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Актуальність проблеми. Одне з грунтовних питаннь у біолог!? - 

адаптація до умов середовища, що постав важливою й однією з 

найхарактерніших властивостей живих систем будь-яких рівней 

організації на всіх етапах філогенезу [Анохін, 1975] . Загальні 

адаптаційні реакції постають реакціями всього організглу і включають 

до себе всі його системи і рівні [Селье, I960; Хочачка, Соиеро, 

IS8S] . Загальні адаптаційні реакції організм постають неспеци­

фічними, тобто виникають у відповідь на ді? різних за якістю 

подразників визначено? сили /дози/ [Насонов, 7959; Гаркаві та ін., 

1990] . Неспецифічний адаптаційний синдром є необхідною ланкою 

багатьох патологічних процесів [Ераун, ..юзенок, I9S7] . Інтерес до 

проблем неспецифічного адаптаційного синдрому обумовлений відкрит­

тям та запроваджуванням до практики у теперішній час великого числа 

нових фізнчних, хімічних та біологічних факторів, здатндх негатив­

но впливати на організм. Частково, все білша кількість людей, 

як відомо підпадає під вплив радіації. 7 зв'язку з цвм великий 

інтерес викликав вивчення механізмів формування та розвитку 

неспецифічного адаптаційного синдрому клітинної системи при діяньі 

іонізуючого випромінювання на організм.

Ыасовим компонентом клітин, в якому розгортаються радіаційно- 

хімічні реакції, постають клітинні мембрани (Барабій та ін.,

1991; Бурлакова та ін., 1989; Кудряшов, 1984] . Експериментально 

показано, що радіація викликав значні зміни фізико-хімічних 

властивостей як ліпідної феаи [Коломійцева, 1989] , тав і білкових

компонентів меЮран (FomenKo *t  al. , 1983] , зміну структури

мембрани [Edwards et at,, 1984; Сунгуров, 1988] . враховуючи

те, що мембрани в структурного основою більшості функціог’ ільніг,: 

систем клітин, слід чекати, що одним з прогнозуючих наслідків 

зміни структури мембран буде порушення механізмів інтеграції 

клітинного обміну під впливом радіації [Кузін, 1936] . У з?»ягг.у 

9 цим, зверткють на себе уваї? плазматичні мембрана клітин, ио 

викопують ваишву роль регулятора клітинного метаболізму [іогач 

та ін ., І98і] . Однак, зезвакаючи за безперечні інтерес до

вивчення ролі плазматичних меглбран в адаптивних р з акція 7 клітлг. 

до діяння радіації, [Фоменко, Акоев, 1984; Рискулоза, К2б] , 

до теперішнього часу ве з'ясовано характер змінп складу, структура 

білкового та ліпідного кошюневгів длазиатичної мк/Зраїш, їх 

взаємодії, зміни пропЕкливісті ме:£рав *а активності мєіЗозео- 

зв'язаних ферментів. З зв'язку з цеп: дослідження структуро- 

фнкціодальних змін яг., -затвчаих мембран пов’язаних із ьзхянігкв-
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ми радіочутливості клітин є актуальним сьогодні.

...атз та заздання роботи. Подана робота присвячена досліджен- 

аэ характеру біохімічних і фізико-хімічних змін плазматичних 

мембран у реалізації неспецифічного адаптаційного синдрому клітин­

ної системи при опромінюванні, иетою даного дослідаення е визначен­

ня основних закономірностей радіаційної кодифікації структурно- 

Гункціонального стану плазматичних мембран клітин, що гинуть по 

інтєргоазному типу.

Завдання дисертаційної роботи:

- дослідження властивостей плазматичних мембран тимоцитів;

- з'ясуванню характеру структурно-функціональних змін плазматичних 

мембран тимоцитів в умовах гострого та фракціонованого оцроміню- 

вання тварин;

- дослідження характеру структурно-функціональних змін плазматичних 

мембран при діянні радіації на тимоцати та еритроцити;

- вивчення особливості механізму поразки мембран при опромінюванні 

препарату плазматичних мембран;

- в умовах експериментальних моделей ( Fe + аскорбат )- 

індуцованого перекисного окислення ліпідів і білок-ліпідних 

комплексів ліпосом досліджувати механізми модифікації білок- 

ліпідних взаємодій і структурного стану мембраних компонентів.

Наукова нозизна результатів. Результати виявлених закономір­

ностей зміни біохімічних і структурно-функціональних властивостей 

плазматичних мембран клітин не тільки доповнюють та розширюють 

існуючі уявлення, але й віддзеркалюють нові досягнення у вивченні 

фізико-хімічних механізмів, які визначають зміни білкового та 

ліпідного компонентів плазматичних мемЗран, що вносить значний 

вклад у вивчення біохімічних аспектів неспецифічного адаптаційного 

синдрому клітинної системи при діянні радіації. Нові результати 

та зроблені висновки мають принципове значення:

Вперше здійснено комплексне фізико-хімічне дослідження 

структурно-функціональних властивостей плазматичних мембран при 

діянні радіації на тварин, клітини та препарат мембран, .

Сяерше встановлена раніше невідома особливість Са2+-АТФази 

плазматичнпх мембран ураяатися внаслідок прямого діяння радіації, 

тоді як -АТФага - внаслідок непрямого діяння.

-перше показано, що діяння радіації або (fe +  аскорбат) - 

індуцованого перекис ного окислення ліпідів викликає відщеплення 

переферичних білків плазматичних мекбран тимоцитів, що супрозод- 

;-;;ється зміною структури білок-ліпідного аатрікса та зростанням
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солвбілізації інтегральних білків.

Установлено, що ефект окислення |Н- груп білків плазма­

тичних меибран визначається як продуктами ліиопероксидації, також 

і продуктом радіолі за води е^др.

Вперше показано, що АТФ, а також іони Са та !.1д?+ можуть

при визначених умовах робити радіозахисне діяння на са^+-АТФазу, 

ІЛаь+-АТФазу і структуру плазматичних мембран.

Показана роль ліпідів плазматичних мембран у реалізації

еуекту іонізуючого випромінювання. Вперше було виявлено, що пораз­

ка анулярних ліпідів здійснюється прямим діянням радіації, а віль­

ні ліпіди змінюються як-внаслідок прямого діяння радіації, так і 

під впливом продуктів радіоліза води-радікалів ОН*.

Призедені нові дані свідчать про кооперативні зміни, що 

торкаються структури плазматичних мембран під впливом радіації 

на клітину.

Теоретична і практична значущість роботи. Одержані результа­

ти мають важливе значення для з'ясування загальних принципів 

йункцінування плазматичних мембран та їх структури. Знання цих 

принципів необхідно для успішного вивчення структурно-функціональ­

них якостей плазматичних мембран клітини та їх ролі в організації 

метаболізму у клітині. Ці результати можуть бути використані в 

експериментальній біології при досліджуванні структури і функці- 

нування мембраною апарату клітини.

Вивчення ролі плазматичних меїлЗран у реалізації неспецифіч­

ного адаптаційного синдрому клітинної системи під впливом ряціз- 

ції викликають істотний інтерес для теоретичної біології (містить 

дані для аналізу однієї з найважливіших якостей живого стану 

мйтерії - иодрамивості) і практичне (вивчення механізмів захисту 

організму від опромінювання). Ці результати можуть бути викори­

стані при вивчені структурно-функціональних змін меабраного 

апарату клітини під впливом різних фізичних та хімічнії:: -.акторів.

Практичний інтерес мають отримані у роботі дані про моди- 

фіцуючий вплив АТФ, Са2+ і на структуру тс ферментативну

активність плазматичних мембран, що дозволяє ставати питання про 

використання їх як кошюневта редіопротекторів. Розробленні sacods 

оцінки впливу радіації на структурно-функціоналіні властазосі-х 

плазматичних мембран були використанні при випробуванні радхо- 

протекторів.

Оснозні положення, шо виносяться на захист.

І. Адаптаційна реакція організму під виливок радіації це лроїтес,
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що розгортається з бігом часу, при якому спостерігаються'значні 

зміни біохімічних та фізико-хімічних властивостей плазматичних 

мембран тимоцитів: активності Са2+-АТйази і М ^ +-ДТФази, 

проникливості мембран для іонів Са2%  поверхневих властивостей 

тишцятів, структури білків та міяров'язкзсті ліаідіїз. 

у динаміці властивостей плазматичних мембран тимоцитів тварин 

після гострого одноразового опромінювання та при фракціонованому 

опромінюванні нелеталвними дозами дозволяють зробити висновки, 

що вони зумовлені характером адаптаційної реакції організму у 

залегіності від дози опромінювання.

2. Генералізовані перебудови плазматичних меиЗран при неспецифіч­

ному адаптаційному синдромі клітинної системи внаслідок впливу 

радіації мають кооперативний характер, що обумовлює зміну 

проникливості для Са2+, поверхневих властивостей плазматичної 

мембрани, в'язкості ліпідної кошоненти мембрани.

3. Структурна неоднорідність плазматичних мембран обумовлює 

під впливом радіації на мембрани неоднакову радіочутливість 

мембраних білків, поразковість Са^-АТФази внаслідок прямого, 

а !лОр+-АТФази внаслідок непрямого впливу радіації, зміни 

анулярних ліпідів внаслідок прямого, а вільних ліпідів - як 

внаслідок прямого впливу радіації, так і радикалів Olf.

4. Моделювання ефектів радіації за допомогою /  F« + аскорбат/ - 

ік.луцованого пєрекисного окислення ліпідів у плазматичних 

мембранах та вивчення взаємодії білків із ліпосомами дозволило 

одержати зіставлені з ефектом радіації зміни SH - груп мембра­

них білків, структури білків та в'язкості мембраних ліпідів, 

зміни зв’язування білків із ліпідами, це дозволяє зробити виснов­

ки, що істотну роль в ефекті радіації на плазматичні мембрани 

грає зміна білок-ліпідних взаємодій.

Апробація роботи. Матеріали дисертації були подані на: 

Всесоюзній конференції "Нові напрямки б і от ехнологі ї” /Путино, 19 3 8 /} 
У! Всесоюзній конференції по спектроскопії біополімерів /Харків,

1932/; І .Всесоюзному радіобіологічному з'їзді /Москва, 1938/;

17 Всесоюзній конференції "Органічні люмінофори та їх застосуван­

ня у народному господарстві*1. /Харків, 1990/.

8а'матеріалами .дисертації опубліковано 4S наукових робіт.

Об'єм та структура роботи. Дисертація викладена да J 5 3 6 _  

сторінках і складазться із вступу, аналітичного огляду літератури, 

методичної глава, 7 глав викладу одержаних результатів та їх 

Обговорювання, висновкіз, вказівника літератури, додатку. Робота
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містить в собі 25 таблиці та 94 малюнки. Список цитованої 

літератури включав 380 бібліографічних джерела.

і-іатеоіали і методи дослідження.

Матеріал or. для експериментально? роботи був тимус щурів- 

самців популяції "Зістар" /масою 100-120 г /  та великої рогатої 

худоби, еритроцити донорської крові.

Плазматичні мембрани тимоцитів виділяли за методом [Лреваль, 

Назаренко, I9SI] . Чистоту фракції контролювали електроно-г,;ікро- 

скопічно і по активністх маркерних ферментів: 5’ - АТйази, 

сукцінатдегірогенази, кислої фосфатази, глюкозо-6-фосфатази 

НАДН-редунтази. Активність Са2+-АТФази і Мд?+~АТФази у плазма­

тичних мембранах визначали за методом Carofotl (1984). Електро­

ліз білків проводили у 7,5 7. поліакріламідному гелі [Древаль, 

1977] . Концентрацію білка визначали за методом Lowry et at.

/1951/. Інтенсивності перекисного окислення ліпідів /ПОЛ/ визначали 

по нагромадзенж малонового діальдегіду ДДА/ [Владимиров,

Арчаков, 1972]. .

У роботі використані наступні хіміко-аналітачні метода: 

виділення фосфоліпідів [Кейтс, IS7S] , двохмірної тонкошарної 

хроматографії фосфоліпідів ва пластинках "SlEufof UV- 254" 

[Шаршунова та ін. Г980] , кількісного визначення SE-rpyn 

[Кочетов, І97і] і неорганічного фосоїата /вн/ (Lowry, Lopei 

1946] ..

Оган структурних властивостей плазматичних мембран оцінювали, 

коли дослідяували флуоресцентні характеристики зондів: ї-аніліно- 

нафгалин - 8 сульфоната /АБС/, еозіна, родаміна 62, пироніна, 

4-діметіламінохалкона, 3-метоксибензантрона [-іпадииірзв, Іобрецов, 

1980 на спектрофлуоріметрі "Hitecll ;.iPF - 2А" (Японія). Зідноску 

мікров'язкість анулярних та вільних ліпідів визначали за допоьогж 

флуоресцентного зонду пірена [Літвинов, Образцов, І£82] . 0ціе;;7 

ковформаційного стану мембраних білків проводила методом селектив­

ного гасіння власної триптофанової флуоресценції [Лакозич, ІРЗЄ; 

Демченко, 1888] .

Кальцій-зв’язуючу здібність плазматичних мем5ран' дослідзузг:- 

ли із використання;,: 45са і за доплигаю Са2+- хелатіруг.'чзго 

йлуоресцентного зонду хлортетрацикліна [ііеєь та ік. І9сЗ] . -іо- 

ншишвість плазматичних мегліран та^оцвтів для к-альція дослід",:;, 

ли із використанням 45со і металевохромвзго барзкзка арсекзео 

[Орлов, Лобас, :І989] . Визначеная поз'ягування еулы’-эГеайе'ткэлэгз 

барвника бромтімолового синього із. алаааетвчнаїд шмірзнал поо-
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водили за методом [Левін, 197б] .

Електрохімічну стабільність мембран еритроцитів визначали за 

методом [Лутвінськяй та ін. I98S] .

Лілзсош формували із фосфоліпідів шляхом озвучузання ліпідної 

суспензії за допомогою диспергатора УЗЕН-І при частоті 22 кГц 

протягом 5 хвилин з наступишь зіддаленням б ага то шар h e x  везикул 

центрифугуванням при 30000 д. ЗО хвил. [HuHijo et at. , IS88] . 

Реакцію комплексостворюванн* метгемоглобіну та феріцитохрома С 

із ліпосоками проводили з 0,01 d тріс-KCt буфері pH 7 ,4 . Бінарні 

ліпідні мембрани формували на отворі діаметром І ш  у тефлоновій 

перегородці із суміші госфатіділсеріна і фосфатіділхоліна у гепта­

ні [Богуславський, 1978] .

ІЬстре опромінювання щурів, клітин і мембраних препаратів 

здійснювали на лінійному прискорювачі електронів енергією 5 іЛзЗ. 

Фракціоноване гама-опромінювання щурів здійснювали на ізотопній 

установці ”Исследователь"/60со / .

Статистичну обробку експериментальних дэеих проводили із 

використанням t-крітерія Ст'юдента, величину коефіцієнта кореля­

ції ( г ) і коефіцієнта варіації обчислювали за методом [сакс, 

1976] .
РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ 0БГ0В0РЙШ.

І. Властивості плазматичних менбсан тдмоцитів.

Встановлено, що плазматичні мембрани тимоцитів володіють 

центрами сорбції як для АТФ, також і для кальція /Табл. І /.

Таблиця І.

Характеристика центрів сорбції АТФ і Са2*  плазматичними меиЗраяами 

тимоцитів.

паоаметр 
центр -— —зв'язування 
зв'язузання --

молей/г білка кДя/моль

рх
Са - сполучний І 

2

АТФ - сполучний І 

2

3,45 . ТО-4 

4,55 • І О-3 

30,0 • ІО-6 

2,58 • ІСГ3

2,34 • І О5 

7,64 • ІО2 

0,76 • 10® 

1,02 • ІО3

-28,5

-15,3

-33,6

-17,2

сій ни концентрації АТФ і Са2+ можуть ефективно зшшзати на

структуру плазматичних мембран шляхом зміни поверхневого потенціалу 

е:.:бплнл та в'язкості мемЗраних ліпідів. Плазматичні мембрана 

тіі-іоіїзтіз іютть ефективні бар'єрні властивості: проходження іонів 

Св2+ "різь гденбряну за градієнтом концентрації це простий дифузій-
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ний процес. Активний транспорт Са проти градієнту концентрації 

здійснюється Са2+-АТФазою з Км — 4,0 мій, Чіах — 270,3 нмоль 

Фн/мг білка/хвил. Алостеричяим ефект орок Са2+-АТФази постає 

Мд?+ вільний /коефіцієнт Хіла 0 ,1 /. Зивчення властивостей Уд.2+- 

АТФази показало, що Км”  2,34 Ш , Чгах — 498,0 шаль Фя/мг 

білка/хвил. Іони Мд?+вільн. постають безкоаяурентниш інгібітора­

ми Мд^-АТФази. Фосфоліпіди мемЗран містять у собі : 35 2 фосфо- 

тіділхоліну, 22 Z форфотіділстаяоламіну, 23 X сбінгомієліну 9 ?. 

кардіоліпіну та 6 % фосфотіділінозіту.

. 2 . Структурно-буккпіойальні зміна плазматичних мембран 

тимоцитів після одноразового одромінюзаянд тварин.

%рів опромінювали у дозах 1 ,5 ; 4 ,0 ; 7 ,0 і 10,0 Гр, на 1,8, 

15,22 і 30-у добу після опромінюваная у плазматичних мембранах 

тимоцитів визначали активність Са^+-АТФази і 1!̂ .2+-АТФази, про-

2 +

Мал, І. Післярадіаційнї smipjj ПОД у тимоцатах щуоіз, що оппоиінзв.'- 

леся. відзначені: лоза 1,5 Т£-І; 4,0 ІЇ>-2; 7,0 І£-2; 10,0 ІЬ -4. 

вадливість мембран длг іонів -Oaf* інтенсивність ЯСИ, мікрсв'яЕкІст- 

анулярних та вільних ліпідів, зв'язування.А® та іонів Ca**- М
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поверхнею мембрани, реєстрували канформаційні зм іни' мембранах 

білків при гасінні акріламідом триптофанової флуоресценції.

дані, які отримали, дозволяють зробити висновок, що для 

процесу післярадіаційних змін плазматичних мембран тимоцитів 

характерні коливальні зміни всіх структурно-функціональних власти­

востей, які дослід;^увалііся, що притаманно змінам параметрів 

організму при загальному адаптаційному синдромі [Соколовський,

І2Є4] . Спостережена коливальна динаміка IIQH при опромінюванні 

тварин (Іііал.І )відповідае фазам загального синдрому адаптації 

[Барабій, !99ї] і мог:е ініцирувати мобілізацію відповідних 

реакцій організму.

Однак, дінаміка змін вивчених параметрів виявляється різною. 

Відсутність кореляції (г-  0.085) мін процесами пасивного прибуття 

Са2+ у клітинку та активним його виведенням Са2+-АТФазою моке 

обумовлювати зміну концентрації Са2*  у клітині, що розглядається 

як одна з причин загибелі тимоцитів [Габай та ін. 199(3- Як проміг- 

ний ефект дід впливом радіації на організм, мояуть виступати 

оадіотоксини, які переносяться мінклітинною рідиною або кров’ю 

[Ку зик, лопилов, 1983] .

Дослідження ефектів плазми крові тварин, які опромінювалися, 

на активність Са2+-АТФази та М(^+-АТФази плазматичних мембран 

показало принципову можливість впливу радіотоксинів на актизність 

г.ембранозЕ'язаних ферментів, іложна припускати, що у рані терміни 

зміни властивостей плазматичних мембран відбивають розвиток 

радіаційно-хімічних процесів, які викликані опромінюванням. 7 білнп 

пізні терміна зміни властивостей плазматичних мембран мокуть бути 

обумовлені токсичними продуктами автолітичних процесів зруйнування 

клітин, що підлягали опромінюванню. Нормалізація вивчених парамет­

рів структурно-функціонального стану плазматичних мембран тимоцитіе 

на £0-у добу після опромінювання тварин, може, у принципі відбивати 

реальну ефективність репараційних систем організму [Корогодін,

І9ЄЄ; Стреліч, 1978].

с. С?ру?._'7оно-йункціональні зміни плазматичних мембран 

ти:агатів non Г^акціоноззному опромінюванні тварин.

і:о теперішнього часу є дані про особливості змін у обміні 

речовин внаслідок багаторазового впливу нелегальних доз радіації 

[дворецький, Єгорова, 1990; Кучеренко та ін., IS9I] . Тому у наших 

екопержентах. досліджували зміну властивостей плазматичних 

еі.ібран тимоцитів при щоденному опромінюванні тварин у дозі 0 ,5  IJ) 

поотягом двох тиянів.
р л.

Результати вивчення активності Са -АТФази показують, що 
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вшшв радіації у сумарній дозі 3 Гр визиває зниження активності 

на 4Ь % /Р  <  0,'0І/ і подальше опромінювання не змінює активності 

ферменту. Активність М<з?+-АТФазг. при опромінюванні в сумарній 

дозі 7 ї£ приводить до зниження активності ферменту на 40 %

/Р  < 0 ,0 5 /  у порівнянні із тваринами, які не опромінювалася. При 

зростанні сумарної дози опромінювання відбувається зростання 

перексидаціт ліпідів (і.Іал. 2) та при сумарній дозі 7 Гр зростає 

на 43 % /Р<0,05/. Зміна поверхневих властивостей плазматичних

Мал.2. Зшшв фракціонованого опромінювання щурів на зміну мівро- 

в'язкості анулярних (І) га вільних (2) ліпідів і інтенсивності 

процесів ЇЇОЛ(З) у плазматичних мембранах тимоцитів.

мембран тимоцитів при зв'язуванні АНС та структура мембранпх білків 

при фракціонованому опромінюванні суттєво не зміняються. Разом із 

цим при збільшенні сумарно? дози до 7 Ір. мікроз'язкість ліпідної 

компоненти мембран знижується (Мал. 2 ) . ыожна зазначити що біль­

шість параметрів, які досліджувалися, при сТракціонованогу опромі­

нюванні знижуються у порівнянні із контролем, що не оаромІЕГва'іСл, 

тоді як при гострому одноразовому опромінюванні ці ПЕрзмєтр;: 

мають тенденцію до зростання, ііе дозволяє зробити ЗЕСНОВКЕ, що 

мають місце суттєві зміни у реакції плазматичних ме.-.ібран теїломгтіз'- 

при фракціонованому опромінюванні неяетальйима дозами, та при 

гострому одноразовому опромінюванні тварин. Знизаная буектзішойі 

радіаційного впливу при сракціонуззнні дози пояснюють psnspar.:-.- - 

ш  процесами, які протікають у проміжках мін опромінювання:.; і 

частково усувають поруиенЕй [Ak o s b , !Г70].
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4. Зміна властивостей плазматичних ивиЗран дід вшщвоц

радіації пз клітини.

Для з'ясування особливостей реакції плазматичної мембрани у 

реалізації неспецифічного адаптаційного синдрому клітинної системи 

суспензії тимоцитів або ерітроцитів опромінювали у дозах від 4 І)? 

до ІО4 її).

Встановлено, що активність Са -АТФази у плазматичних мембра­

нах тимоцитів при дозі опромінювання 10 Гр зростав у 2 рази 

/Р <  0 ,001 /, але подальше збільшення дози до 300 Гр приводить до 

зниження активності ферменту на 24 % /Р <  0,05/ у порівнянні із 

контролем. Активність М^?+_дтфази ПрИ збільшенні дози радіації до 

ІО^ ІЬ знижується в 2,4 рази /Р  <  0,001/.

Вплив радіації ка тимоцити приводить до зростання проникливо- . 

сті плазматичних мембран для кальці», вростання пасивного транспор­

ту кальцію у тимоцити здійснюється незалежно /г -  0 ,202/ від зміни 

активності Са2+-АТФази, яка здійснює активний транспорт кальцію із 

клітини, тобто приводить до порушення злагоди систем, що підтриму­

ють гомеостаз Са^+, характерного для нормальної чситтєдіяльності 

клітина [Rasmussen, Goodman., 1979].

Зміна зв’язування АКС та Са2+ із поверхнею плазматичної 

мембоани тимоцитів показує на зміни поверхневих властивостей 

плазматичних мембран клітин, що опромінювалася. Збільшення дози 

радіації приводить до зростання г,:ікров’язкості ліпідів. Очевидно, 

айви ліпі.цного ко.ліоненту плазматичних шлбрсн зумовлені процеса- 

;.л зростанню ліпопероксидації при опромінюванні (кіал. 3)[Бурлако­

ва,' IS8S] . Під впливом радіації на тимоцити структурна жорсткість 

мембранах білків у дозах до 300 І£і зменшується на 12 % / Р <  0, 05/ ,  

а яри подальшому збільшенні дози до І0Б - зростає в 1,5 рази 

/Р < 0 ,0 1 /  у порівнянні із контролем, монливо, внаслідок денатура­

ційних переходів.

Кількість SH-rpyn в білках плазматичних мег.'бран у цозозому 

інтервалі до 300 зкевьшувться у 4,6 рази у порівнянні

із тимоцитами, які не опромінювалися (Ыал. 3). Відсутність 

кореляції /Г ш  0 ,04 / між змінами жорсткості мембраних білків і 

кількістю SH-rpyn робить малоіковірним припущення SuttarUnd 

/1967/, що зміни у структуоі мембраних білків внаслідок опромінюван­

ня зумовлюються окисленням сульфгідрильних груп. При опромінюванні 

тимоцитів відзначаються кооперативні залежності від дози опроміню­

вання глл параметрів зв'язування нальцію із плазматичними мембрана- 

І.1И, проникливості мембран для кальція, в'язкості анулярних і

10



ІЛал.З. Зшшв опромінювання тимоцитів яа інтенсивність ДОЛ /І /  і 

вміст SH-груп білків плазматичних мембран /2 / .

незалежних ліпідів. При цьому величина кое&іціенту Хілла щще. 

одиниці. Це дозволяє зробити висновок, ио внаслідок ЗДЛЕБ psflicatt 

на клітЕну кооперативні переходи торкаються більшої частини структу­

ри плазматичних мембран. »

З метою досліджування іштання про зміну структурно? цілісності 

плазматичної мембрани внаслідок впливу радіації досліджували електро­

хімічну стабільність плазматичних мембран еритроцитіз /Мал. V .  ^о:ша" 

бачити, що при зростанні дози опромінювання проникли;-ість олззиотач- 

них мембран еритроцитів для іонів СІ - зростає. Спостзреканне 

паралельно із цим зростання інтенсивності ЯОЛ дри збільаеяні дози 

радіації, а також зміна стабільності мембран от /  Fe + аскорбат/ - 

залежного ПОЛ /бмець та ін. I9S0/ зказує на зміну ліпідної кзкионвати 

мембрани як ведучого механізму зміни електрохімічної cradiльнозті 

плазматичних мембран еритроцитів.

5. Вплив радівді" на плазматичні мембрани.

Для зрозуміння механізмів змін, що ввлвлєні при опромінкьангі 

кл іїи н ,. -вгчи проведені дослідження прл оирокіковаяні з дозах до
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Мал. 4. Вплив оадіаці" на раціаційно-індуцовані процеси ПОЛ(І) 

і швидкість зміни pH середовища ( Т ).

І О4 ТЬ суспензії плазматичних мембран тимоцитів.

їістановлено, що вплив радіації приводить до відщеплення 

периферичних білків, зростання солрбілізації інтегральних білків 

тритоном Х-ЇС9, зміни білкового складу за даними днск-електро- 

форезу. Гасіння власної флуоресценції ыембраних білків із викори­

станням акрілдаіду показує, що опромінювання у дозах до 102 приво­

дить до незначного знинення структурної короткості мемйраних білків. 

Разом з цим, при дозах до ІО4 структурна жорсткість мембранах 

білків зростає, можливо, у зв'язку з денатураційними змінами. 

Використаная в якості гасників власної флуоресценції білків АТО, 

Са2+, Мо£+ дало змогу встановити, що білки які пов'язують 

відповідні ліганди, володіють вищою радіорезістентністю, у порівнян­

ні з пулом білків, які тітруються акріламідом.

Використання флуоресцентного зонду АНС дозволило встановити, 

що під впливом радіації відбувається збільшення негативного заряду 

мембрьн, мокливо, у зв'язку з відщепленням периферичних білків, що 

посгакть полікатІонами. Дані по зивченню зв'язування АНС, в’язкості 

ліпідів та просторових взаємовідносин мін білками і ліпідами у 

присутності Са̂ + дозволяють робити висновки, що останній може 

робити радіозахисний вплив па структур плазматичних ыеыбрав.

Очевидно, зі змінами структури білків внаслідок опромінювання
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зв'язані і зміни кінетичних властивостей Са2+-АТФази і М<3?+АТФазвг 

зростання Км та Умах для Са2+-АТФази, і збільшення Км та 

зниження Умах для М^.2+-АТ<5ази, при збільшенні дози. Вивчення 

ефекту фотонеактивації після опромінювання препарата плазматичних 

мембран освітленням при довжині хвилі 445,5 нм для Са2+-АТФази і 

518 нм дія ії$-2+-АТ^ази показує, що фотозбудаення електронних 

оболонок атомів кальцію або магнію є модифікатором проміневої 

поразки, який зменшує ефект радіації на ферменти. Це може служити 

вказівкою на те, зо внаслідок прямого вплязу радіації на плазма­

тичні мембрана з'являються приховані ушкодкення молекул білків 

[Тішогеєв-Ресовськи!$ та ін ., І98І] . Досліди для вивчання ефекту 

радіації на Са2+-АТФазу та и^.2+-АТ0азу у залежності від ступеня 

розведення суспензії плазматичних ием5ран дозволило вивести, що 

зміна активності Са2+-АТФаза зв'язана з прямим впливом радіації, 

а зміна активності М^.2+-АТ®ази обумовлена впливом продуктів 

радіолізу вода. Разом з цим, вивчення радіозахисного ефекту іонола 

при опромінюванні плазматичних мембран показало, що ефективний 

вплив на ьіу. 2+-АТФазу чинить процес ГІОЛ. Додатки АТФ, Са2 *  або 

ІЛд,2+ до суспензії плазматичних мемЗран, яка опромінювалася, при­

водить до зростання радіаційної стійкості Са2+-АТФази і М^.2+- 

АТФази, що підтверджують дані адсорбційного механізму захисту 

[їЕдус, 1972].

•Експерименти із введенням перед опромінюванням до мембран 

іонолу, цистаміну або етанолу дозволили зробити висновок, що у 

процесі радіаційно-індуцованого окислення SH-rpyn визначний 

внесок належить процесам ПОІ /..Іал. 5 /. Вивчення радіаційно- 

Індуцованих ефектів у плазматичних мембранах, суспендованих в 

JgO pH 4 ,0 ,7 ,0  або 10,0 дозволяє робити заснозики, що окислення 

SB-ipyn у мембраних білках зумовлено як процесами ліпоперогсида- 

ції, так і егідр>

Ьростаняа інтенсивності ТІОЛ під вплизом радіації /ілал. 6 / 

супроводжується змінами у фосфоліпідноцу складі. Найбільш радіо- 

чутливвм постає фосфотидилетаноламін, у той ге час фосфатщшлсерин 

і фосфатидилінозат постають більш^адіостійкики - їх вміст достовір­

но змінюється при дозах білше 10° Гр. Зниження вмісту фосфатидил- 

холіну на II % / ? <  0 ,05 / спостерігається при дозах більше 

5 • 10° Гр. Для сфінгомієліну на всьому дозовоиу інтервалі 

достовірно змін не зареєстровано. Певно, ці процеси обумовлюють 

зміни в'язкості мем5раних ліпідів /ыал. 7 / . Досліди з оозвєдєнелм, 

а також із вивченням вшшву на ПОІ цастаміну, етанолу та іонолу
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Нал. 5 . Вплив іонізувчогс випромінювання на вміст SH-ipyn у 

мембранах-білках /І / ,  у присутності цистаміну /2 / , етанола /З /, 

іонола /4 / .

(Мал. 6 ), ефектів Д^О pH 4 ,0 , 7 ,0  або 10,0 дозволяють висновити, 

що під впливом радіації на плазматичні мембрани - зміни в'язкості 

ануляряих ліпідів відбуваються внаслідок ліпопероксидації, 

івдуцованої прямим впливом радіації, а для вільних ліпідів - 

як за рахунок прямого впливу радіації, так і продуктів 

радиолізу води радикалів QB* .

^  6. Вплив ДОЛ на структурно-функціональні властивості 

шіаакатичних мембран.

Установлені вище зміни властивостеЗ плазматичних мєиЗран 

у значній мірі обумовлені змінами процесів перекисного окислення 

ліїїдів [Палівода та ін., IS90] . У відповідності з цим було 

доцільео провести дослідження властивостей плазматичних мембран 

тимоцитів під впливом /  Fe + аскорбат/ - івдуцовакого ІІОЛ [Ллади-
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іііал. 6. ішшв опрошншаЕня плазматичних мембран на інтенсивністі 

ИОЛ / I / ,  вплзв на цей процес цастаміну /В/, етанолу /Ь / ,  іонолу/

Uал. 7. Зшшв опромінювання плазматичних мембран на в'язкість 

ліпідів. Позначені: І- анулярні, 2 — вільні ліпіди концентрація 

глеыбран у суспензії 1 ,8  мг білка /мл) ; 3 - анулярні, 4 - вільні - 

ліпіди (концентрація меьбран 0 ,4  мг білка /мл).
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миров, Арчаков, 1972] і порівняти получені результати.

ПОЛ супроводжується зміною зв'язування периферичних білків, 

зростанням солюбілізації інтегральних білків тритоном Х-ІОО та 

зміною електрофоретичного складу білків, Зміни мембранах білків 

внаслідок індуцованого ПОД супроводжуються зменшенням кількості 

титруємих SK-груп (мал. 8 ), збільшенням структурної короткості 

ыембраних білків, зміною активності Са2+-АТйази /зростання Кц та 

Vuax/.

ІЛал. 8. Нагромадження Щц / І /  та окислення SH-rpyn / 2 /  мембранах 

білків при (Fe + аскорбат) - іядуцованому ПОЛ.

Установлено, що найкращими субстратами ПОД постають 

фосфатидилетаноламін і фосфатидилхолин, що добре погоджується з 

одержаними даними по радіоційно-індуцованому ПОЛ. Зміни фзсфоліпід- 

ного складу супроводжуються зниженням в'язкості ліпідної кошонєн- 

ти плазматичних мембран, використання флуоресцентних зондів, які 

розрізнюються своєю локалізацією у мембрані: АНС, еозіна, родаміна 

6£ та піроніна показує на збільшення негативного заряду мембран 

внаслідок ПОЛ.

Порівняння одержаних даних із радіаційно-індуцованим ПОД у 

плазматичних мембранах дозволяє ївердити, що процеси ПОЛ грають 

значну роль у структурно-функціональних змінах мембран.
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7. Дослідження білзк-ліпідних взаємодій у ліпосомах.

Б метою вивчення впливу радіації на взаємодії основних 

компонентів мембран-білків і ліпідів, як модельної систем, 

використовувала ліпосоми у комплексі з метгемоглобіном або 

ферицитохрздам С та опромінювали у дозах до І О4 Гр.

Установлено, що радіаційно-хімічні зміни у ліпосомах супрово­

джуються інтенсифікацією ПОЛ, та зміною структури білків, що мають 

у своєму складі гем. Ііяосош та метгемоглобін/опромінювали у дозі 

ІО3 Гр та вивчали іх взаємодію після опромінювання (їабл. 2 ). 

Одержані результати дозволяють робити зисновки, що найважливішу 

роль у радіоційно-хімічних змінах мембран грає зміна ліпідного 

компоненту.

Таблиця 2.

Параметра зв’язування метгемоглобіну із ліпосомаии.

ft

Компоненти комплексу Ка • 10?

и-і

N* ісг2 а <Г,

кДк/моль

і.іетгемоглобін неопромі- 

нюваний + ліпосоми 

неопромінюванні

7,04 0,68 -16,25

Нетгешглобін опроміню­

ваний + ліпосоми 

неопромінювані 6,20 0,34 -15,93

Метгемоглобін неопроміяю- 

ваний + ліпосоми

опромінювані 2,75 1,25 -12,92

Метгемоглобін оцромінюва- 

аий + ліпосоми опроміню­

вані 3,29 0,61 -16,94

5.йни у ліпідному складі ліпосои за рахунок збільшення 

негативного заряду зляхом уведення фосфатідилсерину або кардіо- 

ліпіну супроводжується зменшенням числа центрів зв'язування мет­

гемоглобіну і цитохрому С з ліпідним бішаром і зниження структур­

ної жорсткості білків. З свою чергу зміни в комплексоутворенні 

білків з ліпосашми супроводкуються розрихленням фосйоліпіднзго 

бішару і збільшенням вмісту води в області карбонільних груп 

соосфоліпідів.

Заявлений ансаійль біохімічних змін та структурних перебудов

IV 1~ -- -----
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у плазматичних мембранах внаслідок впливу радіації значно 

розширюють нашу уяву про будову плазматичних мембран і дозволяють 

краще зрозуміти молекулярні механізми зміни плазматичних меиЗран 

як компонента загальної неспецифічної адаптаційної реакції клітинної 

системи під впливом радіації.

Висновки.

1. Охарактеризовано білковий та ліпідний склад, кінетичні параметри 

Са2+АТФези і М<^+—АТФази, Са2+-сподучні і АТФ-сполучні власти­

вості плазматичних мемЗран тимоцитів та їх проникливості для 

іонів Са2+.

2 . Установлені основні закономірності зміни плазматичних мембран 

тимоцитів у процесі загальної неспецифі'шої адаптаційної 

реакції після гострого одноразового опромінювання організму;

- коливальні взавмонезалехні зміни активності Са2+-АТФази та 

Мф. 2+_АТФази;

- взаемонезалежність зміни систем активного транспорта Са - 

АТФазою тя-пасивної проникливості мемЗран для кальцію;

- для ліпідного компоненту мембран характерні фазні зміни 

мікров'язкості анулярних та вільних ліпідів, інтенсивності

ПОІ;

- структурні зміни плазматичних мембран характеризуються 

стадійними перебудовами поверхневих властивостей мемЗран та 

•структурних змії мемЗраних білків;

- плазма крові тварин, які опромінювалися, чинить вплив на 

активність Са2+-АТФази та М^.2+-АТйази плазматичних мембран 

тимоцитів.

3. Установлені особливості зміни-плазматичних мембран тимоцитів 

при фракціонованому опромінюванні тварин нелегальними дозами:

- відсутність різновирахених коливальних змін активності 

Сй^-АТФази та 1і .̂2+-АТФази;

- зростання інтенсивності ПОЛ та зниження в'язкості анулярних 

та вільних ліпідів;

- іфдсутність суттєвих змін у поверхневих властивостях плазма­

тичних мембран та структурній динаміці мембраних білків.

4. Визначені особливості зміни плазматичних мемЗран при неспеци- 

іТіічному адаптаційному синдромі клітинної системи внаслідок 

вдлвву радіації:

- в основі зміни плазматичної мембрани під впливом радіації

лекать зміни структури мембраних білків та ліпідів, активності
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Са“ *-АТФази і ;,1<̂ “ +-АТФази;

-при досягненні порогового рівня впливу радіації генералізовані 

перебудови плазматичних меі.йран тимоцатів носять кооперативний 

характер, що обумовлює зміну проникливості плазматичних 

мембран для іонів Са^+, процесів зв'язування кальцію із 

поверхнею мембрани, в'язкості ліпідної компоненти мембрани;

- електрохімічна стабільність плазматичних мембран еритроцитів 

змінюється внаслідок радіаційно-індуцованого ПОД.

5. Установлені полі?ункціональні зміни білків і ліпідів від впли­

вом радіації на плазматичні мембрани:

- зміна кінетичних характеристик Са2+-АТФази та ід̂ .2+-АТ0ази;

- білки плазматичних мембран тимоцитів характеризуються 

індивідуальною радіочутливістю;

- зміни мембранах білків здійснюються як внаслідок прямого 

впливу радіації, так і внаслідок зпливу продуктів ІІОЛ

і ®гідр;

- зміна білок-ліпіднах взаємодія приводить до відщеплення 

периферичних білків, зміна поверхневих властивостей мембран 

та зростанню солвбілізації інтегральних білків;

- зміни ліпідного компоненту характеризуються зростанням ПОЛ, 

зниженням відносного змісту ФЗА, ФС та ФІ, зниженням мікро- 

в'язкості анулярних та вільних ліпідів;

- зміни анулярних фосіпліпідів обумовлені прямим діянням . 

радіації, а вільних ліпідів - як за рахунок прямого впливу, 

так і за рахунок впливу радікалів ОЙ1.^

Є. Низькомолекулярні ліганди /АТФ, іони Са2+, М̂ -2+ /  та Л^О 

чиеять радіоюдифікуючий ефект шляхом впливу на білковий та 

ліпідний компоненти плазматичної меиЗрана.

7. Використання білок-ліпідних комплексів ліпосом і ( Fe + аскорбат) 

індуцованого перекисного окислення ліпідів дозволяє зробити 

висновок, що вааливу роль у структурно-функціональних змінах 

мембран під впливом радіації відіграють ефекти зміни білок- 

ліпідних взаємодій.
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