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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність теми. Одним з основних ефектів радіації на ор­
ганізм у невисоких дозах є порушення імунної системи і загибель 
лімфоцитів з стадії інтерфази. Особливістю лімфоциті? є те що це 
єдині з клітин імунної системи, які гинуть протягом перших дії 
при променевій дії в дозах нижче 1,0 Гр (Дербин. 196Э,Яралин, 1985, 
Hendry,1988). Першочергова роль у розвитку метаболічних процесів 
відводиться регуляторним системам, які забезпечують взаємодію між 
зовнішньою мембраною і внутрішньоклітинними процесами.

Однією з регуляторних систем, які беруть участь у трансфор­
мації мембранного сигналу і подальшому його посиленні, є фермент­
на система каскадного перетворенння арахідонової кислоти з утво­
ренням біологічно-активних метаболітів - лейкотрієніз та простаг­
ландинів. Функціввання цієї системи, зокрема, активність і влас­
тивості 5-ліпсксигенази в лімфоїдних клітинах вивчені не дос­
татньо. Показана лише здатність гимоцитів синтезувати простаглан­
дини Е та F a (Мс СогтасК. 199І) та В- і Т-лімфоцитів людини - 
лейкотрієк В і гідроксиейкозатетраєнові кислоти (Odlander.1983. 
Scbulam,1990). Завдяки широкому спектру біохімічної дії ейкозано- 
їдів, їх ролі як посередників між процесами в мембранах та ядрі, 
вони розглядаються як тригер-ефектори у формуванні відповіді клі­
тин на опромінення (Будницкая. 1986. Романцев, 1986. Паносян.1587; 
Однак дані про зміну їх синтезу і спектру в різних популяціях 
лімфоцитів після опромінення нечисельні. а уявлення про можливу 
роль у роз б и т к у радіаційного ураження суперечні. З одного боку 
вони розглядаються як токсичні для клітини метаболіти (Будниц­
кая. 1983, Романцев,1986;, з іншого - як сполуки які можуть знижу­
вати оксигенацію тканин (Паносян.1987.1990),

Оксигеназні реакції перетворення арахідонової, кислоти, у хо­
ді яких синтезуються ейкозаноїди, пов'язані таксж з процесами 
вільнорадикального окислення і ферментативними реакціями перекіс­
ного окислення ліпідів. Недостатньо вивчена у цьому плані глута- 
тіон-залежна система та її водорозчинні компоненти, які відігра­
ють важливу роль у регуляції цитоплазматичних процесів і синтезі 
лейкотрієнів та простагландинів (Buckley, lS9l.Huweler.1991}.

Принциповим для з’ясування подій, які ведуть до загибелі



лімфоцитів в стадії Інтерфази є визначення послідовності біохі­
мічних перетворень, починаючи з впливу опромінення на мембранному 
рівні. Показано, що у ранній період після опромінення у дозах 0,5
і 1,0 Гр спостерігається зниження чисельності лімфоїдких клітин, 
посилення гідролізу фосфоліпідІБ, підвищення активності фосфолі- 
пази Ag 1 вивільнення арахідоново! кислоти (Кучеренко. J981. Слат- 
вннская, 1992, Сировець,1992). Вивчення шляхів подальшого перетво­
рення арахідонату в умовах опромінення є важливим етапом у дос­
лідженні біохімічних механізмів розвитку променевих реакцій лім­
фо 5дних клітин.

Мета 1 задач; дослідження. Метою роботи було дослідити мета­
болізм арахідонової кислоти, а також деякі компоненти антиокислю- 
зальної системи, які можуть бути пов’язані з утворенням ейкозано- 
ідіБ ь різних за радіочутливістю лімфоідних клітин - лімфоцитів 
селезінки та тимонитів у ранній період після опромінення у дозах 
G, 5 і і Гр. Відповідно до поставленої мети були визначені наступ­
ні задачі:

1. Дослідити антиоккслювальну активність та стан глутаті- 
он-залежних компонентів антиокислювальної системи (вміст окисле­
ного та відновленого глутатіону, активність глутатіонтрансфєрази) 
після опромінення тварин у дозах 0,5 і 1.0 Гр.

2. Вивчити активність та властивості 5-ліпоксигенази в без’­
ядерному супернатант! лімфоцитів селезінки та тимусу.

3. Лсслідити вплив кальцієвого іоноФора А 23187 та мітогєніе 
на синтез ейкозаноїдіЕ в лімфоцитах селезінки.

4. Вивчити активність 5-ліпоксигекази та зміст продуктів лі- 
псксигеназного шляху перетворення арахідонової, кислоти в лімфоци­
тах селезінки та тимоцитах в нормі та після опромінення.

5. Дослідити активність простагландинсинтетази та вміст про­
дуктів циклооксигеназного шляху перетворення арахідонової кислоти 
в лімфоідних клітинах після опромінення.

Наукова новизна роботи. Е роботі вперше показана наявність б 
лімфоцитах селезінки та тимоцитах 5-лІпсксигеназноі активності, 
досліджені оптимальні умови її проявлення. Встановлений вміст 
простагландинів Ег і F?a та лейкотріснів В4, С4, ut і Е., 1
15-гідрокоиейкозатетраєнової кислоти в лімфоідних :слітинах. Пока­
зано. шо вміст продуктів циклооксигеназного шляху перетворення 
арахідонової кислоти після преінкубації лімфоцитів селезінки з 
кальцісейм іонофором А 23187 не змінюється, а вміст продуктів лі-
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поксигеказнсго шляху - підвищується.
Вперше проведене дослідження антиоксислювальної активності, 

її глутагіон-залежних компонентів та метаболізму арахідонової 
кислоти у ранній період після опромінення в малих дозах у різних 
за радіочутливістю лімфоїдних клітинах. Показана кореляція у ран­
ній активації 5-ліпоксйгенази та підвищенні змісту первинних про­
дуктів ліпоксигеназної реакції - гідроксиейкозатетраєнових кислот 
(НЕТЕ! та лейкотрієну В . Виявлене підвищення вмісту відновленого 
глутатіону, активності глутатіонтраксферази та вмісту лейкотрієну 
С у часі при розвитку променевого ураження клітин.

У досліджуваний період після опромінення ке виявлені зміни 8 
сумарному змісті, простагландинів Е та F a як в лімфоцитах селе­
зінки, так і в тимоцитах.

Теоретична і практична значимість роботи. Одержані дані роз­
ширюють уявлення про біохімічні механізми активації клітин з нор­
мі та розвиток ранніх клітинних реакцій після опромінення в малих 
дозах. Б результаті порівняльного дослідження циклоокси- та лі- 
поксигеяазних реакцій виявлені окремі ланки каскадного перетво­
рення арахідонової кислоти, які чутливі до дії радіації. Резуль­
тати досліджень сприяють ідентифікації серед метаболітів арахідо­
нової кислоти можливих медіаторів розвитку променевого ураження і 
дозволяють рекомендувати способи корекції, в основі яких лежить 
пригнічення окремих реацкій синтезу лейкотрієнів.

Дані про можливі механізми підтримання окислювально-антиок­
сидантної рівноваги та розвиток ферментативного окислення ліпідів 
в лімфоідних клітинах після опромінення важливі для пошуку яауко- 
зо-обгрунтованих засобів радіопрсфілактики та радіотерапії.

Апробації роботи. Результати роботи були викладені на Всесо­
юзній науковій конференції "Імунний статус людини і радіація" 
(Гомель.1991); на YII конференції по спектроскопії 5іспелімер із 
(Харків.1991); на YI Українському біохімічному з’їзді (Київ.1992;. 
на університетській конференції професорсько-викладацького скла­
ду (1993); на радіобіологічному з’їзді (Київ.1993); на міжнарод­
ній конференції "Навколишнє середовище і здоров'я” 'Чернів­
ці, 1993): на засіданні кафедри біохімії Київського університету.

Публікації. По темі дисертації опубліковано 7 робіт.
Об'єм і структура дисертації. Дисертаційна робота складаєть­

ся з вступу, огляду літератури, матеріалів і методів дослідження, 
результатів роботи та їх обговорення, заключения, ьиснов;:1~.
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списку літератури, ио складається з 244 робіт. Дисертація викла­
дене на 147 стор., мас у своєму окладі 13 рисунків та 14 таблиць.

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

В дослідженнях використовували білих щурів лінії Вістар 
різної статі вагою 130-150 г. Тварин опромінювали на установці 
РУМ-1” g дозах 0,013 1 0,026 Кл/кг (що відповідає поглинутій дозі 
0,5 і 1,0 Гр) за умов: потужність дози е повітрі 24,5 сГр/хв.
фільтри 0.5 мм (Al+Cu), напруга 200 кЕ, сила струму 5 мА. 
відстань до поверхні шкіри тварин - 50 ом.

Тимус 1 селезінку перетирали через 4 шари нейлонової сітки у 
середовище 13S. Фракцію лімфоцитів селезінки отримували центрифу­
гуванням клітинної суспензії на градієнті Ficoli-Paque (густина 
1,077) за методом (Боуиш, 1968). Субклітинні фракції лімфоїдних 
клітин (мембранну та цитозольну) отримували методом диференційно- 
го центрифугування без'ядерного супернатанту лімфоцитів в 25 мМ 
трис-HCL буфері, pH 7,4 протягом і'год при 100000 g. Як фермент­
ний препарат 5-ліпоксигенази та глутатіонтрансфєрази використову­
вали супернатант 18000 g, одержаний прк центрифугуванні без’ядер­
ного супернатанта 20 хв. Визначення білка проводили за методом 
(Lowry,1951).

Клітини (2*107 кл/мл) інкубували протягом різних проміжків 
часу з мітогенами (Sigma;•конканавалін А (КонА),фітогемаглютінін 
(ФГА;, "1посахарид Е.соїі (ЛИС) у концентрації 0,5 мкг/мл, чи 
кальцієвим інофором А 23187 у концентрації 0.5 мкМ.

Актиокислювальку активність (АОА) оцінювали по окисленню 
2,6-дихлорфеноліндофенол натрію (Семенов.1985).

Вміст відновленого (GSH) та окисленого (GSSG)- глутатіону 
визначали з використанням О-фталІєвого альдегіду за методом (Міс- 
сіп, 1976) на спектрофлюориметрі "Shlmafisu RF-510" (Японія), дов­
жина хвилі збудження 350 нм і емісії - 420 нм.

Активність глутатіонтрансфєрази визначали за методом (Habig, 
1974) на двопроменевому спектрофотометрі "Specord М40" (НДР)- чи 
SP-8-500 "PYE UNІСАК" (Великобританія) з термостатуючим приладом 
"Thermocell". Як субстрат використовували і-хлор- 4-динітробек- 
зол.

Активність 5-ліпоксигенази (5-ЛО) Бизначали на спектре фото­
метрі "Specora М-40" за зміною оптичної густини середовища при



234 нм, зв’язаною виключно з утворенням гідроперекисного продукту 
(Бутович,1989). Як субстрат використовували розчин солюбілізова- 
ної лубролом РХ лінолевої кислоти.

Вміст 15-НЕТЬ досліджували за допомогою радіоімунного набору 
фірми "Advanced Magnetic Inc.". Вміст лейкотрієнів В4, С4, і 
Е4 та простагландинів Е2 і F?а. визначали за допомогою радіоімун- 
них наборів фірми "Amersham".

Активність циклооксигенази оцінювали по включенню 14С-арахі- 
донату в простагландини Е2 та F2a (Гелинг, 1990). Хроматографічне 
розділення ейкозаноідів проводили в системі розчинників такого 
складу - етилацетат: ізооктан:оцтова кислота:вода (110:50:20:100) 
в одному напрямку (Jakschik, 1982). Кількістний вміст ейкозаноідів 
оцінювали по радіоактивності плям. Радіоактизність вимірювали на 
рідинно-сцинтиляційному лічильнику "Delta-ЗОО" (США). Статистичну 
обробку результатів та побудову графіків проводили на IBM PC ЕХ з 
використанням стандартних пакетів прикладннх програм.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Розвиток первинних реакцій променевого ураження клітин знач­
ною мірою залежить від порушення рівноваги між реакціями вільно- 
радикального окислення ліпідів та активністю антиоксидантних сис­
тем. Всі антиокислювальні компоненти утворюють ендогенний Фонд 
радіорезистентності, про стан якого можна судити, зокрема, по ве­
личині антиокислювальної активності.

В післяпроменевий період зміни рівня АОА залежали від дози, 
часу після опромінення і виду клітин. Через 6-12 год після опро­
мінення тварин у дозі 0,5 Гр АОА тимоцитіз і лімфоцитів селезінки 
достовірно не змінювалася.

Однак, через 12 год після опромінення у дозі 1,0 Гр спосте­
рігались зміни у рівні АОА лімфоцитів селезінки та тимусу, які 
свідчать про зрушення окислювально-антиоксидантної рівноваги у 
клітинах (Табл. і).

В тимоцитах. де рівень АОА у контролі вищий порівняно з лім­
фоцитами селезінки, спостерігали підвищення антиокислювальної ак­
тивності, а в лімфоцитах селезінки - II пригнічення.

Одним з компонентів антиоксидантної системи лімфоідних клі­
тин, яким відводиться важлива роль з регуляції процесів ПОЛ у ци­
топлазмі і з синтезі ліпоксигеназних похідних арахідонової кис/'-
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ти (АК) є система глутатіону.
Встановлено, ідо вміст GSH у післяпроменевий період збільшу­

вався в лімфоїдних клітинах, у більшій мір] через 12 год після 
дії радіації (Табл.2). В лімфоцитах селезінки.у'цей період відмі­
чене також підвищення вмісту окисленої форми глутатіону, хоча і 
менше за величиною. Таке накопичення GSSG може розглядатися як 
індикатор окислювального стресу. З іншого боку підвищення вмісту 
GSH свідчить про розвиток адаптивної відповіді лімфоїдних клітин.
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Таблиця 1.
Антиокислювальна активність лімфоцитів селезінки та тимоцитів 
щурів після опромінення (М±ш;п 3+18).

Доза, Гр
Термін після 
опромінення, 

год

Константа пригнічення окислення 
субстрата, к ^ Ю ' 3 л/мг*хв

Лімфоцити селезінки Тимоцити

Контроль 0,751+0,048 1,376+0, 107

1.0 12 0,533+0,111* 1.824+0, 271

’ - різниця з контролем вірогідна (р<0,05)

Таблиця 2.
Вміст окисленого та відновленого глутатіону б лімфоїдних кліти­
нах після опромінення (мкг/мг білка) (М±гп;п 6).

СТАН
Лімфоцити .селезінки

----- - ■■■■ 1
Тимоцити

GSSG GSH GSSG GSH

Контроль 0, 283±0.018 2.375+0.187 0, 12810.072 1.051+0,101

6 год 0. 290+0. 026 3,431+0,572* 0. 139+0.015 1.342+0. 265

12 год 0,413+0,029* 4,663+0,607* 0, 234+0, 034* 2. 054+0, 257*

6 год 0.298+0,017 3,484+0,326* 0, 162+0, 036 1,793±0.286*

12 год 0, 548+0, 059* 6, 032±0. 346* 0,206+0.019 1,907+0.156*

* - різниця з контролем вірогідна (р<0.05)

Ефект відновленого глутатіону реалізується шляхом його учас­
ті у функаїювакні глутатіонтрансферази. Глутатіонтрансфераз^а ак­
тивність була однаковою в клітинах обох популяцій. У післянроме-



невий період вона збільшувалась у більшій мірі в лімфоцитах селе­
зінки. порівняно з тимоцитами (Рис.і). Підвищення активності фер­
менту після опромінення може бути пов'язаним з підвищенням змісту 
GSH в лімфоїдних клітинах. >':
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Рис.1. Глутатіонтрансферазна активність тимоцитів (А) та лімфоци­
тів селезінки (В) та після опромінення тварин у дозі 0.5 
(1) і 1.0 Гр (2).
По осі ординат % глутатіонтрансферазної актисності.

Таким чином, виявлена активація досліджених компонентів глу- 
татіон-залежкої антиокислювальної системи свідчить про інтенсифі­
кацію вільноїідикального окислення ліпідів в лімфоїдних клітинах.

Серед ферментних систем, які регулюють ЕІОЛ, важливе значення 
має 5-лІпоксигеназа. У ході реакцій, які каталізує фермент, має 
місце "перехоплення" активних форм кисню, з утворенням НЕТЕ 1 
лейкотрієнів.

Максимальний рівень 5-ліпоксигеназної активності спостерігач 
ли в супернатанті 18000 g як в тимоцитах.так 1 в лімфоцитах селе­
зінки. В мембранній фракції 100000 g активність ферменту не спо­
стерігалась, а у цитозольній фракції 100000 g вона була на 20-3055 
нижчою, ніж в супернатанті 18000 g, що вказує на необхідність 
присутності мембранного компоненту для проявлення оптимальної ак­
тивності (Rcuzer,1985).

Активність 5-Л0 була максимальною при концентрації субстрату



2-2,5*10'4 М, pH оптимум ферменту знаходився в області 6,4. Тем­
пературний оптимум протікання ліпоксигеназноі реакції - в області 
35°С - 40°С. Активність ферменту була вищою в лімфоцитах селезін­
ки порівняно з тимоцитами за різних умов проведення реакції.

Активність Ферменту пригнічувалась на 65 1 80% в присутності 
у Інкубаційному середовищі 2 мМ EDTA 1 на 85 1 94% в присутності
2 мМ EGTA в лімфоцитах селезінки 1 тимоцитах відповідно.

При вивченні залежності ферментативної активності в лімфоци­
тах селезінки від концентрації кальцію показано, що активність 
реєструється в середовищі без додавання екзогенного кальцію, тоб­
то при концентраціях катіону, які обумовлені присутністю його в 
складі компонентів реакційної суміші 1 зростає при підвищенні 
концентрації СаС12 в інкубаційному середовищі від 0,01 до 10 мМ 
(Рис.2). Рівень активності, близький до максимального, спостері­
гався при 0, і мМ концентрації катіону.
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Рис.2. Залежність 5-ліпоксигеназної активності лімфоцитів селезі^ 
нки від концентрації кальцію.

Ще одним підтвердженням залежності 5-ЛО реакції б інтактних 
клітинах від існів Саг* є досліди з А 23187. Преінкубація лімфо­
цитів селезінки з кальцієвим іонофором призводила до підвищення 
початкової швидкості ліпоксигеназноі реакції і рівня максимально­
го накопичення продукту. Активуючий ефект А 2318” був приблизно 
однаковий порівняно з ФГА 1 ЛПС (Табл.З). Одержані дані вказують 
на можливу роль 5-ЛО у проведенні активаційного сигналу г зов­
нішньої мембрани клітин, опосередковано через взаємодію з Са'*.
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Таблиця 3.
Кінетичні характеристики 5-ліпоксигеназної реакції лімфо­
цитів селезінки щурів в нормі і при інкубації клітин з 
мітогенами та кальцієвим Юнофором А 23187 (M±m;n 6*12)

СТАНОВИЩЕ
Початкова швидкість 

реакції, 
нмоль ЛК/хв*мг білка

Максимальне накопичення 
продукту, 

нмоль ЛК/мг білка

Контроль 3,04+0,14 68,71±3,61

+ А 23187 5.07±0.12' 99, 00±8,50*

+ ФГА 4.72+0.29* 90.60+6,12*

ЛПС 4,80+0, 40* 84. 66+5. 04*

+ Кон А 3.73+0.38 83, 00+3.55*

* - різниця з контролем вірогідна (р<0,05)

У післяпроменевий період 5-ліпоксигеназна активність в'лім- 
фоідних клітинах підвищується. Ці зміни мають різний характер у 
клітинах різних органів. В лімфоцитах селезінки підвищення 5-лі- 
поксигеназної активності спостерігається у ранній період - через 
6 год після опромінення тварин як у дозі 0,5, так і 1,0 Гр
(Рис.З,В). Максимальна активність ферменту спостерігається через 
12 год після опромінення у дозі 0,5 Гр і через 6 год - у дозі 1,0
Гр. Через 24 год після опромінення у дозі 1,0 Гр активність фер­
менту пригнічується.

Активність ферменту в тимоцитах значно підвищується лише че­
рез 24 год після дії радіації як у дозі 0.5, так і 1,0 Гр
(Рис. З,А).

Підзищення 5-ліпоксигеназної активності в лімфоцитах селе­
зінки відбувається у той же період часу, коли спостерігається ак- 
тиьація фосфоліпази А? і звільнення арахідонової кислоти з мемб­
ранних фосфоліпі дів (Слатвинская. 1991). В тимоцитах. однак, під­
вищення рівня вивільненого арахідонату через 12 год після опромі­
нення не супроводжується значною активацією 5-Л0. Можна припусти­
ти. що підвищення ліпоксигеназної активності у післяпроменевий 
період слід пояснювати, враховуючи не лише вивільнення арахідоно­
вої кислоти як субстрату пере.ворення, але 1 інші процеси, зокре­
ма. накопичення активних радикалів у клітинах б ході реакцій ДОЛ.



- 10 -

Рис.З. 5-ліпоксигеназна активність тимоцитів (А) і лімфоцитів се­
лезінки (В) після опромінення тварин у дозах 0,5 (1) та 
1.0 Гр (2).
По осі ординат % ліпоксигеназноі активності.

Особливого дослідження потребує варіант, коли субстратом /10 
є арахідонова кислота. Сгактр утворюваних при II ліпоксигеназному 
перетворенні проміжних сполук - гідроксиейкозатетраєнових кислот 
(НЕТЕ) 1 лейкотрієнів (IT) може визначати метаболічний стан клі­
тини при дії різних факторів, у тому числі і радіації у невисоких 
дозах. Метаболіти АК. які утворюються по ліпоксигеназному шляху 
розділяються на дві групи: швидкореагуючі - Н(Р)ЕТЕ. ЛТА4 1 ЛТВ4
та повільнореагуючі - ЛТС4, D4. Е4.

В найбільшій мірі після опромінення в лімфоцитах селезінки 
змінюється рівень НЕТЕ (Табл.4). Через 12 год після опромінення у 
дозі 0.5 Гр вміст ендогенного 15-НЕТЕ зростав в 3.7 рази порівня­
но з контролем. При підвищені дози опромінення до 1,0 Гр спосте­
рігалось підвищення вмісту 15-НЕТЕ через 6 год 1 зниження порів­
няно з контролем - через 12 год. 15-НЕТЕ - одна з загальної кіль-- 
лькості гідроксиейкозатетраєнових кислот, які утворюються з АК. 
Тому оцінювали також загальну НЕТЕ-синтезуючу активність при ін­
кубації лімфоцитів селезінки з 1 *С-арахідонатом (Табл.4). Хоча 
рівень кслизань синтезованого НЕТЕ в лімфоцитах селезінки після 
опромінення нижчий, ніж 15-НЕТЕ. направленість змін в обох випад­
ках однакова



- и  *
Аналогічно вмісту НЕТЕ у післяпроменевий період в лімфоцитах 

селезінки змінюється і рівень ЛТВ4 - він поступово зростає після 
опромінення тварин у дозі 0.5 Гр. а його максимальний рівгть (у
3,8 рази більший порівняно з контролем) відмічений через 6 Г'Д 
після опромінення у дозі 1,0 Гр (Табл. 5). Змін ) вмісту НЕТЕ їм 
ЛТВ4 в лімфоцитах селезінки корелюють у часі і за величиною иГк 
собою та зі зміною активності 5-ЛО у досліджуваний період.

Таблиця 4.
Вміст 15—НЕТЕ і НЕТЕ-синтезуюча активність в лімфоцитах 
селезінки опромінених тварин (M±m,n 3+9).

Доза
опромінення,

Гр

Термін після 
опромінення, 

год

15-HETE, 
пг/10 кл

Включення мітки 
в Г4С-КЕТЕ за 
2 хв, %

Контроль 62,17+2.68 10.1711,68

0.5
6 70.13+3.47 11,1312. 47

12 233, 67+27, 32* 14, 84+2,21*

1.0
6 153, 84±28. 21* 14.67+1,32*

12 49. 07+5. 85 3,18+1.85*

* - різниця з контролем вірогідна (р<0,05)

Таблиця 5.
Вміст лейкотрієнів В4 і С4 в лімфоїдних клітинах після опромі­
нення (М±ш.п 5+8).

СТАН
Лімфоцити селезінки 'ТИМОЦИТИ'

ЛТВ4 лтс4' ЛТВ, лтс4

Контроль 19.35±2.24 47.81+11,52 7. 32+0.84 20.0112.82

6 год 30.69+4,93* 57,67+3.05 8. 72+2. 41 31.07+2. 75*
0.5 Гр .... .

12 ГОД 50,14+7.30* 84.04114.26* 9.86+1.81 40.03+2.51*

6 год 73,02112.50* 66.2116,32 13, 1211.93* 35.33+3.38*
1. 0 Гр

12 ГОД 39. 2.517, 57* 90,0315.85* 12.32+1,60* 47,3315,31*

* - різниця, з контролем вірогідна (р<0.05)

Вміст ЛТВ4 в тимоцитах у 2.7 рази нижчий порівняно з лімфо­



цитами селезінки і змінюється у післяпроменевий період Б меншій 
мірі (Табл.5). Однак після дії радіації у дозі 1.0 Гр також спос­
терігається його підвищення - у 1.7 рази порівняно з контролем.

Одержані дані про раннє підвищення після дії радіації мета­
болітів ліпоксигеназного перетворення АК. при утворенні яких ути­
лізується кисень, можна пояснити як адаптивні, направлені на зни­
ження кисневого ефекту, що дозволяє підтримувати на стаціонарному 
рівні антиокислввальну активність клітин. Однак утворення у над­
мірних кількостях таких метаболітів арахідонової кислоти як НЕТЕ 
і ЛТВ4 може викликати блокування ферменту їх синтезу - ліпоксиге- 
нази (Jakschik.1982). і сприяти зрушенню окислювально-антиоксида­
нтної рівноваги. Саме такі зміни (зниження АОА і активності 5-ЛО) 
спостерігаються в лімфоцитах селезінки через 12-24 год після оп­
ромінення у дозі 1,0 Гр.

Вміст ЛТС4 в лімфоцитах селезінки у контролі також був вищий 
порівняно з тимоцитами (Табл.5). Однак його зміни у післяпромене­
вий період були однаковими в клітинах обох органів - поступове 
зростання незалежно від дози опромінення. Таке підвищення вмісту 
ЛТС4 пов’язане, на нашу думку, зі зростанням вмісту в лімфоідних 
клітинах ендогенного глутатіону та активацією глутатіонтрансфера- 
зи. так як саме за їх участю ЛТА4 перетворюється в ЛТС4.

Слід відмітити, що загальний вміст досліджуваних ЛТ в лімфо­
цитах селезінки вищий, ніж в тимоцитах. З розвитком променевого 
ураження їх кількість, підвищується, змінюється також співвідно­
шення між різними групами лейкотрієнів. Після опромінення у дозі
0.5 Гр 1 на ранньому етапі після дії у дозі 1.0 Гр збільшення 
відбувається за рахунок приросту НЕТЕ та ЛТВ4, а доля ЛТС4 у їх 
загальному спектрі при цьому зменшується. Через 12 год після дії 
у дозі 1.0 Гр спостерігається зворотня картина - вміст КїТЕ та 
ЛТВ4 знижений, а ЛТС4 - підвищений.

Привертає увагу той факт, що наростання вмісту ЛТС4 спосте­
рігається одночасно з розвитком радіаційного ураження 1 загибеллю 
лімфоїдних клітин, що дає підставу^розглядати цей повільнореагую-' 
чий лейкотрієн як один з монливих радіотоксинів. З іншого боку, 
актіївація глутатіонтрансферази і підвищений синтез ЛТС4, можливо 
сприяють нейтралізації пошкоджуючої дії продуктів, вільнорадикаль- 
ного окислення.

Альтернативним шляхом -фёрмэнтатизнсго окислення АК є її цик­
лізація з утворенням лабільних ендолереаисів. які перетворюються
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б більш стабільні Простагландини (ПГ) за участю циклооксигекази.
Вміст ПГЕ2 1 F,a в тимоцитах опромінених тварин залишався на 

рівні контролю, тоді як в лімфоцитах селезінки рівень ПГЕг та Рга 
змінювався через 6 год після опромінення. Ці зміни е. різноналрав- 
леними - вміст ПГГ,а знижувався, а ПГЕ2 підвищувазся (Табл.6). ідо 
призводить до підвищення співвідношення ПГЕг’/ПГТ о. Можливо.’ в 
післяпроменевий період різнокаправленз змінюється активність 
Ш Т га- ендопероксидредуктази і ПГЕг-ендопероксидізомерази. В той 
же час у сукупності кількість простагландинів Ег та ¥га достовір­
но не змінюється.
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Таблиця 6.
Вміст простагландинів в лімфоцитах селезінки (М±ш,п 3+6).

Доза 
опоомінення, 

' Гр

Термін після 
опромінення, 

год

Вміст простагландинів (пг/.Ю7кл)

ПГЕ? nTF2a

Контроль 165.00+27,8Э 494.73+25.47.

0.5
6 257,25±і6, 58’ 384,53132.71*

12 174,08+21.09 455, 57+21.19

1.0
о 34І, 00+12,19* 315, 93+67, 84*

12 239, 25+52. 96 __ ___ -- __
353.11+23,47*

* - різниця з контролем вірогідна (р<0, ОгО

При вивченні простагландинсинтетазної активності в лімфоци­
тах селезінки показано (Рис.4) що зміни синтезу простагландинів 
¥га та Ег з 14С-арахідонату корелюють зі зміною їх вмісту через б 
год після опромінення.

Таким чином, в досліджуваний період після опромінення в лім­
фо їдних клітинах спостерігається виражена активація одного з шля- 
хіь перетворення арахідонової кислоти - ліпоксигеназного.

Щоб виявити, якою мірою процеси синтезу досліджуваних мета­
болітів АК залежать від концентрації внутрішньоклітинного каль­
цію. вивчали їх вміст в лімфоцитах селезінки після преінкубації 
клітин з С.5 мкМ А 23187 у інкубаційному середовищі, що містило з 
мК CaCL . Показано, що преінкуоація з кальцієвим іонофором приз­
водить до підвищення вмісту іо-НЕТЕ та ЛТВ4 (Табл.7). Вміст ПГ£г 
та F?a при цьому не змінювався порівняно з контролем. ' Вибіркова 
активація ліпоксигеназного шляху перетворення арахідонової кис­



лоти може бути пов’язана зі зміною концентрації цитозольного Са2* 
в лімфоцитах селезінки у ранній піеляпроменевий період (Руч­
ко. 1992).
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Рис. 4. Включення 14С з 14С~арахідонової кислоти в ГПТ2а (А) 
та ПГЕ2 (В) в лімфоцитах селезінки в нормі (1) і через 
6 год після опромінення у дозі 0.5 (2) та 1,0 Гр (3).
По осі ординат % включення мітки “ с в простагландини.

Таблиця 7.
Вміст продуктів (пг/107 кл) циклоокси- та ліпоксигеназкого 
перетворення арахідонової кислоти в лімфоцитах селезінки при 
Інкубації клітин з кальцієвим іонофором А 23187 (М±га п 6+12).

СТАН 15-НЕТЕ лтв4 ПГЕ, nTF,a

Контроль 62.17+2.6В 19,35+2.24 165,00+27.89 494. 73±25. 47

+ А 23187 149.67+12.50* ЗО, 00±5.8І* 212,66+35,13 476. 30+15.62

* - різниця з контролем вірогідна (р<0.05)

Активація ліпоксигеназної реакції в клітинах після опромі- 
ненкня може також залежати від стану інших регуляторних систем та 
вмісту інших метаболітів. Це. зокрема, антиокислювальна актив­
ність. активність глутатіонтрансферази. вміст глутатіону. Оскіль­
ки рівень дан::х компонентів в лімфоцитах селезінки та тимоцитах у 
нормі відрізкяеться. то цим. до деякої міри, М02Є бути обумовлена 
різкиц? у радіочутливості досліджуваних клітин.



Ка основі одержаних даних можна заключит ще після опромі­
нення тварин у дозах 0,5 1 1,0 Гр метаболізм арахідонової кислоти 
в лімфоідних клітинах змінюється у напрямку ітенсифікації ліпок- 
сигеназних реакцій. При цьому підвищується вміст НЕТЕ та лейкот- 
рієніЕ в клітинах, у динаміці розвитку паталогії змінюється їх 
спектр. Нестабільні продукти ліпоксигеназного перетворення арахі­
донової кислоти можіть бути медіаторами розвитку променевого ура­
ження.

висновки

1. У ранній період після опромінення у дозі 1,0 Гр в лімфо­
цитах селезінки та тимусу спостерігається підвищення антиокислю- 
вальної активності та вмісту відновленого глутатіону в тимоцитах. 
та зниження антиокисливальної активності і підвищення окисленого 
глутатіону в лімфоцитах селезінки. Глутатіонтрансферазна актив­
ність в лімфоцитах обох органів підвищується.

2. Цитозоль 18000 g лімфоідних клітин проявляє 5-ліпоксиге- 
назну активність. 5-ліпоксигеназа лімфоцитів селезінки може прий­
мати участь у проведенні активаційного сигналу, оскільки після 
преінкубації клітин з кальцієвим іонофором А 23187 та мітогенами 
ЛПС і ФГА активність ферменту підвищується.

3. Встановлене раннє підвищення 5-ЛО активності лімфоцитів 
селезінки у післяпромекевий період. Спостерігається кореляція у 
підвищенні в часі після опромінення активності 5-ліпоксигенази та 
вмісту її первинних продуктів 15-НЕТЕ і ЛТВ4. Підвищення 5-ліпок- 
сигєназної активності та вмісту ЛТВ в тимоцитах спостерігається 
у більш віддалений термін після опромінення порівняно з лімфоци­
тами селезінки.

4. Загальний вміст продуктів ліпоксигеназного перетворення 
арахідонової кислоти протягом досліджуваного періоду підвищений - 
після опромінення у дозі 0.5 Гр за рахунок приросту НЕТЕ та ЛТВ4. 
після опромінена у дозі 1.0 Гр - за рахунок ЛТС<.

5. Процеси перетворення арахідонової кислоти по циклоокси- 
та ліпоксигеназному шляхам в лімфоцитах селезінки характеризують­
ся різною чутливістю до дії іонів кальцію. Преінкубапія лімфоци­
тів селезінки з кальцієвим іонофором А 23187 призводить до підви­
щення вмісту в клітинах 15-НЕТЕ та ЛТВ4. Вміст І1ГЕ, т^ ШТ„а при- 
цьому не змінюється.
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6. Перетворення арахідонової кислоти в лімфоїдних клітинах 
в ранній післялроменевий період проходить в основному по ліяокси- 
геназному шляху.
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