cl внутрь сжавшейся клетки, увеличивая ее объем. В человеческих эритроцитах ее активность мала и сильно варьируется от донора к донору от 0.1 до 1.5 ммоль/л клеток/час (Stuart and Ellory, 1987). Эта система в человеческих эритроцитах находится близко к термодинамическому равновесию, и не переносит значительных ионных потоков.

Искусственное увеличение проницаемости мембраны эритроцита

Для увеличения проницаемости мембраны эритроцита для одновалентных катионов широко используются различные антибиотики, такие как монензин, валиномицин, грамицидин, амфотерицин B. Монензин и валиномицин используются для селективного увеличения проницаемости липидной мембраны для одновалентных катионов. Они транспортируют Na+ и K+ через биологические мембраны, с помощью механизма обмена H+ на катион (Nakazato and Hatano, 1991; Pressman, 1976). Монензин имеет большую специфичность для Na+, чем для K+, валиномицин более специфичен для K+; соотношение проницаемостей (PK/PNa) для этих антибиотиков равно 0.1 и 17, соответственно. В человеческих эритроцитах при воздействии монензина соотношение потоков Na и K через мембрану JNa/JK=4.68 (Rochdi, et al., 1996), однако воздействие этого антибиотика на кинетику роста объема не известно. Валиномицин вызывает выход K из эритроцитов, и уменьшение клеточного объема (Knauf, et al., 1977). Этот антибиотик широко используется для изучения изменений клеточного объема (Raftos, et al., 1995). Грамицидины представляют собой класс полипептидных антибиотиков, имеющих сходные свойства и образующих в мембране каналы для одновалентных катионов, соотношение проницаемостей (PK/PNa) разным данным варьирует от 1.8 до 3.9 (для грамицидина A) (Pressman, 1976; Myers and Haydon; 1972). Грамицидины хорошо изучены и активно используются в качестве модельных каналов на искусственных бислойных липидных мембранах. Амфотерицин B относится к классу полиеновых антибиотиков, они низкоспецифичны для одновалентных катионов PK/PNa для них порядка единицы (Pressman, 1976). Амфотерицин B используется для увеличения проницаемости мембраны эритроцита для ионов Na и K (Атауллаханов, и др., 1996; Cass, et al., 1970; Segel, et al., 1975; Vertut-Doi, et al., 1988).

        Задача работы.

Исследование кинетики изменения выхода ионов К+, объема и гемолиза эритроцитов в зависимости от концентрации Амфотерицина В в суспензии.

План работы.

1. Выделение эритроцитов.

2. Приготовление суспензий эритроцитов с различными концентрациями Амфотерицина В.

3. Инкубация эритроцитов в термостате при 370С в течение 2 ч и отбор проб в процессе инкубации для измерения исследуемых величин.

4. Построение графиков зависимостей выхода ионов К+, объема и гемолиза эритроцитов от времени и концентрации Амфотерицина В.

1.Человеческие эритроциты выделяются из свежевзятой крови здоровых доноров, в которую для предотвращения свертывания добавляют стандартный гемоконсервант “Глюгицир” ( 1 мл на 4 мл крови). Для выделения эритроцитов кровь центрифугируется 10 мин при 1500g и удаляется плазма и верхний слой клеток, содержащий лейкоциты и тромбоциты. Оставшаяся эритроцитарная масса отмывается путем ресуспендирования в трехкратном объеме 0,9 % раствора NaCl  (физиологический раствор) с последующим центрифугированием в течение 10 мин при 1500 g и удалением надосадочной жидкости. Процедура повторяется 3 раза.

2. Суспензии приготовляются из полученной эритроцитарной массы и  инкубационной среды (изотонического буфера) с добавлением раствора Амфотерицина В до конечных концентраций 0, 1, 2 и 4 мг/л суспензии. Для этого готовится исходный  раствор Амфотерицина В в  DMSO  концентрации 1 мг/мл. 

3. Пробирки с суспензиями помещаются в термостат, в процессе инкубации отбираются пробы 0ч, 0,5ч, 1ч, 2ч.

Гематокрит суспензий (Ht,% – объемное содержание эритроцитов в суспензии) определяется путем центрифугирования суспензии эритроцитов в запаянном капилляре на гематокритной центрифуге МГЦ-8. Далее относительный объем клеток рассчитывается по формуле:

V/V0=Ht*(100-G)/(Ht0*(100-G0))

где нижний индекс 0 обозначает нулевой момент времени, и начальные значения Ht0 и G0 определялись в первой пробе. G – гемолиз.

Гемолиз определяется по отношению между содержанием гемоглобина в среде и общим содержанием гемоглобина в суспензии. Для измерения гемоглобина в среде образец суспензии центрифугируется и определяется оптическая плотность надосадочной жидкости на длине волны 416 нм – (Hbн). Общее содержание гемоглобина в суспензии (Hbс) определяется как оптическая плотность водного лизата суспензии на длине волны 416 нм, умноженная на соответствующее разведение. Гемолиз определялся по формуле:

G=[(Hbн/Hbс)*(1-Ht)]*100%

Концентрация ионов К+ в среде определяется в надосадочной жидкости после 2-х- минутного центрифугирования на 15000 g    суспензионных проб. Пробы из надосадка разводятся дистилированной водой и измеряются на пламенном фотометре.

4. Построение графиков.
