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ОБДАН ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫАктуальность темы. 1 ш современном этапе развития радиобио­логической науки одним из актуальнейших направлении является исследование эффектов ионизирующего излучения на молекулярную организацию и функционирование биологических мембран. В мемб­ранном аппарате клетки особое место принадлежит плазматичес­кой мембране, обладающей, многими уникальными свойствами, к ко­торым относится способность предохранять клетку от иеблах'опри- ятных внешних воздействий и поддерживать ее автономность.Б радиобиологии плазматической мембране продолжительное вре­мя не придавали должного значения. Тем не менее, обнаруженные в экспериментах практически мгновенные лучевые дефекты плазма­тической мембраны животных клеток, предшествующие изменениям в ядре, цитоплазме и внутриклеточных мембранах (сваШ га , Ш е- ^ап! , 1981; Загкаг е .а .  , 1983), а также ранние сдвиги вели­чины заряда клеточной поверхности (Мо0оппе1 , кепоЬ , 1977;
8аЪо е .а .  , 1977), быстрые нарушения рецепторного аппарата (РаосМ п ! е .а .  , 1976; 1<8(;е1еа ДиЬАаоуа , 1977), мембранной флуоресценции (Гопе! е .а .  , 1979; МооЬЬгоек , КопЬпва ,1980) позволили исследователям прийти к выводу о существенной роли наружной мембраны в интерфазной гибели клетки.Последние обобщающие результаты о взаимозависимой морфоло­гической и функциональной связи клеточной поверхности и ящерно­го аппарата (Аг1^1п11 , 1980; ЗеХЧоп е .а .  , 1982; З со П  ,1984), ведущей роли плазматической мембраны в регуляции клеточного деления, роста, пролиферации и дифференцировке (неиттег ,1980; В аИ т ег , виг^ег , 1982; Волков, 1983) указывают на возможный вклад в репродуктивную гибель радиационного поражения данного мембранного образования. Связь репродуктивной радиационной ги­бели с повреждением плазматической мембраны подтверждается возможностью модифицировать выживаемость клеток путем воздей­ствия на их поверхность непроникающими и мембраноспецифически- ми препаратами. В литературе последних лет уже появились выс­казывания, что, несмотря на большую резистентность биомембран, чем ДНК, последствия радиации, существенные для жизни клетки, связаны с плазматической и ядерной мембранами ( Уаи , 1981;кй- 1е1ев , 1983; ОМсЬа е .а .  , 1984).Таким образом, на сегодня имеются убедительные данные,свиде­тельствующие о важной роли плазматической мембраны в радиаци­онном поражении клетки. Тем не менее, сама мембрана,изменение



ее структурной организации и химического состава, включающего сложный набор липидов, белков, ферментных комплексов, после воздействия ионизирующим излучением на животный организм оста­ется фактически неисследованной. Не выяснен также вклад поверх­ностной мембраны в определение степени радиочувствительности клеток, тканей и организмов, не изучены механизмы действия р а- диомодификаторов на структурно-функциональное состояние данной мембраны. Очевидно, что познание молекулярных механизмов луче­вого нарушения организации и функционирования плазматической мембраны представляет несомненный интерес и может явиться фун­даментом для решения важнейших задач радиобиологии.Цель и задачи исследования. Цель настоящей работы -  изуче­ние механизмов радиационного изменения структурной организации и функциональных свойств плазматических мембран клеток живот­ных, облученных в летальной дозе, а также оценка данных пара­метров с точки зрения модификации их химическими соединениями и видовой радиочувствительности. Исследование предусматривало обобщение современных представлений о молекулярной организации, функционировании и биогенезе плазматических мембран, анализ развития мембранной гипотезы в радиобиологии и решение ряда экспериментальных задач:-  изучение механизмов постлучевой трансформации липидной фазы плазматических мембран;-  обнаружение изменений в структурном состоянии плазматиче­ских мембран под действием ионизирующего излучения;-  определение процесса липопероисидации и величины антиоки- слительной активности липидов плазматической мембраны в норме и после облучения;-  исследование систем антирадикальной защиты плазматической мембраны и их изменений в пострадиационном периоде;-  изучение механизмов лучевого нарушения активности мембра­носвязанных ферментов;-  сравнительное изучение плазматических мембран клеток жи­вотных с различной радиочувствительностью в норме и после об­щего облучения;-  исследование механизмов модификации радиационных повреж­дений плазматических мембран химическими агентами.Научная новизна. Настоящая работа явллптг.ц мирным обобщаю­щим. исследованием влияния ионизирующего излучении мм структур­но-функциональное состояние плазматически:- мш/НФам к,.....гоп жи­
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вотных. На изолированных и высокоочищенных фракциях плазмати­ческих мембран впервые получены качественные и количественные характеристики раннего постлучевого изменения фосфолипидов.хо­лестерина и других нейтральных липидов, жирнокислотного соста­ва общих липидов и индивидуальных фосфолипидов, величины моляр­ного коэффициента холестерин/фосфолипиды и липид-белковых соот­ношений. Представлены экспериментальные доказательства присут­ствия в изучаемых мембранах антиоксидантных защитных систем, включающих антиокислительную активность липидов, ферменты ан - тирадикальной защиты и восстановленный глутатион. Прослежено изменение данных показателей на ранних этапах лучевой болезни. Проанализированы механизмы радиационного изменения активности интегральных и других ферментов, связанных с плазматической мембраной. Впервые определены структурные перестройки, плазма­тической мембраны клеток облученных животных на уровне конфор­мации липидных и белковых компонентов. Обнаружены корреляции между постлучевым изменением состава и количества мембранных липидов, нарушением активности мембфшносвязанных (ферментов и зависимости этих изменений от структурного состояния мембра­ны. Впервые установлены отличия в составе и реакции на лучевое воздействие плазматических мембран клеток животных с различ­ной степенью радиочувствительности. Впервые получены данные о модификации радиационных повреждений плазматической мембраны химическими агентами и рассмотрены механизмы их радиозащитно- го действия, опосредуемого клеточной поверхностью.Основные положения диссертации, выносимые на защиту.1 . Нарушение структурного состояния плазматической мембра­ны клеток летально облученных животных является ведущим в ме­ханизмах радиационного поражения данного мембранного образо­вания*2 . Комплекс пострадиационных изменений липидной и белковой фаз приводит к снижению кооперативности и текучести плазмати­ческой мембраны с переходом ее в жестко-структурированное со­стояние.3 . На ранних этапах лучевого поражения в плазматической ме­мбране не происходит существенного усиления процессов свобод­норадикального окисления липидов, что свидетельствует о суще­ствовании в ней компенсаторно-приспособительных механизмов.4 . Пострадиационные изменения активности ферментов плазма­тической мембраны в значительной мере обусловлены нарушением
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ее микровязкости / состояния структурных липидов.5 . Плазматические мембраны клеток животных, различающихся степенью радиочувствительности, имеют структурно-функциональ­ные особенности как в исходном состоянии, так и в реакции на общее облучение.6 . Химические радиопротекторы различных классов, вводимые животным до облучения, проявляют сходное яеспецифическое дей­ствие на функциональное состояние плазматической мембраны и снижают ее радиопоражаемость.Теоретическая и практическая значимость. Совокупность представленных в диссертационной работе данных можно рассмат­ривать как новое научное направление -  изучение молекулярных механизмов радиационных структурно-функциональных перестроек плазматической мембраны, их вклада в лучевое повреждение кле­тки, в определенно параметров и путей модификации радиочувст­вительности. Результаты исследования способствуют созданию принципиально новых подходов к раскрытию вопросов фундамента­льной радиобиологии. Они позволяют считать, что разработка на­правленных изменений состояния плазматической мембраны являет­ся перспективной в решении задач прикладной радиобиологии,свя­занных с вопросами модификации радиочувствительности, могут служить основой для выяснения процессов, происходящих в клетке при лучевой и химиотерапии злокачественных новообразований.он- когенной трансформации, действии лекарственных соединений. По­добные исследования имеют также большое значение для решения вопросов общебиологического характера.Апробация работы и публикации. Материалы диссертации доло­жены на: 2 Всесоюзном симпозиуме по медицинской энзимологии (Душанбе, 1974); I I I  и 1У Всесоюзных биохимических съездах в Риге (1974) и Ленинграде (1979); 2 Всесоюзном симпозиуме "Стру­ктура, биосинтез и превращение липидов в организме животных и человека" (Ленинград, 1975); 2 и 3 Конференциях биохимиков Средней Азии и Казахстана во Фрунзе (1976) и Душанбе (1981); Всесоюзном симпозиуме "Влияние радиации на регуляторные про­цессы в клетке" (Пущино, 1976); Всесоюзной конферении "Механи­змы действия радиации на мембраны и возбудимые системы" (Тби­лиси, 1976); Всесоюзном симпозиуме "Роль и механизмы действия биологически активных соединений в х'аммп-обл,ученном организме" (Пущино, 1978); Всесоюзном симпозиуме Тадиочунетпитолыюсть и процессы восстановления у животных и р/нтишИ" (Ташкент,1979);
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-  б  -1У Всесоюзном симпозиуме "Теоретические основы модификации ра­диочувствительности" с участием ученых зарубежных стран (Алма- Ата, 1980)1 Всесоюзном рабочем совещании "Является ли мембрана критической мишенью действия облучения?" (Пущино, 1981); Науч­но-теоретической конферении (Пермь, 1981); 2 Всесоюзной школе- семинаре по радиобиологии (Пермь, 1981); I Всесоюзном биофизи­ческом съезде (Москва, 1982); Всесоюзном рабочем совещании "Роль эндогенных биологически активных веществ в формировании радиационных эффектов" (Пущино, 1983); Пленуме научного совета АН СССР по проблемам радиобиологии (Пущино, 1986).По материалам диссертации опубликовано 40 работ, в числе которых монография.Структура и объем роботы. . Диссертация состоит из впадения,
8 гл ав, заключения, выводов и приложения. Работа изложена на 482 страницах, включает 28 рисунков и 33 таблицы. Список ис­пользованной литературы содержит 230 источников на русском и 648 -  на иностранных языках.МАТЕРИАЛ И ЖЮЛЬ! ИССЛЕДОВАНИЯМатериалом служили самцы белых крыс массой 150-200 г ,  морс­ких свинок (Зо0-400 г ) ,  золотистых хомячков (80-90 г) и мыши (15-25 г ) .  Основным объектом изучения были плазматические мем­браны клеток печени, а также опухолей и эритроцитов. Кроме то­г о , исследованы фракции ядер, микросом, митохондрий и клеточ­ный гомогенат. Животных облучали на установке РУМ-1? при 180 кВ, 15 мА, 3 ,0  А1 (или 1 ,0  А1+ 0 ,5  Си), мощности дозы 1 ,4  Гр/мйн и кожно-фокусном расстоянии 50 см. Доза облучения сос­тавляла для крыс 7 ,6 5 , морских свинок -  3 ,8 3 , золотистых хо­мячков -  9,97 Гр. Животных забивали одномоментной деяапитацией.Франции плазматических мембран получали методом Нау (1970) с некоторыми собственными модификациями. Мембранный материал очищали с помощью многоступенчатого градиента сахарозы на б а - кет-роторе ультрацентрифуги "Зрхпсо ьз-50" (Австрия) или уа с-  601" (ГДР) при 105 ты с.8- Степень частоты контролировали по уровню активности ферментов-маркеров, содержанию структурных липидов, плотности изолированных мембранных фракций и электрон­ной микроскопией. Срезы изготавливали на ультрамикротоме фирмы "ькв" „ Снимки получали на электронном микроскопе "УЭМВ-ЮОК" при электронно-оптическом увеличении в 16 тыс. р аз.Исследование общих и индивидуальных фосфолипидов, нейтраль-



ных липидов, жирнокислотного состава общей липидной фазы и фракций фоаролипидов, измерение содержания малондиальдегида, удельной концентрации свободного холестерина в плазматических мембранах включало проведение двумерной микротонкослойной,од­нонаправленной двухстадийной и газожидкостной хроматографии ("Хром -42", ЧССР), биохимические анализы. Антиокислительную активность липидов мембран определяли но модели термического окисления метилового эфира олеиновой кислоты. Удельную актив­ность На+ ,к*' -АТФазы, Мк2+ -АТФазы, НСО“ -АТФазы, б ’ -нуклео- тидазы, глюкозо-6-фосфэтазы, сунцинатдегидрогеназы, супероксид- дисмутэзы, глутатионпероксидаэы, глутатионредуктазы, липидза- висимой и водорастворимой каталазы, щелочной глицерофосфатаэы, концентрацию восстановленного глутатиона и белка измеряли со­ответствующими биохимическими методами. Полученные данные под­вергали статистической обработке (Рокицккй, 1973). О конформа- ционном состоянии плазматических мембран судили по спектрам мембранных препаратов, приготовленных в ^иде вакуумной пресс- формы и записанным на инфракрасном спектрофотометре "ЦН-20" фирмы " 2е18в " .Исследования проводили с 1973 по 1984 г .РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯЛипидная фаза плазматических мембран и механизмы ее пострадиационной трансформацииИзучение липидного бислоя плазматических мембран клеток пе­чени контрольных животных показало, что его состав отвечает основным закономерностям распределения различных классов липи­дов в данных мембранах (табл. 1 ) . Выявлены характерные специ­фические признаки -  значительное содержание холестерина, фос- фатидилхолина, сфингомиелина и относительно высокое молярное соотношение холестерин/фосфолипиды. Данные показатели наряду с другими биохимическими параметрами, а также ультраструктур- ными характеристиками свидетельствуют о достаточно высокой степени чистоты изучаемых мембранных фракций. Общее облучение животных вызывало трансформацию липидного бислоя, сопровождаю­щуюся уменьшением уровня липид-белкового соотношения до 84,9  -  5 9 ,9 $  от исходного, количества липидного фосфора в пределах 3 0 ,8 $ , свидетельствующего о снижении суммарного объема фосфо­липидов (табл. 2 ) .Фосфолипиды. На фоне уменьшения пилоноги количества фосфо-
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-  7 - Таблица IЛипидные показатели плазматических мембран печени контрольных крыс ( п= 4-6)Компонент ПоказательЛипиды, мг/г сырой печени 0,290+0,03Липид/белок, мг 0,431+0,04Общие фосфолипиды, мкг Ф /мг липидов 59,20+2,61Индивидуальные Фосфолипиды, % липидного фосфораФосфатидилхолин (ФЛ) 38,23+7,18Сфингомиелин (СМ) 10 7+с) #06Фосфатидилэтаноламин (ФЭ) 17,60+2,89Фосфатидилиноэит (ФИ) 8,40+0,02Фосфатидилсерин (ФС) 5,70+2,09Нейтральные липиды, % суммыХолестерин 56,26+1,95Свободные жирные кислоты 17,18+1,12Эфиры жирных кислот 2 ,70+0,60Триглицериды 8,70+1,62
1 , 2-диглицериды 6,07+0,823,4-диглицериды 3 ,4 6 + 1 ,0 1Моноглицериды 5,63+1,87Холестерин/фосфолипиды, моль/моль 0,60+0,02Антиоиислительная активность (АОА), ч.м л/г 2690^310

Таблица 2Показатели состояния липидной фазы плазматических мембран печени облученных крыс ( п = 3-5)Время по­сле облу­чения, ч Общие фосфоли­пиды, мкг Ф„/мг липидов Холестерин, 
% от общих липидов Холестерин/фосфолипиды,моль/моль Липид/белокКонтроль 59,20+2,61 15,68+1,46 0,60 0,43115 мин 46,48+5,39 16,03+3,10 0,73 0,350I 52,90+1,48 18,38+2,21 0,80 0,257

12 41,00+2,01 22,10+1,40 0,91 0,36424 49,34+4,02 28,00+2,52 1,05 0,366



липидов содержание индивидуальных фракций данных липидов в мембране после облучения претерпевает разнонаправленные изме­нения. В целом отмечалось увеличение Ш , ФЭ и ФС при снижении уровня ФХ и ФИ (рис. 1 -5 ) . Самые значительные количественные перестройки претерпевает ФИ. Через 1 , 12 и 24 ч после облуче­ния его объем снижается в 4 раза и более по сравнению с конт­рольным. Однако выход из мембраны ФИ сопровождается одновремен­ным возрастанием уровня другого легкоокислясмого фосфатида -  ФЭ, а тенденция к снижению трудноокисляемого ФХ компенсируется увеличением количества также устойчивого к окислению СМ. Соот­ношение ФХ/ФЭ, в норме равное 2, 1 7 ,  во все периоды наблюдения после облучения гадает, составляя 1, 24 и 1,54 через 12 и 24 ч соответственно, а СМ/ФХ возрастает до значений более единицы при 0 ,79 в контроле. Таким образом, все главные и минорные фос­фатиды плазматической мембраны проявляют чувствительность к облучению, но их перестройки на ранних этапах носят выраженный адаптивный характер.Жирные кислоты. В общей липидной фракции плазматических ме­мбран в контроле было определено и идентифицировано 19 жирных кислот с длиной цепи С 2̂ -  С20 , из которых 7 -  насыщенного и 12 -  ненасыщенного ряда (табл. 3 ) . Основная доля насыщенных кислот представлена пальмитиновой (16:0) и стеариновой (1 8 :0 ) . Комплекс ненасыщенных кислот включает в большем объеме такие незаменимые кислоты, как арахидоновая ( 2 0 :4 ) , линолевая (18:2) и олеиновая (1 8 :1 ) , а также тетракоэатетраеновая ( 2 4 :4 ) . Отно­шение суммы насыщенных кислот к ненасыщенным (коэффициент на­сыщенности) составило 0 ,86 , что свидетельствует о высокой на­сыщенности липидного бислоя.Как показали эксперименты с облучением, общая липидная фа­за в ранние периоды (15 мин, 1 ч) теряет такие длинноцепочеч­ные кислоты, как 2 4 :1 , 2 4 :2 , 24:4 и 2 2 :2 , в результате чего наблюдается некоторое увеличение коэффициента насыщенности. В последующем уровень данных кислот восстанавливается и рассмат­риваемый коэффициент приближается к исходному (см. табл. 3 ) .Несмотря на отсутствие значительных пострадиационных изме­нений в жирнокислотном составе общей липидной фазы плазмати­ческих мембран, ацильные цепи каждого индивидуального мембран­ного фосфатида претерпевают существенные качественные и коли­чественные перестройки. Т ак, облучение вызывает значительный прирост поли- и ненасыщенных жирных кислот, а также некоторое
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снижение уровня насыщенных кислот в ФХ, в результате чего коэф­фициент насыщенности жирнокислотных остатков данного фосфатида, равный в норме 2, 3 2 ,  уменьшается наиболее заметно через 15 мин и II! ч (рис. I ) .
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Рис. I Изменение содержа­ния ФХ и его жирных кислот в плазматических мембранах (ИМ) печени облученных крыс: 1 -  полиненасыщенные: 2 -  ненасы­щенные; 3 -  ФХ; 4 -  насыщен­ные жирные кислоты15 м.,ь 1 К 14поел* оьлччеим*, ч. V*Еще оолее значительно возрастает после облучения ненасыщен- ность углеводородных цепей другого главного фосфатида изучае­мых мембран -  СМ (рис. 2 ) .  Через I  ч , в период увеличения уров­ня самого фосфатида, процент полиненаеыщенных кислот достигает 
318. Одновременно наблюдается выход пальмитиновой и стеариновой кислот, а также появление новых, несвойственных данному липиду, ненасыщенных кислот. В результате таких перестроек коэффициент насыщенности надает в исследуемые периоды с 4 ,29 до 1 ,8 1 -1 ,3 1 .Соотношение насыщенных и ненасыщенных жирных кислот в ФЭ -  третьем главном фосфатиде плазматических мембран -  остается фактически неизменным в течение 12 ч после облучения. Уровень же полиненаеыщенных кислот возрастает и достигает через 24 ч двухкратного прироста (рис. 3 ) ,  за счет чего в этот период уве­личивается и общая неносыщенность жирнокислотных цепей ФЭ. Ко­эффициент насыщенности фосфатида в это время снижается с 2 ,45 до I ,6 0 . Основным изменениям подвергается содержание линолевой и арахидоновой кислот, достигающее 200 и 350% соответственно.Углеводородные цепи минорного легкоокисляемого ФС в течение 12 ч после облучения накапливают (до 300-470%) полиненасыщен­ные жирные кислоты (рис. 4 ) ,  за счет чего увеличивается общая ненасыщенность его цепей. Однако спустя 24 ч после воздействия полиненасыщенные кислоты данного фосфатида полностью исчезают и ненасыщенность падает на 60%. В результате коэффициент насы­щенности фосфолипида повышается с 3 ,6  до 1 3 ,8 .Постлучевая деградация другого минорного фосфолипида плаз­матических мембран (ФИ) сопровождается небольшим возрастанием
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Рис.^ Изменение содержа­ния СМ и его жирных кислот в ОД печени облученных крыс: I  -  полипе на сшценные; 2 -  ненасыщенные; 3 -  СЛ'Лх 4 -  насыщенные жирные кислоты
Ри с.З  Изменение содержа­ния ФЭ и его жирных кислот в Ш  печени облученных крыс: I  -  полиненасыщенные; 2 -  ФЭ; 3 -  ненасыщенные; 4 -  насыщенные жирные кислотыуровня насыщенных кислот через 1о мин и Й  ч при одновременном снижении ненасыщенных (рис. 5 ) . Параллельно прогрессивно умень­шается количество полиненасыщенных кислот и через 24 ч их ос­тается 34$. 3 результате коэффициент насыщенности фосфатида возрастает с 1 ,8Ь до 2 ,8 3 . .Как видно, в легкоокисляемых фосфатидах мембраны к концу первых суток после облучения происходит выраженное уплотнение углеводородных цепей. Такое явление обусловлено, с одной сто­роны, потерей длинноцепочечных полиненасыщенных кислот, обеспе­чивающих жидкостность упаковки. С другой, -  известным фактом, что ненасыщенные линолевая и линоленовая кислоты могут восста­навливаться под действием атакующих радикалов с количественным превращением в насыщенную стеариновую. Подобния закономерность наглядно выступает в ФС и Ш  через 24 ч после облучения.Таким образом, изменение окисляемости ацильных цепей инди­видуальных фосфолипидов плазматических мембран после облучения носит двунаправленный характер. Жирнокислотный состав главных (фосфатидов претерпевает перестройки с увеличением доли ненасы­щенных кислот. Противоположная закономерность прослеживается в жирнокислотном составе легкоокисляемых минорных фосфатидов. Происходит как бы обменная компенсация, результатом которой о



Р и с .4 Изменение содержа­ния ФС и его жирных кислот в ИМ печени облученных крыс: I  -  полиненасыщенные; 2 -  ненасыщенные; 3 -  ФС, 4 -  насыщенные жирные кислоты
Р и с .5 Изменение содержа­ния ФИ и его жирных кислот в ИМ печени облученных крыс:I  -  насыщенные; .2 -  ненасыщен­ные; 3 -  полиненасыщенные жир­ные кислоты; 4 -  ФИучетом вклада свободных жирных кислот и их эфиров, а также ан- тиоки отдельной активности липидов, систем антирадикальной за­щиты и мембранного холестерина является поддержание ненасыщен- ности всей липидной фазы плазматических мембран на уровне,близ­ком к контрольному. Такие перестройки липидного бислоя могут свидетельствовать об определенной способности наружной мембра­ны клетки к репарации.Нейтральные липиды. Основная масса нейтральных липидов изу­чаемых мембран представлена свободным холестерином, отношение которого к сумме остальных фракций липидов данного класса со­ставляет в контроле 1 ,2 9 . Б мембранах облученных животных уро­вень холестерина возрастает, и указанное отношение соответствен­но увеличивается, становясь равным 2,31 уже через 13 мин. При­росту холестерина сопутствует снижение количества суммарных ди­глицеридов в течение 12 ч после воздействия. Спустя 13 мин и I  ч заметно возрастает содержание эфиров жирных кислот, однако через 24 ч оно уменьшается до значений ниже исходных. На протя­жении всего периода исследования снижалась концентрация моно­глицеридов, но масса триглицеридов оставалась стабильной. Ко­личество свободных жирных кислот уменьшалось лишь через 15 мин после облучения, когда уровень холестерина был наиболее высок. В дальнейшем колебание показателей свободных жирных кислот на­ходились в пределах контрольных величин. Отсутствие увеличения в плазматических мембранах данных "ислот является положитель­ным признаком, так как их возрастание обычно усугубляет разви­



-  13 -тие патологического процесса.Из данных таблицы 2 следует, что именно в ранние периоды после облучения отмечается наибольшее обогащение плазматичес­ких мембран холестерином, хотя повышенный уровень стерина в мембранах сохранялся в течение 60 сут после облучения. Резуль­таты экспериментов показали, что одновременно с возрастанием объема холестерина снижается суммарное количество структурных фосфолипидов, на основании чего молярное соотношение холесте- рин/фосфолипиды увеличивается во все интервалы времени, дости­гая наибольшей величины через 24 ч после облучения. Повышение данного соотношения, а также СМ/ФХ в совокупности с падением липид-белкового показателя, деградацией ФИ и снижением величи­ны АОЛ лигшдов свидетельствует об увеличении вязкости плазма­тической мембраны под действием ионизирующего излучения.Радиационные нарушения структурного состояния плазматических мембранС помощью инфракрасной спектроскопии (ИКС) рассмотрены кон- формационные изменения пла'зматических мембран клеток печени крыс в контроле и через I ,  2 4 , 72 ч и 7 сут после общего рент­геновского облучения животных. Показано, что мембраны клеток печени контрольных крыс имеют характеристичные для белок-липяд- ного комплекса полосы поглощения в ИК-области: амид А (3300 см- 1 ) ,  амид 1(1655 см- 1 ) ,  амид П (1545 см- 1 ) ,  амид Ш (1240 см-*), отношение оптической плотности которых оказалось строго посто­янным: 3 :3 :2 : !  (рис. 6) . Через I  ч после облучения изменялась
Рис. 6 ИК-спектры ПМ пече­ни крыс в контроле ( I )  и че­рез 1 , 2 4 , 72 ч , 7 сут После облучения (2-5)

ориентация полипептидных цепей и становилась более свободной их упаковка. Увеличивалась Относительная интенсивность валент­ных колебаний СО-связей в пептидных группах белка (1655 см- * ) ,  валентных колебаний ОН-связей (3300 см- 1 ) ,  а также деформацион­ных колебаний связей ян и ОН (1545 см- * ) .  Соотношение оптичес-



них плотностей амидных полос в этот срок составило 4 :5 :2 ,5 :1 , а через 7 сут после облучения оно приблизилось к контрольному. Более четно выраженное плечо при 1650-1540 см” 1 свидетельству­ет об увеличении вклада е  спектр р -формы белка.Степень подвижности углеводородных цепей жирных кислот мо­жет характеризоваться отношением интенсивности поглощения при 2885 и 2850 см- 1 . В изучаемых мембранах контрольных животных полоса 2850 см- ^ , связанная с вращательным движением карбогид- р ата, оказалась узкой и интенсивной, что характерно для рыхлой кристаллической структуры и связано с уменьшением межмолекуляр­ных взаимодействий. Во все сроки после облучения постепенно уширялись полосы 2850 см-  ̂ и снижалось поглощение при 2885 см” .̂ Отношение поглощения 2885/2850 претерпевало изменения, свиде­тельствующие о раэуиорядочивании укладки ацильных цепей, сни­жении их подвижности и усилении гидрофобных взаимодействий. Такое состояние сопровождалось затруднением врадательных и пре­обладанием колебательных движений в СН -связах. Одновременно с отмеченными явлениятли обнаруживался низкочастотный сдвиг интен­сивности поглощения -  признак усиления водородных связей, что подтверждает их высокую радиочувствительность. Не исключено, что зафиксированное усиление водородных связей может быть след­ствием увеличения концентрации холестерин в плазматической ме­мбране после облучения, что и было нами обнаружено биохимичес­ки. Для асимметричных валентных колебаний (ДБ, отмечены уширение и уменьшение интенсивности полосы 2920 см- ’1, особенно через 72 ч и 7 сут после облучения. Б эти же сроки обнаружены различия в области 1400-1450 см~^, которые указывают на значительные нарушения в ориентации жирнокислотных цепей. Количественное соотношение липид-белок также изменялось, о чем говорит погло­щение в области .1740 см” * , относящееся к головкам (фосфолипидов. Вместе с этим полоса 2960 см- * ,  в отличие от плеча 2885 см , сохранялась. Судя по форме и полуширине полос поглощения при 3320 см~* происходит увеличение гидрофильности мембраны, за­метно влияющей на характер липидного микроокружения интеграль­ных белков (Ивков, Берестовский, 1982).
Таким образом, в ИК-спектрах плазматических мембран клеток 

печени крысы уже через I  ч после облучения отмечены существен­
ные изменения, касающиеся белковой и липидной компонент мемб­
раны, включая головки фосфолипидов и жирнокислотные остатки.
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- из ...Дестабилизация белковой компоненты (1 , 24 ч) постепенно сменя­лась жесткой структурированностью,что, по-видимому, было обу­словлено накоплением холестерина в мембране и увеличением силы межмолекулярных взаимодействий в липидном бислое. Представлен­ные спектроскопические данные коррелируют с биохимическими по­казателями и раскрывают тонкие механизмы радиационного пораже­ния структуры плазматических мембран.Липопероксидация, антиокислительная активность и системы антирадикальной защиты плазматических мембран в норме и при облученииПереокисление мембранных липидов. На основании постлучевого развития жесткой структурированности плазматической мембраны после облучения можно было ожидать снижения доступности поли- ненасшценных ацилов и соответственно скорости аутоокисления мембранных липидов. Действительно, концентрация ММ в свежевы- делейных препаратах плазматических мембран не только не увели­чивается, но и снижается втрое через 72 ч и 7 сут после облуче­ния (табл. 4 ) . При инкубации мембранных препаратов в среде,не содержащей индукторов свободнорадикального окисления, падаетТаблица 4, •Показатели свободнорадикального окисления липидов плазматических мембран печени контрольных и облученных крыс, нмоль МДА/мг белкаПоказатель Контроль Время после облученияI  ч 72 ч 7 сутКоличество МДА 0,28+0,04 0,34+0,01 0 ,0 9 + 0 ,01х 0,09+0,01"Аутоокисление 0,37+0,03 0 ,2 1 + 0 .055 0 ,0 5 + 0 ,01х 0,03+0,01"А ск орба т-зависи- мое окисление 1 ,27+0 ,18 I ,06+0,50 3 ,9 0 + 0 ,25х 1,37+0,18НАДФ-Н-зависимоеокисление 3,45+0,40 3,50+0,80 5 ,2 8 + 0 ,31х 3,11+0,27х Отличия от контрольных значений достоверны.также скорость аутоокисления липидов. Ф.рментативная и нефер­ментативная индукция перекисного окисления липидов (ПОЛ) оста­ется неизменной через 1 ч и 7 сут после воздействия.Таким образом, результаты экспериментов свидетельствуют,что липиды плазматических мембран животных клеток хорошо защищены от индуцированного радиацией переокислеаия. Адаптивное сниже-



кие текучести бислоя, по-видимому, препятствует возрастанию уровня перекисей и приводит к торможению других мембранных про­цессов при лучевой патологии. Кроме того , состояние ПОЛ в мем­бране после облучения может быть связано с присутствием в ней собственных антиоксидантов и редокс-систем.Антиокислительная активность липидов. Антиокислительная ак­тивность липидов, как известно, обусловливается в основном комплексом биоантиоксидантов, связанных преимущественно с жир- нокислотннми компонентами мембранных фосфолипидов и выполняю­щих собственную структурную роль (Бурлакова и д р . , 1975). В литературе нет сведений об АОА липидов плазматических мембран животной клетки в норме и при облучении. Нашими экспериментами в плазматических мембранах клеток печени крысы установлено на­личие АОА липидов, равной в норме 2690+310 ч .м л/г. В мембранах облученных животных величина АОА оказалась сниженной во все периоды наблюдения (рис. 7 ) . Через 15 мин и I  ч она составляла
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Р и с .7 Липидные показате­ли М  печени облученных крыс: I  -  холестерин; 2 -  полиненасшценные жирные ки­слоты суммарных (Тюсфолипи- дов; 3 -  АОА; 4 -  Й13 мни 1 <1 «Ч
бремя после о*лч>«ения, я , V?соответственно 29,4  и 22,1%. Однако в последующие сроки наме­чалась тенденция к нормализации АОА, а через 24 ч после облу­чения она поднялась до 60,5$ от контроля. Отмечалась прямая корреляция между снижением величины АОА, липид-белковых соот­ношений, выходом легкоокисляемого ФИ. Уменьшение уровня АОА сопровождалось также обогащением бислоя трудноокисляемыми ли­пидами (холестерином и СМ), а относительное повышение активно­сти сочеталось с тенденцией к нормализации количества Полине- насыщенных жирных кислот суммарных фосфолипидов. Все эти зако­номерности могут свидетельствовать о существенной роли мембран­ной АОА в постлучевых перестройках липидной фазы.



Системы антирадикальной защиты. В настоящее время значитель­ное место в биологической защите клетки от негативных послед- ' ствий переокислешя наряду с биоантиоксидаитами отводится спе­циализированным ферментшм системам и восстановленному глута­тиону, осуществляющим антирадикальную функцию. В связи с пол­ным отсутствием сведений о состоянии антиоксидантных систем в плазматических мембранах клеток облученного организма, нами про­ведены соответствующие эксперименты. Установлено, что в мембра­нах клеток печени присутствуют ферменты антирадикальной защиты, включающие супероксиддисмутазу (СОД), глутатионпероксидазу (ГП), глутатионредуктазу (Г Р ), структурносвязанную или липидзависи- мую (ЛК) и водорастворимую каталазу (ВК), а также восстановлен­ный глутатион.У облученных животных активность мембранной СОД (1 ,39+0,16 КД/мг белка в контроле) значительно(на 48%) снижалась через 
1 ч после облучения, затем возвращалась к исходному уровню и вновь уменьшалась, составляя через ? сут 76$ (рис. В ) . В гомо-
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Рис. 8 Изменение активнос­ти СОД, ЛК, ВК, ГП, ГР и со­держания Г зН в Ш  и гомоге­нате печени облученных крыс: I  -  ЛК ПМ; 2 -  СОД гомогена­т а ; 3 -  ВК ПМ; 4 -  СОД ЯЛ;5 -  ГР гомогената; 6 -  ГП гомогената; 7 -  ГР ПМ; 8 -  ГП НМ: 9 -  Г зН гомогената; 10 -  13 Н №1
генате наблюдалась прямо противоположная закономерность. В от­личие от СОД, активность обеих форм каталазы после облучения резко возрастала. Индуцирование активности структурносвязанной каталазы достигало почти 340$ от контроля, равного 511,4+43,2 мкмоль Н^О^/мг белка. Ингибитором СОД скорее всего являлась перекись водорода, содержание которой способно возрасти в пе­чени летально облученных животных в результате активации ксан- тиноксидазы и пострадиационного радиолиза воды (Тиунов, Кустов, 1980). Действительно, в наших опытах в период наивысшего подъе­ма активности каталазы СОД-активность возвращалась к исходному уровню, что указывает на сопряженность работы данных ферментов



-  18 -в плазматической мембране.Облучение ингибировало активность мембранной Г11 в пределах 20-62%, которая в контроле составляла 1,21+0,11 мкмоль ПзН/мг белка. В гомогенате же ее возрастание длилось 72 ч , однако.к концу наблюдения, как и в мембранах, активность фермента пада­ла. Субстратом ГП является восстановленный глутатион, и его регенерация из окисленной формы происходит при участии ГР. Ак­тивность ГР изучаемых мембран (исходная 0,23+0,03 мкмоль 11ЛДФ- 11/мг белка) через 1 ч после облучения возрастала до 165%. В этот же период уровень глутатиона был равен контрольному (3,99 +0,36 мкмоль). Через 24 ч , вслед за увеличением активности Г Р , на 44% повышалась масса Р>Н, а спустя 7 сут на фоне снижения активности ГР падала и концентрация мембранного глутатиона.Чго уровень в гомогенате в этот период оставался неизмененным.Таким образом, наиболее выраженные нарушения антиоксидант­ных систем в плазматических мембранах происходили в ранние пе­риоды после облучения, когда падение СОД-активпости сопровож­далось индукцией каталазы, а возрастание активности ГР приво­дило к увеличению содержания Ю Н. Отсюда следует, что важным звеном в механизмах постлучевой репарации может явиться спо­собность плазматической мембраны защищать клетку от свободных радикалов.Механизмы пострадиационного изменений активности ферментов плазматических мембранАденозинтрифосфатазы, Уабаинчувствительная Иа+, 1Г  -АТФаза -  один из главных транспортных ферментов клетки -  располагает­ся в плазматической мембране и выступает как ее специфический интегральный белок. От работы натриевого насоса, ферментным эквивалентом которого является_данная АТФаза, зависит не толь­ко транспорт ионов натрия, калия, аминокислот, углеводов и других органических соединений, но и инициация синтеза ДНК. Следовательно, натриевый насос включается в общую систему кле­точной регуляции (Кстык, Яначек, 1980).Учитывая важную душ клетки регуляторную роль транспортных ферментов плазматических мембран, мы исследовали их удельную активность после общего рентгеновского облучения животных (табл. 5 ) . Выявлено, что активность Ма+,к + -АТФазы в изучае­мых мембранах клеток печени после воздействия резко снижалась и уже через I  и 24 ч ее содержалось лишь 1.3,3 и 9,0% соответ-



-  19 - Таблица 5Активность Ца^к'1' -  и Мв2+ -АТФаз плазматических мембран печени облученных крыс, мкмоль Фн (мг б е л к а .ч );п  = 15Время после облучения,СУТ АТФаза Время по- еле облу­чения, сут АТФазаМа+,К +- мг^+- Иа+,К +- % 2+-Контроль 9,9+0,75 4 9,8+1,5 Контроль 9,9+0,75 49,8+1,05I  ч 1 ,3+0,40 3 7,1+0,5 9 1 ,4+0,23 5 2,3 + 4,6I 0,9+0,09 4 4,5+1,5 15 1,4+0,42 5 0,1+2,83 2,0+0,18 50,4+-2 ,4 30 0 4 9 ,9 + 1 ,8
6 I ,8+0,09 51,9+3,1 60 0 4 8,7+2,1

ственно, а спустя 30 и 60 сут отмечалась полная блокада натрие­вого насоса. В противоположность этому, неспецифическая ме2+~ -АТФаза, не являющаяся ионным насосом, в течение всего постлу­чевого периода оставалась практически без изменений...Измерение активности вышеуказанных ферментов в ядерной, ми­тохондриальной, надосадочной фракциях и гомогенате печени крыс после облучения также показало повсеместное угнетение работы Ыа+,к + -АТФазы и фактическое отсутствие изменения м&2+ -АТФаз- ной активности. При этом из всех изучаемых фракций наиболее чувствительной по Иа+,к + -АТФазе оказалась надосадочная, со­держащая преимущественно плазматические мембраны. Следователь­но, широко описанные в литературе ранние и значительные нару­шения клеточного гомеостаза по калию, натрию, другим ионам и органическим соединениям могут быть объяснены с позиций суще­ственного торможения деятельности натриевого насоса.В исследуемых мембранах, как и в мембранах других нлеток, нами была выявлена активность НСО“ -АТФазы, осуществляющей гид­ролиз АТФ и проявляющей наиболее высокую гидролитическую спо­собность в присутствии ионов бикарбоната. Полагают, что дан­ная АТФаза участвует в транспорте анионов ( Засйз е . а . , 1972). Обнаружено, что удельная активность НСО“ -АТФазы, измеренная в плазматических мембранах, гомогенате и различных субклеточных фракциях печени облученных крыс, уменьшается во все периоды наблюдения (табл. 6) . Наибольшее торможение активности фермен­та отмечается через I  ч после воздействия, Пострадиационное ингибирование активности фермента может свидетельствовать о раннем нарушении клеточного баланса анионов и в первую очередь



-  20 - Таблица 6Активность НС0“ --А'!.'Фазы плазматических мембран и фракций печени облученных крыс, мкмоль Фн(мг б е л к а .ч );п  = 6Время после облучения, ч Гомогенат Фракция Плазмати-ческиемембраныядерная митохонд­риальная надоса-дочнаяКонтроль 4 ,9 + 0 ,8 10 , 1+1 ,4 8 , 1+1 ,1 0 ,6 + 0 ,3 19,7+4 ,1I 2 ,2 + 0 ,3 7 ,4 + 0 ,9 4 ,8 +0 .8 012+0,1 6 ,7 + 0 ,624 3 ,1 + 0 ,4 8 , 1+0,8 6 ,1+0,5 0 ,3 + 0 ,2 7 ,3+0,472 3 ,1 + 0 ,3 7 , 6+0,8 6 ,1+0,3 0 ,3 + 0 ,2 8 ,3 + 2 ,7
бикарбоната. Изменение же концентрации ионов НС0~ создает пред­посылки для сдвигов в клетке кислотно-щелочного равновесия,на­ступающих в тканях облученного организма.5 ’ -нуклеотидаза . Пострадиационное нарушение функционирова­ния 5 ’ -нукл.еотидазы -  эктоэнзима, специфичного дан плазматиче­ских мембран большинства клеток млекопитающих, заключается в индуцировании ее активности в течение длительного периоде (60 оут). Наибольший прирост активности фермента отмечался в бли­жайшие сроки после воздействия: уже через 30 мин она достига-. ла 3 6 ,8  мкмоль Фн(мг белка.ч) при норме 1 0 ,2 , а спустя I ,  24 и 48 ч - 2 7 , 9 ,  63,7 и 4 6 ,5  мкмоль Фн(мг белка,ч) соответствен­но. Установлено, что практически все мембраносвязанные ферменты липидзависимы. Сопоставление наших данных об изменении липид­ной фазы плазматических мембран при облучении и нарушении ак­тивности встроенных в мембрану ферментов отчетливо демонстри­рует их коррелятивность. Т ак, пострадиационное торможение ра­боты натриевого насоса в изучаемых мембранах сочетается со снижением липид-белковых соотношений, значительной потерей ФИ, накоплением холестерина и СМ, увеличением отношений СМ/ФХ. и холестерин/фосфолипиды, т .е .  известным набором конкретных из­менений липидных показателей, формирующих ингибирование актив­ности мембранной на+ ,к + -АТФазы. Подобные закономерности при­ложимы и для обоснования постлучевого торможения активности НС0~-АТФазы и адещлатциклйзы, а также возрастания -  5 -нук- леотидазы.' Изменение активности мембраносвязанных ферментов может быть связано с радиационным уменьшением количества тиогрупп



в их активном центре. Даже частичное окисление 8н~групп в у с­ловиях облучения подавляет активность ца+,к + -АТФазы, аденил- атциклазы и ряда других ферментов плазматических мембран ( зки- Ьа:г! о .а . ,  1982).Таким образом, результаты исследования свидетельствуют о существенном постлучевом изменении активности важнейших фермен­тов, встроенных в плазматическую мембрану. Основную роль в ме­ханизмах этих нарушений выполняют качественные и количествен­ные перестройки мембранных структурных липидов.Мембранные показатели в аспекте видовой радиочувствительностиВидовая и индивидуальная чувствительность млекопитающих к действию ионизирующего излучения является одной из центральных проблем в радиобиологии. Несмотря на то , что эти вопросы разра­батываются уже несколько десятилетий, решение их на мембранном уровне всё еще не привлекло должного внимания экспериментаторш.Нами получены сравнительные характеристики плазматических мембран клеток печени морских свинок, крыс и золотистых хомяч­ков,, отличающихся степенью радиочувствительности, в норме и после общего рентгеновского облучения в до зах, эквивалентных ДД^О/30" Различий между’ мембранами исследуемых животных наблю­дались уже в процессе получения и очистки препаратов. Фракция мембран морских свинок имела меньший удельный в е с , а также концентрацию холестерина (39 мнг/мг белка) по сравнению с мем­бранами крыс (51 мкг/мг белка), что и могло определять разницу в величине плотности мембран. Проведенное нами сравнительное ИК-спектроекопическое исследование конформации плазматических мембран также выявило менее стабильную и более рыхлую упаков­ку липопротеинового слоя мембраны морской свинки по сравнению с мембраной крысы. У исследуемых животных оказались неоднотип­ными исходные показатели и ферментативной активности мембран (табл. 7 ) . В мембранах морских свинок активность всех изучае­мых ферментов была значительно ниже, чем у крыс и золотистых хомячков. Особенно это касалось интегральных ферментов -  На+, к4- -АТФазы и, 5 -нуклеотйдазы. На основании полученных данных можно полагать, что плазматические мембраны более радиорезис- тентных золотистых, хомячков по сравнению с радиочувствительны­ми морскими свинками обладают большей функциональной активнос­тью.
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-  иг - Таблица 7Активность ферментов плазматических мембран печени облученных морских свинок и золотистых хомячков, мкмоль Фи(мг б е л к а .ч ); п = 10Время после облучения, ч Иа+,К +-  АТФаза н со--АТФаза Мй^+-АТФаза 5 ’ -нуклео- тидазаМорские свинкиКонтроль 1,55+0,42 9,44+3,72 14,4+3,89 0,37+0,06I 2,05+0,38 3 7 ,6 + 3 ,35х 0 ,8 3 + 0 ,34х 0 ,2 2 + 0 ,01х24 0 ,6 8 + 0 ,25х 36,215,98х 1 ,9 5 + 0 ,69х 0 ,2 5 + 0 ,03х72 0 ,5 6 + 0 ,15х 1 5 ,4 + 1 ,57х 2 ,8 5 + 0 ,61х 0 ,2 6 + 0 ,02хЗолотистые хомячкиК онтролъ 12 ,3+3,67 26,3+5,36 2 9 ,616,22 9,95+1,26I 16,9+3,24 39,7+7 ,84х 30,8+10,3 8,56+0,9724 3 1 ,8 + 2 ,91х 6 0,5 + 6 ,32х 28,0+1,56 9,94+1,3172 18,2+6,90 4 2 ,0 + 1 ,88х 34,9+4,95 8,75+0,86х Различия достоверны по отношению к контролю.Лучевое воздействие вызвало неоднотипную реакцию плазмати­ческих мембран изучаемых видов животных. В мембранах облучен­ных крыс происходило накопление холестерина, а в мембранах морских свинок и золотистых хом.ччков его уровень снижался в течение всего периода (1-72 ч после облучения), однако харак­тер такого падения имел существенные отличия. Обеднение мемб­ран морских свинок холестерином было истощающим, и через 72 ч его оставалось лишь 1 7 ,1 $ . В этот период и гомогенат клеток печени данных животных терял 50$ холестерина. 3 то же время мембраны золотистых хомячков сохраняли 60$, а гомогенат содер­жал 135$ данного липида. Уровень фосфолипидов в мембранах и гомогенатах печени всех облученных животных имел тенденцию к снижению, наиболее выраженную у морских свинок. Через 72 ч в их мембранах фосфатидов было 57$ против 78$ у золотистых хо­мячков.У облученных животных по-разному изменялась и активность мембраносвязанных ферментов (см. табл. 7 ) . В мембранах золоти­стых хомячков, в противоположность крысам и морским свинкам, Ка+,к + -АТФаза не только не утрачивала своей активности, а по­вышалась до 2 6 8 ,5 $ . Существенным для них было также отсутст-



вне каких-либо изменений в активности Ь- -нуклеотидазы. харак­терной особенностью мембран морских свинок являлось угнетение активности Ме2+-зависимой АТФазы во все периоды после облу­
-  4'3 -

чения.Сопоставляя полученные данные, отметим наличие корреляции между снижением концентрации холестерина (увеличение текучес­ти липидного бислоя) и возрастанием активности натриевого на­соса в плазматических мембранах облученных золотистых хомячков (рис. С ) . Данные явления могут характеризовать повышенную адап-Рис. 9 Изменение активно­сти Ын , к -АТФазы и уровня холестерина в Ш  печени об­лученных золотистых хомячков (3 \ ) , крыс (К) и морских сви­нок (МС!): 1 -  На+,к  -АТФаэа ЗХ; 2 -  холестерин К; 3 -  хо­лестерин ЗХ; 4 -  Ы а , к+ -А'Гф- аза К; 5 -  На ,к  -АТФаза МС; 
6 -  холестерин МСтивиую реакцию гепатоцитов золотистых хомячков на облучение. У менее радиоустойчивых крыс лучевая трансформация наружной кле­точной мембраны свидетельствует о снижении метаболических про­цессов. Морские свинки, как животные, обладающие относительно высокой радиочувствительностью, проявляют картину прогрессирую­щего падения жизнедеятельности плазматической мембраны, что со­провождается глубоким торможением активного транспорта, истоще­нием мембраны по холестерину и падением уровня фосфолипидов.Таким образом, нами получены результаты, характеризующие не- однотипность исходных показателей и механизмов радиационного поражения наружных мембран клеток животных, обладающих различ­ной радиочувствительностью.Механизмы модификации радиационных повреждений Плазматических мембран химическими агентамиИнформации об участии плазматических мембран в механизмах действия химических модификаторов лучевого поражения крайне недостаточно. В связи с этим в нашей работе исследовано дей­ствие ряда протекторов на ферментативные показатели плазмати­ческих мембран печени крыс, а также эффекты предлучевого вве­дения данных соединений.Цистеамин (1У1ЭА). Гидрохлорид МЭА, введенный вкутрибрюшинно в дозе 150 мг/кг, оказывал ингибирующее действие на активность



-  24 -всех изучаемых ферментов плазматических мембран (табл. В ). Снижение под действием МЭА активности Ыа+,к + -  и НС0~-АТФазы в исследуемых мембранах сравнимо с эффектом радиации (см .табл.5 и 6 ) . В опытах 1п у П го внесение в среду инкубации 2 .1 0 _ а -  2 .1СГ1 моль препарата вызывало полную инактивацию Ца+,к + -АТФ- азы, а 2 .1 0“ * моль -  НСО"-АТФазы. Результаты экспериментов с предлучевым (за 15 мин) введением МЭА также демонстрируют крат­ковременное блокирование натриевого насоса через 15 мин после облучения. Однако в последующие периоды деятельность насоса усиливалась и через 72 ч полностью нормализовалась. В это вре­мя в мембранах животных, облученных без МЭА, активность насоса составляла лишь 20,2)8. Совместное применение МЭА и облучения поддерживало НС0” -АГФазную активность на уровне контроля во все периоды наблюдения, тогда как одно облучение резко ингиби­ровало данную активность.Между эффектами МЭА и облучения на активность ферментов,не связанных с мембранотранспортными процессами, сходства не об­наружено. В противоположность облучению МЭА значительно тормо­зил активность 5 ’ -нуклеотидазы и .Мн2 + -АТФазы плазматических мембран (см. табл. 8 ) . Однако совместное применение протектора и облучения нормализовало активность и данных (ферментов через 72 ч. В мембранах же облученных животных активность б ’ -нуклео- тидазы в этот период была увеличена более чем в 4 раза.Как видно из представленного материала, МЭА оказывает суще­ственное влияние на функциональные свойства наружной клеточной мембраны. Иредлучевое применение данного протектора модифици­рует активность мембраносвязанных ферментов, снижая тем самым чувствительность мембраны к радиации. Следовательно, плазмати­ческую мембрану можно считать одним из важных звеньев в меха­низмах биологических эффектов данного серусодержащего соедине­ния.Катехоламины. Действие радиомодификаторов., как и самого об­лучения, на животный организм -  весьма сложный и многофактор­ный процесс, в котором -существенную роль играет их влияние на гормональный ста'тус. С этих позиций, а также учитывая,'что рад гормонов, в том числе катехоламины, сами проявляют свойства радиомодификаторов, мы проследили реакцию плазматических мемб­ран клеток печени контрольных и облученных крыс на экзогенный адреналин (гидрохлорид) в дозах (0 ,3  и I ,0 м г/кг), соответст­вующих радиозащитным.
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-  Й6 —Адреналин 1п у ! уо , подобно облучению, ингибировал актив­ность ы«+,к + -А'ГФазы плазматических мембран (табл. У ) . Инкуби­рование мембран с гормоном в концентрации 5 ,4 5 Д С Г ^ -б Д Ь .Ю "4 моль также уменьшало активность фермента. Предлучевое (за 20 мин) введение адреналина в дозе I мг/нг нормализовало актив­ность натриевого насоса через 48 ч. М&2+ -АТФаза оказалась малочувствительной к гормону. Ее активность при всех вариантах не изменялась или имела тенденцию к возрастанию. Адреналин в обеих дозах индуцировал активность 5 -нунлеотидазы изучаемых мембран, т .е . в данном случае действие гормона 1п у 1уо оказы­вало эффект, сходный с радиацией. Предлучевое введение адрена­лина в дозе 1,0  мг/кг кратковременно нормализовало активность фермента через 1 ч после облучения, при дозе же 0 ,3  мг/кг по­добный эффект наблюдался спустя 40 ч. Плияние гормона на ак­тивность НС0~-АТФазц выражалось в ее значительно индуцировании что было прямо противоположно действию радиации. Предлучевая инъекпия адреналина в меньшей дозе нормализовала активность через I  ч , в большей -  через 24 и 48 ч . В остальные периоды активность фермента в мембранах была повышенной. Прямое дейст­вие гормона выражалось в подавлении активности ПСО“ -АТФазы, особенно при дозе 5 ,4 5 .1 с)"4 моль.Важным моментом в механизмах действия адреналина на функцио нирование плазматических мембран в норме и при действии радиа­ции может явиться его липидмобилизующая активность и антиокси­дантная роль. В этом плане обнаруженное нами на облученных жи­вотных увеличение концентрации холестерина и другие нарушения липидной фазы плазматических мембран могут быть инициированы постлучевой мобилизацией катехоламинов. Предохраняя структуру наружной клеточной мембраны от существенных перестроек, кате­холамины в радиозащитных дозах таким образом предотвращают усиление процессов переокисления мембранных липидов. Следова­тельно, компоненты плазматических мембран клеток-мишеней могут служить важным звеном в механизмах гормональной регуляции об­лученного орга низма.Циклические нуклеотиды. Важная роль циклических нуклеоти­дов в радиационном поражении клетки и проявлении радиомодифи­цирующих свойств многих химических соединений получила широкое освещение в литературе. Известно, что циклонуклеотиды, и преж­де всего пД1'ЛФ, выступают в качестве основных эффекторов гормо­нальной регуляции количества и активности ферментов, опосредуя



-  27 Таблица 9Активность ферментов плазматических мембран печени крыс, облученных на фоне адреналина, мкмоль Фн(мг бел к а,ч);п = 5Всемя после облучения . ч.I 24 48
Интактный контроль Ка+,к + -АТФаза9,9+0,7

2 , 1 +0 , 1хОблученные 1 ,3 + 0 ,4х 0 ,9 + 0 ,9хАдреналин, | необдуманные 2 ,1 + 0 ,7х 2 , 6+1 , 1х 4 ,6 + 1 ,9х0 ,3  мг/кг 1 облученные 2 ,4 + 1 ,1хх 3 ,2 + 0 ,9 ХХ 5,3+1Адреналин, | необлученные 1 ,5 + 0 ,7х 6 ,6+0,5х 7 ,4+1,7I ,0 мг/кг I облученные 3 ,2+0 ,9ХХ 6 ,8+0 ,5ХХ 10 , 0+1 , 6ХХ
Интактный контроль КСО “ -А'ГФаза26,6+2,3 8 ,3 + 2 ,7 хОблученные 6 ,7 + 0 ,6х 7 ,3 +0 ,4хАдреналин, . необлученные 3 8,2 + 1 ,7 х 3 9 ,9 + 3 ,6х 5 0 ,4 + 6 ,6х0 ,3  мг/кг 1 облученные 2 8,2 + 1 ,4ХХ 3 8,8 + 3 .33̂ 4 0 ,5 + 4 ,1ххАдреналин, [ необлученные 24,1+2,6 25,3+2,0 2 1 , 1+2,1I ,0 мг/кг 1 облученные 53,8+3,2ХХ 2 1 , 1+2 .в 3® 3 0 ,9 + 1 ,4х*
Интактный контроль м« + -АТФаза49,8+1,5Облученные 37 ,1 +0 ,5х 44 ,5+1,5 51,5+0,5Адреналин, | необлученные 56,1+1,1 46,0+4,3 69,4+9,4х0 ,3  мг/кг 1 облученные 5 1,0+2,4ХХ 53,0+6,0 50,5+3,8Адреналин, I необлученные 7 4 ,5 + 2 ,3х 4 5,3+2,0 55,5+1,4I ,0 мг/кг 1 облученные 7 3,1 + 2 ,8 ХХ 54 ,7 +2 ,4ХХ 57,0+4,9
Интактный контроль 5 '-нуклеотидаза 10,2+1,51Облученные 27 ,9 +4 ,9х 6 3 ,7 + 3 ,9 х 46,5+7 , 6хАдреналин, | необлученные 9 6,3 + 9 ,7х 5 4 ,2 + 6 ,9х 4 4 ,3 + 8 ,7 х .0 ,3  мг/кг 1 облученные 8 3,9 + 12 ,б™ 2 4 ,8 ь9 ,5 зсх 1 3 ,7 + 1 ,8ХХАдреналин, | необлученные 57 ,2 + 4 ,5х 66,0+7, 1х 9 5 ,1 + 3 ,7х
1,0  мг/кг 'облученные 12,1+0,9ХХ 2 5 ,3 + 4 ,0К 8 2 ,5 + 9 ,0х*х Различие достоверно по сравнению с результатами, полученны­ми у интактных контрольных животных соответствующей группы.хзс Различие достоверно по сравнению с результатами, полученны­ми у облученных животных соответствующей группы.



действие более чем 20 гормонов. Однако при рассмотрении меха­низмов радиомодифицирующего действия циклических нуклеотидов остается фактически неизученной реакция самой плазматической мембраны, содержащей основные компоненты данных систем.Нами исследовано влияние экзогенного цАМФ на активность ферментов плазматических мембран клеток печени контрольных и облученных крыс. Свободный циклонуклеотид, растворенный в физрастворе, вводили внутрибрюшиино в дозе 50 мг/кг. Группе животных с облучением цАМФ инъецировали за 25-30 мин до воз­действия. Как показывают данные таблицы 10, п уиоиДМФ во все периоды наблюдения вызывает существенное ингибирование активности Иа+,к + -ЛТФазы изучаемых мембран по отношению к контролю с физраствором. Активность ме2+-ЛТФазы снижалась менее значительно, а НСЮ~-АТфаза оказалась нечувствительной к циклонуклеотиду. Реакция 5 ’ -нуклеотидазы на цАМФ проявлялась лишь через 48 ч после его введения и выражалась возрастанием активности на 58$. Прямое влияние цАМФ на активность мембран­ных ферментов исследовалось в экспериментах :1п у и г о .  Чувст­вительность к непосредственному контакту с цАМФ проявляла только Ма+.к + -АТФаза. Циклонуклеотид в физиологической кон­центрации (1(Г 1> моль) снижал активность фермента на 68$ ,  а при 1 0 - 10"^ моль ее выявлялось менее 20$ . Предлучевое приме­нение цАМФ предотвращало блокирование данной А'ГФазы и поддер­живало ее активность на более высоком уровне по сравнению с воздействием одного облучения. Полученные результаты дают ос­нование полагать, что известные радиомодифицирующие эффекты цАМФ, связанные с его влиянием не скорость (фосфорилирования мембранных белков, обусловлены изменениями активности натрие­вого насоса, ’Таким образом, комплекс представленных данных свидетельст­вует о непосредственном участии компонентов плазматической мембраны в механизмах родиомодифицирующего действия различных по природе химических соединений.З А К Л Ю Ч Е Н И ЕКомплексный подход к изучению молекулярных механизмов ради­ационного поражения плазматических мембран животных клеток, примененный в настоящем исследовании,'позволил выявить ряд су­щественных закономерностей, происходящих в структурной органи­зации и функциональной активности данной мембраны.
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-  30 -Значительная часть выполненной работы посвящена изучению липидных компонентов наружной клеточной мембраны, так как именно их перестройки могут создавать основу нарушений струк­туры, метаболических процессов в мембране и ее функциональных изменений при лучевом поражении. Установлено, что большинство исследуемых липидных показателей претерпевает под действием ионизирующего излучения ранние и существенные изменения, каж­дое из которых влечет за собой нарушение соответственно регу­лируемых ими функциональных свойств мембраны. К обнаруженным ответам мембранных липидов на лучевое воздействие относится снижение суммарного объема фосфолипидов, накопление холестери­на с соответствующим возрастанием молярного коэффициента холе- стерин/фосфолипиды, качественные и количественные перестройки индивидуальных фосфолипидов, изменение уровня глицеридов,жир­ных кислот и их эфиров в общей липидной фазе,Последствием снижения суммарного количества фосфолипидов после облучения является падение в мембране соотношения ли- пид/белок. Сам по себе этот факт свидетельствуе:1 об относите­льном усилении белковой фазы, что приводит к увеличению жест­кости по всему бислою ( НоНет , Ваглигп , 1973). На'радиацион­ное снижение текучести плазматической, мембраны указывает и целый ряд других обнаруженных нами изменений, включающих по­вышение уровня холестерина и молярного коэффициента холесте- рин/фосфолипиды, значительное истощение мембраны по легкоонис- ляемому ФИ, .возрастание уровня трудноокисляемого СМ и соотно­шения СМ/фХ, а также -  резкое падение выявленной нами в дан­ной мембране АСА липидов. Следствием таких перестроек являет­ся уменьшение толщины мембраны, ограничение подвижности отде­льных участков молекул ( в ы п и с к у  , нелкахф , 1979), увеличе­ние латеральной сжимаемости и соответственное снижение коопе­ративное™ мембраны ( НапЬеге ё . а .  , 197В).Результаты исследования лучевого влияния на конформацию плазматической мембраны подтверждают биохимические.данные и свидетельствуют о развитии жесткой структурированности белко­вой фазы, возрастании силы межмолекулярных и гидрофобных вза­имодействий, снижении подвижности углеводородных цепей фосфо­липидов, усилении водородных связей. Переходом плазматической мембраны.на новый структурный уровень с появлением признаков ригидности и соответствующей хрупкости ее построения можно объяснить механизмы ранних лучевых морфологических' дефектов



клеточной поверхности. Полученные данные о лучевой трансформа­ции липидного бислоя позволяют интерпретировать и механизмы радиационного нарушения активности мембранревязанных ферментов.Сопоставление результатов наглядно демонстрирует корреляцию пострадиационного ингибирования натриевого насоса и других ме- мбраносвязанных ферментов со снижением текучести мембраны и ее липид-белковых соотношений, значительной потерей ФИ, накоп­лением холестерина и увеличением соотношения СМ/ФХ, т .е .  набо­ром конкретных показателей, каждый из которых уже сам по себе обусловливает торможение активности многих мембраносвязанных ферментов. С падением или исчезновением АТФазной активности плазматической мембраны замедляется или полностью перестает откачиваться натрий из клетки. Одновременно тормозится актив­ность десятков ферментов, специфичность которых контролирует­ся одновалентными катионами (Болдырев, Твердислов, 1978), и наступает общее подавление клеточного метаболизма. От работы натриевого насоса зависит образование ДНК, поэтому синтез бел­ков и активный транспорт рассматриваются как единая система с обратной связью (Глебов, КрыжановскиЙ, 1976). Следовательно, одной из сторон молекулярного механизма радиационного наруше­ния синтеза ДНК является изменение регуляторных функций плаз­матической мембраны, осуществляемых через натриевый насос.Отражением липидных перестроек мембраны служит и существен­ное лучевое индуцирование активности 5 ’ -иуклеотидазы -  .другого интегрального фермента наружной клеточной мембраны. Являясь эктоэнзимом, данная фосфогидролаза представляет собой комплекс, ассоциированный с фосфолипидами наружной стороны бислоя ( Мег±- еко с .а .  , 1981). Корреляция высокого уровня активности 5 -н у - клеотидазы после облучения с приростом в мембране СМ, влияюще­го на ее стабильность, а также -  с увеличением концентрации холестерина и снижением массы фосфолипидов свидетельствует в пользу тесной зависимости деятельности данного фермента от со­стояния липидного микроокружения. Значительным возрастанием 5 ’ -нуклеотидазной активности сопровождаются многие заболева­ния, подавление иммунологической реактивности организма облу­чением (Туманян, Кирилличева, 1984). Учитывая, что данная фос­фогидролаза участвует в продукции, аденозина, метаболизме Пури­нов, пиримйдинов, в стимулированном б'-АКФ накоплении цАМФ и биосинтезе нуклеиновых кислот (ваиагАз е .а»  , 1982), обнару­женное возрастание активности фермента может характеризовать
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нарушение всех вышеуказанных процессов в клетках облученного организма.Примечательно выявление в плазматической мембране собствен­ной оитиокислительной активности липидов, уровень которой рас­сматривается в качестве решающего фактора, определяющего сте­пень вовлеченности мембраны в процесс радиационной гибели клетки. Известно, что устойчивое к действию облучения состоя­ние клеточного метаболизма характеризуется и высокими величи­нами АОА (Бурлакова и др. , 1975). Антиокислителыше свойства липидов, обеспечивающие стационарность окислительных процессов, относятся к первичным механизмам гомеостаза мембраны (Аристар­хова и д р . , 1976). В наших экспериментах наблюдалась корреля­ция между постлучевыми показателями АОА и рядом параметров ли­пидного бислоя. Раннее падение величины АОА липидов сочеталось со снижением показателя липид-белок и выходом из мембраны <Ш. Уменьшение ненасыщенное™ липидной фазы и обогащение ее устой­чивыми к окислению фракциями (СМ, холестерин) наиболее выраже­но при самых низких значениях АОА. Окисление свободных жирных кислот и накопление их эфиров более заметны в ближайшие сроки после облучения, когда уровень АОА резко падал. Следовательно, можно полагать, что радиационное нарушение стационарности в организации липидного бислоя плазматической мембраны во многом определяется изменением состояния ее биоантиоксидантов и про­являемой ими антиокислительной активности.Отмеченное радиационное возрастание микровязкости плазмати­ческой мембраны и развитие ее жесткой структурированности пред­определяет снижение доступности полиненасыщениых ацилов и со­ответственно скорости аутоокисления мембранных липидов. Дейст­вительно * эксперименты показали, что в свежевыделенных из об­лученного организма фракциях изучаемых мембран значительно снижалось аутоокисление липидов и концентрация ЦДЛ -  продукта их свободнорадикального окисления. В ранние периоды после лу­чевого воздействия не повышалась скорость ферментативной (НАДФ-Н-зависимой) и нефермеитативной (аскорбат-зависимой) ин­дукции свободнорадикального окисления. Все это свидетельству­ет о способности плазматической мембраны в условиях облучения эффективно защищать собственные липиды от переокисления, а также указывает на существование в мембране ингибиторов сво­боднорадикального окисления,Согласно современным представлениям, регуляция свободнора-
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-  33 -дикального окисления липидов может осуществляться защитными антиоксидантными системами. Нашими исследованиями выявлено, что кроме ЛОА липидов в плазматической мембране присутствуют специализированные ферментные системы аитирадикальной защиты и восстановленный глутатион. Результаты изучения данных сис­тем плазматической мембраны свидетельствуют о сопряженности их работы в наиболее ранние периоды после облучения. Следова­тельно, плазматическая мембрана способна к защите клетки от свободных радикалов на ранних этапах лучевого поражения путем регулирования свободнорадикального окисления липидов, что мо­жет свидетельствовать о ее репарирующих свойствах. Об этом же говорит нормализация коэффициента насыщенности липидного бислоя, а также тенденция к возврату на исходный уровень вели­чины ЛОА липидов. К адаптивному ответу мембраны на общее луче­вое воздействие относится и накопление в ней свободного холе­стерина, который, влияя на микровязкость, содействует стаби­лизации мембраны, снижению скорости переокисления липидов (Владимиров, 198В). Лучевые перестройки главных фосфатидов плазматической мембраны (ФХ, СМ, ФЭ) с увеличением вклада по- линенасыщенных жирных кислот способствуют поддержанию необхо­димой степени вязкости углеводородной чести липидного бислоя, что также можно отнести к адаптивным явлениям.Существенной предпосылкой для реализации лучевых поврежде­ний клетки является непосредственное участие в этом процессе ее важнейших структур. Универсальная регуляторная роль плаз­матической мембраны, ее структурная лабильность предполагают значимость лучевых повреждений и репаративных возможностей этого мембранного образования не только в жизнеспособности об­лученной клетки и организма, но и в Определении природной и модифицированной радиочувствительности. Проведенное нами срав­нительное исследование плазматических мембран клеток печени животных, отличающихся степенью радиочувствительности, позво­лило определить различия в исходных параметрах ряда липидных компонентов, активности мембраносвязанных ферментов и конфор- мационных признаков мембраны. Оказалось, что плазматическим мембранам клеток более радиочувствительных морских свинок при­сущи низкие показатели активности интегральных ферментов по сравнению о крысами и золотистыми хомячками, а также меньший уровень холестерина и фосфолипидов, чем у крыс. Для мембраны золотистых хомячков характерным является высокая активность



иоптранспортирующих АТФяз. ИК-спектроскопическими исследовани- ями установлено, что мембрана мореной свинки, в отличие от крысы, представляет собой менее стабильную аморфную липопроте­иновую структуру с меньшим количеством РО-связей, возможно обусловленным более низним содержанием в них липидного фосфора.Выявлено, что общее облучение в равноэквивалентннх дозах, соответствующих Д ^ц/зо» вызывает неоднотипный ответ плазмати­ческих мембран клеток изучаемых животных, Для мембраны относи­тельно радиоуотойчивых золотистых хомячков характерным в ус­ловиях облучения является возрастание активности натриевого насоса, снижение концентрации холестерина и отсутствие изме­нений- 5 ’ -иуклеотидаэной активности, что противоположно реакции мембраны крыс. Поверхностная мембрана клеток радиочувствитель­ной морской свинки резко истощается Пр холестерину и фосфоли­пидам с одновременным ингибированием активности ее специфиче­ских ферментов,Каи видно, механизмы адаптивной реакции плазматической мем­браны более радиорезистентного животного направлены на увели­чение текучести липидного бислоя и усиление активных транспор­тных процессов, что предполагает ответное возрастание функцио­нальной активности мембраны и клетки в целом. Картина ультра- структурных изменений клеток печени золотистых хомячков при аналогичном лучевом воздействии также свидетельствует о повы­шении метаболических процессов в геиатоцитах, характерном для состояния гиперактивности (Черных, 1973), Прогрессивное сниже­ние количества главных структурных липидов и разное торможение активности интегральных ферментов в изучаемых мембранах морс­кой свинки характеризуют глубокие и необратимые струнтурно-ме- таболиЧеокие нарушения. Полученные результаты могут послужить основой для дальнейшего изучения механизмов клеточной и видо­вой радиочувоТвительнорти на уровне мембранных систем.Плазматическая мембрана служит обязательным посредником всех клеточных реакций, возникающих в ответ на поступление в организм любого химического вещества, Действие химического агента формируем структурные И функциональные перестройки ме­мбраны, что должно находить отражение в широком спектре регу­лируемых ею метаболических процессов и особенно важно при раз­работке вопросов химической радиомодификации. С этих позиций выяснение механизмов действия химических модификаторов на кле­точную Поверхность весьма перспективно в области прикладной
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радиобиологии, связанной о решением задач противолучевой защи­ти и лучевой терапии опухолей.В наших экспериментах с использованием М3А -  одного из эф­фективных радиопротекторов тиолового ряда и биологически ак­тивных соединений, обладающих протекторными свойствами (иДМФ и адреналин), прослежена реакция плазматической мембраны на введение данных препаратов раздельно и в совокупности с общим облучением. Оказалось, что МЭА 1п у 1</о и 1п у Н го значитель­но подавляет активность всех изучаемых ферментов мембраны кле­ток печени крысы. Разрозненные отрицательные эффекты "чистого" облучения и введения только цистеамина снимались предлучевой инъекцией данного протектора. В качестве возможного механизма ингибирования цистеамином активности ферментов наружной клето­чной мембраны, по-видимому, может выступать его дестабилизирую­щее действие на липидный бислой, с которым он непосредственно взаимодействует ( Кгапск е . а .  , 1981), а также кратковременное блокирование тиогрупп активного центра ферментов ( в1г<1 ,1980).С обнаруженным резким ингибированием под влиянием МЭА функ­ций Мн+,к + -АТФазн и 5 нуклеотидазы плазматических мембран могут быть связаны известные токсические эффекты данного сое­динения на центральную нервную систему,' так как вышеуказанные ферменты играют существенную роль в нейромодуляции, проведении нервного импульса и течении биохимических процессов в нервной клетке (недсИпсгоп е . а . , 1982). На основе наших исследований можно интерпретировать механизм взаимодействия радиопротекто­ров аминотиолового ряда с ДНК, осуществляемого через клеточ­ную поверхность (Кгапск е .а .  , 1981). Не исключено, что радио­протектор, связываясь непосредственно с полярной частью липид­ного бислоя, вызывает его перестройку, что отражается на ак­тивности натриевого насоса, аденилатциклазы и 5 -нуклеотидазы плазматических мембран, имеющих прямое отношение к обмену и синтезу ДНК.Реализация действия цистеамина и ряда других серусодержащих протекторов связана с мобилизацией в организме катехоламинов, в том числе адреналина, а также его посредника -  цАМФ (Соболев, 1981; КулинскиЙ, 1983). Вместе с тем катехоламины й циклонук­леотиды сами в определенных дозах проявляют свойства радиопро­текторов ( Ргети'Ы'1 е .а .  , 1978). Нами выявлена общность мемб­ранных реакций на предлучевое введение животным данных физио­логически активных соединений и МЭА. Обнаружен значительный
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ингибирующий эффект адреналина и цАМФ на деятельность натрие­вого насоса. Опытами 1п VIДго подтверждено непосредственное влияние этих соединений на активность Ын+,к + -АТФазы. Пред- лучевое применение гормона и цАМФ предотвращало блокирование натриевог'о насоса, наступающее под влиянием одного облучения. Сочетание каждого соединения с облучением оказывало положите­льное действие и на активность других исследованных ферментов плазматической мембраны. Следовательно, несмотря на различную проникающую способность, все примененные модификаторы действо­вали однотипно, снижая мембранную радиопоражаемость. В связи с тем, что деятельность мембраносвязанных ферментов зависит от окружающей их микросреды, можно предполагать, что механизмы радиомодифицирующего эффекта различных по споим свойствам хи­мических соединений имеют общность и во многом обусловлены первичным структурными и последующими функциональными перест­ройками плазматической мембраны.В настоящее время накоплена обширная информация, демонстри­рующая явление радиомодификации непроникающими в клетну аген­тами и мембранотропными соединениями ( Сеог($е е . а . , 1980;
Зг1п1уазап е.а.'  , 1983; Фоменко, Аноев, 1984). Не исключено,что в этих случаях повышение или снижение выживаемости клетки и ее радиочувствительности достигается путем ослабления или усиления повреждаемости плазматической мембраны. Следователь­но* подбирая адекватные реагенты, временно стабилизирующие жидкостную структуру поверхностной мембраны, с целью предот­вращения ее ранних перестроек и их последствий, можно изменять радиочувствительность клетки.Результаты исследований, изложенные в настоящей работе, по­зволяют составить представление о механизмах действия ионизи­рующего излучения на один из важнейших компонентов клетки -  плазматическую мембрану, Наши данные еще раз демонстрируют из­вестное положение о том, что далеко не все радиобиологические явления на уровне клетки имеют в своей основе поражение гене­тического аппарата. Анализ структурных и функциональных изме­нений,. происходящих в плазматической мембране, показал, что ош  могут Вносить существенный вклад в радиационное поражение клетки, а также в выяснение механизмов видовой и модифициро­ванной радиочувствительности. Это дает основание надеяться,что настоящее исследование послужит стимулом для успешного разви­тия радиационной мембранологии и ляжет в основу создания прин­
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ципиально новых подходов к решению фундаментальных и практиче­ских задач' радиобиологии.
В Ы В О Д Ы1 . Экспериментально (па модели клеток печени) доказано, что общее рентгеновское облучение животных в АД50/ЗО вызывает нарушение структуры и функций плазматических мембран на уров­не состава липидной фазы, конформации белковой и липидной ком­понент, активности мембраносвязанных ферментов. Ранняя постлу- чевая трансформация липидного бислоя сопровождается падением соотношения липид/бслок, возрастанием уровня свободного холе­стерина, снижением количества суммарных фюсфюлишдов. Измене­ние содержания индивидуальных фосфатидов носит двунаправлен­ный характер: выход из мембраны Ш  и ФХ компенсируется прирос­том уровня ФС, ФЭ и Ш .3 . Обогащение плазматической мембраны свободным холестери­ном, возрастание молярного коэффициента холестерин/фосфолипиды, деградация легкоокиеллемого ФИ, повышение соотношения СМ/ФХ, обнаруженные в пострадиационном периоде, свидетельствуют о снижении текучести и кооперативности мембраны, образовании в ней дополнительных водородных связей, торможении активных- транспортных процессов.3 . Выявлено раннее (через 1о мин после облучения) сниже­ние ненасыщенности общей липидной фазы, обусловленное дегра­дацией длинноценочечных ненасыщенных жирных кислот. Последую­щая нормализация уровня насыщенности бислоя определялась уве­личением доли полиненасыщенных углеводородных остатков в мо­лекулах главных фосфатидов -  ФХ, СМ, ФЭ и отражала способность плазматической мембраны к репарации.4 . Определены пострадиационные конформационные перестрой­ки плазматической мембраны, свидетельствующие о развитии жест­кой структурированности и дестабилизации белковой фазы, возра­стании межмолекулярных гидрофобных взаимодействий, снижении подвижности углеводородных цепей фосфолипидов, усилении водо­родных связей, нарушении количественного соотношения липид/бе- лок. Пол,ученные ИК-спектроскопические данные сопоставимы с об­наруженными изменениями биохимических показателей и демонстри­руют радиационные структурные переходы в плазматической мемб­ране.5 . В плазматической мембране обнаружена антиокислительная
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активность липидов. Ионизирующее излучение вызывает раннюю и резкую потерю данной активности с последующей тенденцией к восстановлению. Наибольшее падение величины АОА коррелирует со снижением показателя липид/белок, обогащением мембраны у с­тойчивыми к окислению фракциями (холестерином, СМ), снижением уровня ФИ и ненасыщенности общей липидной ({азы, окислением сво­бодных жирных кислот и накоплением их эфиров. Приведенные дан­ные дают основание полахлат ь , что радиационное нарушение стацио­нарности и текучести липидного бислоя плазматической мембраны во многом определяется уменьшением величины антиокислительной активности.6 . Пыявленное отсутствие постлучевого накопления в плазма­тической мембране малондиальдегида. постоянство скорости фер­ментативной (НАДФ-Н-зависимой) и неферментативной (аскорбат -  зависимой) индукции свободнорадикальных процессов в ранний пе­риод, о также снижение интенсивности аутоокисления липидов де­монстрируют способность мембраны к эффективной защите собст­венных липидов от переокисления.7 . Установлено, что в плазматической мембране локализуют­ся специализированные системы антирадикальной защиты, включаю­щие глутатионпероксидазу, глутатионредуктазу, супероксиддисму- тазу, липидсвязанную и водорастворимую каталазу, а также вос­становленный глутатион. Взаимозависимые постлучевые изменения активности данных антиоксидантных ферментных систем и содержа­ния восстановленного глутатиона на ранних этапах лучевого по­ражения раскрывают способность плазматической мембраны защи­щать клетку от свободных радикалов.8 . Показано, что ионизирующее излучение вызывает изменение активнооти ряда мембраносвязанных ферментов. Обнаруженное зна­чительное ингибирование деятельности натриевого насоса и би- нарбонатстимулируемой АТФазы, а также возрастание активности 6 ’ -нуклеотидазы может лежать в основе механизмов радиационно­го нарушения катионного и анионного гомеостаза клетки и мета­болических процессов, связанных с нуклеиновым обменом. Выяв­ленные сдвих'И ферментативных характеристик коррелируют с каче­ственными и количественными переходами структурных липидных компонентов изучаемой мембраны и в большой степени обусловле­ны повышением микровязкости липидного бислоя.9 , Обнаружены различия в исходных параметрах активности ря­да ферюнтов, содержания липидных компонентов и конформацион-
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-  39 -ных признаках плазматических мембран клеток печени животных, отличающихся степенью радиочувствительности. Выявлено, что об­щее рентгеновское облучение в равноэквивалентных дозах, соот­ветствующих ЛД50/30» вызывает неоднотипный ответ плазматичес­ких мембран крысы, морской свинки и золотистого хомячка. Ана­лиз цблученных результатов дает основание полагать, что меха­низмы адаптивной лучевой реакции плазматической мембраны отно­сительно радиоуотойчивого золотистого хомячка направлены на повышение ее функциональной активности, в то время как для мем­браны радиочувствительной морской свинки характерны глубокие структурно-функциональные нарушения.10. Установлено, что предлучевое применение цистеамина (МЭА), цАМФ и адреналина в радиозащитных дозах приводит к нор­мализации или предохраняет от резких изменений активность ин­тегральных ферментов плазматической мембраны, т .о . вызывает снижение ее радиопоражаемости. Результаты проведенных экспери­ментов по изучению раздельного ( 1п  у ].у о  , 1п  у 11;г о  ) и соче­танного с облучением действия данных препаратов на функциони­рование плазматической мембраны позволяют считать ее важным звеном в механизме действия химических радиомодифшаторов различных классов на клетку.11. Анализ экспериментального материала раскрывает слож­ные стороны молекулярных механизмов радиационного поражения плазматической мембраны и свидетельствует о возникновении в ней комплекса структурных и функциональных перестроек, кото­рые могут вносить существенный вклад в лучевое повреждение клетки. Результаты исследования способствуют созданию принципи­ально новых подходов к раскрытию вопросов фундаментальной ра­диобиологии. Полученные данные в совокупности с литературными сведениями позволяют предполагать,что разработка направленных изменений молекулярной организации и функционального состояния плазматической мембраны может оказаться перспективной в реше­нии задач прикладной радиобиологии, связанных с определением параметров радиочувствительности и путей ее модификации.СПИСОК РАБОТ, ОПУБЛИКОВАННЫХ ПО ТЕМЕ ДИССЕРТАЦИИI .  Активность некоторых ферментов плазматических мембран печени облученных крыс. -  В к н .: Матер. Второго Всесоюз.симп. по мед. энзимологии. Душанбе, 1974, с . 160-161.
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