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ВСТУП 

Актуальність теми. З’ясування молекулярних механізмів дії іонізуючої радіації є центральною проблемою сучасної радіаційної біохімії. Провідним ефектом опромінення є пригнічення імунітету, що супроводжується розвитком ряду імунодефіцитних та аутоімунних станів. Дослідження стану імунної системи в цілому, вивчення типових змін і особливостей структурних, метаболічних та функціональних порушень у високорадіочутливих лімфоїдних клітинах за умови дії іонізуючої радіації дозволить краще зрозуміти природу багатьох захворювань та відкрити нові перспективні підходи для ефективного регулювання імунодефіцитних станів. 

На сьогодні не викликає сумніву важлива роль метаболітів пуринового обміну у процесах диференціювання, проліферації та забезпеченні нормального функціонування лімфоцитів [31,37,55,84]. Аденілові нуклеотиди беруть участь в енергетичному та пластичному обміні клітини, регулюючи таким чином її функціональну активність. Водночас, вивільнюючись у позаклітинне середовище, пурини через специфічні мембранні рецептори здійснюють метаболічну комунікацію у межах одного органу, а також впливають на ряд біохімічних процесів в інших тканинах. 

Представлені у літературі дані не дозволяють отримати цілісної картини стану пуринового метаболізму у радіочутливих тканинах за радіаційного впливу. Недостатньо висвітленими залишаються питання про участь ферментів метаболізму аденілових нуклеотидів у розвитку і реалізації пошкоджуючого ефекту радіації та взаємозв’язок між радіаційно‑індукованими змінами вмісту компонентів аденілової системи і функціональною активністю даних ферментів. А оскільки відхилення значень активності ферментів від контрольної величини є однією з причин порушення обміну речовин за променевого ураження, дослідження характеру цих змін, з’ясування причин та можливих шляхів регуляції ферментативної активності може мати важливе значення для кращого розуміння молекулярних механізмів дії іонізуючого випромінювання на біологічні об’єкти. 

Пусковою ланкою під час реалізації цито- і генотоксичного ефекту радіації можна вважати утворення активних кисневих метаболітів внаслідок порушення прооксидантно-антиоксидантної рівноваги (13,46,133]. У зв’язку з цим на особливу увагу заслуговують дослідження ролі прооксидантної ферментної системи ксантиноксидаза/ксантиндегідрогеназа у розвитку радіаційно-індукованої інтерфазної загибелі лімфоїдних клітин. 

На теперішній час значної актуальності набула проблема модифікації радіочутливості. Теоретичне обґрунтування та експериментальна розробка методів, спрямованих на запобігання радіаційно‑індукованого порушення обміну речовин, а також пошук шляхів нормалізації біохімічних змін в організмі опромінених тварин залишаються предметом дослідження не тільки сучасної радіаційної біохімії, а й інших суміжних дисциплін. Враховуючи той факт, що інозин (фармакологічний препарат рибоксин) є природним метаболітом клітини, що бере безпосередню участь у синтезі нуклеотидів, зокрема АТФ та сприяє нормалізації обміну речовин при різних патологічних станах (26,87,160,174], доцільним було дослідити його вплив на обмінні процеси за променевого ураження організму. 

Мета та задачі дослідження. Метою роботи було дослідити дію іонізуючої радіації на метаболізм аденілових нуклеотидів та стан окиснювального гомеостазу у лімфоїдних клітинах тимусу і селезінки щурів, а також вивчити модифікуючий ефект препарату рибоксину на досліджувані показники за променевого ураження. Відповідно до мети було поставлено завдання дослідити одноразову дію рентгенівського випромінювання в дозах 1,0 Гр та 7,78 Гр та вплив препарату рибоксину на: 

1)
включення С14-аденозину у фонд аденілових нуклеотидів, нуклеозидів та їх основ у лімфоцитах тимусу та селезінки щурів; 

2)
активність ферментів пуринового обміну у лімфоцитах тимусу та селезінки щурів; 

3)
ферментну систему ксантиноксидаза/ксантиндегідрогеназа у лімфоїдних клітинах тимусу та селезінки щурів; 

4)
швидкість генерування супероксидних аніон‑радикалів у лімфоцитах тимусу та селезінки щурів; 

5)
активність антиоксидантного ферменту супероксиддисмутази у тимоцитах та спленоцитах щурів; 

6)
ступінь окиснювальної модифікації білкових молекул у лімфоцитах тимусу та селезінки щурів; 

7)
показники окисного фосфорилювання у пермеабілізованих тимоцитах інтактних щурів. 

Об’єкти дослідження. Лімфоїдні клітини тимусу та селезінки щурів за променевого ураження. 

Предмет дослідження. Метаболізм аденілових нуклеотидів, нуклеозидів, їх основ та окиснювальний гомеостаз клітин. 
Методи дослідження. У роботі було використано радіоізотопні (визначення активності ферментів та включення С14-аденозину у фонд пуринів), біохімічні (визначення активності ферментів, оцінка ступеня окиснювальної модифікації білків), полярографічний (оцінка дихання та окисного фосфорилювання мітохондрій), метод електронного парамагнітного резонансу (визначення швидкості генерування супероксидних аніон‑радикалів) та методи математичної статистики.

Наукова новизна роботи. У роботі вперше проведено комплексне дослідження дії іонізуючої радіації на пуриновий обмін в імунокомпетентних клітинах радіочутливих органів. Досліджено вплив рентгенівського випромінювання в дозах 1,0 Гр та 7,78 Гр на активність ферментів метаболізму пуринів у лімфоїдних клітинах тимусу та селезінки на початковому етапі інтерфазної загибелі. Показано порушення включення С14‑аденозину у фонд клітинних аденілових нуклеотидів, нуклеозидів та їх основ, що свідчить про радіаційно-індуковані зміни вмісту пуринів у лімфоцитах опромінених тварин. Проведено узагальнюючий аналіз змін активності ферментів обміну пуринів та вмісту компонентів аденілової системи, що дозволило розкрити важливі ланки ензиматичних механізмів порушення метаболізму цих нуклеотидів за променевого ураження організму. Виявлено зростання активності прооксидантної форми ферменту ксантиноксидази у тимоцитах та встановлено участь ксантиноксидазної системи в обумовленій радіацією загибелі спленоцитів. Показано взаємозв’язок між змінами ксантиноксидазної активності та швидкістю генерування супероксидних аніон-радикалів у лімфоцитах тимусу і селезінки. У результаті проведених досліджень оцінено ступінь окиснювальної модифікації білків у лімфоїдних клітинах радіочутливих органів за дії на тварин рентгенівського випромінювання в дозах 1,0 Гр та 7,78 Гр. Вивчено модифікуючий ефект рибоксину, який полягає у нормалізації активності ряду досліджуваних ферментів за променевого ураження та дію препарату на показники окисного фосфорилювання у пермеабілізованих тимоцитах інтактних щурів. 

Практичне значення одержаних результатів. Одержані результати доповнюють і поглиблюють існуючі уявлення щодо молекулярних механізмів одноразової дії іонізуючого випромінювання на лімфоцити та дозволяють краще зрозуміти початкові механізми післярадіаційного порушення обміну речовин у лімфоїдних клітинах тимусу і селезінки. В той же час, результати дослідження модифікуючого ефекту препарату рибоксину за променевого ураження можуть бути корисними для пошуку ефективних засобів радіопрофілактики та радіотерапії. Викладені у роботі положення можуть бути включені до навчальних програм вузів, де викладаються курси “Радіобіологія”, “Радіаційна медицина”, “Радіаційна біохімія” тощо. 

Особистий внесок здобувача. Дисертантом особисто здійсненно інформаційний пошук, аналіз та оцінку наукової літератури за темою дисертаційної роботи, виконано експериментальні дослідження, проведено інтерпретацію та теоретичне обґрунтування отриманих результатів. Планування та розробку методичних підходів виконання комплексу лабораторних досліджень було здійснено спільно з науковим керівником та співробітниками лабораторії фізико-хімічної біології кафедри біохімії. 

Апробація результатів роботи. Основні результати дисертаційної роботи було представлено на: IV съезде по радиационным исследованиям (радиобиология, радиоэкология, радиационная безопасность) (Москва, 2001); VIII Українському біохімічному з’їзді (Чернівці, 2002); Всеукраїнській науковій конференції “Психофізіологічні та вісцеральні функції в нормі і патології” (Київ, 2002); ІІІ з’їзді Українського біофізичного товариства (Львів, 2002); ІІІ Международном симпозиуме “Механизмы действия сверхмалых доз” (Москва, 2002); Всеукраинской конференции молодых ученых “Актуальные вопросы современного естествознания” (Симферополь, 2003); ІІІ з’їзді з радіаційних досліджень (радіобіологія і радіоекологія) (Київ, 2003) та науковій конференції присвяченій 70-річчю біологічного факультету (Київ, 2003). 

Публікація матеріалів. За матеріалами дисертації опубліковано 4 статті у фахових журналах та 7 тез доповідей у матеріалах вітчизняних і міжнародних з’їздів та конференцій. 

Структура та обсяг дисертації. Дисертація складається з вступу, огляду наукової літератури, опису матеріалів та методів дослідження, результатів та їх обговорення, заключення, висновків, списку використаної літератури, що включає 228 посилань, з яких 111 іншомовних. Робота викладена на 152 сторінках машинопису, ілюстрована 24 рисунками та 3 таблицями. 

Зв’язок з науковими програмами, планами, темами. Робота відповідає плану науково-дослідної роботи кафедри біохімії біологічного факультету Київського національного університету імені Тараса Шевченка та виконана у рамках теми № 01БФ036-04 “Розробка наукових основ пошуку біологічно-активних сполук радіозахисної дії”, підрозділ “Дослідження обміну пуринів в імунокомпетентних клітинах щурів за променевого ураження та при введенні рибоксину”.

1. ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ

1.1. Закономірності розвитку радіаційно-індукованої інтерфазної загибелі лімфоїдних клітин 

Одним з наслідків дії іонізуючої радіації на клітини є їх загибель. За механізмом розвитку та проявом розрізняють два основні типи радіаційно‑індукованої загибелі – репродуктивну, яка реалізується під час проходження клітиною першого або кількох наступних мітотичних поділів, та інтерфазну, коли опромінена клітина гине, не вступаючи до мітозу. Якщо перший тип клітинної загибелі є універсальним, то інтерфазна загибель характерна для небагатьох видів клітин серед яких значну групу становлять лімфоцити [102,114]. При цьому залежно від дози опромінення, що спричиняє відповідні ефекти, розрізняють інтерфазну загибель високорадіочутливих та радіорезистентних клітин. Масова загибель резистентних клітин спостерігається впродовж перших годин та днів після дії променевого чинника в дозах понад 100 Гр і пов’язана з первинною радіаційно-хімічною деструкцією основних клітинних компонентів та накопиченням токсичних продуктів [50]. 

Інтерфазна загибель високорадіочутливих клітин розвивається у найближчі години після опромінення тварин у мінімальній летальній дозі і значною мірою визначає розвиток багатьох характерних радіаційних проявів, зокрема кістково-мозкового синдрому, зниження імунітету, лімфопенію та інволюцію органів. Загибель клітин за інтерфазним типом характеризується наростаючим у часі розвитком пошкоджень клітинних структур та існуванням деякої порогової дози, вище якої швидкість накопичення порушень не залежить від величини поглинутої дози опромінення. 

Критичною системою, що інтегрує зміни в організмі за умови радіаційного впливу, є імунна. Стан імунної системи до опромінення, реакція на деструктивний вплив та її репаративні можливості відіграють вирішальну роль у патогенезі променевого ураження, а отже і у ступені радіочутливості організму в цілому. Одними з найбільш радіочутливих клітин імунної системи є лімфоїдні [111,143]. Численні літературні дані свідчать про більшу вразливість В-клітин порівняно з популяцією Т-лімфоцитів. Так, В‑лімфоцити селезінки приблизно у 2-5 разів чутливіші до дії іонізуючої радіації за Т-клітини [25,38]. Опромінення тварин у мінімальній летальній дозі викликає суттєве спустошення В-клітин у периферійних зонах фолікулів та перифолікулярній ділянці селезінки. А.А. Ярилін та співавт. зазначають [117], що величина D0 для елімінації з селезінки В-і Т-лімфоцитів становить відповідно 1,8 Гр та 2,4 Гр. 

На основі аналізу морфологічних та біохімічних змін у клітинах під час їхньої загибелі було виявлено два відмінних типи клітинної загибелі – апоптоз та некроз, причому пріоритетний шлях загибелі залежить від рівня та тривалості дії індукуючого агенту і значно меншою мірою від його природи [59,94]. Так, за умови дії іонізуючого випромінювання у діапазоні доз до 10 Гр спостерігається індукція програми самознищення клітини, яка протікає за механізмом апоптозу, тоді як опромінення високими дозами (понад 10 Гр) призводить до втрати клітиною здатності підтримувати гомеостаз і, як наслідок, до розвитку некротичної загибелі [81,119]. 

На сьогодні феноменологія загибелі клітин за механізмом апоптозу добре досліджена та описана. Відомо, що інтерфазна загибель лімфоїдних клітин за дії променевого чинника відбувається шляхом апоптозу. Так, за умови опромінення тварин в дозах вище 0,5 Гр відмічається дозозалежне зростання частки апоптичних клітин у тимусі [178]. 

Апоптоз – це активна форма загибелі клітини, яка є результатом реалізації її генетичної програми у відповідь на дію як фізіологічних, так і цитотоксичних стимулів і супроводжується розвитком типових морфологічних ознак, а саме втратою клітинною мембраною мікроворсинок і нормальної складчастості, зменшенням розмірів клітини, що призводить до порушення міжклітинних контактів; клітина бере активну участь у процесі самоліквідації в результаті активації каскаду послідовних біохімічних реакцій, пов’язаних з транскрипцією та синтезом нових білкових молекул [125,223]. 

В ядрі відбувається конденсація ядерного матеріалу та формування його осміофільних скупчень поблизу ядерної мембрани. У подальшому в ядерній мембрані утворюються інвагінації, але вона зберігає двошарову структуру з інтактними порами. 

У цитоплазмі спостерігається конденсація та зморщування гранул, відбувається розширення ендоплазматичного ретикулуму та формування на його поверхні пухирців, які зливаються з цитоплазматичною мембраною, вивільняючи свій вміст у позаклітинний простір, що призводить до конденсації цитоплазми. Окрім того, зменшення об’єму клітин, ущільнення мембран та формування стійкого до дії детергентів покриву можливе за рахунок активації Са2+-залежної трансглутамінази II типу, яка каталізує утворення перехресних зшивок між мембранними білками. На кінцевому етапі відбувається фрагментація клітини на вкриті плазматичною мембраною компактні везикули – апоптичні тільця (100(. 

Слід відмітити, що під час розвитку апоптозу виражені біохімічні зміни у плазматичній мембрані реєструються навіть дещо раніше ніж у ядрі і пов’язані з зміною асиметрії складових ліпідного бішару, зокрема. фосфоліпідів мембран. Окисне порушення взаємозв’язку цитоскелету з мембранними білками призводить до експресії на поверхні клітини фосфатидилсерину – одного з основних мембранних маркерів апоптичних клітин, завдяки чому забезпечується виключно висока ефективність фагоцитозу [16,161]. До інших маркерів апоптичних клітин належать тромбоспондин, десіаліруванні мембранні глікокон’югати. Мембранні перебудови пов’язані також з відомими маркерними молекулами. Так, одним з неспецифічних проявів апоптозу Т-лімфоцитів є послаблення експресії рецепторних молекул CD4 та CD8 на поверхні клітини. 

Згідно сучасних уявлень апоптоз – багатоетапний процес, який можна поділити на три функціонально відмінні стадії: стадію індукції, ефекторну фазу, під час якої активуються шляхи реалізації програми загибелі та етап деградації клітинних структур, що супроводжується розвитком характерних апоптичних змін у клітині. 

Оскільки за своєю природою апоптоз є комплексною відповіддю клітини на порушення нормальних умов існування, його індукція та реалізація пов’язані з наявністю у клітині складної системи сприйняття та проведення сигналів, як внутрішньо-, так і позаклітинного походження. Сигнали, що призводять до запуску програмованої загибелі, можуть сприйматися як спеціалізованими акцепторними молекулами, наприклад Fas‑рецептором, так і рецепторами призначеними для проведення активаційних і регуляторних сигналів та задіяними у процесах нормальної життєдіяльності клітини [65,103]. Важливо зазначити, що активації якогось одного з можливих сигнальних шляхів часто недостатньо для запуску програми апоптозу, доцільніше говорити про порушення збалансованості між різноманітними шляхами сигналізації. 

Пусковою ланкою у механізмі пошкоджуючої дії іонізуючої радіації можна вважати утворення вільних радикалів, що здатні провокувати різноманітні токсичні ефекти, порушуючи структурну організацію, а отже і функціональну активність макромолекул, а також реалізувати свій вплив через ініціацію реакцій ПОЛ. За дії променевого чинника порушується рівновага між компонентами прооксидантно-антиоксидантної системи, що обумовлено посиленим утворенням активних кисневих метаболітів за рахунок радіаційно-індукованого радіолізу води, активації метаболічних шляхів генерації вільних радикалів при паралельному виснаженні ендогенних ферментативних систем і пулу низькомолекулярних антиоксидантів. Все це призводить до розвитку оксидативного стресу [72,133], за умови якого відмічається індукція як апоптичної, так і некротичної загибелі, причому характер загибелі клітини визначається інтенсивністю впливу пошкоджуючого агенту. У літературі існують різні погляди щодо пояснення можливої участі оксидативних реакцій у механізмі індукції апоптичної загибелі. Модифікація білкових молекул та нуклеїнових кислот продуктами вільнорадикальних реакцій може змінювати умови зв’язування факторів транскрипції і таким чином викликати зміни експресії генів, задіяних у реалізації апоптозу. Так, у результаті дослідження біохімічних механізмів розвитку апоптозу, зумовленого дією променевого фактору, було встановлено селективний модулюючий вплив радіації на експресію певних генів. Серед них особливо виділяють гени ранньої відповіді (p53, c-fos, c-jun, c-myc, gadd), що відповідальні за синтез онкогенів, цитокінів та інших регуляторів проведення сигналу у клітинах [19,65]. 

На сьогодні відомо, що вільні радикали здатні викликати окиснювальну деструкцію не лише ліпідів та нуклеїнових кислот, а й білкових молекул. У зв’язку з різною хімічною будовою та особливостями структурної організації білків, процес їхнього окиснення має складний та вибірковий характер і супроводжується утворенням великої кількості окиснених продуктів, відмінних за своєю хімічною будовою [129,173]. У сучасній літературі широко представлені дані, що вказують на різноманітний модифікуючий вплив АКМ на білкові молекули. В експериментах Davies K.J було показано, що практично всі амінокислотні радикали підлягають окиснювальним модифікаціям [145]. Проте у різних білків ступінь чутливості до окиснювальних перетворень неоднаковий і визначається особливостями амінокислотного складу та унікальною структурною організацією біомолекул. Найбільш чутливими до пошкоджувальної дії вільних радикалів є триптофан, тирозин, гістидин та цистеїн. Окрім того рівень окиснювальної модифікації амінокислотних залишків залежить від інтенсивності процесів генерування активних форм кисню. При дії іонізуючої радіації всі амінокислотні залишки у молекулі білку зазнають окиснювальних змін. В той час як за нормальних умов та при деяких видах патологій, де має місце металкаталізоване окиснення білків, пошкоджень зазнають в основному ті ділянки білкової молекули, які здійснюють зв’язок білку з металом змінної валентності [6]. У дослідах in vitro, проведених на 17-ти різних білках, було показано, що поряд з модифікацією амінокислотних залишків окиснювальна деструкція білків може супроводжуватися або агрегацією білкових молекул, або фрагментацією поліпептидного ланцюга [68,173]. Слід зазначити, що тип окиснювальної деструкції також визначається характером діючих АКМ – основним кисневим радикалом, відповідальним за амінокислотні модифікації, є гідроксильний радикал ОН¯, а супероксидний аніон-радикал та кисень виступають як потенціатори його дії [7,146,205]. Разом з тим ОН¯‑радикал найчастіше викликає агрегацію, а у поєднанні з 
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 – фрагментацію білкових молекул [35]. У першому випадку спостерігається поява ковалентно-зв’язаних білкових агрегатів у вигляді високомолекулярних форм, утворення зв’язків між якими відбувається шляхом формування міжмолекулярних ковалентних бітирозинових зшивок. Процес фрагментації білків супроводжується виходом низькомолекулярних фрагментів при одночасному руйнуванні залишків триптофану, проте бітирозини при цьому не утворюються (34(. 

Окиснювальна деструкція ферментів є вірогідною причиною зміни їхньої активності під час розвитку у клітинах оксидативного стресу. Відома висока чутливість основних ферментів антиоксидантного захисту (супероксиддисмутаза, каталаза, глутатіонпероксидаза) до дії вільних радикалів [33,155], що супроводжується зниженням активності, зміною каталітичних та імунологічних властивостей ферменту, що автори роботи [175] пояснюють за рахунок модифікації структури ферменту. Тому під час вираженого генерування АКМ окиснювальна модифікація та подальша інактивація ферментів-антиоксидантів призводить до виснаження захисного потенціалу антиоксидантної системи. 

У результаті пошкоджуючої дії радіації можливі два, протилежних за наслідками, варіанти розвитку подій, один з яких пов’язаний з репараційним відновленням структурної організації молекули ДНК. Інший варіант супроводжується видаленням з популяції клітин, що містять не сумісні з нормальною життєдіяльністю пошкодження, і пов’язаний з індукцією програми клітинної загибелі. Численні дослідження свідчать, що у клітинах існує декілька шляхів генерування та проведення сигналу. Так, утворення сигналу може відбуватися безпосередньо в ядрі, або формуватися на рівні плазматичної мембрани. Отриманий стимул підсилюється та поступово передається у клітинах за участю месенджерних молекул різного порядку і, у кінцевому результаті, досягає ядра, де відбувається ініціація програмованої загибелі клітини шляхом активації летальних або репресії антилетальних генів [19,65,66]. 

Загальноприйнятою є думка, що незважаючи на все різноманіття пускових сигналів та початкових механізмів реалізації апоптичної загибелі заключні етапи є універсальними для багатьох різновидів апоптозу. До них належать два відносно автономні прояви загального шляху індукції апоптозу – протеолітична активація цистеїнових, серинових протеїназ та зниження електрохімічного трансмембранного потенціалу мітохондріальної мембрани [91]. 

Центральна роль у реалізації радіаційно-індукованої інтерфазної загибелі відводиться цистеїновим протеїназам типу ICE, що визначають розвиток ключових подій як на відносно ранніх, так і на кінцевих етапах апоптозу. Цистеїнові протеїнази об’єднуються у родину каспаз, яка на сьогодні налічує понад 14 членів і включає п’ять різних типів протеаз, що позначаються як ICE, ICE-LAP3, Nedd2, ced-3 і CPP32/Yama. Характерною особливістю каспаз є наявність в активному центрі ферменту залишку цистеїну та специфічне розщеплення білкових субстратів після залишків аспарагінової кислоти у положенні Р1 [136]. Залежно від довжини амінокислотної послідовності NH2-кінцевого продомена та виконуваних функцій ферменти поділять на два основні класи: каспази першого ешелону, або регуляторні (каспази-2, -4, -8, -9 і, можливо, -10) мають довгий продомен і забезпечують активацію безпосередніх виконавців – ефекторних каспаз, або каспаз другого ешелону (каспази-3, -6, -7, -11, -14) [121,148]. Каспази постійно присутні у цитозолі у вигляді мономерних неактивних проформ (30‑50 кДа), активація яких відбувається за каскадним механізмом. При індукції апоптозу активація білків-попередників протікає шляхом їх протеолітичного ауто-, чи трансрозщеплення, або через утворення олігомерних комплексів прокаспаз при просторовому зближенні молекул. Агрегація проензимів здійснюється за рахунок взаємодії модульних ділянок у продоменах каспаз з адаптерними молекулами. Регуляторні прокаспази мають незначну протеолітичну активність (1-2% від активності зрілого ферменту), проте вона достатня для забезпечення аутопротеолізу. Після активації каспаз другого ешелону розпочинаються деструктивні зміни і на цьому етапі загибель клітини вже неможливо зупинити. 

Відомо понад 60 цитоплазматичних та ядерних білкових субстратів для каспаз, протеолітична деградація яких призводить до розвитку типової апоптичної картини. Так, гідроліз ламінів та білків ядерного матриксу спричиняє дезінтеграцію ядерного ламінового каркасу та конденсацію хроматину; руйнування цитоскелетних білків актину, гелсоліну та фодрину сприяє утворенню характерних випинань плазматичної мембрани з наступною дезінтеграцією клітини на окремі фрагменти [171,211]. Деякі з розщеплених білків ініціюють розвиток інших деструктивних процесів у клітині, забезпечуючи таким чином її швидке та ефективне видалення. 

Активна природа апоптозу та подібність його сигнальних шляхів до активаційних вказують на існування ендогенних механізмів регуляції апоптозу. Численні дослідження свідчать, що у регуляції подій під час розвитку апоптозу задіяні білки родини Bcl-2 [65,194]. Співвідношення та комбінації Bcl-2-подібних білків є одним з механізмів, що визначає вибір між вступом клітини на шлях апоптичної загибелі та її подальшим функціонуванням. Більшість білків родини Bcl-2 містять у своїй структурі гідрофобний С-кінцевий трансмембранний домен, що дозволяє їм інтегруватись у внутрішньоклітинні мембрани [118]. Згідно з результатами лазерного сканування та електронної мікроскопії, білок bcl-2 був виявлений у складі ядерної мембрани, ендоплазматичного ретикулуму і, особливо, на зовнішній поверхні мітохондрій [158]. Така локалізація передбачає його участь у процесах окиснювального фосфорилювання та регуляції трансмембранного потенціалу мітохондрій [215]. Оскільки при гіперекспресії білку bcl-2 спостерігається повне пригнічення процесу перекисного окиснення ліпідів було запропоновано модель, згідно з якою розташування bcl-2 у місцях інтенсивного генерування вільних радикалів пов’язують з його антиоксидантною функцією [158]. Важливу роль в антиапоптичній дії білку bcl-2 відіграє його здатність взаємодіяти з кальцієвими каналами у мембранах ендоплазматичного ретикулуму, оскільки такий механізм передбачає регуляцію потоків іонів кальцію у клітинах [169]. Точний механізм антиапоптичної дії білку bcl-2 ще не встановлено, але найбільш вірогідним є його вплив на експресію або модифікація цистеїнових протеїназ. 

Визначальна роль у регуляції подій під час індукованої радіацією загибелі лімфоїдних клітин належить продукту гена пухлинного супресора р53, який здійснюючи контроль за безпомилковістю та своєчасністю протікання реакцій клітинного циклу, а також контролюючи відсутність структурних порушень у молекулі ДНК сприяє підтриманню стабільності геному (66(. У відповідь на дію рентгенівського випромінювання спостерігається зростання внутрішньоядерного рівня р53 і залежно від ступеня пошкодження генетичного матеріалу або затримка клітинного циклу у G1-фазі, або елімінація клітин шляхом індукції апоптозу (63]. Показано, що р53 з одного боку транскрипційно активує синтез гену bax за рахунок наявності у ньому р53-респонсивного елементу і, разом з тим, репресує експресію гену bcl-2, що призводить до зміщення балансу bcl-подібних білків та зростання їх проапоптичної активності (64(. Продукт гену bax кодує проапоптичний білок родини bcl-2, який сприяє вивільненню з мітохондрій цитохрому с.

Вагомий внесок у реалізацію загибелі лімфоїдних клітин за променевого ураження належить мітохондріям, що виступають як інтегратори різноманітних проапоптичних сигналів у загальний шлях ефекторної фази [147,168]. Розвиток апоптозу супроводжується різким зниженням електрохімічного мембранного потенціалу, яке обумовлене індукцією неспецифічної проникності внутрішньої мітохондріальної мембрани в результаті утворення у ній пор [180]. Зміна проникності призводить до збільшення об’єму матриксу та механічного розриву зовнішньої мітохондріальної мембрани, що спричиняє вивільнення з міжмембранного простору у цитоплазму клітини розчинних білків, серед яких є ряд апоптогенних чинників. До таких білків належать цитохром с, прокаспази 2, 3, 9 та білок-активатор Smac/Diablo, що блокує дію природних інгібіторів каспаз [179]. 

Окрім цитохрому при розриві зовнішньої мітохондріальної мембрани з мітохондрій вивільняється флавопротеїн з мол. масою 57 кДа, який було ідентифіковано як фактор індукції апоптозу (AIF) [207]. Додавання цього білку в очищеному вигляді до ізольованих клітинних ядер викликає конденсацію хроматину по периферії ядра та розщеплення молекули ДНК на великі фрагменти. Експерименти з використанням інгібіторів свідчать, що AIF є мітохондріальним ефектором апоптозу, який діє незалежно від каспазного шляху і має деяку нуклеазну активність [134]. Припускають, що зв’язування AIF з ДНК призводить до конформаційних змін у молекулі останньої та підвищення її доступності для ферментів деградації. 

На думку більшості авторів одним з кінцевих етапів у ланцюгу молекулярних порушень, що призводять до клітинної загибелі індукованої найрізноманітнішими стимулами, є деградація хроматину, яка відбувається внаслідок ферментативного розщеплення геномної ДНК [66,124]. Деградація ДНК обумовлює появу у складі дезоксирибонуклеопротеїдів опромінених тварин низькомолекулярних фрагментів ДНК – полідезоксирибонуклеотидів, найбільш інтенсивний вихід яких корелює у часі з вираженими морфологічними змінами в ядрі. 

Запропоновано три основні механізми індукції фрагментації ДНК [46]: 

1)
зростання активності специфічних ендонуклеаз, які розщеплюють хроматин, що можливо за рахунок активації вже існуючих у клітинах ферментів або синтезу нових молекул нуклеаз; 

2)
перерозподіл ендонуклеаз між ядром і цитоплазмою; 

3)
зміни у структурі хроматину, що підвищують доступність для дії гідролітичних ферментів. 

На сьогодні не викликає сумнівів той факт, що процес деградації ядерного матеріалу протікає у декілька стадій, що супроводжуються появою фрагментів різної довжини. На початковому етапі апоптозу в ядрах тимоцитів спостерігається залежне від іонів Mg2+ утворення великих фрагментів хроматину (700-460 тис. пар основ), а через 30-60 хв. накопичення фрагментів довжиною 200-250 тис. пар основ, які у подальшому розщеплюються на ділянки хроматину, що містять 30-50 тис. пар основ [83,152]. 

Найбільш детально дослідженою та охарактеризованою є міжнуклеосомна деградація ДНК, яка відбувається у лінкерних ділянках між нуклеосомами [144,227]. При розпаді хроматину утворюються фрагменти двох типів: більш довгі, збагачені на гістон Н1 та короткі оліго- і мононуклеосоми, що містять переважно HMG-білки [192]. 

Співвідношення між крупномасштабною та олігонуклеосомною деградацією геномної ДНК вивчено не до кінця. Ряд дослідників вважають, що продукти крупноблочної фрагментації ДНК є безпосередніми субстратами для ферментів, які забезпечують розщеплення ДНК до олігонуклеосом, хоча деякі автори припускають, що обидва типи деградації ядерного матеріалу не пов’язані між собою і можуть відбуватися одночасно [83]. 

Тривалий час вважалось, що міжнуклеосомна деградація ДНК становить молекулярну основу конденсації хроматину та пікнозу ядер. Проте дослідження останніх років показали, що її не можна розглядати як обов’язкову біохімічну ознаку апоптозу [142,200]. Іноді формування апоптичних тілець відбувається раніше ніж розпад ядерного матеріалу до олігонуклеосом, а конденсація хроматину корелює в часі швидше з утворенням великих фрагментів молекули ДНК. Більш того, в експериментах Oberhammer F. et al. було продемонстровано, що у ряді випадків апоптична загибель клітини взагалі не супроводжується появою олігонуклеосомних фрагментів [185]. 

Утворення відмінних за величиною фрагментів молекули ДНК пов’язують з функціонуванням різних ферментних систем. 

Припускають, що розщеплення ДНК на великі фрагменти відбувається у місцях з’єднання петель хроматину з ядерним матриксом [170]. На користь такого припущення свідчить поява видовжених відносно стандартних розмірів фрагментів хроматину. На думку Filipski J. саме організація хромосомної ДНК у петлі визначає характер крупноблочної фрагментації геному під час апоптичної загибелі клітин (152(. Специфічний ензим, відповідальний за утворення крупноблочних фрагментів поки що остаточно не відомий, проте найбільш вірогідною є участь Mg2+-залежної топоізомерази ІІ, або іншого ферменту, що руйнує зв’язок хроматину з ядерним матриксом [105,188,228]. 

Після відкриття явища міжнуклеосомної деградації хроматину розпочався інтенсивний пошук ферментів, відповідальних за цей процес. Серед нуклеаз, що беруть безпосередню участь у деградації ядерного матеріалу, ряд дослідників відмічають ДНКазу І та ІІ, циклофілін А, ендонуклеазу NUC18 [100,127,142]. Фрагментацію хроматину при радіаційно-індукованому апоптозі тимоцитів пов’язують з γ-дезоксирибонуклеазою, яка проявляє активність в області нейтральних значень рН та за присутності іонів магнію, кальцію і призводить до утворення 3'-ОН/5'-Р-олігонуклеосомних фрагментів (105(. 

У літературі є дані, що вказують на участь цистеїнових протеїназ в активації ряду ферментів, причетних до деградації молекули ДНК. Enari M та співавт., досліджуючи цитозольні екстракти клітин, індукованих до апоптозу, виявили фермент, що був ідентифікований як ДНКаза CAD [150]. За нормальних умов цей фермент локалізований у цитоплазмі клітини, де перебуває у вигляді комплексу з інгібіторним білком. Такий комплекс звичайно неактивний, проте при дії каспази-3 відбувається протеолітичне розщеплення інгібіторного домену, після чого вільний фермент мігрує в ядро, де здійснює деградацію молекули ДНК. 

На сьогодні детально дослідженою та охарактеризованою є низькомолекулярна ядерна нуклеаза, яка проявляє найбільшу активність при нейтральних значеннях рН та регулюється іонами Са2+ і Мg2+ [93,128,228]. Са2+-Mg2+-залежна ендонуклеаза за звичайних умов репресована внаслідок полі-АДФ-рибозилювання її молекули, причому навіть одного залишку АДФ-рибози достатньо для інгібування активності ферменту [220]. Після дії індукторів апоптозу відбувається відщеплення полімерних залишків АДФ‑рибози від молекули ендонуклеази та гіперактивація ферменту. З іншого боку протеолітичне розщеплення цистеїновою протеїназою ферменту полі-(АДФ-рибозо)-полімерази (ПАРП) (КФ2.4.2.30) унеможливлює післятрансляційну модифікацію новосинтезованих молекул ендонуклеази, що призводить до ще більшої інтенсифікації процесів деградації хроматину. 

Таким чином, дія іонізуючої радіації як безпосередньо, так і шляхом активації відповідних ефекторних ділянок індукує розвиток значних порушень у структурі життєвонеобхідних макромолекул, що на фоні ураження функціонально важливих клітинних структур та дисфункції систем клітинної регуляції призводить до глибоких незворотних змін клітинного метаболізму і, в кінцевому результаті, до загибелі лімфоїдних клітин. 

1.2. Обмін пуринів у лімфоїдних органах щурів 

1.2.1. Біосинтез та розпад пуринів 

На сьогодні не викликає сумніву важлива роль метаболітів пуринового обміну у процесах диференціювання, проліферації та забезпеченні нормального функціонування лімфоїдних клітин. Аденілові нуклеотиди беруть участь в енергетичному та пластичному обміні клітини, регулюючи таким чином її функціональну активність. Підтримання фізіологічних концентрацій аденіннуклеотидів відбувається за участю складного та взаємозв’язаного каскаду ферментативних реакцій синтезу de novo, катаболізму і реутилізації пуринових основ, що забезпечує регуляцію співвідношення та підтримання збалансованих концентрацій нуклеотидів і нуклеозидів у клітині. Загальна схема метаболізму аденілових нуклеотидів показана на рис. 1.1.

У тканинах тварин постійно відбуваються метаболічні перетворення пуринових нуклеотидів, що супроводжуються утворенням відповідних нуклеозидів та основ, частина яких транспортується у позаклітинний простір, а решта зазнає подальшого розщеплення у клітинах. Спрямованість метаболізму нуклеозидмонофосфатів, що утворилися під час реакцій деградації пуринів, визначається ферментами аденілаткіназою (КФ2.7.4.3) (АК), 5'-нуклеотидазою (КФ3.1.3.5) (5'-Н), АМФ-дезаміназою (КФ3.5.4.6) (АД). 

АК бере участь в анаболічних реакціях, пов’язаних з синтезом макроергічних фосфатів. Залежно від функціонального стану клітини фермент каталізує реакцію синтезу двох молекул АДФ або зворотну реакцію утворення АМФ і АТФ [60]. Таким чином, АК регулює співвідношення між окремими аденіловими нуклеотидами та об’єднує їх у загальний внутрішньоклітинний фонд. 

Катаболізм аденіннуклеотидів може протікати по двох відносно незалежних шляхах, що включають реакції їх дезамінування, або дефосфорилювання, причому переважна участь тієї чи іншої реакції у катаболічних перетвореннях визначається типом клітини. Так, у лімфоцитах тимусу та селезінки, на відміну від м’язевих волокон міокарду, значно інтенсивніше протікає АМФ-дезаміназна реакція, яка полягає у дезамінуванні аденілової кислоти з утворенням ІМФ та аміаку і каталізується ферментом АД [210]. За сучасними уявленнями виділяють декілька ізоформ ферменту, що розрізняються за своїми фізико-хімічними та каталітичними характеристиками [79]. Згідно з результатами імунофлуоресцентного аналізу у тканинах щурів присутні ізоферменти А, В і С, що виявляються переважно у м’язовій тканині, нирках та серцевому м’язі [61,183]. На сьогодні отримано дані про наявність у мозку щурів гібридної форми В-С. Припускають, що специфічна локалізація та різниця у кінетичних властивостях ізоферментів може свідчити про виконання ними різних функцій. У подальшому продукт дезаміназної реакції ІМФ може включатися у реакції синтезу аденілових та гуанілових пуринових нуклеотидів або розпадатися до гіпоксантину. Так, фермент аденілсукцинатсинтетаза (КФ.6.3.4.4) каталізує перетворення ІМФ в аденілосукцинат – головний попередник під час синтезу аденілової кислоти.
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Рис. 1.1 Схема метаболізму аденілових нуклеотидів. 

1. 5'-нуклеотидаза 

2. АМФ-дезаміназа 

3. аденозиндезаміназа 

4. пуриннуклеозидфосфорилаза 

5. ксантиноксидаза 

6. аденілаткіназа 

7. аденозинкіназа 

8. аденінфосфорибозилтрансфераза 

9. аденіндезаміназа 

10. гіпоксантингуанінфосфорибозилтрансфераза 

11. аденілосукцинатсинтетаза 

12. аденілсукциназа 

13. ІМФ-дегідрогеназа 

14. рибонуклеотидредуктаза 

Завдяки ІМФ забезпечується взаємозв’язок між аденіловим та гуаніловим обміном, оскільки він за участю ферменту ІМФ-дегідрогенази (КФ.1.2.1.14) перетворюється на мононуклеотид ксантину. Деградація ІМФ відбувається шляхом його дефосфорилювання цитоплазматичною 5'-Н до інозину з наступним розщепленням до гіпоксантину у пуриннуклеозидфосфорилазній реакції. 

Дмитренко М.П. та співавт. на основі аналізу розподілу ферментів АК і АД у лімфоїдних клітинах тимусу та майже на порядок вищу активність АК припускають, що за фізіологічних умов основна частина АМФ фосфорилується в аденілаткіназній реакції [31]. 

У тканинах ссавців поряд з дезамінуванням АМФ існує альтернативний шлях катаболізму аденілової кислоти, що відбувається за участю 5'-Н. Це конститутивний фермент, локалізований на зовнішній поверхні плазматичної мембрани, який каталізує незворотне дефосфорилювання виключно позаклітинних рибозо- і дезоксирибозонуклеотидмонофосфатів з утворенням відповідних нуклеозидів. Слід відзначити, що спорідненість ферменту до різних нуклеотидів неоднакова у різних типах клітин. Проте для більшості клітин, включаючи лімфоїдні, специфічним субстратом для екто-5'-нуклеотидази виступає АМФ. За рахунок підвищення у клітинах концентрації нуклеозидів 5(-Н сприяє оновленню внутрішньоклітинного фонду нуклеотидів по одному з резервних шляхів. Поряд з мембраннозв’язаною формою ферменту ідентифіковано цитоплазматичну 5'-Н, яка забезпечує гідроліз внутрішньоклітинних мононуклеотидів аденозину, інозину, гуанозину і у лімфоцитах тимусу представлена формами А і В [181]. Обидва типи ферментів визначено у різноманітних тканинах, що свідчить про їхнє важливе значення у забезпеченні нормального функціонування клітин. Біохімічні та імунологічні дослідження показали, що за своїми кінетичними властивостями цитозольна форма 5'-Н значно відрізняється від ферменту плазматичних мембран відповідно оптимумом рН, величиною Км для пуринових субстратів, чутливістю до дії двовалентних іонів та інгібіторів [189]. Показано, що 5'-Н цитоплазматичної фракції тимоцитів поряд з реакціями дефосфорилювання каталізує трансфер фосфатної групи на нуклеозид, забезпечуючи таким чином взаємоперетворення між різними формами пуринових мононуклеотидів [213]. 

Основними ферментами, що контролюють рівень вільного аденозину у клітинах є аденозинкіназа (КФ2.7.1.20) (АДК) та аденозиндезаміназа (КФ.3.5.4.4) (АДА). АДК каталізує реакцію фосфорилювання аденозину, використовуючи як джерело фосфатних груп АТФ. Оскільки спорідненість АДА до субстрату на декілька порядків нижча, ніж АДК, у лімфоцитах за нормальних умов синтез нуклеотидів з аденозину переважає над його дезамінуванням [31,37]. 

Фермент АДА здійснює гідролітичне дезамінування аденозину, дезоксиаденозину з утворенням іонів амонію та відповідно інозину чи дезоксиінозину [84]. Переважно АДА локалізована у цитоплазмі клітини, проте близько 2% від загальної ферментативної активності визначається у фракції плазматичних мембран лімфоцитів, еритроцитів та тромбоцитів, де фермент перебуває у зв’язаному з глікопротеїдами стані і, як вважають, може брати участь у перетворенні позаклітинного аденозину [76]. 

Окрім того концентрація клітинного аденозину може ефективно регулюватися за рахунок ферменту S-аденозил-L-гомоцистеїнгідролази (КФ3.3.1.1), що забезпечує зворотний синтез S-аденозил-L-гомоцистеїну, використовуючи, як субстрат аденозин [137]. 

Наступний етап перетворення пуринів протікає за участю ферменту пуриннуклеозидфосфорилази (КФ2.4.2.1) (ПНФ), який забезпечує деградацію пуринових рибо- і дезоксирибонуклеозидів – інозину, дезоксиінозину, гуанозину і дезоксигуанозину до вільних пуринових основ та рибозо- або дезоксирибозо-1-фосфатів. Встановлено, що у ссавців молекула цього ферменту є тримером, який складається з ідентичних субодиниць мол. масою 31 кДа і кодується одиничним генним локусом у 14 хромосомі [151]. 

Термінальну стадію обміну пуринів у людини каталізує молібден- та залізовмісний флавопротеїд ксантиноксидаза (КсО), що здійснює двохетапне окиснення гіпоксантину через ксантин до сечової кислоти. Характерною особливістю ферменту є його здатність залежно від умов середовища функціонувати як НАД+-залежна дегідрогеназа або О2-залежна оксидаза [115]. Характер прояву дегідрогеназної чи оксидазної активності ферменту визначається конформацією молекули КсО, в якій важливу роль відіграє співвідношення окиснених та відновлених тіолових груп, а також присутність в одній з субодиниць поліпептидного фрагменту з мол. масою 20 кДа. 

Дослідження ферментів деградації пуринів показало значне варіювання величин їхньої активності у лімфоїдних популяціях виділених з різних органів. Так, у тимоцитах порівняно з лімфоцитами периферійної крові, лімфовузлів та кісткового мозку активність АДА виявилася найвищою. Таку високу питому активність АДА у лімфоцитах пов’язують з присутністю у клітинах переважно малої форми ферменту (34-36 кДа), в той час як у тканинах з низькою активністю (печінка, легені, м’язи) превалюють форми АДА з мол. масою 298 кДа [76]. За певних умов, наприклад під час бласттрансформації лімфоцитів, можливе взаємоперетворення між різними формами ферменту. 

У результаті порівняння активності ферментів пуринового обміну та функціонального стану імунокомпетентних клітин було встановлено, що процеси, пов’язані з індукцією толерантності, мітогенною стимуляцією та взагалі розвиток імунної відповіді супроводжуються зміною активності ферментів [120]. Особливо дослідженими є зміни активності основних ферментів метаболізму пуринів на різних етапах диференціювання лімфоїдних клітин. Встановлено, що на відміну від АДА, активність якої значно зростає у процесі дозрівання лімфоїдних клітин тимусу, ферментативна активність ПНФ та АК навпаки знижується [164]. Згідно з літературними даними, активності АДА, ПНФ, 5'-Н розрізняються залежно від належності лімфоцитів до Т-,або В-клітинних популяцій – у Т-клітинах активність АДА у 5-20 разів вища, ніж у В-клітинах. Активність 5'-Н значно вища в імунокомпетентних В-лімфоцитах порівняно з клітинами медулярної зони тимусу і майже зовсім не виявляється у моноцитах та нульових клітинах периферійної крові. Процес дозрівання В- і Т-лімфоїдних клітин супроводжується зростанням ферментативної активності 5'-Н відповідно майже y 5 і 10 разів [153]. 

Слід відзначити, що у лімфоїдних клітинах шляхи катаболізму АТФ і дАТФ значно відрізняються. Так, дезоксиаденілова кислота, що утворилася під час деградації дАТФ, переважно підлягає дефосфорилюванню за участю 5'-Н у дезоксиаденозин, який потім дезамінується до дезоксиінозину і, далі в результаті пуриннуклеозидфосфорилазної реакції, перетворюється на гіпоксантин. Дезамінування дАТФ можливе, але оскільки даний метаболіт є поганим субстратом для АД, реакція протікає дуже повільно. Катаболізм АТФ протікає переважно шляхом дезамінування аденінмонофосфату в АМФ‑дезаміназній реакції. 

У клітинах поряд з реакціями деградації інтенсивно протікають анаболічні процеси, пов’язані з синтезом нових молекул пуринів. Існує два шляхи синтезу пуринових нуклеотидів – реутилізаційний та синтез de novo. Реутилізаційний, або так званий запасний шлях синтезу пуринів, є основним джерелом аденілових нуклеотидів у лімфоїдних клітинах та відіграє визначальну роль у підтриманні стабільних розмірів пулу цих сполук [37]. Він енергетично значно вигідніший за синтез de novo, оскільки на утворення одного нуклеотиду витрачається лише молекула АТФ, тоді як синтез de novo потребує п’ять макроергічних зв’язків. Реутилізаційний синтез полягає у безпосередній взаємодії ФРПФ з вільними азотистими основами – аденіном в аденінфосфорибозилтрансферазній реакції чи гіпоксантином у реакції, що каталізується гіпоксантин-гуанінфосфорибозилтрансферазою (КФ2.4.2.8) з утворенням відповідних мононуклеотидів. 

Під час синтезу de novo у клітинах з простих низькомолекулярних попередників у каскаді послідовних реакцій спочатку утворюється ФРПФ, який є субстратом і активатором амідофосфорибозилтрансферази (КФ2.4.2.14) та за її участі метаболізує до інозинової кислоти [31]. 

1.2.2. Участь пуринових нуклеотидів та їх метаболітів у функціонуванні лімфоїдних клітин за променевого ураження 

Одним з ранніх та характерних проявів променевого ураження клітинних метаболічних процесів у лімфоїдних клітинах є порушення у системі обміну пуринів, що на початкових етапах розвитку інтерфазної загибелі пов’язують з посиленням реакцій деградації АТФ. Так, уже через п’ять хвилин після опромінення в дозі 3,0 Гр спостерігається гіперактивація ключового ферменту гліколізу – фосфофруктокінази (КФ2.7.1.11), що супроводжується посиленим використанням АТФ та призводить до значного зниження внутрішньоклітинного фонду макроергу. Зменшення вмісту АТФ в опромінених тимоцитах супроводжується накопиченням проміжних продуктів гліколізу – фосфатів гліцеринового альдегіду і диоксиацетону, які мають виражені генотоксичні та радіосенсибілізуючі властивості. Показано, що їх інкубація з ізольованою ДНК індукує появу розривів у молекулі останньої (104(. Разом з тим активація гліколізу за рахунок утворення лактату призводить до зсуву рН цитоплазми у бік кислих значень і, відповідно, до зростання активності кислих нуклеаз. 

Більшість дослідників вказують на значні післярадіаційні зміни концентрації АТФ та сумарного вмісту пуринів. Найбільш різко виражене та тривале спустошення фонду аденілових нуклеотидів відмічається у лімфоїдних клітинах та кровотвірних органах, є видоспецифічним і залежить від дози опромінення. На початкових етапах після дії іонізуючого випромінювання зміни вмісту АТФ носять фазовий характер [86]. Показано, що вже через 15-20 хв за опромінення тимоцитів в дозах 6,0-10 Гр відбувається зниження рівня АТФ. Проте, за даними Байсхатова Р. та співавт., достовірне зменшення АТФ у лімфоцитах тимусу спостерігається лише через 4 години і становить приблизно 80% від контрольних значень, що співпадає з початком масової деструкції клітин [8]. Необхідно відзначити, що у селезінці дефіцит АТФ розвивається значно швидше. Так, дія іонізуючої радіації в дозі 10 Гр викликає зниження вмісту АТФ на 18% вже через 15 хв. Зменшення концентрації АТФ під час розвитку радіаційно-індукованої інтерфазної загибелі може бути пов’язано з зміною клітинного складу органів внаслідок загибелі найбільш радіочутливих клітин. Проте однією з найбільш вірогідних причин порушення обміну аденілових нуклеотидів є післярадіаційні зміни енергозабезпечення клітини внаслідок ураження процесів окисного фосфорилювання [10]. Савицький І.В., аналізуючи стан окисного фосфорилювання у мітохондріях гепатоцитів та вміст АТФ у даних клітинах, відзначає однакову спрямованість змін обох досліджуваних показників (88(. Представлені у літературі дані відносно впливу іонізуючої радіації на дихання клітин вказують на залежність процесу від дози та часу після опромінення – стимулюючий ефект спостерігається головним чином у діапазоні доз до 10 Гр. Так, за умови опромінення в дозі 8,0 Гр відмічається стимуляція окиснювальних реакцій мітохондрій при відносно незмінному фосфорилюванні, що автори роботи [28] пояснюють за рахунок роз’єднання процесів дихання та фосфорилювання або посиленням використання макроергу в АТФ-залежних реакціях, які тим самим активують синтез АТФ у клітинах. У подальшому спостерігається значне зниження ефективності окисного фосфорилювання внаслідок пригнічення як процесів етерифікації фосфату, так і дихання. Слід зазначити, що роз’єднання процесів окиснення та фосфорилювання за умови опромінення цілого організму настає не відразу та має опосередкований характер. 

Післярадіаційне спустошення фонду аденілових нуклеотидів у радіочутливих органах корелює у часі з пригніченням реакцій їх біосинтезу. Нікольською Е.В. та співавт. було показано майже двохразове зниження швидкості синтезу нуклеотидів в еритроцитах щурів (доза 8,0 Гр) [71]. Вже через 30 хв після дії променевого чинника у вищезгаданій дозі спостерігається різке зниження включення мічених попередників у фонд АТФ і АМФ тимоцитів. Вважають, що причиною зазначених змін може бути зумовлене опроміненням пригнічення активності ряду ферментів, які каталізують ключові реакції синтезу пуринів. 

Таким чином, індуковані радіацією зміни концентрації пуринів обумовлені порушенням реакцій їх біосинтезу при одночасній активації процесів розпаду аденілових нуклеотидів. 

Ступінчаста деградація пуринів супроводжується акумуляцією у клітинах гіпоксантину, що викликає стимуляцію прооксидантної форми ферменту ксантиноксидази – О-форми. Водночас дія іонізуючого випромінювання також призводить до різкого зниження НАД+-залежної дегідрогеназної активності КсО при паралельній активації О-залежної форми, що обумовлено трансформаційним переходом ксантиндегідрогенази в оксидазу [113,203,204]. Молекулярний механізм трансформації полягає в окисненні реакційноздатних сульфгідрильних груп КсО вільними радикалами. У подальшому при протеолітичному відщепленні від молекули ферменту поліпептидного фрагменту відбувається незворотній перехід Д‑форми в оксидазну [198], функціонування якої супроводжується посиленим генеруванням супероксидних аніон-радикалів. Так, при повному перетворенні дегідрогеназної активності продукція супероксиду зростає у 6-8 разів. Супероксидний радикал може легко дифундувати через клітинні мембрани, що не виключає можливість активного проникнення 
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 у ядро, його подальшої взаємодії з атомами іонізованого заліза у складі хроматину і, до додаткового утворення високореактивних гідроксильних радикалів у місцях локалізації металу. Окрім того ці радикали викликають ініціацію та сприяють розгалуженню вільнорадикальних реакцій і, таким чином, вносять вагомий внесок у формування та розвиток патобіохімічних процесів, що лежать в основі радіаційного ураження організму. 

У літературі широко представлено дані, що вказують на цитотоксичний ефект метаболітів пуринового обміну. Так, інкубація клітин з аденозином концентраційно-залежним чином індукує розвиток клітинної загибелі за типом апоптозу [159,217,218]. На сьогодні однозначної думки стосовно сигнальних шляхів та біохімічних механізмів опосередкованої пуринами загибелі клітини не існує. Більшість дослідників припускають, що дія пуринів головним чином визначається їх взаємодією з відповідними пуриновими рецепторами, точний тип яких потребує подальшого уточнення; або через модуляцію клітинних сигнальних шляхів [122]. 

Більш універсальною виявилась залежність загибелі клітин від концентрації АТФ. Zheng L.M. та співавт., досліджуючи зв’язок між апоптозом та рівнем АТФ у тимоцитах людини, показали, що внесення до культурального середовища аденозин-5(-трифосфату збільшує частоту спонтанного апоптозу [226], в той час як інкубація клітин у позбавленому глюкози середовищі та за присутності інгібіторів синтезу макроергу викликає розвиток некрозу [98,149]. Так, у незалежних експериментах Lieberthal W. та Leist M. [172,177] було показано, що клітини, в яких концентрація АТФ становила 50% від контрольних значень гинули за типом некрозу, тоді як при рівні макроергу 70% від контролю спостерігається розвиток апоптичної загибелі. Регуляція рівня внутрішньоклітинного АТФ може відбуватися шляхом інгібуючого впливу пуринових нуклеозидів, зокрема гіпоксантину, на активність ферменту ПАРП [216], надмірна активація якого супроводжується виснаженням пулу АТФ (132(, та призводить до індукції некротичної загибелі. 

Збереження цілісності шляхів пуринового метаболізму є важливим для забезпечення нормального функціонування клітин імунної системи. Порушення пуринового обміну, обумовлене дисфункцією ряду ферментів, супроводжується розвитком імунодефіцитних станів. Так, при дефіциті ПНФ порушується функціонування Т-клітинної ланки імунітету, в той час як при частковій, або повній відсутності АДА пригнічується як гуморальний, так і клітинний імунітет, що більшість авторів пояснюють за рахунок накопичення у клітинах ендогенних субстратів ферментів – аденозину і дезоксиаденозину у випадку АДА та дезоксигуанозину – для ПНФ [123,126]. Відомо, що ці нуклеозиди, пригнічуючи процеси проліферації та диференціювання клітин під час дозрівання та імунної відповіді, здійснюють токсичний вплив на різні клітинні субпопуляції. Характерно, що тимоцити, які перебувають на різних етапах диференціювання, розрізняються за чутливістю до аденозину та дезоксигуанозину. Автори роботи [138] на основі аналізу включення 3Н‑тимідину відмічають, що дезоксиаденозин, внесений у середовище інкубації під час ранніх фаз стимуляції, пригнічує мітоген- та антигенстимульовану бласттрансформацію Т- і В-лімфоцитів селезінки мишей, причому більш ефективно, ніж аденозин. Додавання до культурального середовища інших дезоксинуклеозидів (особливо дезоксицитидину), які конкурують з нуклеозидами у реакціях фосфорилювання попереджує клітинний цитоліз. Механізм токсичної дії пуринових нуклеозидів (дезоксиаденозину і дезоксигуанозину) пов’язують з накопиченням всередині клітини дезоксинуклеозидтрифосфатів внаслідок прямого фосфорилювання нуклеозидів відповідними кіназами [126]. дАТФ та дГТФ є сильними аллостеричними інгібіторами ферменту рибонуклеозиддифосфатредуктази (КФ1.17.4.1.), який каталізує стадію відновлення рибонуклеозиддифосфатів до дезоксипохідних. У результаті пригнічення активності цього ферменту знижується інтенсивність синтезу та вміст у лімфоїдних клітинах решти дезоксинуклеотидів, що призводить до гальмування реакцій синтезу, реплікації та репарації пошкоджень молекули ДНК [141]. Причому ступінь інгібування залежить від рівня продукування дезоксиаденозину та швидкості його фосфорилювання до дАТФ. 

Згідно з Потаповою Г.І. дАТФ поряд з пригніченням активності рибонуклеозиддифосфатредуктази може блокувати синтез ростового фактору і, таким чином, впливати на процес диференціювання незрілих тимоцитів [80]. 

Вважають, що зростання рівня дАТФ є одним з можливих механізмів, які обумовлюють виснаження внутрішньоклітинного фонду АТФ, з одного боку, посилюючи його катаболізм через активацію АМФ‑дезаміназної реакції, з іншого – гальмуючи гліколітичний синтез макроергу. 

Окрім пригнічення реакцій, пов’язаних з синтезом нуклеїнових кислот, інтермедіати пуринового обміну можуть виступати як індуктори деградації ядерного матеріалу. Показано, що 24-годинне культивування лімфоцитів тимусу з 1 мМ дезоксиаденозином або аденозином супроводжується появою розривів у складі ДНК з наступним розвитком характерної для апоптичної загибелі міжнуклеосомної фрагментації хроматину [165,201,209]. За даними Требенок З.А. та співавт. аналогічний ефект спостерігається при культивуванні тимоцитів з пуриновою основою гіпоксантином, причому деградація хроматину, подібно до дії рентгенівського випромінювання, розпочинається лише після проходження 3‑годинного лаг-періоду [97]. Фрагментація ДНК, індукована нуклеозидами, залежить від фосфорилювання та синтезу білка, оскільки пригнічується циклогексамідом та інгібітором протеїнкінази С – Н7 [165]. Оскільки появі розривів у молекулі ДНК за дії дезоксиаденозину передує значне порушення співвідношення дАТФ/дЦТФ було висунуто припущення, що дисбаланс вмісту дезоксинуклеозидтрифосфатів може бути тим пусковим механізмом, який через активацію ендонуклеаз призводить до акумуляції розривів ДНК з наступним лізисом клітини. 

Серед лімфоїдних клітин особливо чутливими до порушення збалансованості між реакціями утворення та деградації пуринів є тимоцити, оскільки їх диференціювання та проліферація тісно пов’язані з інтенсивним синтезом ДНК. 

Важливо відзначити, що активність ферментів метаболізму пуринів змінюється під час фізіологічно обумовленої загибелі лімфоцитів у тимусі. Більше того, припускають, що співвідношення між ферментами на різних етапах диференціювання є визначальним для вибору між подальшим диференціюванням клітини та її загибеллю. Так, серед кортикальних тимоцитів є популяції, що характеризуються помірною активністю термінальної дезоксинуклеозидтрансферази, аденозиндезамінази та низькою – пуриннуклеозидфосфорилази і 5'-нуклеотидази, що призводить до акумуляції у клітинах певного токсичного рівня дезоксинуклеотидів, зокрема дГТФ. 

Згідно з сучасними уявленнями одним з можливих шляхів токсичного впливу пуринових нуклеозидів на функціонування лімфоїдних клітин є пригнічення реакцій трансметилювання нуклеїнових кислот, білків, ліпідів через акумуляцію у клітинах S‑аденозил‑L-гомоцистеїну, який часто має більшу спорідненість до метилтрансфераз ніж їхній субстрат S-аденозил-L-метионін [137]. Накопичення S-аденозил-L-гомоцистеїну обумовлене тим, що аденозин, як кінцевий продукт, інгібує фермент S-аденозил-L-гомоцистеїнгідролазу. 

Таким чином, наведені вище дані свідчать, що нормальне функціонування лімфоїдних клітин можливе лише за умови збереження стабільного фонду та підтримання збалансованих концентрацій пуринових нуклеотидів і нуклеозидів; у протилежному випадку мають місце порушення як клітинної, так і гуморальної ланки імунітету і, як наслідок, розвиток імунодефіцитних станів різного ступеня тяжкості.

1.3. Модифікуючі ефекти рибоксину 

Дослідження особливостей пуринового обміну у нормі та при різних видах патологій вказують на нормалізуючу дію пуринових нуклеотидів і нуклеозидів при корекції ряду метаболічних порушень. У сучасній науковій літературі широко представлено дані щодо активуючого ефекту рибонуклеозиду гіпоксантину – інозину (рибоксину) на перебіг енергетичних та синтетичних реакцій у клітинах, зокрема на біосинтез нуклеотидів і коферментів. У дослідах з використанням міченого інозину було показано, що його введення піддослідним тваринам супроводжується зростанням рівня АТФ у клітинах, які перебувають у стані аноксії. Враховуючи суттєве значення рівня ендогенного АТФ для нормалізації біохімічних процесів після дії променевого чинника, а також участь макроергу у стимуляції ферментних систем репарації, проводилися дослідження різноманітних попередників синтезу АТФ як можливих протипроменевих засобів. Було показано, що профілактичне введення піддослідним тваринам препаратів високополімерної РНК чи ДНК внаслідок їх модифікуючого впливу на біоенергетичні, біосинтетичні реакцій та стимуляцію процесів післяпроменевого відновлення критичних систем організму сприяє зростанню частки особин, які вижили після дії іонізуючої радіації [62]. Подальші дослідження проведені у даному напрямку дозволили виявити певні захисні властивості у ряду полінуклеотидів і нуклеозидів [182]. Згідно з результатами, представленими у літературі, рибоксин має здатність знижувати ступінь променевого ураження організму за опромінення тварин у широкому діапазоні доз як гострого, так і хронічного опромінення [49,57,191]. На підставі аналізу літератури можна зробити висновок про існування певної залежності захисного ефекту рибоксину від дози іонізуючої радіації. Так, за умови опромінення безпорідних мишей R‑променями в дозі 7,5 Гр профілактичне введення рибоксину сприяє виживанню близько 32% тварин порівняно з 6% у контролі [17]. Експерименти, проведені на більш радіостійких гібридних мишах, дозволили виявити захисний ефект препарату (72%) при дії променевого фактору в дозі 8,0 Гр [110]. Соколов І.К. з співавт. вказують на помітний радіозахисний ефект рибоксину за радіаційного впливу в дозі 10 Гр: при його однократному введенні щурам перед опроміненням спостерігається зниження показника смертності тварин на 40% (90] та відзначається тенденція до зростання середньої тривалості життя піддослідних тварин. Подальше підвищення дози радіації призводить до послаблення захисного ефекту рибоксину і у діапазоні доз вище 12 Гр введення рибоксину не забезпечує захист тварин. 

Відзначається стимулюючий ефект рибоксину на процеси регенерації у високорадіочутливих тканинах. Легеза В.І. та співавт. виявили, що введення рибоксину перед опроміненням тварин в дозі 4,0 Гр сприяє більш ранньому відновленню загальної кількості ядровмісних клітин у кістковому мозку [56]. На основі дослідження мітотичної активності та аналізу рецепрокних взаємодій між основними групами клітин автори показали, що у кістковому мозку захищених рибоксином тварин зберігається більше клітин‑попередників, необхідних для відтворення популяційного складу. Застосування рибоксину попереджає різке зниження вмісту еритроцитів, ретикулоцитів, лейкоцитів та в цілому приводить до більш інтенсивного гемопоезу. Так, на 15-ту добу після радіаційного впливу вміст лейкоцитів у крові мишей, що отримували препарат, був у 2,5 раза вищий, кількість лімфоцитів та нейтрофілів також зростала порівняно з опроміненими тваринами. Цими ж авторами показано стабілізуючий вплив рибоксину на клітинні мембрани, про що свідчить підвищення стійкості еритроцитів до гемолізу, індукованого застосуванням 2,5% перекису водню. Згідно з роботою [110], використання рибоксину дещо послаблює пошкоджуючу дію іонізуючої радіації на генетичний апарат клітин кісткового мозку: через добу кількість клітин, що містила хромосомні аберації, була приблизно на 15% нижчою, ніж у тварин, опромінених в дозі 4,0 Гр. 

Реалізація захисного ефекту рибоксину, на думку авторів роботи [57], можлива за рахунок підвищення загальної (неспецифічної) резистентності організму до несприятливих умов середовища, в тому числі і до дії променевого фактору, внаслідок мобілізації захисних ресурсів організму. 

Вплив препарату на перебіг клітинних процесів може визначатися його здатністю модифікувати рівень ендогенного цАМФ, який, як відомо, відіграє певну роль у забезпеченні резистентності організму до іонізуючої радіації [85] та згідно сучасних уявлень бере участь у реалізації механізмів дії багатьох імуномодулюючих агентів і радіопротекторів. Остапченко Л.І. і співавт. було показано значні післярадіаційні зміни вмісту циклічних нуклеотидів, зокрема, зниження концентрації цАМФ у лімфоцитах селезінки щурів (73( внаслідок порушень у функціонуванні ферментних систем їх синтезу та гідролізу. Рибоксин, інгібуючи активність ферменту фосфодієстерази (17(, призводить до збереження на момент опромінення вмісту циклічного нуклеотиду. Останній сприяє зростанню у клітинах концентрації НАД+, активує ферментні системи відновлення генетичних структур, забезпечує біосинтез нуклеїнових кислот. 

Підвищення при застосуванні рибоксину загальної стійкості організму до дії променевого чинника може бути пов’язано з описаною у літературі здатністю препарату інгібувати процеси перекисного окиснення ліпідів та здійснювати активуючий вплив на функціонування ендогенної антиоксидантної системи організму [9,95], в результаті чого у клітинах виникає своєрідний „біохімічний фон”, що сприяє зниженню інтенсивності первинних радіаційно-індукованих деструктивних процесів. Так, на момент радіаційного впливу вміст МДА у крові мишей, що отримували рибоксин, був на 30% нижчим порівняно з контрольними тваринами; дана тенденція зберігалася впродовж 6 год з моменту опромінення [56]. Згідно з Рудик Б.І. препарат сприяє зростанню концентрації відновленого глутатіону при одночасному зниженні інтенсивності вільнорадикального окиснення ліпідів у клітинах міокарду при гострому інфаркті [87]. Подібні результати було отримані у роботах [114,176], де автори відзначають активацію антиоксидантного ферменту СОД у крові та зменшення вмісту МДА у гепатоцитах щурів при введенні інозину. Нарешті, продукт деградації інозину – сечова кислота має виражені антиоксидантні властивості: її утворення можна розглядати як своєрідний компенсаторний механізм при розвитку у клітинах оксидативного стресу, оскільки ця речовина здатна вступати в обмінні реакції з активними кисневими метаболітами, інгібуючи таким чином процеси ПОЛ [214]. 

Інозин є природнім метаболітом пуринового обміну в організмі людини та тварин. Його включення у фонд пуринів можливе лише за умови розпаду на складові, оскільки безпосереднє перетворення інозину на відповідний мононуклеотид обмежується низькою спорідненістю ферменту інозинкінази (КФ2.7.1.73) до субстрату [31]. У клітинах рибоксин швидко метаболізує за участю ферменту ПНФ з утворенням пуринової основи гіпоксантину та рибозо-1-фосфату, які у подальшому включаються у різноманітні обмінні процеси [202]. Є дані щодо здатності рибоксину стимулювати деякі реакції гліколітичного окиснення глюкози, пентозофосфатного шляху, системи транспорту електронів у різних тканинах [174,219]. Первинний продукт розпаду інозину – рибозо-1-фосфат у фосфорибозилмутазній реакції перетворюється на рибозо-5-фосфат, який виступає головним попередником у реакціях, пов’язаних з синтезом нуклеотидів, нуклеїнових кислот та коферментів. Наступні перетворення рибозо-5-фосфату можуть відбуватися за кількома метаболічними шляхами. У роботі [70] відзначається стимулюючий ефект препарату рибоксину на активність ферменту початкового етапу пентозофосфатного циклу. Показано, що внесення до культурального середовища рибозо-5-фосфату викликає активацію неокиснювальної стадії пентозофосфатного шляху, у результаті чого рибозо-5-фосфат через транскето- та трансальдолазну реакції метаболізує з утворенням проміжних субстратів гліколізу (гліцеральдегід‑3‑фосфату і фруктозо-6-фосфату), забезпечуючи таким чином взаємозв’язок між гліколітичним та пентозофосфатним шляхами окиснення глюкози [160]. На зв’язок метаболічних реакцій перетворення інозину з гліколізом вказує також той факт, що введення препарату в організм або його інкубація з еритроцитами супроводжується зростанням у клітинах вмісту 2,3‑дифосфогліцерату [52]. 

Включення рибозного залишку рибоксину у реакції гліколізу, з одного боку дозволяє зекономити дві молекули АТФ, що витрачаються на ранніх стадіях і, разом з тим, за рахунок насичення субстратом гліцеральдегід-3-фосфатдегідрогеназної реакції забезпечує протікання другого етапу гліколізу, під час якого енергія акумулюється у макроергічних зв’язках АТФ. 

Автори роботи [70] на основі результатів гістохімічних та електронномікроскопічних досліджень зазначають, що застосування рибоксину при експериментальному інфаркті міокарду сприяє нормалізації ультраструктури мітохондрій. Позитивний вплив препарату на клітинну енергетику може бути обумовлений подальшим залученням гліколітичних продуктів до обмінних процесів. Так, продукт окисного декарбоксилування пірувату – ацетил-КоА як початковий субстрат циклу Кребса сприяє інтенсифікації цієї важливої ланки енергозабезпечення. Ці дані узгоджуються з результатами інших дослідників, які вказують на стимулюючий вплив рибоксину на ферментативну активність сукцинатдегідрогенази [26], що у комплексі з переліченими фактами сприяє поліпшенню енергетичного стану клітини та метаболічного статусу організму в цілому.

Рибозо-5-фосфат через утворення ФРПФ бере безпосередню участь у синтезі пуринів, оскільки на основі молекули ФРПФ можлива побудова нових нуклеозидмонофосфатів (130(. Так, при інкубації фібробластів людини з інозином спостерігається зростання концентрації рибозо-5-фосфату та ФРПФ відповідно у 40 і 3 раза, що, на думку авторів роботи [26], свідчить про залучення рибозного залишку до реакцій синтезу 5‑фосфорибозил‑1‑пірофосфату. Цим можна пояснити той факт, що включення гіпоксантину у нуклеотидний фонд пуринів приблизно у 2 раза вище за умови інкубації клітин з інозином, ніж при інкубації фібробластів лише з гіпоксантином. Водночас рибозо-5-фосфат, як прямий попередник ФРПФ, забезпечує контроль над синтезом пуринів de novo. При збільшенні у клітинах концентрації останнього швидкість синтезу зростає, що поряд з іншими відомими механізмами забезпечує підтримання необхідного для протікання клітинних процесів рівня АТФ. Так, внесення до перфузату рибози призводить до зростання концентрації макроергу в ізольованому серці після ішемії [23]. Окрім того рибозо-5-фосфат через ФРПФ сприяє збереженню внутрішньоклітинного НАД. Метаболічні перетворення пуринів тісно пов’язані з рівнем НАД+, оскільки останній бере безпосередню участь у регуляції процесів синтезу, взаємоперетворення та деградації аденілових нуклеотидів і нуклеозидів. Тому обумовлене радіацією значне зниження вмісту НАД+ супроводжується зниженням концентрації АТФ, що витрачається під час ресинтезу НАД+ та індукцією катаболічної ланки обміну пуринів. Введення рибоксиину, з одного боку, постачає складові (ФРПФ, АТФ), необхідні для протікання реакцій утворення коферменту, і, разом з тим, здійснюючи інгібуючий вплив на активність ПАРП, попереджує виснаження фонду НАД+ і АТФ у клітинах [216]. 

Поряд з рибозним залишком пуриновий фрагмент рибоксину, активуючи реутилізаційний шлях синтезу пуринів, також сприяє відновленню нуклеотидного фонду, що можливо у результаті фосфорибозилювання гіпоксантину до інозинової кислоти з подальшим її включенням до складу аденілових чи гуанілових нуклеотидів через перетворення на АМФ чи КМФ [156]. 

2. МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ 
Враховуючи мету і завдання, поставлені у дисертаційній роботі нами був вибраний наступний методологічний підхід та комплекс лабораторних методів дослідження. 

2.1. Реактиви 

В роботі було використано такі реактиви: 

С14-АМФ, С14-аденозин („Ізотоп”, Україна), АТФ, АМФ („Serva”, Німеччина), АДФ, аденозин, інозин („Reanal”, Угорщина), гіпоксантин, ксантин, ІМФ, 3,5-диамінобензойна кислота, дігітонін, Ficoll‑Paque (“Sigma”, США), папір FN-16 („Filtrak”, Німеччина). Решта реактивів – кваліфікації х.ч., або ч.д.а. вітчизняного виробництва. 

2.2. Умови проведення експерименту 

Досліди проводили на білих нелінійних щурах-самцях масою 150‑170 гр. Тварин утримували на стандартному раціоні віварію. З метою попередження можливого впливу добових ритмів на досліджувані показники досліди проводили в один і той же час доби. Всі експерименти на тваринах здійснювали у відповідності з „Правилами використання лабораторних експериментальних тварин”. 

Препарат рибоксин у вигляді 2% розчину вводили за 15 хв до опромінення внутрішньочеревинно з розрахунку 150 мг препарату на 1000 г маси тварини. Опромінення здійснювали на рентгенівській установці РУМ‑17 в дозах 1,0 Гр та 7,78 Гр за умов: фільтри 0,5 мм Си та 1 мм Аl, шкірно-фокусна відстань 50 см, напруга 200 кВ, сила струму 5 мА для 1,0 Гр і 10 мА для 7,78 Гр, потужність дози у повітрі 17,2 Р/хв та 34 Р/хв відповідно. Тварин декапітували через три години після опромінення та видаляли тимус і селезінку. 

2.3. Метод виділення лімфоїдних клітин тимусу та селезінки 

Лімфоцити виділяли згідно з методом, описаним у [106]. 

Тимус очищали від сполучної тканини і ретельно перетирали через нейлонову сітку з відповідним розміром пор у розчин Хенкса, забуферений 10 мМ трис-НСІ, рН 7,3-7,4. Клітини відмивали у середовищі виділення 1‑2 раза з подальшим центрифугуванням при 200g 5 хв. Отриманий осад обережно ресуспендували у 1 мл розчину Хенкса намагаючись не зпінювати суспензію клітин для запобігання гідродинамічній деструкції. 

Очищену від сполучної тканини селезінку (600 мг) подрібнювали у чашці Петрі у розчині Хенкса з 10 мМ трис-HCl, pH 7,3-7,4 з наступним перетиранням через чотири шари нейлону. Після десятихвилинного відстоювання надосадову рідину наносили на 2,5 мл градієнта щільності Ficoll-Paque (густина – 1,077г/см3 ). Пробірки з градієнтом центрифугували впродовж 40 хв при 1500g після чого клітинну суспензію на межі розподілу фаз обережно відбирали за допомогою пастерівської піпетки та двічі відмивали. У результаті отримували фракцію лімфоїдних клітин, яка містила в основному малі та середні лімфоцити. 

2.4 Метод визначення кількості загиблих тимоцитів 

Отриману суспензію тимоцитів (1Х107 клітин) розливали в імунологічні планшети, куди попередньо вносили 0,05 мл 5% інактивованої сироватки теляти. Інкубацію здійснювали при 370С впродовж 7 години. Кожну годину проводили оцінку життєздатності ядровмісних клітин шляхом їх профарбовування барвником трипановим синім (0,2% трипановий синій у 4,5% NaCl, 4:1). Темно-сині клітини вважали за мертві, а світлі опалесціюючі клітини – за живі. Підрахунок проводили у 5 великих квадратах. Кількість клітин у 1,0 мл розраховували за загальноприйнятою формулою. 

2.5. Дослідження катаболізму пуринів 

Дослідження катаболізму пуринів проводили відповідно до методу, описаного у роботі [22]. 

У лунку планшету вносили 2×107 клітин і після хвилинної преінкубації при 370С додавали 0,01 мкМ С14‑аденозин (питома радіоактивність 43 мКи/ммоль). По закінченні інкубації (45 хв, 370С) клітини осаджували центрифугуванням та двічі відмивали в охолодженому середовищі виділення. Отриманий осад ресуспендували у 6% НСІО4 і для більш повної екстракції нуклеотидів залишали на 2 год при 40С. Перхлоратні екстракти після відділення денатурованих білків нейтралізували 30% Na2CO3. Через дві години проби знову центрифугували при 200g 7 хв., надосадову рідину розділяли на частини, які змішували з сумішшю свідків, що містила 5 г/мл кожного. Після чого на хроматографічний папір FN-16 наносили 80 мкл досліджуваних розчинів і проводили висхідну хроматографію. Розділення пуринових основ (аденіну, гіпоксантину), нуклеозидів (інозину, аденозину) та нуклеотидів (АТФ, АДФ, АМФ) здійснювали при кімнатній температурі впродовж 5 год відповідно в 0,05% розчині NH4OH та 75% етиловому спирті. Хроматографічний папір для нанесення аденілових нуклеотидів попередньо обробляли насиченим розчином (NH4)2SO4 з 0,1 мМ ЕДТА. ІМФ від інших нуклеотидів відділяли, використовуючи систему розчинників н-бутонол : н-пропанол : ацетон : 80% мурашина кислота : 30% трихлороцтова кислота (2,6 : 1,3 : 2,3 : 1,6 : 1) та 0,1 мМ ЕДТА. По закінченні хроматографії папір висушували, ділянки паперу, видимі в ультрафіолетовому світлі, вирізали, поміщали у флакони з сцинтиляційною рідиною ЖС-1 та вимірювали радіоактивність проб на лічильнику Delta-300.

2.6. Визначення активності ферментів пуринового обміну 

2.6.1. Метод визначення активності аденозиндезамінази, 5(‑нуклеотидази, АМФ-дезамінази, аденілаткінази

Визначення активності аденозиндезамінази, 5(-нуклеотидази, АМФ‑дезамінази та аденілаткінази проводили відповідно до методу, описаного у роботі [30]. 

У пробірки з інкубаційним середовищем вносили клітинний лізат, який отримували шляхом ресуспендування лімфоцитів у лізуючому буфері, що містив 20 мМ трис-НСІ, 5 мМ MgSO4, 1 мМ дитіоєритритол, рН 7,4. Після хвилинної преінкубації реакцію запускали 0,25 мМ 8-14С-аденозином (питома активність 10 мКи/ммоль) у випадку визначення активності аденозиндезамінази і 0,5 мМ 8-14С-АМФ (питома активність 10 мКи/ммоль) для визначення ферментативної активності 5(-нуклеотидази, АМФ‑дезамінази та аденілаткінази. Проби інкубували при 300С, реакцію зупиняли шляхом їх занурення у киплячу водяну баню на 3 хв. Після центрифугування при 200g 5-7 хв, відбирали аліквоту надосадової рідини і змішували з рівним об’ємом суміші свідків (5 мг/мл кожний), яка містила аденозин та інозин для визначення активності аденозиндезамінази, АМФ та аденозин – для 5(-нуклеотидази, АМФ та ІМФ – для АМФ‑дезамінази і АМФ, АДФ, АТФ – для аденілаткінази. 25 мкл отриманого розчину наносили на хроматографічний папір FN-16 і здійснювали висхідну хроматографію у 0,05% розчині NH4OH впродовж 4 годин при дослідженні аденозиндезаміназної, 5(-нуклеотидазної активності і у системі розчинників н-бутонол : н-пропанол : ацетон : 80% мурашина кислота : 30% трихлороцтова кислота (2,6 : 1,3 : 2,3 : 1,6 : 1) та 0,1 мМ ЕДТА протягом 9 годин для визначення активності АМФ‑дезамінази та аденілаткінази. По закінченні хроматографії папір висушували, вирізали ділянки паперу, видимі при ультрафіолетовому освітленні, поміщали їх у флакони з сцинтиляційною рідиною ЖС-1 та проводили вимірювання радіоактивності проб на лічильнику Delta-300. Про ферментативну активність аденозиндезамінази судили по радіоактивності плями інозину, 5'‑нуклеотидази – плями аденозину, АМФ-дезамінази – плями ІМФ, аденілаткінази – плям АДФ та АТФ. 

Час інкубації та вміст білка у пробі підбирали з таким розрахунком, щоб визначення ферментативної активності проводити за умови початкової швидкості реакції. Активність ферментів виражали у нмоль за хв. на мг білка. 

Інкубаційне середовище для визначення аденозиндезаміназної активності містило 50 мМ трис‑НСІ, рН 7,5, для 5'‑нуклеотидазної – 3 мМ MgSO4, 50 мМ трис‑НСІ, рН 7,5, для АМФ-дезаміназної – 5 мМ АТФ, 5 мМ ЕДТА, 125 мМ КСІ, 50 мМ трис-НСІ, рН 7,0, для аденілаткіназної – 5 мМ АТФ, 10 мМ MgSO4, 50 мМ трис-НСІ, рН 7,0. 

2.6.2. Метод визначення активності пуриннуклеозидфосфорилази

Визначення активності пуриннуклеозидфосфорилази проводили згідно з методами [21,102] у нашій модифікації. 

До пробірок, що містили 0,1 М натрій-фосфатний буфер, рН 7,4, 0,1 М трис-НСІ, рН 7,4 та 0,3 мкмоль інозину після хвилинної преінкубації вносили лізат лімфоцитів з подальшою інкубацією проб при 370С. Реакцію зупиняли додаванням 5% трихлороцтової кислоти, після чого проби центрифугували при 1000g впродовж 10 хв. Відбирали аліквоту надосадової рідини, змішували з рівним об’ємом 1% орцинового реактиву. Пробірки закривали зворотними холодильниками і поміщали у киплячу водяну баню на 40 хв. Фотоколориметричне визначення пентоз проводили у надосадовій рідині на фотоколориметрі КВК‑2 при 670 нм; виміри здійснювали проти еталонної проби, яка містила 1% орциновий реактив та дистильовану воду. 

Час інкубації та вміст білка у пробі підбирали з таким розрахунком, щоб визначення ферментативної активності проводилось за умови початкової швидкості реакції. 

2.6.3. Метод визначення ксантиноксидазної активності 

Активність ксантиноксидази та ксантиндегідрогенази визначали за методом [42]. 

Для визначення сумарної активності ксантиноксидази та ксантиндегідрогенази до осаду (5×107 клітин для тимоцитів та 1×107 клітин для спленоцитів) додавали реакційну суміш, яка містила 20 мМ калій‑фосфатний буфер, рН 7,8 та 0,75 мМ НАД+. Реакцію запускали додаванням 0,25 мМ ксантину. Інкубацію проводили протягом 120 хв при 370С. Після чого реакцію зупиняли 5% хлорною кислотою. Активність ферментів визначали у надосадовій рідині після центрифугування проб при 2000g за накопиченням сечової кислоти. 

Для визначення ксантиноксидазної активності використовували аналогічний підхід, окрім того, що у реакційній суміші був відсутній НАД+. Екстинкцію проб вимірювали на спектрофотометрі Jenway 6305 при довжині хвилі 295 нм. Розрахунок здійснювали, використовуючи калібрувальний графік по сечовій кислоті. 

2.7. Метод визначення активності супероксиддисмутази 

Визначення супероксиддисмутазної активності проводили відповідно до методів [108,184] за рівнем інгібування ферментом реакції відновлення нітросинього тетразолію (НСТ) у присутності НАДН та фенозинметасульфату (ФМС). 

Для визначення ферментативної активності супероксиддисмутази до клітинної суспензії, яка містила 5×107 клітин, вносили 0,45 мл суміші хлороформу та 95% етанолу (1 : 2) з наступним струшуванням проб протягом 5 хв. Після додавання КН2РО4 проби центрифугували при 1200 об/хв. Активність СОД визначали у надосадовій рідині, яку вносили до інкубаційної суміші, що містила 150 мМ фосфатний буфер, рН 8,3, 0,4 мМ НСТ та 1,8 мкМ ФМС. Реакцію запускали 0,8 мМ НАДН. Інкубацію проводили у темряві при кімнатній температурі впродовж 10 хв. Оптичну густину контрольних та дослідних проб визначали на спектрофотометрі СФ‑46 при довжині хвилі 540 нм проти еталонної проби, яка не містила супернатанту і НАДН. 

За одиницю активності СОД приймали кількість ферменту, необхідного для 50% інгібування НСТ. Розрахунок ферментативної активності проводили за формулою: 
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Е0 і Ек – середнє значення приросту екстинції за одну хвилину, відповідно у дослідних і контрольних пробах. 

2.8. Метод дослідження ступеня окиснювальної модифікації білків 

Визначення ступеня окиснювальної модифікації білків проводили згідно методу [186]. 

До суспензії лімфоцитів, що містила 1х107 клітин, додавали 10% трихлороцтову кислоту з подальшим центрифугуванням проб. До осаду денатурованих білків вносили 0,2% 2,4-динітрофенілгідразин (2,4-ДНФГ) у 2 н НСІ, а у контрольні проби – рівний об’єм 2 н НСІ. У результаті окиснювальної модифікації білків утворюються кетонні групи, здатні реагувати з 2,4-ДНФГ. Інкубацію здійснювали при кімнатній температурі впродовж 60 хв, періодично струшуючи проби. Після центрифугування осад тричі промивали розчином 95% етанолу та етилового ефіру оцтової кислоти (1 : 1) і підсушували у термостаті при 50(С до повного випаровування рідини. Отриманий таким чином осад розчиняли у 5 М сечовині та витримували на киплячій водяній бані до повного розчинення. Оптичну густину утворених динітрофенілгідразонів реєстрували на спектрофотометрі Jenway 6305 при довжині хвилі 370 нм. Ступінь окиснювальної модифікації білків розраховували, використовуючи коефіцієнт молярної екстинкції, який становить 2,1×104 М-1×см-1. 

2.9. Метод визначення фрагментації ДНК 

Ступінь фрагментації ДНК визначали згідно з методами [32,40]. 

Клітинну суспензію, що містила 1х107 клітин осаджували шляхом центрифугування. Отриманий осад ресуспендували у 0,7 мМ ЕДТА, рН 7,2 з наступною інкубацією проб при 40С впродовж 60 хв. Після зупинки екстракції полідезоксирибонуклеотидів проби центрифугували при 2000g 40 хв, надосадову рідину, що містила ПДН та осад, який містив недеградований хроматин, розділяли і додавали 1% розчин БСА, 1% розчин РНК та 50 мМ розчин ацетату натрію в 95% етиловому спирті, ретельно перемішували і залишали на 15 хв. Всі процедури виконуали на холоду. Потім осад двічі відмивали у 75% етиловому спирті. Проби поміщали у термостат і висушували при температурі 650С до повного випаровування спирту. До осадів додавали 40% розчин 3(,5(-диамінобензойної кислоти (3(,5(‑ДАБА), залишали у термостаті на 30 хв. Після охолодження до проб додавали розчин 1 н НСІ. Інтенсивність флуоресценції проб визначали на спектрофлуориметрі Shimadzu RF-150 при довжині хвилі збудження 405 нм та емісії – 520 нм. 

Відсоток полідезоксирибонуклеотидів (ПДН) від загального вмісту ДНК у пробі розраховували за формулою: 

[image: image4.wmf]100%

c

co

F

FF

´

+

, де 

Fс – інтенсивність флуоресценції у супернатанті 

Fо – інтенсивність флуоресценції в осаді. 

2.10. Електрофорез ДНК в агарозному гелі 

До клітинної суспензії (1,5·107 клітин) додавали 0,4 мл охолодженого лізуючого буферу, що містив 10 мМ трис-HCl рН 8,0, 10 мМ ЕДТА, 0,5 %тритон Х-100. Лізис проводили на холоді впродовж 10 хв. Після центрифугування проб при 12 000 об/хв 20 хв до супернатанту додавали два об’єми етилового спирту та 1/10 об’єму 3 М ацетату калію для осадження ДНК та витримували на холоді (-20ºС) протягом 1 год. Отриманий осад обробляли протеїназою К та залишали на 12 год при 37ºС. Після чого до супернатанту знову додавали два об’єми етилового спирту та 1/10 об’єму 3 М ацетату калію і осаджували ДНК при -20ºС впродовж ночі. Осад відокремлювали центрифугуванням (12 000 об/хв, 20 хв) та розчиняли у буфері ТЕ (10 мМ трис-НСl, 1мМ ЕДТА, рН 7,6). 

Електрофорез ДНК проводили в 1,7 % агарозному гелі за напруги поля 2 мВ/см впродовж 4 годин. (20º С). Гелі фарбували розчином броміду етидію (1 мкг/мл) у трис-боратному буфері, рН 8,3. Отримані електрофореграми фотографували через червоний фільтр на плівку Мікрат‑300 в ультрафіолетових променях. 

2.11. Визначення швидкості генерування супероксидних аніон-радикалів 

Дослідження проводили відповідно з методом (18]. 

Визначення швидкості генерування супероксидних аніон-радикалів проводили за окисненням спінового уловлювача гідроксиламіну‑2,2,6,6‑тетраметил-4-оксипіперидину до відповідного стабільного нітроксильного радикалу, який реєстрували методом електронного парамагнітного резонансу (ЕПР) при 20оС у спеціальних кварцових кюветах товщиною 0,5 мм без парамагнетиків. Інкубаційна суміш містила 2Х10-3 моль/л гідроксиламіну, 2Х10-4 моль/л НАДФХН у 0,05 моль/л фосфатному буфері, рН 7,4 з 5Х10-4 моль/л диетилентриамінпентаоцтової кислоти. Реакція накопичення нітроксильних радикалів проходить лінійно протягом 5 хв. Через певні інтервали часу (40 сек) проводили послідовну реєстрацію спектрів ЕПР. Будували залежність амплітуди другої компоненти спектру ЕПР нітроксильного радикалу від часу. З одержаної залежності розраховували швидкість акумуляції нітроксильних радикалів, яка дорівнювала швидкості генерування супероксидних аніон-радикалів (нмоль/107 кл на хв). 

2.12. Дослідження інтенсивності окисного фосфорилювання у пермеабілізованих тимоцитах 

Інтенсивність окиснювального фосфорилювання у пермеабілізованих тимоцитах визначали полярографічним методом у термостатованій кюветі за допомогою закритого платинового електроду. Температура інкубаційного середовища становила 370С. До середовища інкубації, яке містило 100 мМ КСІ, 5 мМ КН2РО4, 5 мкМ ЕГТА, 20 мМ НЕРЕS, рН 7,4 вносили 8×107 тимоцитів. Клітини пермеабілізували, додаючи до середовища 5 мкМ дігітонін (98(. Впродовж кількох хвилин відбувається повна пермеабілізація плазматичної мембрани клітин. Як субстрат окиснення використовували суміш 10 мМ глутамату та 5 мМ малату. Окисне фосфорилювання стимулювали, використовуючи 200 мкМ АДФ, 200 мкМ інозин. 

2.13. Статистична обробка отриманих результатів 

Результати досліджень піддавали статистичному аналізу (54,77(. 

Достовірність отриманих результатів визначали, використовуючи критерій Стьюдента. Зміни вважали достовірними при р<0,05.

Для розрахунків використовували комп’ютерну програму Excel (Microsoft). 

3. РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 

3.1. Життєздатність тимоцитів та стан генетичного апарату за умови променевого ураження та введення рибоксину 

На сьогодні особливої уваги заслуговують питання про характер та механізми впливу іонізуючої радіації, що виявляються у ланцюгу послідовних фізичних та фізико-хімічних перетворень і призводять до розвитку біологічних ефектів. 

Останнім часом значний інтерес дослідників викликає післяпроменева патологія лімфоцитів, які є одними з найбільш радіочутливих клітин імунної системи та організму в цілому (25,27,111,117(. Порушення функцій та міграційних властивостей лімфоцитів є основною причиною, що обумовлює виникнення і розвиток імунодефіцитних станів та врешті-решт загибель клітини. Деструкція лімфоїдних клітин пов’язана не тільки з репродуктивною загибеллю, характерною і для інших типів клітин, а й з інтерфазною, яка реалізується впродовж кількох діб після радіаційного впливу, пропорційна дозі іонізуючого випромінювання і супроводжується розвитком характерних біохімічних порушень (100,143,144]. 

З метою визначення характеру загибелі лімфоїдних клітин тимусу і селезінки на першому етапі роботи досліджували закономірності деградації ядерного матеріалу після дії рентгенівського випромінювання в дозах 1,0 Гр і 7,78 Гр та динаміку загибелі тимоцитів за опромінення тварин у летальній дозі, а також вплив препарату рибоксину на досліджувані показники при дії променевого чинника. 

Отримані результати по дослідженню динаміки загибелі лімфоцитів тимусу тварин, опромінених в дозі 7,78 Гр та виділених відразу і через три години після опромінення, наведено відповідно на рис. 3.1-3.2. Кількість живих клітин у тимусі щурів, декапітованих відразу після дії променевого чинника в дозі 7,78 Гр, становила 86% і підтримувалася на постійному рівні впродовж перших чотирьох годин від початку інкубації (рис. 3.1, 4). Тобто, загибель тимоцитів щурів, що зазнали дії радіації, розпочинається не відразу, а по закінченню певного латентного періоду, який у даному випадку складав чотири години. При подальшій інкубації тимоцитів спостерігається збільшення кількості загиблих клітин. 


Так, через шість годин культивування кількість життєздатних лімфоцитів тимусу у суспензії становила 80%; інкубація протягом наступної години супроводжується зменшенням вмісту живих клітин на 19% порівняно з вихідним значенням і становить 73%. На нашу думку, наявність значного латентного періоду, який передує вираженій деструкції клітин вказує на те, що в умовах експерименту загибель тимоцитів протікає в інтерфазі. 

На рис. 3.2 (4) представлено криву залежності загибелі тимоцитів, виділених через три години після опромінення щурів у летальній дозі від часу їх інкубації. З наведених результатів видно, що у даному випадку кількість життєздатних клітин на момент виділення є вищою у порівнянн з попередньою серією досліджень і становить 92%. При інкубації впродовж перших чотирьох годин спостерігається поступове зниження кількості лімфоцитів і на четверту годину відсоток життєздатних клітин складає 87. Згідно з нашими даними, протягом наступної двохгодинної інкубації кількість тимоцитів у досліджуваній суспензії залишалася на рівні 86% та різко знижувалася на кінцевому етапі інкубації (15% у відношенні до кількості клітин відразу після виділення). 

На сьогодні одним з напрямків радіобіологічних досліджень є теоретичне обгрунтування та експериментальна розробка методів, спрямованих на послаблення радіаційно-індукованого порушення обміну речовин, а також пошук шляхів нормалізації біохімічних змін в організмі опромінених тварин. Для модифікації променевих ефектів ми застосовували нуклеозид інозин у вигляді фармакологічного препарату рибоксину, який є природним метаболітом обмінних процесів організму і бере безпосередню участь у синтезі нуклеотидів, коферментів, поліпшує енергозабезпечення шляхом стабілізуючого впливу на структуру мітохондрій, сприяючи таким чином нормалізації рівня клітинного АТФ та стимулює синтетичні процеси у клітинах [70,130,174]. 

Тому на наступному етапі роботи ми вивчали вплив препарату рибоксину на ступінь виживання лімфоїдних клітин тимусу у контролі та за умови опромінення щурів у летальній дозі.



Нами показано, що введення рибоксину інтактним тваринам не впливає на досліджуваний показник – кількість життєздатних клітин для щурів, що отримували препарат на момент виділення становила 92% порівняно з 96% у контролі та залишалася у межах відповідних контрольних значень протягом всього терміну інкубації лімфоцитів (рис. 3.1, 1, 2) та рис. 3.2, 1, 2). Так, через сім годин інкубації кількість живих клітин складала 91% порівняно з контрольними 93%. Представлені дані щодо дії рибоксину на виживання клітин за умови опромінення тварин у летальній дозі вказують на нормалізуючий ефект препарату порівняно з результатами за дії променевого фактору. Опромінення на фоні попереднього введення рибоксину сприяє наближенню кількості клітин, що вижили, до контрольних величин як безпосередньо після виділення, так і на початкових етапах їх культивування; подібний ефект препарату спостерігається для тимоцитів, виділених як відразу, так і через три години після радіаційного впливу. Слід зазначити, що в обох випадках ослаблення нормалізуючої дії рибоксину на життєздатність тимоцитів опромінених тварин відмічається через чотири години від початку інкубації (рис. 5.1, 3 та рис. 5.2, 3). 

Таким чином, наведені вище результати досліджень вказують на відсутність токсичного впливу рибоксину на життєздатність клітин за умови його введення інтактним тваринам та нормалізуючий ефект препарату на досліджуваний показник при опроміненні щурів у летальній дозі на фоні попереднього застосування рибоксину. 

Послідовність біохімічних реакцій, які визначають розвиток та реалізацію радіаційно-обумовленої клітинної загибелі, привертає значну увагу дослідників. Однією з характерних ознак інтерфазної загибелі лімфоїдних клітин є розпад ядерного матеріалу, який відбувається внаслідок ферментативного розщеплення геномної ДНК і супроводжується накопиченням у клітинах низькомолекулярної солерозчинної фракції дезоксинуклеопротеїнів, не зв’язаної з основною масою ДНК (65,124,143(. Це перша незворотна подія під час розвитку радіаційно-індукованої загибелі. 



З метою оцінки структурного стану ядерного матеріалу у лімфоцитах тимусу та селезінки тварин, опромінених в дозах 1,0 Гр та 7,78 Гр, нами було досліджено вміст продуктів деградації хроматину – полідезоксирибонуклеотидів (ПДН), найбільш інтенсивний вихід яких корелює у часі з вираженими морфологічними змінами в ядрі. 


Згідно з одержаними результатами за дії на щурів променевого фактору в досліджуваних дозах спостерігається статистично вірогідне та залежне від дози іонізуючої радіації зростання вмісту ПДН у клітинах тимусу та селезінки. Як видно з рис. 3.3 через три години після загального опромінення піддослідних тварин в дозі 1,0 Гр відбувається збільшення кількості ПДН у тимоцитах, що становить 157% від контрольного значення. Підвищення дози радіації до 7,78 Гр призводить до подальшого накопичення у клітинах полідезоксирибонуклеотидів, рівень яких зростає втричі порівняно з контролем. У лімфоїдних клітинах селезінки має місце збільшення вмісту ПДН на 90% у відношенні до контролю у відповідь на дію променевого чинника в дозі 1,0 Гр та зростання у 2,4 раза для тварин, що зазнали опромінення у летальній дозі (рис. 3.4). Нами показано, що при введенні щурам за 15 хв до опромінення рибоксину спостерігається нормалізуючий ефект препарату на досліджувані показники в обох органах. Так, вміст ПДН у тимоцитах тварин, опромінених на фоні рибоксину вірогідно знижується на 32 та 94% порівняно з кількістю ПДН у лімфоцитах тимусу за радіаційного впливу відповідно в дозах 1,0 Гр та 7,78 Гр. У клітинах селезінки також спостерігається зниження рівня полідезоксирибонуклеотидів на 76% порівняно з спленоцитами тварин, що зазнали дії радіації в дозі 1,0 Гр та у 1,8 раза за умови опромінення в дозі 7,78 Гр. Ці дані узгоджуються з результатами ряду досліджень (56,110], де було продемонстровано зменшення кількості хромосомних аберацій у клітинах мишей, опромінених на фоні введення препарату. Оскільки відповідно до робіт (15,69], вміст ПДН визначається не ступенем деградації ядерного матеріалу у всій клітинній популяції, а кількістю лімфоцитів, що перебувають на стадії загибелі, модифікуючий ефект препарату можна пояснити з позиції його нормалізуючого впливу на рівень виживання клітин. 

Отже, за дії на тварин іонізуючої радіації в дозах 1,0 Гр та 7,78 Гр спостерігається накопичення у лімфоїдних клітинах обох органів полідезоксирибонуклеотидів, що згідно з сучасними уявленнями свідчить про активацію процесів деградація ядерного матеріалу. 

Враховуючи той факт, що специфічним біохімічним маркером радіаційно-індукованої інтерфазної загибелі лімфоїдних клітин є впорядкована міжнуклеосомна фрагментація хроматину, на наступному етапі роботи ми проводили електрофоретичне розділення фрагментів ДНК, виділеної з спленоцитів та тимоцитів опромінених тварин. За даними літератури (100,143,144,227] такий тип деградації хроматину супроводжується появою фрагментів, кратних розмірам нуклеосом (180‑200 пар основ), що характеризуються значно більшою ніж високомолекулярна ДНК рухливістю і під час електрофорезу в агарозному гелі розташовуються у вигляді своєрідної „драбини”. 

Згідно з результатами досліджень, представлених на рис. 3.5-3.6, через три години після дії на щурів променевого чинника в дозах 1,0 Гр та 7,78 Гр у лімфоцитах тимусу та селезінки спостерігається поява чіткої картини фрагментації хроматину. Як видно з наведених електрофореграм, за дії на тварин рентгенівського випромінювання в дозі 1,0 Гр високомолекулярні фрагменти ДНК залишаються біля лінії старту, в той час як нуклеосомні ділянки, розподіляючись в агарозному гелі відповідно до їх розміру, формують характерну „драбину”. При підвищенні дози іонізуючої радіації до 7,78 Гр кількість зосереджених біля лунки нанесення фрагментів ДНК знижується, а вміст фрагментів, кратних 200 пар основ зростає у порівнянні з результатами за опромінення тварин в дозі 1,0 Гр. Слід зазначити, що в цілому ні розміри ділянок ДНК, ні співвідношення між окремими фрагментами різної довжини суттєво не залежать від дози радіації. 

В умовах нашого експерименту застосування рибоксину не викликає міжнуклеосомної деградації ядерного матеріалу при його введенні інтактним тваринам. 





За дії на щурів рентгенівського випромінювання на фоні попереднього введення препарату спостерігали появу дискретних зон на електрофореграмах клітин тимусу та селезінки, проте, характер змін був менш вираженим порівняно з відповідними результатами при опроміненні в дозах 1,0 Гр та 7,78 Гр. З огляду на те, що глибина деструкції хроматину визначається кількістю ДНК, яка зазнає деградації (15(, отримані дані щодо ефекту рибоксину на міжнуклеосомну фрагментацію узгоджуються з показаним нами зниженням вмісту ПДН у клітинах тварин, що зазнали опромінення на фоні рибоксину та свідчать на користь покращення метаболічного стану лімфоцитів при введенні препарату. 

Модифікуючий ефект рибоксину на досліджувані показники можна пояснити з позиції підвищення загальної резистентності організму внаслідок мобілізації захисних ресурсів. Згідно з сучасними уявленнями введення препарату стимулює біоенергетичні реакції, що призводить до нормалізації рівня клітинного АТФ (23,26,52]. Враховуючи важливу участь аденозин‑5(‑трифосфату у внутрішньоклітинних репараційних процесах можна припустити, що застосування рибоксину попереджуе зменшення внутрішньоклітинної концентрації АТФ, що сприяє покращенню репарації молекули ДНК. 

Таким чином, одержані нами дані по накопиченню у лімфоцитах полідезоксирибонуклеотидів та результати електрофоретичного розділення хроматину свідчать, що через три години після дії на тварин іонізуючої радіації в дозах 1,0 Гр та 7,78 Гр у лімфоїдних клітинах тимусу і селезінки спостерігаються значні деструктивні зміни, пов’язані з пошкодженням структурної організації хроматину, що супроводжується посиленням деградації ядерного матеріалу і згідно з сучасними даними класифікується як прояв інтерфазної загибелі клітини (65,66(. 

3.2. Катаболізм пуринів у лімфоїдних клітинах тимусу та селезінки щурів за дії рентгенівського випромінювання 

З аналізу вищенаведеного огляду літератури стає зрозумілою важлива роль метаболітів пуринового обміну, зокрема його аденілової складової, у процесах диференціювання, проліферації та забезпеченні нормального функціонування лімфоїдних клітин. 

Відомо, що патології імунної системи, пов’язані з пригніченням клітинного та гуморального імунітету, супроводжуються порушенням метаболізму пуринів (123,126(. Згідно з даними літератури, зниження внутрішньоклітинного рівня АТФ є одним з ранніх характерних проявів променевого ураження клітинних обмінних процесів (10,38,86,166(, а на думку ряду дослідників – можливою причиною інтерфазної загибелі лімфоцитів при дії іонізуючої радіації (101,104]. Стимуляція катаболічних реакцій перетворення аденілових нуклеотидів призводить до зміни активності спряжених метаболічних циклів, дисбалансу рівноважних концентрацій пуринів та піримідинів і, як наслідок, до пригнічення функцій лімфоїдних клітин. 

Для кращого розуміння біохімічних механізмів радіаційно‑індукованого порушення функціонування лімфоцитів та можливих шляхів регуляції і корекції їх метаболізму важливо дослідити вміст у клітинах метаболітів пуринового обміну на ранніх стадіях розвитку променевого ефекту. Тому метою даного етапу роботи було вивчити вплив іонізуючої радіації на катаболізм аденілових нуклеозидів, їх основ та фосфорних похідних у лімфоїдних клітинах тимусу та селезінки опромінених тварин. Про зміни внутрішньоклітинного рівня компонентів аденілової системи робили висновок по включенню ізотопної мітки С14-аденозину у фонд досліджуваних сполук. 

Відповідно до одержаних результатів одноразова дія випромінювання в дозах 1,0 Гр та 7,78 Гр викликає значне порушення метаболізму пуринів, одним з проявів якого є інтенсифікація розпаду аденозин-5(-трифосфату. Так, в умовах нашого експерименту спостерігається зниження кількості мітки у фракції АТФ тимоцитів і спленоцитів за обох доз іонізуючої радіації. Через три години після опромінення щурів в дозі 1,0 Гр рівень радіоактивності АТФ у клітинах тимусу зменшувався на 14% порівняно з контролем. За опромінення у летальній дозі також відбувається зниження включення мітки у фонд АТФ у 1,3 раза, що становить 75% від її включення у аденозинтрифосфатний пул тимоцитів контрольних тварин (табл. 3.1). У спленоцитах вміст міченої речовини у фракції АТФ зменшується на 16% для 1,0 Гр та на 30% за дії променевого чинника в дозі 7,78 Гр (табл. 3.2). Ці дані узгоджуються з результатами ряду досліджень (8,9,104(, де було продемонстровано зниження концентрації АТФ у радіочутливих органах на ранніх етапах розвитку променевого ефекту.

Зниження рівня клітинного АТФ викликає активацію катаболічної ланки перетворення аденілових нуклеотидів, які через недостатнє енергозабезпечення нездатні повністю реутилізуватися, накопичуються у клітинах та посилено вивільняються у позаклітинне середовище (31,37]. У результаті такої послідовності реакцій найбільших втрат зазнає саме фракція АТФ, оскільки надлишок АМФ відразу ж дезамінується з подальшим вивільненням з клітини значної частини гіпоксантину. 

Згідно з даними, представленими у табл. 3.1, при дії на щурів іонізуючої радіації відбувається пригнічення включення мітки у внутрішньоклітинний пул АДФ тимоцитів. Так, за тотального опромінення тварин в дозах 1,0 Гр та 7,78 Гр спостерігається статистично вірогідне зниження рівня радіоактивності АДФ відповідно у 1,3 та 1,5 раза, що становить 74% від контролю для 1,0 Гр і 67% – за радіаційного впливу в дозі 7,78 Гр. У клітинах селезінки відмічається різнонаправлений характер включення ізотопу у фракцію АДФ при опроміненні тварин досліджуваними дозами: у відповідь на дію випромінювання в дозі 1,0 Гр рівень радіоактивності АДФ знижується у 1,2 раза, в той час як підвищення дози до 7,78 Гр призводить до зростання радіоактивності фракції аденозиндифосфату у 1,5 раза порівняно з контрольним значенням (табл. 3.2). 

Таблиця 3.1 

Рівень включення С14-аденозину у метаболіти пуринового обміну тимоцитів щурів за дії іонізуючої радіації (імп/хв на 107 клітин) (М(m; n=5) 

	Метаболіти
	Контроль
	1,0 Гр
	7,78 Гр

	АТФ
	5521(990
	4707(765
	4180(680(

	АДФ
	637(61
	473(42(
	429(39(

	АМФ
	270(20
	321(22(
	370(31(

	ІМФ
	1010(94
	1613(76(
	2144(201(

	Аденозин
	248(35
	156(18(
	143(15(

	Інозин
	967(97
	1241(111(
	1132(132

	Гіпоксантин
	250(22
	287(26
	370(44(

	Аденін
	309(28
	169(20(
	224(28(


( – різниця з контролем достовірна, р(0,05 

Таким чином, зменшення кількості радіоактивної мітки у фракції АДФ на фоні посиленого розпаду АТФ може свідчити про подальше інтенсивне розщеплення аденозин-5(-дифосфату до АМФ, що підтверджується нашими дослідженнями, відповідно до яких у досліджуваних органах за обох доз опромінення (1,0 Гр і 7,78 Гр) має місце накопичення аденозин‑5(‑монофосфату, причому у спленоцитах кількість ізотопної мітки, що включилася у фонд АМФ виявилася вищою. Як видно з наведених результатів, за опромінення тварин вищезгаданими дозами радіоактивність фракції АМФ у лімфоїдних клітин тимусу і селезінки зростала відповідно на 18 та 25% у відношенні до контролю для дози 1,0 Гр та на 37 і 86% при опроміненні щурів в дозі 7,78 Гр. 

Оскільки за фізіологічних умов у лімфоцитах тимусу і селезінки основний шлях катаболізму АТФ протікає через реакцію дезамінування аденілової кислоти, ми вивчали зміни вмісту продукту деградації АМФ – ІМФ за дії променевого чинника. Згідно з нашими даними, через три години після тотального опромінення тварин спостерігається зростання кількості мітки у фракції ІМФ тимоцитів та спленоцитів. Так, за опромінення в дозі 1,0 Гр радіоактивність ІМФ зростала у 1,2 і 1,6 раза відповідно для клітин селезінки та тимусу. Опромінення щурів у летальній дозі призводить до подальшого збільшення рівня міченої сполуки у фракції ІМФ спленоцитів і становить 168% від значення контролю. У лімфоїдних клітинах тимусу за радіаційного впливу в дозі 7,78 Гр включення мітки у фонд інозинової кислоти зростає вдвічі. На підставі отриманих даних можна припустити, що у лімфоїдних клітинах радіочутливих органів за дії іонізуючої радіації відбувається інтенсифікація процесів деградації АМФ з утворенням ІМФ. 

Ступінчаста деградація аденілатів супроводжуються акумуляцією у клітинах пуринових нуклеозидів. Аденозин та інозин – субстрати двох послідовних етапів катаболізму аденілових нуклеотидів. В умовах нашого експерименту рівень ізотопної мітки у продуктах деградації нуклеотидів відрізняється від аналогічних показників у контролі, причому характер цих змін у лімфоїдних клітинах тимусу та селезінки відмінний. З результатів, наведених на у табл. 3.2 видно, що при опроміненні тварин в дозі 1,0 Гр включення міченої речовини у внутрішньоклітинний фонд аденозину клітин селезінки зростає у 1,9 раза, в той час як у тимоцитах спостерігається зниження рівня радіоактивності аденозину у 1,6 раза, що становить 63% від значення контролю. Підвищення дози радіації до 7,78 Гр викликає подальше зростання рівня радіоактивності аденозину на 94% у випадку спленоцитів та її зниження на 42% для лімфоцитів тимусу. Щодо включення ізотопу у пул інозину, то у спленоцитах щурів, опромінених в дозах 1,0 Гр та 7,78 Гр має місце, відповідно, пригнічення включення у 1,4 раза та зростання радіоактивності інозину у 1,3 раза порівняно з контролем. У відповідь на дію радіації в дозі 1,0 Гр у тимоцитах спостерігається збільшення кількості радіоактивної мітки у фракції інозину у 1,3 раза, а за радіаційного впливу в дозі 7,78 Гр – певне її зниження (на 8,8%) порівняно з результатами за опромінення в дозі 1,0 Гр, але зростання на 17% у відношенні до контролю. 

Таблиця 3.2 

Рівень включення С14-аденозину у метаболіти пуринового обміну спленоцитів щурів за дії іонізуючої радіації (імп/хв на 107 клітин) (М(m; n=5)

	Метаболіти
	Контроль
	1,0 Гр
	7,78 Гр

	АТФ
	2241(425
	1897(563
	1572(198(

	АДФ
	718(64
	601(54(
	1041(101(

	АМФ
	622(59
	778(76(
	1159(94(

	ІМФ
	439(52
	547(54
	736(57(

	Аденозин
	178(22
	335(41(
	345(39(

	Інозин
	2408(196
	1803(160(
	3166(230(

	Гіпоксантин
	1100(90
	1117(100
	1389(130(

	Аденін
	184(26
	234(34
	331(32(


( – різниця з контролем достовірна, р(0,05 

Однин з можливих механізмів відновлення фонду аденілових нуклеотидів полягає в утилізації пуринової основи аденіну, вміст якої у клітинах значно зростає під час посилення розпаду нуклеїнових кислот. Слід зазначити, що через низьку фосфорилітичну активність ферменту аденінфосфорибозилтрансферази (АФРТ) лімфоцитів, аденілова кислота не може розщеплюватися до аденіну (37]. Враховуючи важливе значення даної основи для підтримання стабільного фонду клітинного АМФ, було розглянуто дію іонізуючого випромінювання на радіоактивність фракції аденіну. Як видно з табл. 3.2 у лімфоїдних клітинах селезінки спостерігається посилення включення міченої сполуки у фонд аденіну, що за умови опромінення щурів у дозах 1,0 Гр і 7,78 Гр становить 127 та 180% від контрольних значень. Оскільки утилізація клітинного аденіну з одного боку прямо залежить від концентрації ФРПФ, а дія іонізуючої радіації супроводжується зниженням у клітинах рівня останнього і, разом з тим, вміст аденіну визначається активністю ферменту АФРТ, зростання радіоактивності фракції аденіну спленоцитів може свідчити про пригнічення активності даного ферменту. 

У тимоцитах, навпаки, має місце зниження рівня радіоактивності аденіну у 1,8 раза при дії променевого фактору в дозі 1,0 Гр і у 1,4 раза за опромінення в дозі 7,78 Гр. Одержані нами дані не суперечать результатам роботи (51], де автори вказують на стимуляцію аденінфосфорибозилтрансферазної активності гомогенатів тимусу впродовж перших двох годин після опромінення щурів в дозі 8,0 Гр та значне інгібування АФРТ у подальшому. 

У лімфоцитах одним з кінцевих продуктів розпаду аденілових нуклеотидів виступає гіпоксантин. Нами показано, що одноразове опромінення піддослідних тварин у досліджуваних дозах спричиняє накопичення у тимоцитах даної пуринової основи. Так, за дії іонізуючої радіації в дозах 1,0 Гр і 7,78 Гр спостерігається зростання рівня радіоактивності фракції гіпоксантину відповідно на 15 та 48%. У лімфоцитах селезінки досліджуваний показник залишався у межах значення контролю для дози 1,0 Гр та зростав у 1,3 раза при опроміненні щурів в дозі 7,78 Гр. На нашу думку акумуляція у клітинах гіпоксантину, яка корелює у часі з зниженням рівня радіоактивності фракції АТФ та супроводжується вираженим дисбалансом вмісту решти пуринових інтермедіатів, є ще одним доказом на користь стимуляції катаболічної ланки перетворення аденілатів. 

Таким чином, метаболічна ситуація у лімфоїдних клітинах радіочутливих органів на початкових етапах індукованої радіацією інтерфазної загибелі характеризується значним порушенням обміну пуринів, що пов’язано з посиленням деградації аденілових нуклеотидів. 

Незважаючи на важливу біологічну роль зазначених нуклеотидів у клітинних обмінних процесах як за нормальних умов, так і під час розвитку ряду імунодефіцитних та аутоімунних станів, на теперішній час практично не дослідженими залишаються механізми, зокрема ензиматичні, що обумовлюють розвиток порушень метаболізму пуринових нуклеотидів у радіочутливих органах за променевого ураження. Тому дослідження характеру змін активності ферментів метаболізму аденілових нуклеотидів, з’ясування причин та можливих шляхів регуляції ферментативної активності має важливе значення для кращого розуміння молекулярних механізмів дії іонізуючої радіації на біологічні об’єкти. 

3.3. Дослідження активності ферментів метаболізму пуринів у лімфоцитах тимусу та селезінки щурів за променевого ураження та на фоні введення рибоксину 

У попередніх наших дослідженнях було показано значне порушення вмісту аденілових нуклеотидів, нуклеозидів та їх основ у клітинах тимусу і селезінки у відповідь на дію іонізуючої радіації. У зв’язку з чим, наступною метою було дослідити активність ферментів аденозиндезамінази, пуриннуклеозидфосфорилази, АМФ-дезамінази, 5'‑нуклеотидази, які обумовлюють направленість катаболічних перетворень пуринів та аденілаткінази – ферменту анаболічної ланки метаболізму аденілових нуклеотидів за дії рентгенівського випромінювання. 

За фізіологічних умов у клітинах підтримується рівновага між фосфорними похідними аденілової кислоти, перефосфорилювання яких протікає за участю ферменту аденілаткінази, що каталізує реакцію синтезу АДФ при використанні АТФ і АМФ та об’єднує ці нуклеотиди у загальний внутрішньоклітинний фонд. В опромінених клітинах відбуваються метаболічні перебудови, які пов’язані не тільки зі зміною концентрації інтермедіатів пуринового обміну, а й з порушенням співвідношення між окремими компонентами аденілової системи. 

Згідно з нашими даними, за дії іонізуючої радіації спостерігаються значні порушення у функціонуванні АК, причому характер цих змін у лімфоїдних клітинах тимусу та селезінки відрізняється. Через три години після дії на тварин рентгенівського випромінювання в дозах 1,0 Гр та 7,78 Гр відбувається стимуляція активності ферменту у тимоцитах, в той час у лімфоцитах селезінки має місце пригнічення ферментативної активності АК. На рис. 3.7 представлено результати вивчення аденілаткіназної активності у тимоцитах, згідно з якими дія радіації у досліджуваних дозах призводить до статистично вірогідного зростання ферментативної активності АК у бік утворення АДФ. Так, за опромінення в дозі 1,0 Гр активність АК становила 121% від активності ферменту у тимоцитах контрольних тварин. Підвищення дози радіації до 7,78 Гр викликає подальше зростання аденілаткіназної активності у клітинах тимусу і на третю годину після опромінення активність АК складала 137% від контрольного значення, що супроводжується інтенсифікацією перетворення АТФ і АМФ в АДФ. Отримані нами дані узгоджуються з результатами дослідження (59], де було продемонстровано стимуляцію активності ферменту після дії променевого чинника. 

Введення піддослідним тваринам за 15 хв до опромінення препарату рибоксину призводить до статистично вірогідного зниження активності АК на 15 та 16% порівняно з активністю ферменту у тимоцитах щурів, опромінених відповідно в дозах 1,0 Гр та 7,78 Гр.

Метаболічні перебудови, зумовлені дією іонізуючої радіації пов’язані насамперед з посиленим використанням енергетичних ресурсів клітини для забезпечення репарації пошкоджень макромолекул, клітинних структур та розвитку енергозалежних апоптичних процесів.



Оскільки у тимоцитах за нормальних умов основним шляхом метаболізму АМФ є його фосфорилювання в аденілаткіназній реакції (31], можна припустити, що показане нами зростання активності ферменту за умови опромінення є своєрідним компенсаторним механізмом і спрямовано на збереження та відновлення аденіннуклеотидного фонду. Так, у результаті активації процесів деградації АТФ, останній розщеплюється до пірофосфату та АМФ. При цьому АМФ використовується в аденілаткіназній реакції, що супроводжується зростанням у клітині рівня АДФ та його подальшим включенням у процеси, пов’язані з ресинтезом аденозинтрифосфату. 

На нашу думку, зростання активності АК у тимоцитах щурів може бути пов’язано як з безпосередньою стимуляцією цитозольної форми ферменту через накопичення у клітинах одного з субстратів реакції (АМФ), так і за рахунок перерозподілу ферментативної активності між структурними компонентами клітини та цитоплазмою. Згідно з роботою (167( під час розвитку програмованої клітинної загибелі, має місце порушення структурної цілісності мітохондріальної мембрани та вивільнення з міжмембранного простору поряд з апоптогенними чинниками і ізоферменту аденілаткінази ІІ. 

Водночас така значна інтенсифікація процесів фосфорилювання аденілової кислоти, що корелює у часі з пригніченням реакцій окисного фосфорилювання у тимоцитах щурів, в результаті призводить до зниження вмісту АТФ і поряд з іншими механізмами обумовлює виснаження внутрішньоклітинного пулу АТФ. 

Як уже зазначалося, зміни активності АК у спленоцитах опромінених тварин мають дещо іншу закономірність. У цих клітинах за умови радіаційного впливу спостерігається пригнічення ферментативної активності АК. Так, у відповідь на дію іонізуючої радіації в дозі 1,0 Гр відбувається статистично вірогідне зниження активності АК у лімфоцитах селезінки у 1,2 раза, що становить 83% від контролю. З рис. 3.8 видно, що одноразове опромінення щурів R‑променями в дозі 7,78 Гр викликає пригнічення ферментативної активності АК на 21% порівняно з контрольним значенням, що супроводжується зменшенням інтенсивності взаємоперетворення аденілових нуклеотидів. 



Слід зазначити, що за умови опромінення тварин на фоні попереднього введення рибоксину, відмічається нормалізуючий ефект препарату – активність ферменту зростала на 16% порівняно з активністю АК спленоцитів щурів, що зазнали дії випромінювання в дозі 1,0 Гр та у 1,3 раза для тварин, опромінених у летальній дозі. 

Характерною рисою кінетики аденілаткіназної реакції є конкурентне інгібування продуктами реакції та її легка оборотність. Тому зниження активності АК у спленоцитах щурів може бути обумовлено зменшенням внутрішньоклітинної концентрації АТФ. З літературних джерел (31,60] відомо, що при падінні вмісту макроергу нижче деякого рівня відбувається стимуляція зворотної реакції, яка протікає з утворенням АТФ, а реакція фосфорилювання АМФ з використанням енергії макроергічних зв’язків АТФ пригнічується. Оскільки у ранні строки після опромінення у клітинах селезінки спостерігається різке зниження вмісту АТФ можна припустити, що в умовах нашого експерименту поряд з зниженням активності прямої аденілаткіназної реакції відбувається пригнічення активності ферменту у напрямку синтезу аденозин-5(-трифосфату, або якщо деяке зростання активності АК у бік утворення АТФ і має місце, то його внесок у відновлення загального фонду макроергу незначний.

Одним з можливих механізмів деградації інтрацелюлярного аденозин-5'-монофосфату є його гідролітичне дезамінування за участю ферменту АМФ-дезамінази з утворенням інозинової кислоти та аміаку. Ця реакція має важливе значення у метаболізмі клітини оскільки вона зсуває рівновагу між різними фосфорними похідними аденілатів. Так, з одного боку фермент АД контролює внутрішньоклітинний рівень АМФ, з іншого, через накопичення ІМФ, сприяє ініціації реакцій синтезу пуринових нуклеотидів, зокрема АТФ. 

Результати проведених досліджень представлено на рис. 3.9-3.10, відповідно до яких тотальне одноразове опромінення тварин в дозах 1,0 Гр та 7,78 Гр призводить до порушень у функціонуванні АД, а саме – до стимуляції АМФ-дезаміназної активності, причому в обох досліджуваних органах спрямованість цих змін виявилася однаковою. 





Так, через три години після дії іонізуючої радіації в дозі 1,0 Гр відбувається зростання активності АД лімфоцитів тимусу на 10% у відношенні до контролю. За умови опромінення у летальній дозі спостерігається подальша стимуляція ферментативної активності АД, яка становить 126% від активності ферменту у тимоцитах інтактних тварин. При дії на тварин променевого чинника на фоні попереднього введення препарату рибоксину відмічається наближення активності АД до контрольних величин за обох доз опромінення. Слід відзначити, що АМФ-дезаміназна реакція інтенсивніше протікає у селезінці опромінених тварин порівняно з активністю ферменту тимоцитів. Так, у відповідь на дію іонізуючої радіації в дозах 1,0 Гр та 7,78 Гр у лімфоцитах селезінки спостерігається зростання активності досліджуваного ферменту у 1,8 раза для дози 1,0 Гр і в 1,9 раза за опромінення тварин у летальній дозі. 

Отримані нами дані узгоджуються з результатами інших дослідників (89,104(, які вказують на порушення реакцій дезамінування аденілової кислоти за променевого ураження організму. 

Механізми, що обумовлюють зміни активності ферментів у тканинах опромінених тварин, є складними і багатосторонніми. Відомо (2(, що за фізіологічних умов одним з шляхів регуляції активності АД є її післятрансляційна ковалентна модифікація (моно-АДФ-рибозилювання). Окрім того фермент підлягає алостеричному контролю з боку багатьох клітинних метаболітів та ефекторів (61(. Важливим ендогенним регулятором функціональної активності ферменту виступає АТФ (79(. У сучасній науковій літературі широко представлено дані, що вказують на стимулюючий ефект АТФ на активність ферменту (89(. Разом з тим автори роботи (59], проаналізувавши зміни ферментативної активності АД з різних органів, прийшли до висновку, що порушення АМФ-дезаміназної активності за умови радіаційного впливу певною мірою може бути пов’язано з послабленням алостеричної регуляції (2]. Оскільки обумовлене радіацією зниження рівня клітинного аденозин-5(-трифосфату спричиняє посилення катаболічних реакцій та призводить до дисбалансу вмісту решти аденіннуклеотидів, а саме до зростання частки АМФ, можна припустити, що однією з причин стимуляції АМФ-дезаміназної активності є зростання концентрації аденілової кислоти, що узгоджується з нашими результатами, наведеними у попередньому розділі роботи. 

З огляду на те, що ефективним регулятором активності АД, а саме її інгібітором, є рівень у клітинах неорганічного фосфату (104], а за дії іонізуючого випромінювання у цитоплазмі тимоцитів спостерігається зниження рівня фосфату внаслідок його перерозподілу між внутрішньоклітинними компартментами чи вивільнення у позаклітинний простір, здається вірогідним, що при зменшенні концентрації неорганічного фосфату нижче певного рівня АД виходить з під контролю внутрішньоклітинних регуляторних систем та втрачає здатність до інгібування. 

Зважуючи на те, що функціональна роль АД полягає у стабілізації енергетичного потенціалу клітини шляхом вилучення з реакційного середовища надлишку АМФ, а дія рентгенівського випромінювання через порушення рівноваги між компонентами аденілової системи призводить до падіння величини заряду, логічно припустити, що стимуляція активності ферменту відбувається у відповідь на зниження аденілатного заряду. 

Отже, післяпроменева інтенсифікація катаболічної ланки перетворення аденілової кислоти у спленоцитах та тимоцитах щурів відбувається за рахунок активації ферменту АМФ-дезамінази. 

Поряд з реакціями дезамінуванням АМФ у клітинах ссавців можливе розщеплення аденозин-5(-монофосфату шляхом дефосфорилювання, що протікає за участю ферменту 5'-нуклеотидази. 

Нами показано пригнічення активності 5'-Н у лімфоїдних клітинах тимусу та селезінки за умови опромінення тварин в обох досліджуваних дозах. Так, при дії променевого фактору в дозі 1,0 Гр спостерігається статистично вірогідне зниження ферментативної активності 5'-Н у тимоцитах і спленоцитах відповідно у 1,2 та 1,6 раза (рис. 3.11-3.12). 



Із наведених результатів видно, що за даної дози опромінення у клітинах селезінки має місце більш виражене пригнічення активності ферменту. 



Підвищення дози опромінення до 7,78 Гр призводить до подальшого інгібування 5'-Н тимоцитів на 48% у відношенні до контрольного показника. У лімфоцитах селезінки у відповідь на дію іонізуючої радіації також відбувається зниження 5'-нуклеотидазної активності у 1,7 раза, що складає 57% від контролю. Згідно з одержаними даними, при введенні тваринам за 15 хв до опромінення рибоксину спостерігається модифікуючий ефект препарату на активність досліджуваного ферменту в обох органах порівняно з відповідними результатами при дії лише рентгенівського випромінювання. Так, за дії на щурів іонізуючої радіації в дозі 1,0 Гр на фоні попереднього введення препарату активність 5'-Н у тимоцитах та спленоцитах наближалася до контрольних величин, а за дози 7,78 Гр має місце статистично достовірне підвищення активності ферменту на 19 і 37% відповідно для лімфоцитів тимусу та селезінки. 

Слід зазначити, що більшість авторів (14,90,116( вказують на фазовий характер післяпроменевих змін 5'-нуклеотидазної активності: для 5'-Н характерним є зростання ферментативної активності на пізніших етапах розвитку променевого ефекту, що створює передумови для накопичення у клітинах аденозину – відомого цитотоксичного агента і, як наслідок, призводить до розвитку імунодефіцитних станів. Так, стимуляція активності 5'-Н у спленоцитах відмічається через 24 години після радіаційного впливу і співпадає у часі з максимальним зниженням кількості життєздатних лімфоцитів. 

На основі аналізу співвідношення активності ферментів АД і 5'-Н у лімфоцитах інтактних тварин та їх клітинної локалізації постулюється (61,210(, що за нормальних умов у цитоплазмі цих клітин деградація АМФ протікає головним чином через АМФ-дезаміназну реакцію. Показане нами пригнічення ферментативної активності 5'-нуклеотидази у тимоцитах та спленоцитах опромінених щурів на фоні зростання АМФ-дезаміназної активності, ймовірно, свідчить про переважну участь на ранніх етапах радіаційно-обумовленої загибелі клітин внутрішньоклітинного механізму деградації АМФ саме через реакцію дезамінування нуклеотиду. 

У літературі останніх років представлено дані, що вказують на чутливість екто-5'-Н до дії активних кисневих метаболітів, зокрема супероксидного аніон-радикалу, синглетного кисню, перекису водню та можливість інактивації ферменту за їх участю (162,224(. За повідомленням Kocic G. et al. інкубація ферменту з печінки щурів у присутності систем, що генерують вільні радикали супроводжується втратою ферментативної активності 5'-Н (166]. 

Подібне твердження знаходить підгрунття у роботі (135(, де автори вказують на значне зниження 5'-нуклеотидазної активності у лімфоцитах при акумуляції у клітинах супероксидного аніон-радикалу. Все викладене вище дає змогу припустити, що однією з можливих причин пригнічення активності ферменту в умовах нашого експерименту є посилення продукування АКМ та розвиток у клітинах оксидативного стресу, який, як відомо, має місце при дії на організм іонізуючої радіації (63,64].

Оскільки одним з продуктів ступінчастої деградації АТФ у клітинах виступає аденозин, на наступному етапі роботи ми досліджували дію іонізуючого випромінювання на аденозиндезаміназу – фермент, який бере участь у регуляції рівня цього нуклеозиду. 

Згідно з даними, представленими на рис. 3.13, через три години після опромінення щурів R-променями у клітинах тимусу спостерігається активація ферменту АДА. Так, дія рентгенівського випромінювання в дозі 1,0 Гр призводить до зростання ферментативної активності АДА на 158% порівняно з контрольним показником. При дії на тварини іонізуючої радіації в дозі 7,78 Гр відбувається підвищення аденозиндезаміназної активності на 79% у відношенні до контролю, в той час як активність АДА тимоцитів щурів, опромінених на фоні введення препарату рибоксину статистично вірогідно знижувалася на 32% порівняно з активністю ферменту за дії летальної дози випромінювання. 

На нашу думку, джерелом аденозину у клітинах за умови пригнічення активності екто-5'-нуклеотидази виступає цитозольна форма ферменту, яка зазвичай ефективніше каталізує гідроліз ІМФ та ГМФ, ніж АМФ. 



Спорідненість цитозольного ферменту до аденозин-5'-монофосфату визначається енергетичним станом клітини і різко зростає при зниженні аденілатного енергетичного заряду (213(. 

В умовах посилення катаболізму аденілових нуклеотидів активацію АДА можна розглядати як своєрідну компенсаторну реакцію у відповідь на накопичення у цитоплазмі аденозину, оскільки вона попереджує цитотоксичну дію високих концентрацій останнього як безпосередньо на клітину, так і на прилеглі тканини. 

Разом з тим значна стимуляція аденозиндезаміназної реакції за рахунок субстратної активації прооксидантної форми ферменту ксантиноксидази сприяє розвитку вільнорадикальних процесів і може розглядатися як ще один механізм реалізації генотоксичного ефекту радіації. 

У лімфоцитах селезінки навпаки має місце пригнічення активності АДА при опроміненні щурів у досліджуваних дозах (рис. 3.14). Так, за радіаційного впливу в дозі 1,0 Гр спостерігається статистично вірогідне зниження ферментативної активності АДА на 11%, а в дозі 7,78 Гр – лише на 4% порівняно з контролем. Відповідно до наших результатів, при опроміненні піддослідних тварин на фоні введення препарату рибоксину аденозиндезаміназна активність у спленоцитах залишалася у межах контрольної величини. 

З наведених вище даних видно, що дія іонізуючої радіації викликає різнонаправлений характер змін активності АДА у тимоцитах і спленоцитах. Для кращого розуміння відмінностей метаболічної відповіді лімфоцитів тимусу та селезінки необхідно враховувати особливості популяційного складу досліджуваних органів та більшу радіочутливість В-клітин порівняно з Т-лімфоцитами (25,27(. 

Показане нами пригнічення аденозиндезаміназної активності спленоцитів, можливо, обумовлено акумуляцією у клітинах аденозину, адже відповідно до роботи (37( при зростанні внутрішньоклітинного вмісту цього нуклеозиду відбувається інгібування активності ферменту. 

За сучасними літературними даними ряд патологій імунної системи супроводжуються значним зниженням активності АДА, що спричиняє накопичення в імунокомпетентних клітинах інтермедіатів пуринового обміну. 



Така надмірна акумуляція нуклеозидів та нуклеотидів викликає розвиток імунодефіцитних станів, при яких порушується функціонування як Т-, так і В-лімфоцитів. Аденозин здійснює цитотоксичний вплив на клітини шляхом інгібування ферменту S‑аденозилгомоцистеїнгідролази, що призводить до блокування біохімічних процесів, пов’язаних з реакціями трансметилювання нуклеїнових кислот та білкових молекул. 

Зниження активності аденозиндезамінази супроводжується пригніченням синтезу молекул ДНК, появою однониткових розривів (141,165,201( та накопиченням нерепарованих пошкоджень у структурі ДНК, що можна пояснити за рахунок алостеричного інгібування дАТФ і дГТФ рибонуклеотидредуктазної реакції і, як наслідок, до дефіциту інших дезоксинуклеозидтрифосфатів – попередників під час синтезу нуклеїнових кислот. Перелічені ефекти на фоні зумовленого опроміненням інгібування активності рибонуклеотидредуктази (1] сприяють ще більшому поглибленню метаболічних порушень у клітинах лімфоїдних органів за променевого ураження. 

Фермент пуриннуклеозидфосфорилаза каталізує наступний етап деградації інозину з утворенням пуринової основи гіпоксантину. 

Згідно з нашими результатами, представленими на рис. 3.15-3.16, дія іонізуючого випромінювання в дозі 1,0 Гр викликає стимуляцію ферментативної активності ПНФ у лімфоїдних клітинах тимусу та селезінки. Так, активність ферменту зростала у 1,4 і 1,3 раза відповідно для тимоцитів та спленоцитів. При дії на щурів, що попередньо отримали рибоксин, радіації в дозі 1,0 Гр відмічається модулюючий вплив препарату на активність ПНФ лімфоцитів, а саме статистично вірогідне пригнічення ферментативної активності ПНФ на 23% для тимоцитів та на 32% для лімфоцитів селезінки порівняно з активністю ПНФ тварин, опромінених в дозі 1,0 Гр. За тотального опромінення щурів у летальній дозі спостерігається різнонаправлений характер змін активності ПНФ у лімфоцитах досліджуваних органах. Так, у клітинах тимусу має місце зростання ферментативної активності ПНФ на 62% порівняно з контролем. 



У спленоцитах у відповідь на дію рентгенівського випромінювання в дозі 7,78 Гр відбувається пригнічення пуриннуклеозидфосфорилазної активності у 1,4 раза, що становить 72% від контрольного показника. 



Активація ПНФ створює умови для акумуляції у клітинах гіпоксантину, який згідно з роботою Требенок З.А. та співавт. (97( здатний викликати деградацію ядерного матеріалу як безпосередньо, так і опосередковано, через активацію прооксидантної форми ферменту КсО. 

Підсумовуючи вищевикладене, можна виділити наступні зміни активності ключових ферментів обміну пуринів за дії іонізуючої радіації в дозах 1,0 Гр і 7,79 Гр, а саме: зростання ферментативної активності АК, АД, АДА, ПНФ у тимоцитах та АД спленоцитів за обох доз рентгенівського випромінювання; пригнічення активності АК, АДА лімфоцитів селезінки та 5'‑нуклеотидази у клітинах тимусу і селезінки за дії променевого фактору у досліджуваних дозах, а також стимуляцію пуриннуклеозидфосфорилазної активності для 1,0 Гр та її інгібування після опромінення тварин в дозі 7,78 Гр .

Враховуючи суттєве значення вмісту ендогенного АТФ для забезпечення нормального протікання клітинних реакцій та його участь як безпосереднього субстрату реакції та алостеричного ефектору у регуляції активності багатьох ферментних систем, в тому числі і ферментів метаболізму пуринів, показаний нами модифікуючий ефект рибоксину на активність досліджуваних ферментів можна пояснити саме за рахунок описаної у літературі здатності препарату нормалізувати рівень макроергу. На нашу думку, оскільки інозин є одним з інтермедіатів пуринового обміну, що знаходиться на перехресті двох метаболічних шляхів деградації аденілової кислоти (дефосфорилювання та дезамінування) певний нормалізуючий вплив рибоксину на ферментативну активність за умови опромінення тварин можливий внаслідок або стимуляції, або пригнічення активності відповідних ферментів за механізмом зворотного зв’язку. 

Таким чином, на підставі отриманих даних можна зробити висновок, що за променевого ураження у лімфоїдних органах опромінених тварин відбуваються значні порушення функціональної активності ферментів пуринового обміну, що супроводжується активацією катаболічних реакцій, і, враховуючи важливе значення аденілових нуклеотидів у метаболізмі клітини, призводить до розвитку променевих ефектів та може розглядатися як ще один із механізмів реалізації цито- та генотоксичного ефекту іонізуючої радіації. Представлені дані по вивченню дії рибоксину на активність ферментів обміну пуринів у лімфоцитах опромінених тварин свідчать про певний нормалізуючий вплив препарату на досліджувані показники порівняно з відповідними результатами за дії променевого чинника. 

3.4. Розвиток внутрішньоклітинного оксидативного стресу у лімфоцитах тимусу та селезінки за дії іонізуючої радіації та на фоні введення рибоксину 

Дослідженнями останніх років частково підтверджується гіпотеза про роль вільнорадикальних процесів за участю активованих кисневих метаболітів в індукованій радіацією загибелі клітин (63(. Роль оксидативного стресу як провідної ланки при індукції програмованої клітинної загибелі виявляється у підвищенні рівня АКМ (
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, НО¯2, ОН¯, Н2О2, NO¯ та інших ), що призводить до пошкодження молекули ДНК, порушення функцій мітохондрій, зміни ліпідного складу мембран внаслідок інтенсифікації процесів перекисного окиснення ліпідів, деструкції білкових молекул та глікозаміногліканів (133]. Отже, редокс-стан клітини і рівновага між утворенням радикалів та їх детоксикацією впливає на ранні стадії розвитку інтерфазної загибелі. З метою виявлення радіочутливих ланок останньої було досліджено роль прооксидантної ферментної системи ксантиноксидаза/ксантиндегідрогеназа, швидкість генерування супероксидних аніон-радикалів, активність антиоксидантного ферменту супероксиддисмутази та оцінено ступінь окиснювальної модифікації білкових молекул за променевого ураження організму. 

3.4.1. Активність ксантиноксидази та ксаниндегідрогенази 

Одним з загальновідомих представників прооксидантних ферментних систем організму є ксантиноксидаза – один з ключових ферментів термінальної стадії катаболізму пуринів у ссавців. 

Як зазначалося вище, у клітинах фермент залежно від умов функціонування, представлений двома відмінними формами – дегідрогеназною (КсД), для якої кінцевим акцептором електронів виступає НАД+ і оксидазною (КсО), коли функцію акцептору виконує молекулярний кисень (187,193]. Згідно з сучасними даними, за дії іонізуючого випромінювання дегідрогеназна форма КсО через ряд проміжних станів трансформується в оксидазну (197(. Характерною особливістю О-форми КсО є її здатність до одноелектронного відновлення кисню з утворенням супероксидного аніон‑радикалу. Надлишок 
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 як безпосередньо, так і через утворення високореакційноздатного радикалу ОН¯ та синглетного кисню сприяє ініціації ланцюгових вільнорадикальних реакцій у клітинах. 

Незважаючи на важливість ксантиноксидазної/ксантиндегідрогеназної системи, даних відносно її участі у механізмі реалізації пошкоджуючого ефекту іонізуючої радіації недостатньо. Враховуючи роль КсО у продукуванні вільних радикалів на наступному етапі досліджень ми оцінювали внесок ферментної системи ксантиноксидаза/ксантидегідрогеназа у розвиток радіаційно-індукованої загибелі лімфоїдних клітин радіочутливих органів щурів. 

Через три години після тотального опромінення тварин в досліджуваних дозах (1,0 Гр та 7,78 Гр) відбувається активація оксидазної форми ферменту у лімфоцитах тимусу (рис. 3.17). Нами показано статистично вірогідне зростання ксантиноксидазної активності у тимоцитах щурів у 2,3 раза за дії іонізуючої радіації в дозі 1,0 Гр. 



Відповідно до результатів, представлених на рис. 3.17, підвищення дози опромінення призводить до подальшої активації КсО і, за дози 7,78 Гр, активність ферменту зростала втричі. Одержані дані узгоджуються з дослідженнями Антушевич А.Е. та співавт., які встановили підвищення активності КсО у лімфоцитах тимусу щурів у 3,5 раза за опромінення в дозі 7,5 Гр (5(. 

Представлені дані по вивченню дії рибоксину на активність ферменту за опромінення тварин в дозах 1,0 Гр і 7,78 Гр свідчать про певний нормалізуючий ефект препарату на досліджуваний показник порівняно з результатами за дії променевого чинника. Так, за радіаційного впливу на фоні попереднього введення рибоксину ферментативна активність КсО у тимоцитах достовірно знижувалася на 35% порівняно з активністю ферменту тварин, опромінених в дозі 1,0 Гр і на 16% за дії летальної дози. Подібний ефект препарату може бути пояснений з позицій його нормалізуючого впливу на обмінні процеси клітини, зокрема на метаболізм пуринових нуклеотидів, нуклеозидів. 

Окрім того, здійснюючи інгібуючий вплив на активність ферменту ПАРП (216], рибоксин сприяє збереженню внутрішньоклітинного рівня НАД+, що поряд з описаною у літературі (87,176( здатністю препарату пригнічувати реакції ПОЛ, а отже і частково накопичення АКМ може розглядатися як ще один механізм, який попереджує трансформаційний перехід КсД ( КсО. 

В умовах нашого експерименту спостерігається підвищення сумарної ксантиноксидазної та ксантиндегідрогеназної активності у лімфоцитах тимусу у 1,3 та 1,5 раза відповідно при опроміненні щурів у дозах 1,0 Гр і 7,78 Гр (рис. 3.18). При цьому відсоток КсД від сумарної ферментативної активності знижується до 26 для дози 1,0 Гр та 20 за опромінення в дозі 7,78 Гр. 

Таким чином, іонізуюча радіація на фоні підвищення сумарної активності ферментів активізує процеси аеробного окиснення ксантину, стимулюючи конверсію Д-форми КсО в оксидазну форму. За даними літератури цей трансформаційний перехід може бути зворотним, або незворотним залежно від модифікаційних змін у молекулі ферменту. 



При окисненні сульфгідрильних груп гальмується дегідрогеназна активність і ксантиноксидаза переходить в оксидазну форму, але при цьому ще можливе перетворення ферменту у Д‑форму. Разом з тим відщеплення поліпептидного фрагменту від однієї з субодиниць, супроводжується необоротною конверсією ферменту в О-форму (196(. У роботах останніх років особлива увага приділяється дослідженню ролі певних класів протеїназ, що здійснюють частковий протеоліз КсД. Андрійчук Т.Р. та співав. вказують на підвищення рівня активності ендогенних протеїназ у тимоцитах опромінених тварин, що свідчить про ескалацію клітинного протеолізу і корелює у часі з посиленням оксидазної активності ферменту (3]. У роботі (198( постулюється участь у цьому переході протеази, локалізованої у міжмембранному просторі мітохондрій. Посилене генерування радикалу 
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 активує фосфоліпазу А2, що призводить до змін ліпідного складу, порушення цілісності мітохондріальних мембран та вивільнення у цитоплазму клітини протеолітичних ферментів. Подібне твердження знаходить часткове підгрунття у роботі (43], де продемонстровано значне підвищення ксантиноксидазної активності у фракції структурних компонентів, збагаченої ядрами та мітохондріями. 

У лімфоїдних клітинах селезінки дія іонізуючого випромінювання в дозі 1,0 Гр також викликає активацію прооксидантної форми ферменту, проте, як видно з рис. 3.19, зростання ксантиноксидазної менш виражено порівняно з активністю ферменту у тимусі за цієї ж дози радіації. Так, активність КсО спленоцитів зростала у 1,2 раза відносно контрольного показника. Згідно з нашими даними, за умови опромінення тварин R‑променями в дозі 7,78 Гр статистично вірогідного підвищення активності КсО у спленоцитах виявлено не було – активність ферменту залишалася у межах контрольного значення. 

Оскільки КсО є одним з кінцевих ферментів пуринового обміну ссавців її активність тісно пов’язана з інтенсивністю перетворення пуринів (45(. 



Як відомо (86,104], індуковане радіацією порушення внутрішньоклітинного метаболізму пуринів у лімфоїдній тканині супроводжується ступінчастою деградацією аденілових нуклеотидів. На нашу думку, зростання ксантиноксидазної активності можливе саме за рахунок накопичення у клітинах продуктів розпаду аденілатів – гіпоксантину і ксантину, що виступають специфічними субстратами для КсО. Відповідно до літературних даних, НАД+-залежна активність КсО суттєво пригнічується із збільшенням концентрації останніх, в той час як інгібування субстратом оксидазної форми менш виражено, а при зростанні внутрішньоклітинного рівня молекулярного кисню (як акцептору електронів) інгібуючий вплив взагалі нівелюється (46(. Автори роботи (113( на основі аналізу кінетичних характеристик Д-та О‑форми КсО тимоцитів припускають, що концентрація пуринових субстратів близька до 10-кратної величини Км є критичною для функціонування КсД. Подальше зростання вмісту пуринових основ призводить до конкурентного витіснення пептидного фрагменту, відповідального за спорідненість Д-форми до НАД+. Ще однією вірогідною причиною порушення електрон-акцепторної здатності ксантиндегідрогеназної форми ферменту може бути виснаження внутрішньоклітинного фонду НАД+, яке спостерігається у ранній післярадіаційний період. При його дефіциті надлишковий вміст гіпоксантину обумовлює переважно оксидазну функцію ферменту. 

Доказом на користь значного вкладу ксантиноксидазної реакції у механізм розвитку радіаційно-обумовленої загибелі лімфоїдних клітин є показане у роботі Кишко Т.О. збільшення майже на 60% загибелі тимоцитів за умови присутності у культуральному середовищі гіпоксантину (43(. 

Відсутність достовірних змін ферментативної активності КсО у лімфоцитах селезінки за дії променевого чинника в дозі 7,78 Гр узгоджується з нашими результатами, викладеними у попередньому розділі, де відзначається пригнічення активності аденозиндезамінази і пуриннуклеозидфосфорилази спленоцитів – ферментів, що каталізують послідовні етапи розпаду пуринових нуклеозидів з утворенням гіпоксантину.



Окрім того КсО належить важлива роль у забезпеченні зв’язку пуринового обміну з процесами ПОЛ. Післяпроменева стимуляція ксантиноксидазної активності через утворення супероксидних аніон-радикалів та перекису водню сприяє формуванню надлишкового рівня реакцій пероксидації ліпідів у радіочутливих тканинах. За даними Кожемякіна Л.А. та співавт. у тимоцитах щурів має місце залежність динаміки накопичення МДА та величини активності О-форми КсО – максимальний прояв оксидазних реакцій співпадає у часі з найбільшим рівнем малонового диальдегіду у досліджуваному органі (44]. Зворотність цього зв’язку полягає у модуляції активності ксантиноксидази за участю МДА (139(. З огляду на результати дослідження Haberland A. et al. (154], що вказують на здатність МДА взаємодіяти з NH2‑групами оксидазної, але не дегідрогеназної форми КсО з утворенням основ Шифа, здається логічним припустити, що нижча активність КсО спленоцитів за умови опромінення тварин в дозі 7,78 Гр порівняно з дією радіації в дозі 1,0 Гр, обумовлена акумуляцією у клітинах за цієї дози певного критичного рівня малонового диальдегіду та його інгібуючим впливом на активність ферменту. 

Водночас враховуючи той факт, що КсО є молібден-, залізо- і мідьвмісним флавопротеїдом не виключена участь механізму металокаталізуючого окиснення білків в інактивації ферменту при надмірному генеруванні АКМ (33,68(. Дослідження, проведені in vitro, показали, що при концентрації перекису водню рівній 1,25 мМ, ксантиноксидазна активність знижується на 50%, а при застосуванні 5 мМ Н2О2 – на 100% (41]. Очевидно у порушенні структурної організації молекули КсО беруть участь похідні перекису водню – при зростанні у клітинах рівня останнього відбувається акцепція електронів Н2О2 з утворенням високореакційного радикалу ОН¯, що супроводжується аутоінактивацією КсО. 

З викладеного вище можна зробити висновок, що за дії на тварин рентгенівського випромінювання у досліджуваних дозах відбувається перехід дегідрогеназної форми ксантиноксидази в оксидазну, функціонування якої пов’язано з продукуванням активних кисневих метаболітів, що відповідно з сучасними уявленнями може розглядатися як ще один механізм підсилення процесів ПОЛ та вільнорадикального пошкодження ядерного матеріалу. 

3.4.2. Рівень генерування супероксидних аніон-радикалів 

У літературі останніх років значна увага приділяється дослідженню ролі активних кисневих метаболітів в ініціації та розвитку інтерфазної загибелі лімфоїдних клітин, індукованої різноманітними чинниками. На сьогодні у роботах як вітчизняних, так і зарубіжних вчених показано (13,46(, що один з механізмів реалізації пошкоджуючого ефекту іонізуючої радіації полягає у посиленому утворенні у водних і ліпідних фазах клітини вільних радикалів, здатних стимулювати процеси перекисного окиснення. Присутність кисню у внутрішньоклітинному середовищі сприяє збільшенню виходу АКМ і, відповідно, підсиленню радіаційного ефекту. 

Оскільки первинним АКМ майже у всіх оксирадикалгенеруючих системах виступає продукт одноелектронного відновлення кисню – супероксид, ми проводили дослідження рівня цього аніон-радикалу у лімфоїдних клітинах тимусу і селезінки за променевого ураження. 

Згідно з даними, представленими на рис. 3.21, при дії на тварин іонізуючої радіації в дозах 1,0 Гр та 7,78 Гр спостерігається посилення генерування супероксидних аніон-радикалів у лімфоцитах тимусу. Так, через три години після загального опромінення щурів в дозі 1,0 Гр рівень генерування 
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 зростав на 24% порівняно з контрольним значенням. При підвищенні дози опромінення до 7,78 Гр відбувається подальше зростання швидкості генерування супероксидних радикалів у 1,8 раза. У лімфоїдних клітинах селезінки також має місце зростання рівня генерування 
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 у 1,3 раза за дії на щурів променевого чинника в дозі 1,0 Гр, в той час як за умови радіаційного впливу у летальній дозі статистично вірогідних змін внутрішньоклітинного вмісту супероксиду виявлено не було – швидкість генерування 
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 залишалася у межах контрольних значень. 



Підвищення рівня 
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 може свідчити про радіаційно-обумовлену дискоординацію клітинного метаболізму внаслідок порушення функціонування систем продукування та утилізації вільних радикалів. 

З огляду на те, що одним з можливих джерел утворення АКМ, зокрема 
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 у тканинах організму є електронтранспортний ланцюг мітохондрій (68], відмічене в умовах нашого експерименту зростання рівня супероксидного аніон-радикалу може бути пов’язано з радіаційним ураженням функцій мітохондріальної цитохром‑с‑оксидази, що при одночасній активації ферменту сукцинатдегідрогенази супроводжується посиленням генерування 
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 (39(. А оскільки мітохондрії є органелами, чутливими до дії АКМ, така метаболічна ситуація, з одного боку, призводить до пригнічення реакцій синтезу АТФ і, як наслідок, до виснаження у клітинах фонду макроергу і, разом з тим, сприяє порушенню структурної цілісності мітохондріальної мембрани, дислокації у цитоплазму апоптогенних чинників та надходженню до клітини вільних радикалів. 

Вагома роль у зростанні клітинної продукції 
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 належить стимуляції ксантиноксидазної реакції, яка відповідно з результатами, наведеними у попередньому підрозділі, має місце у досліджуваних органах за променевого ураження. 

З іншого боку, оскільки початкові етапи пероксидації ліпідів супроводжуються інтенсивним продукуванням АКМ, в тому числі і 
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, показане нами зростання рівня останнього у лімфоїдних клітинах радіочутливих органів може бути обумовлено активацією реакцій ПОЛ, що узгоджується з результатами роботи (11(.

Згідно з сучасними літературними даними супероксидний аніон‑радикал є потенційним джерелом більш реакційноздатних форм АКМ – синглетного кисню та гідроксильного радикалу внаслідок, відповідно або спонтанної дисмутації аніон-радикалів, або їх залучення до реакції Хабера‑Вайса (6,96,99]. Тому здається логічним припустити, що надмірна акумуляція у клітинах 
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 створює передумови для подальшої ініціації вільнорадикальних ланцюгових процесів. Водночас оскільки супероксидний аніон-радикал належить до доволі стабільних сполук, здатних дифундувати від місця утворення по аніонних каналах клітинних мембран виникає загроза його проникнення до ядра та ураження структурної цілісності хроматину (46(. 

Отже, за дії на тварин рентгенівського випромінювання у лімфоїдних клітинах досліджуваних органів спостерігається зростання швидкості генерування супероксидних радикалів, що враховуючи широкий спектр дії 
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 обумовлює формування патобіохімічних механізмів посилення та реалізації радіаційних уражень критичних клітинних структур. 

3.4.3. Визначення активності супероксиддисмутази 

Супероксиддисмутаза (КФ1.15.1.1) є важливим регулятором окиснювального гомеостазу клітини, одним з компонентів фізіологічної антиоксидантної системи захисту організму, роль якої стає значущою при різних вільнорадикальних патологічних станах, зокрема обумовлених впливом променевого чинника. Фермент каталізує реакцію знешкодження радикалів 
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 шляхом їх дисмутації з утворенням менш реакційноздатних молекул перекису водню і триплетного кисню (78(. СОД єдина серед найбільш активних антиоксидантних ферментів безпосередньо забезпечує обрив ланцюгів киснезалежних вільнорадиакльних реакцій у клітинах аеробних організмів. 

За нормальних умов в організмі підтримується певне співвідношення між активністю компонентів антиоксидантної системи, що забезпечують необхідну стаціонарну концентрацію низькомолекулярних метаболітів та реакціями, пов’язаними з продукуванням цих метаболітів. Відомо, що дія на організм іонізуючої радіації супроводжується істотним порушенням антирадикального захисту організму внаслідок зсуву рівноваги у прооксидантно‑антиоксидантній системі у бік надмірного генерування АКМ (12,13(. 

Враховуючи сучасні уявлення щодо провідної ролі СОД у метаболізмі активних форм кисню та суттєвий внесок супероксидних радикалів в індукцію і розвиток оксидативного стресу нами проводилися дослідження активності цитоплазматичної Сu2+-Zn2+-вмісної СОД у лімфоїдних клітинах тимусу та селезінки за дії низької та летальної доз. 

В умовах нашого експерименту було встановлено статистично вірогідне підвищення активності СОД у лімфоцитах тимусу через три години після дії на тварин рентгенівського випромінювання в дозах 1,0 Гр та 7,78 Гр. Відповідно до результатів, наведених на рис. 3.22, дія радіації в дозі 1,0 Гр викликає зростання супероксиддисмутазної активності на 9% порівняно з контрольним показником. 

За умов опромінення піддослідних тварин в дозі 7,78 Гр спостерігається подальша стимуляція супероксиддисмутазної активності (14%). Отримані дані корелюють з результатами ряду дослідників (20,29,225(, що вивчали зміни активності даного ферменту за дії іонізуючого випромінювання. 

Описана у літературі резистентність молекул СОД до дії факторів зовнішнього середовища, в тому числі і до високих доз радіації (24], дозволяє припустити, що порушення активності ферменту не пов’язано з деструктивними змінами у структурі СОД внаслідок прямої дії випромінювання. 

Можливо значне підвищення активності останньої є наслідком збільшення у клітинах концентрації супероксидного аніон‑радикалу оскільки відомо, що зміна активності СОД тісно пов’язана з вмістом супероксидних радикалів. Так, наприклад, зростання з віком активності Mn2+-вмісного ферменту у мозку щурів обумовлено посиленням продукування 
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 в електронтранспортному ланцюгу мітохондрій (78(. 



Згідно з даними, викладеними у попередньому підрозділі, збільшення концентрації 
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 значною мірою визначається післяпроменевою стимуляцією (у результаті трансформаційного переходу) дегідрогеназної форми ксантиноксидази. Радикал 
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, виступаючи безпосереднім субстратом у супероксидисмутазної реакції сприяє активації ферменту. Водночас підвищення ферментативної активності СОД може бути результатом індуктивного синтезу нових молекул ферменту у відповідь на надлишок у клітинах 
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 (67,82]. Адже відомо, що біосинтез внутрішньоклітинних ферментативних АО є генетично детермінованим, а зумовлене опроміненням зростання концентрації АКМ призводить до прямого порушення структурної організації молекули ДНК і, як наслідок, до активації транскрипції ряду генів, серед яких і гени окремих компонентів антиоксидантної системи. Подібний принцип регуляції найбільш детально досліджено на бактеріальних клітинах. Для ссавців дані щодо експресії генів АО ферментів під час розвитку оксидативного стресу дещо суперечливі, хоча більшість авторів вказують на зростання активності даних ферментів зі збільшенням концентрації радикалів 
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 і Н2О2 у різних типах клітин. Такий механізм регуляції активності є доцільним, якщо врахувати важливе значення супероксиддисмутази для захисту аеробних організмів від токсичної дії кисню. 

У наступній серії досліджень ми вивчали дію променевого чинника на активність ферменту лімфоцитів селезінки. Показано, що характер післярадіаційних змін активності СОД спленоцитів щурів відрізняється від такого у клітинах тимусу. Результати проведених досліджень представлено на рис. 3.23, згідно з якими за обох доз рентгенівського випромінювання відбувається достовірне зниження супероксиддисмутазної активності у спленоцитах. Так, при опроміненні тварин в дозі 1,0 Гр активність ферменту становила 94% від значення контролю. При підвищенні дози до 7,78 Гр спостерігається подальше пригнічення супероксиддисмутзної активності на 14%. 



Нами показано, що за опромінення піддослідних тварин в дозах 1,0 Гр та 7,78 Гр на фоні попереднього введення препарату рибоксину спостерігається наближення активності ферменту до значення контролю для 1,0 Гр та статистично вірогідне зростання активності СОД на 12% порівняно з ферментативною активністю СОД у спленоцитах щурів, опромінених у летальній дозі. 

Враховуючи той факт, що активність супероксиддисмутази знаходиться під контролем нейрогуморальних механізмів – вивільнення гормону інсуліну активно впливає на біосинтез та розпад ферменту (78], а рибоксин стимулює інсулінову продукцію (176( можна припустити участь цього шляху регуляції активності СОД за введення рибоксину. 

Разом з тим згідно з результатами роботи (87] введення рибоксину сприяє збереженню у клітинах концентрації відновленого глутатіону, який за рахунок відновлення атомів Сu2+ в активному центрі ферменту призводить до зростання ферментативної активності СОД (47(. 

Згідно сучасних уявлень регуляція активності СОД відбувається за участю всієї багатокомпонентної редокс-системи клітини. Активність ферменту тісно пов’язана з інтенсивністю процесів ПОЛ і залежить від вмісту у клітинах продуктів пероксидації ліпідів – надмірне накопичення токсичних інтермедіатів викликає гальмування активності СОД та інших ферментів антиоксидантної системи (12,36(. Таким чином, підвищення активності ферменту тимоцитів щурів можна розглядати як відповідь на променеву активацію процесів ПОЛ (74(. В той час як показане нами зниження активності супероксиддисмутази у лімфоцитах селезінки, найімовірніше, може бути обумовлено зростанням вмісту продуктів ПОЛ (зокрема перекису водню) за рахунок дискоординації дії компонентів антиоксидантної ферментної системи та виступати проявом їх поступового ушкодження активними продуктами перекисного окиснення ліпідів. 

Літературні дані щодо участі АКМ в окиснювальній деструкції білків дозволяють припустити, що зниження ферментативної активності СОД може бути наслідком окиснювальної модифікації молекули ферменту. Процес інактивації СОД детально досліджено на всіх рівнях організації білкової молекули. Пошкоджуючі білок активні кисневі метаболіти формуються безпосередньо в активному центрі ферменту, що пояснює високоселективну модифікацію залишку гістидину-118 до 2‑оксо‑гістидину (7]. Безпосереднім інактивуючим фермент агентом виступає гідроксильний радикал ОН¯, що утворюється у реакціях Фентона і Хабер‑Вайса з перекису водню за умови надлишку супероксиду (39,96]. Так, в експериментах Salo D.C. et al. показано, що інкубація супероксиддисмутази у середовищі, що містить радикали призводить до розщеплення молекули ферменту та супроводжується появою додаткових білкових фракцій під час електрофоретичного розділення, що автори роботи пояснюють за рахунок окиснювальної деградації супероксиддисмутази (199(. Таке уявлення узгоджується зі здатністю атомів міді в активному центрі ферменту прискорювати швидкість генерування вільних радикалів (58,208]. Ще одним доказом на користь участі металів змінної валентності в інактивації СОД є той факт, що Mn2+-вмісна супероксиддисмутаза не здатна модифікуватися при її інкубації з Н2О2. Шаронов Б.П. та співавт. виявили, що гіпохлорит HOCl також спричиняє окиснювальну модифікацію молекули СОД еритроцитів людини, проте, на відміну від вищеперерахованих радикалів, механізм інактивації не пов’язаний з окисненням амінокислотних залишків, що входять до складу активного центру ферменту (112(. 

Разом з тим пригнічення супероксиддисмутазної активності за принципом зворотного зв’язку викликає різке підвищення у клітинах вмісту продуктів пероксидації ліпідів. 

Таким чином, за дії на тварин іонізуючої радіації спостерігаються порушення у функціонуванні ферменту супероксиддисмутази – важливої ланки антиоксидантного захисту організму, що забезпечує регуляцію вільнорадикальних процесів клітинного метаболізму. 

3.4.4.Оцінка ступеня окиснювальної модифікації білкових молекул 

Представлені у попередніх розділах дані вказують на важливу роль оксидативного стресу у патогенезі променевого ураження. Згідно з літературою останніх років, активні форми кисню зумовлюють не лише активацію процесів пероксидації ліпідів, порушення структурної організації нуклеїнових кислот, але й окиснювальну деструкцію білкових молекул (6,140(. Деякі автори вважають, що пошкоджуючого впливу АКМ спочатку зазнають не ліпіди, а білки плазматичної мембрани, що призводить до їх деполімеризації і, врешті‑решт, до лізису клітини. Тобто, вільні радикали та продукти ПОЛ можуть впливати самі і виступати як фактори ініціації окиснювальної модифікації білків, що викликає порушення конформації та функціонування як розчинних, так і мембраннозв’язаних ферментних комплексів, рецепторів, іонних каналів і супроводжується глибокими змінами метаболізму клітини. Зростання внутрішньоклітинного вмісту окиснених білків може бути раннім критерієм ураження тканин активними кисневими метаболітами і у деяких випадках досягає 50-70% всього клітинного білка (68].

Тому на наступному етапі роботи ми оцінювали ступінь окиснювальної модифікації білкових молекул під час розвитку інтерфазної загибелі лімфоїдних клітин за дії іонізуючої радіації. 

Результати проведених нами досліджень представлено на рис. 3.24. Аналізуючи ці дані можна побачити, що через три години після тотального опромінення щурів в дозах 1,0 Гр та 7,78 Гр рівень окиснювальної модифікації білків у лімфоцитах тимусу та селезінки суттєво відрізняється – у спленоцитах має місце зростання вмісту фенілгідразонів за обох доз радіації, в той час як у лімфоцитах тимусу ступінь окиснювальної модифікації білків знижується на 25% за дози 1,0 Гр та залишається у межах контрольного значення при опроміненні тварин у летальній дозі. 



Отримані результати свідчать про різну спрямованість радіаційно‑обумовлених порушень метаболічних процесів у лімфоїдних клітинах тимусу та селезінки. 

Слід зазначити, що процеси модифікації білкових молекул за участю активних кисневих метаболітів протікають не лише при патологічних станах. 

За фізіологічних умов у клітинах існує деякий рівень окиснювально модифікованих білків, який відображає баланс між швидкістю окиснення, протеолітичної деградації та швидкістю синтезу білкових молекул і виступає як можливий механізм регуляції метаболізму білків, активації мультикаталітичних ферментних систем, які забезпечують вибіркове руйнування окиснених білків [34,129,195]. У деяких випадках окиснювальна інактивація є тією маркерною стадією, що робить білки чутливими до прискореного ендогенного протеолізу оскільки протеолітичні ферменти розщеплюють модифіковані білкові молекули набагато швидше ніж нативні. Один з шляхів розпаду пошкоджених білків полягає в їх неферментативному руйнуванні при сумісній дії супероксидного та гідроксильного радикалів (7(. Проте, як уже зазначалося, ефективнішою є деградація за участю як окремих цитоплазматичних протеаз, так і високоспецифічних ферментних комплексів (146]. Показане нами деяке зниження ступеня окиснювальної модифікації білкових молекул у лімфоцитах тимусу за опромінення тварин в дозі 1,0 Гр можливо пов’язано з активацією процесів протеолізу, які згідно з роботою (3( мають місце у тимоцитах на початкових етапах після дії променевого чинника. 

За умов одноразового опромінення щурів R‑променями у досліджуваних дозах було виявлено зростання вмісту фенілгідразонів у лімфоцитах селезінки, причому з підвищенням дози ступінь окиснювальної модифікації білків також збільшувався. Так, вміст альдегід- і кетонпохідних нейтрального характеру за радіаційного впливу в дозах 1,0 Гр та 7,78 Гр був вищим за аналогічний показник у спленоцитах інтактних тваринах відповідно на 22% та 39%, що узгоджуються з результатами робіт (190,206(, де автори вказують на інтенсифікацію процесів окиснювальної модифікації білків у клітинах селезінки та гепатоцитах у відповідь на дію опромінення в дозі 10 Гр. 

Внутрішньоклітинний рівень окиснювально модифікованих білків, з одного боку, залежить від інтенсивності генерування АКМ, а отже і від факторів, що провокують їх утворення, з іншого – визначається функціональною активністю ендогенних антиоксидантів і пов’язаний з буферною ємністю про- і антиоксидантної системи. Як відомо, зростання рівня АКМ у клітинах поряд з іншими ефектами супроводжується руйнуванням і основних АО ферментів, виходячи з чого можна припустити, що зростання рівня окиснювальної модифікації білків частково обумовлено накопиченням у клітинах, інактивованих у процесі каталізу АО ферментів. Водночас значна активація ферментів-антиоксидантів, зокрема супероксиддисмутази, у лімфоїдних клітинах тимусу можливо попереджує пошкодження структури білкових молекул активними кисневими радикалами при дії іонізуючої радіації в дозі 7,78 Гр. 

Згідно з сучасними літературними даними, у клітинах поряд з модифікацією білків за участю кисневих метаболітів, існує так званий неокиснювальний шлях утворення карбонільних похідних, якмй полягає у модифікації молекули білка альдегідами (118]. Так, в експериментах Burcham P.C. et al. (131( було показано, що інкубація білків з різним альдегідами, у тому числі МДА, концентраційно-залежним чином індукує зростання ступеня окиснювальної модифікації білкових молекул. А оскільки дія іонізуючої радіації супроводжується інтенсифікацією реакцій ПОЛ та накопиченням у клітинах продуктів пероксидації ліпідів можна припустити, що відмічене нами зростання ступеня окиснювальної модифікації білків у спленоцитах опромінених щурів частково обумовлено саме неокиснювальним механізмом формування карбонільних похідних. 

Таким чином, розвиток інтерфазної загибелі лімфоцитів тимусу та селезінки за променевого ураження супроводжується порушенням ступеня окиснювальної модифікації білкових молекул, інтенсивність якої залежить від метаболічного стану клітини і різко зростає при вільно-радикальних патологіях. 

3.5. Показники окисного фосфорилювання у пермеабілізованих тимоцитах щурів у контролі та при дії рибоксину 

На сьогодні накопичений значний експериментальний матеріал по дослідженню процесів окисного фосфорилювання в ізольованих мітохондріях, в той час вивчення метаболічного стану мітохондрій безпосередньо у клітинах пов’язано з рядом труднощів, обумовлених, зокрема, низькою проникністю плазматичної мембрани для більшості мітохондріальних субстратів. Тому важливого значення набуває вивчення мітохондрій in situ, у пермеабілізованих клітинах. Цей підхід заснований на здатності дігітоніну специфічно порушувати бар’єрні властивості мембран за рахунок його взаємодії з холестерином, що входить до складу більшості клітинних мембран, але відсутній у внутрішній мітохондріальній мембрані. 

Результати дослідження впливу рибоксину на окисне фосфорилювання у пермеабілізованих тимоцитах щурів наведені у табл.9.1. З аналізу цих даних видно, що пермеабілізовані тимоцити окиснюють з постійною швидкістю НАД+-залежні субстрати (глутамат та малат). Внесення до середовища інкубації АДФ сприяє активації процесів окиснення і коефіцієнт фосфорилювання АДФ/О наближається до 0,92. Такий низький коефіцієнт фосфорилювання у пермеабілізованих тимоцитах, напевно, пов’язаний з тим, що мітохондрії в умовах in situ проявляють меншу реактивність і процеси окиснення та фосфорилювання протікають менш ефективно, порівняно з виділеними з клітини мітохондріями. Однак, як видно з таблиці, основні показники, що характеризують дихання мітохондрій тимоцитів (V2, V3, V4, ДК, АДФ/О, Vф та VДНФ ) знаходяться у межах допустимих величин. З наведених результатів також видно, що внесення до середовища інкубації 200 мкМ інозину активує процеси окиснення та фосфорилювання, а розрахований нами коефіцієнт інозин/О становив 1,24 і був дещо вищий ніж АДФ/О. 

Таким чином, на основі отриманих нами даних можна зробити висновок, що позитивні ефекти інозину як у випадку використання його в якості радіопротектора (17,49,56,92(, так і стабілізуючий вплив інозину на клітинні обмінні процеси пов’язані насамперед з активацією енергетичних процесів. Цей факт підтверджується також багаточисельними літературними даним (26,52 ], які свідчать, що введення інозину стимулює накопичення у клітинах АТФ. 

Таблиця 3.3
Вплив інозину на окисне фосфорилювання у пермеабілізованих тимоцитах щурів V2, V3, V4, VДНФ у мкатом О2/хв на 8×107 клітин/мл, Vф у мкмоль АДФ/хв на 8×107 клітин/мл, суміш 10 мМ глутамат та 5 мМ малат (Г/М) 

	Умови

досліду 
	Показники (М(m; n=5)

	
	V2
	V3
	V4
	ДК
	АДФ/О
	інозин/О
	Vф
	VДНФ

	Контроль


	0,77(0,08
	1,13(0,09
	0,67(0,01
	1,68(0,18
	0,92(0,06
	  _____
	1,05(0,05
	1,03(0,04

	Контроль

+інозин
	0,80(0,02
	1,23(0,14(
	0,70(0,05
	1,75(0,07
	  _____
	1,24(0,20
	1,5(0,5(
	1,72(0,1(


( – різниця з контролем достовірна, р(0,05 

Примітка: для оцінки функцій електронтранспортного ланцюгу мітохондрій використовували наступні показники: V2 – додавання у середовище суміші 10 мМ глутамат та 5 мМ малат, V3 – додавання АДФ, V4 – стан після повного використання АДФ, ДК – дихальний контроль, АДФ/О – коефіцієнт фосфорилювання, Vф – швидкість фосфорилювання, та VДНФ – швидкість поглинання О2 за умови повного роз’єднання окиснення та фосфорилювання при внесенні до інкубаційного середовища 2,4-ДНФ, інозин/О – коефіцієнт фосфорилювання при використанні інозину.

ЗАКЛЮЧЕННЯ 

На сьогодні вивчення механізмів цито- та генотоксичного ефекту радіації є предметом багаточисельних досліджень, що розвиваються у рамках сучасної радіаційної біології. Принциповою особливістю дії іонізуючого випромінювання, на відміну від інших пошкоджуючих агентів, є його здатність проникати у клітини та субклітинні структури і, викликаючи одномоментну іонізацію атомів та молекул, пошкоджувати їх. Основними радіобіологічними ефектами опромінення є інтерфазна та репродуктивна загибель клітини (перша – після опромінення до вступу клітини у мітоз; друга – загибель клітини, яка пройшла один або кілька мітотичних циклів), муто- і канцерогенез і, як наслідок, скорочення тривалості життя організму в цілому. Послідовність біохімічних реакцій, що розвиваються в організмі опромінених тварин, привертає значну увагу дослідників. Суттєва роль у реалізації інтерфазної загибелі клітини належить порушенню структурної організації та функціональної активності хроматину (65,69,75(. 

Нашими експериментальними дослідженнями показано, що за дії рентгенівського випромінювання в дозах 1,0 Гр та 7,78 Гр у тимоцитах і спленоцитах відбувається деградація ядерного матеріалу, що супроводжується накопиченням у клітинах полідезоксирибонуклеотидів, які під час електрофорезу в агарозному гелі виявляються у вигляді смуг, кратних фрагментам ДНК довжиною 200 пар основ. При цьому на електрофореграмах ДНК спостерігається поява характерної „драбини”, яка згідно з сучасними даними є одним з загальновідомих доказів міжнуклеосомної фрагментації молекули ДНК (53,66,144,227(. Таким чином, виявлені зміни вказують на те, що в умовах нашого експерименту лімфоїдні клітини тимусу і селезінки зазнають саме немітотичної загибелі. 

При дослідженні рівня міжнуклеосомної фрагментації хроматину тимоцитів і спленоцитів за дії рентгенівського випромінювання на фоні попереднього введення препарату рибоксину спостерігали появу дискретних зон, проте, характер змін був менш вираженим порівняно з відповідними результатами при опроміненні щурів. 

Численні наукові дані щодо вивчення шляхів обміну пуринів за променевого ураження свідчать про післяпроменеве посилення катаболізму аденілових нуклеотидів у лімфоцитах (8,86,101,104(. Значне зниження концентрації АТФ розглядають як одну з можливих причин радіаційно‑індукованої інтерфазної загибелі лімфоїдних клітин. Дослідження вмісту компонентів аденілової системи та аналіз отриманих результатів при порівнянні зі змінами активності ферментів їх метаболізму суттєво доповнить та розширить наші знання щодо молекулярних механізмів пошкоджуючого ефекту іонізуючої радіації. 

У ході проведених досліджень було встановлено статистично вірогідне зниження внутрішньоклітинного рівня АТФ у лімфоцитах тимусу і селезінки опромінених тварин. Ресинтез АТФ забезпечується переважно за рахунок процесів окисного фосфорилювання та гліколізу, останній, за дії променевого чинника активується, але разом з тим значно пригнічується інтенсивність фосфорилювання, що на фоні незбалансованості реакцій, які протікають з затратами АТФ призводить до значного падіння рівня клітинного аденозин-5(-трифосфату. Зменшення пулу макроергу у лімфоцитах тварин, що зазнали опромінення узгоджується з встановленими нами змінами ферментативної активності АК: зростання аденілаткіназної активності у тимоцитах ще більше поглиблює обумовлене радіацією порушення обміну аденілових нуклеотидів та сприяє подальшому виснаженню фракції АТФ, в той час як пригнічення активності АК у лімфоцитах селезінки за дії обох доз іонізуючого випромінювання може свідчити про значне зниження рівня клітинного АТФ – одного з субстратів ферменту. Отримані нами результати по дослідженню активності АК у спленоцитах опромінених тварин корелюють з більш вираженим спустошенням пулу АТФ у даних клітинах. 

Зниження внутрішньоклітинної концентрації АДФ як у випадку стимуляції АК, так і за умови пригнічення аденілаткіназної активності при одночасному ураженні процесів синтезу АТФ можливе за рахунок індукованого радіацією підвищення активності неспецифічних клітинних АДФ‑аз. 

Посилення деградації пуринових нуклеотидів призводить до зростання внутрішньоклітинного рівня АМФ, що створює передумови для активації ферменту АМФ-дезамінази, яка згідно з одержаними даними має місце у клітинах тимусу та селезінки за променевого ураження. Результатом стимуляції ферментативної активності АД є показана нами акумуляція у лімфоїдних клітинах ІМФ. 

Зростання АМФ-дезаміназної активності у тимоцитах та спленоцитах на фоні пригнічення активності 5(-нуклеотидази за дії обох доз рентгенівського випромінювання свідчить про переважну участь на ранніх етапах інтерфазної загибелі лімфоїдних клітин механізму деградації АМФ саме через реакцію дезамінування нуклеотиду. 

Оскільки одним з продуктів ступінчастої деградації АТФ виступає аденозин, на наступному етапі роботи ми досліджували дію іонізуючого випромінювання на аденозиндезаміназу – фермент, який бере участь у регуляції рівня даного нуклеозиду. Встановлено, що за радіаційного впливу у досліджуваних дозах відбувається пригнічення аденозиндезаміназної активності у спленоцитах, наслідком чого є накопичення у лімфоїдних клітинах селезінки аденозину, який відповідно з літературними даними при надмірних концентраціях здійснює цитотоксичний вплив на клітини та обумовлює розвиток імунодефіцитних станів (123,217,218(. У тимоцитах, навпаки, спостерігається післяпроменева активація ферменту, що узгоджується з показаним нами зростанням у клітинах вмісту ендогенного інозину – субстрату для пуриннуклеозидфосфорилазної реакції. 

У відповідності з викладеним вище знаходяться результати дослідження пуриннуклеозидфосфорилазної активності у лімфоцитах тимусу для яких характерною є стимуляція ферментативної активності ПНФ через три години після дії променевого чинника. У спленоцитах опромінених тварин спостерігається різнонаправлений характер змін активності ПНФ, а саме зростання ферментативної активності ПНФ за дії радіації в дозі 1,0 Гр та пригнічення пуриннуклеозидфосфорилазної активності при опроміненні щурів у летальній дозі, що супроводжується акумуляцією у клітинах інозину. 

Нами показано, що активація катаболічної ланки метаболізму аденілових нуклеотидів призводить до зростання у лімфоїдних клітинах тимусу та селезінки концентрації гіпоксантину, що, враховуючи здатність останнього викликати деградацію ядерного матеріалу та через субстратну активацію прооксидантної форми ферменту КсО сприяти ініціації вільнорадикальних ланцюгових реакцій, може мати для клітини ряд негативних наслідків. 

Таким чином, на підставі отриманих нами даних можна зробити висновок, що за тотального рентгенівського опромінення тварин метаболізм аденілових нуклеотидів змінюється у напрямку інтенсифікації катаболічних реакцій. Активація процесів деградації пуринових нуклеотидів є однією з ранніх подій, що розвиваються в організмі тварин у відповідь на дію променевого чинника в дозах 1,0 Гр та 7,78 Гр. 

Дослідженнями останніх років підтверджується гіпотеза про роль оксидативного стресу як провідної ланки під час індукції програмованої клітинної загибелі (11,46,63,133(. Важливе значення у післяпроменевому порушенні клітинного метаболізму належить активним кисневим метаболітам, які виступають своєрідними месенджерами стресу та здатні викликати у клітинах розвиток різноманітних токсичних ефектів. З іншого боку процеси за участю вільних радикалів є обов’язковим атрибутом нормальної життєдіяльності аеробних організмів. За фізіологічних умов деструктивна дія АКМ контролюється за участю складної багаторівневої системи антирадикального захисту, що обумовлює формування у клітинах динамічної рівноваги між продукуванням вільних радикалів та їх елімінацією. Незважаючи на очевидний взаємозв’язок порушення окиснювального гомеостазу з інтерфазною загибеллю лімфоцитів, роль конкретних радикалів у механізмах реалізації цитотоксичного ефекту іонізуючої радіації та можливі шляхи їх утворення у лімфоїдних клітинах тимусу та селезінки на сьогодні остаточно не з’ясовано. 

Відомо, що одним з джерел формування активних кисневих метаболітів у клітинах та тканинах організму виступає ксантиноксидазна реакція, швидкість якої визначається співвідношенням активності двох відмінних за своїми акцепторними властивостями форм ферменту – НАД+‑залежної ксантиндегідрогенази та оксидази, для якої кінцевим акцептором електронів виступає молекулярний кисень (44,113,187,197(. Саме функціонуванн останньої пов’язано з інтенсивним продукуванням супероксидних аніон-радикалів та перекису водню. 

Нами показано, що обумовлене радіацією порушення клітинного метаболізму на фоні підвищення сумарної ксантиноксидазної та ксантиндегідрогеназної активності у лімфоцитах тимусу супроводжується значною активацією оксидазної форми ферменту за обох доз рентгеніського випромінювання, що узгоджується з посиленням ступінчастої деградації аденілових нуклеотидів та акумуляцією у клітинах гіпоксантину. 

Таким чином, оскільки продукти ксантиноксидазної реакції не взмозі зворотно включатися у процеси, направлені на відновлення пулу пуринових нуклеотидів, активація даного метаболічного шляху при незбалансованості його синтезом пуринів de novo призводить до ще більшого зниження концентрації аденілових нуклеотидів і, особливо, аденозин‑5(‑трифосфатів у лімфоцитах тимусу та селезінки. 

Проведені дослідження не виявили суттєвих порушень ферментативної активності КсО у спленоцитах щурів за опромінення в дозі 7,78 Гр, що узгоджується з пригніченням аденозиндезаміназної та пуриннуклеозидфосфорилазної активності у клітинах селезінки. 

Отримані нами дані підтверджуються результатами електронного парамагнітного резонансу, згідно з якими через три години після дії іонізуючої радіації у лімфоїдних клітинах має місце посилення генерування супероксидних аніон-радикалів, що на фоні радіаційно-індукованого виснаження ряду ендогенних ферментативних систем та пулу низькомолекулярних антиоксидантів викликає порушення клітинного гомеостазу і розвиток оксидативного стресу.

Оскільки одним з найактивніших антиоксидантних ферментів, що беруть участь у регуляції інтенсивності процесів вільнорадикального окиснення, є супероксиддисмутаза, на наступному етапі роботи ми досліджували активність даного ферменту у лімфоцитах тимусу і селезінки за променевого ураження. Нами показано значне порушення функціональної активності СОД у тканинах опромінених тварин, причому характер цих змін у лімфоїдних клітинах тимусу та селезінки відрізняється – у тимоцитах спостерігається дозозалежне зростання супероксиддисмутазної активності, в той час як у лімфоцитах селезінки має місце пригнічення ферментативної активності СОД. Така реакція ферменту лімфоцитів тимусу на дію рентгенівського випромінювання, з одного боку, пов’язана з збільшенням внутрішньоклітинної концентрації супероксиду і, разом з тим, може бути наслідком індуктивного синтезу нових молекул ферменту у відповідь на накопичення у клітинах 
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 (67,78,82(. 
Пригнічення активності СОД спленоцитів можна розглядати як прояв певного виснаження антиоксидантної системи захисту організму внаслідок поступового ушкодження її компонентів вільними радикалами та продуктами пероксидації ліпідів. Зниження активності ферменту на фоні активації КсО створює умови для зростання у клітинах рівня супероксидного радикалу, що, враховуючи його здатність до дифузії, не виключає можливість активного проникнення 
[image: image25.wmf]2

O

·

 у ядро, подальшої взаємодії з хроматину, або металами змінної валентності активних центрів ферментів і, до додаткового утворення високореактивних гідроксильних радикалів. 

У відповідності з отриманими даними знаходяться результати дослідження ступеня окиснювальної модифікації білкових молекул у клітинах радіочутливих органів щурів. Останніми роками значна увага дослідників приділяється вивченню ролі активних форм кисню у процесах метаболізму білків як за нормальних умов, так і при різних патологічних станах. Посилене генерування АКМ під час розвитку оксидативного стресу супроводжується не лише активацією процесів ПОЛ, деструкцією нуклеїнових кислот, а й нагромадженням у клітинах окиснювально модифікованих білків, рівень яких може розглядатися як ранній критерій ураження тканин вільними радикалами та свідчити про виснаження потенціалу антиоксидантної системи захисту організму (6,68,140(. Показане нами пригнічення активності СОД у лімфоцитах селезінки корелює в часі з зростанням ступеня окиснювальної модифікації білкових молекул. Не виключено, що збільшення вмісту фенілгідразонів частково пов’язано з накопиченням у клітинах селезінки, інактивованих у процесі каталізу, антиоксидантних ферментів. З огляду на те, що КсО належить до металовмісних ферментів, певний внесок у зростання рівня окиснювальної модифікації білків спленоцитів за умови оксидативного стресу можливий саме за рахунок аутоінактивації ферменту продуктами реакції. 

Відомо, що зазнаючи окиснювальної деструкції АКМ, білкові молекули стають чутливішими до ендогенного протеолізу. Тому певне зниження вмісту фенілгідразонів у тимоцитах опромінених тварин може бути наслідком радіаційно-індукованого підвищення активності внутрішньоклітинних протеїназ та свідчити про ескалацію клітинного протеолізу. 

Підсумовуючи вищевикладене, можна зробити висновок, що за умови тотального опромінення щурів в досліджуваних дозах (1,0 Гр та 7,78 Гр) у лімфоїдних клітинах тимусу і селезінки відбуваються зрушення у системі контролю прооксидантно-антиоксидантного клітинного гомеостазу, які виявляються у стимуляції одного з ключових ферментів термінальної стадії пуринового обміну у ссавців – ксантиноксидази при одночасному порушенні функціональної активності ферменту супероксиддисмутази і супроводжуються зростанням у клітинах рівня генерування радикалів 
[image: image26.wmf]2

O

·

. 

На сьогоднішній час проблема модифікації радіочутливості та пошук засобів спрямованих на запобігання та зменшення біохімічних змін в організмі опромінених тварин залишається однією з найбільш актуальних та інтенсивно досліджуваних проблем не тільки сучасної радіобіології, але й інших суміжних дисциплін. З метою корекції променевих ефектів ми застосовували пуриновий нуклеозид інозин у формі фармакологічного препарату рибоксину, який вводили піддослідним тваринам за 15 хв до опромінення з розрахунку 150 мг препарату на 1000г маси. 

Представлені нами дані по вивченню дії рибоксину за опромінення тварин в дозах 1,0 Гр і 7,78 Гр свідчать про певний нормалізуючий вплив препарату на активність досліджуваних ферментів порівняно з відповідними результатами за дії іонізуючої радіації. Подібний ефект препарату можна пояснити з позицій його нормалізуючого впливу на клітинні обмінні процеси. Так, продукти деградації інозину (гіпоксантин та рибозо-1-фосфат), включаючись у різноманітні метаболічні шляхи, сприяють покращенню енергетичного та пластичного обміну клітини, що призводить до підвищення загальної (неспецифічної) резистентності організму до несприятливих умов середовища, в тому числі і до дії променевого фактору (70,174,202,219(. На основі проведених полярографічних досліджень можна стверджувати, що нормалізуючий ефект препарату рибоксину пов’язаний з стимуляцією енергетичних процесів у клітинах, що, враховуючи важливе значення рівня ендогенного АТФ в умовах радіаційно-обумовленого порушення клітинного метаболізму, зокрема, залежний від вмісту макроергу тип клітинної загибелі, створює передумови для кращого функціонування репараційних систем та ферментних комплексів. 

ВИСНОВКИ

1.
За одноразового рентгенівського опромінення тварин спостерігається порушення включення С14-аденозину у фонд аденілових метаболітів у лімфоїдних клітинах тимусу та селезінки щурів, що свідчить про радіаційно‑індуковані зміни внутрішньоклітинного вмісту пуринових нуклеотидів, нуклеозидів та їх основ. 

2.
Встановлено зростання ферментативної активності аденілаткінази, аденозиндезамінази, пуриннуклеозидфосфорилази тимоцитів та АМФ‑дезаміназної активності клітин тимусу і селезінки. Показано пригнічення аденілаткіназної, аденозиндезаміназної активності спленоцитів, ферментативної активності 5'‑нуклеотидази лімфоїдних клітин тимусу і селезінки за дії променевого чинника в дозах 1,0 Гр та 7,78 Гр, стимуляцію пуриннуклеозидфосфорилазної активності спленоцитів за радіаційного впливу в дозі 1,0 Гр та її інгібування після опромінення в дозі 7,78 Гр. 

3.
За дії іонізуючої радіації в дозах 1,0 Гр та 7,78 Гр відбувається підвищення ксантиноксидазної активності тимоцитів щурів; у клітинах селезінки зростання ферментативної активності ксантиноксидази спостерігається після рентгенівського опромінення в дозі 1,0 Гр. Виявлено взаємозв’язок між активністю ксантиноксидази та швидкістю генерування супероксидних аніон-радикалів у лімфоцитах тимусу і селезінки.

4.
Встановлено різнонаправлений характер індукованих радіацією змін супероксиддисмутазної активності у досліджуваних органах – активацію ферменту у тимоцитах та пригнічення ферментативної активності супероксиддисмутази у лімфоцитах селезінки. 

5.
Показано зростання ступеня окиснювальної модифікації білкових молекул у клітинах селезінки та певне його зниження у лімфоцитах тимусу. 

6.
При опроміненні тварин на фоні введення рибоксину спостерігається модифікуючий ефект препарату, який полягає у нормалізації активності ряду досліджуваних ферментів та його активуючий вплив на показники окисного фосфорилювання. 
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Рис. 3.4 Вміст полідезоксирибонуклеотидів у спленоцитах щурів за дії іонізуючої радіації та на фоні введення рибоксину: 1�контроль на фоні введення рибоксину, 2�опромінення в дозі 1,0 Гр, 3�опромінення в дозі 1,0 Гр на фоні введення рибоксину, 4�опромінення в дозі 7,78 Гр, 5�опромінення в дозі 7,78 Гр на фоні введення рибоксину, 


(�достовірно у відношенні до контролю, 


((�достовірно у відношенні до контролю на фоні введення рибоксину, 


(�достовірно у відношенні до відповідних опромінених груп 








Рис. 3.7 Аденілаткіназна активність у тимоцитах щурів за дії іонізуючої радіації та на фоні введення рибоксину: 1�контроль, 2�контроль на фоні введення рибоксину, 3�опромінення в дозі 1,0 Гр, 4�опромінення в дозі 1,0 Гр на фоні введення рибоксину, 5�опромінення в дозі 7,78 Гр, 6�опромінення в дозі 7,78 Гр на фоні введення рибоксину, 


(�достовірно у відношенні до контролю, 


((�достовірно у відношенні до контролю на фоні введення рибоксину, 


(�достовірно у відношенні до відповідних опромінених груп 
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Рис. 3.8 Аденілаткіназна активність у спленоцитах щурів за дії іонізуючої радіації та на фоні введення рибоксину: 1�контроль, 2�контроль на фоні введення рибоксину, 3�опромінення в дозі 1,0 Гр, 4�опромінення в дозі 1,0 Гр на фоні введення рибоксину, 5�опромінення в дозі 7,78 Гр, 6�опромінення в дозі 7,78 Гр на фоні введення рибоксину, 


(�достовірно у відношенні до контролю, 


((�достовірно у відношенні до контролю на фоні введення рибоксину, 


(�достовірно у відношенні до відповідних опромінених груп 
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Рис. 3.9 АМФ-дезаміназна активність у тимоцитах щурів за дії іонізуючої радіації та на фоні введення рибоксину: 1�контроль, 2�контроль на фоні введення рибоксину, 3�опромінення в дозі 1,0 Гр, 4�опромінення в дозі 1,0 Гр на фоні введення рибоксину, 5�опромінення в дозі 7,78 Гр, 6�опромінення в дозі 7,78 Гр на фоні введення рибоксину, 


(�достовірно у відношенні до контролю, 


((�достовірно у відношенні до контролю на фоні введення рибоксину, 


(�достовірно у відношенні до відповідних опромінених груп 
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Рис. 3.10 АМФ-дезаміназна активність у спленоцитах щурів за дії іонізуючої радіації та на фоні введення рибоксину: 1�контроль, 2�контроль на фоні введення рибоксину, 3�опромінення в дозі 1,0 Гр, 4�опромінення в дозі 1,0 Гр на фоні введення рибоксину, 5�опромінення в дозі 7,78 Гр, 6�опромінення в дозі 7,78 Гр на фоні введення рибоксину, 


(�достовірно у відношенні до контролю, 


((�достовірно у відношенні до контролю на фоні введення рибоксину, 


(�достовірно у відношенні до відповідних опромінених груп
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Рис. 3.11 5'-нуклеотидазна активність у тимоцитах щурів за дії іонізуючої радіації та на фоні введення рибоксину: 1�контроль, 2�контроль на фоні введення рибоксину, 3�опромінення в дозі 1,0 Гр, 4�опромінення в дозі 1,0 Гр на фоні введення рибоксину, 5�опромінення в дозі 7,78 Гр, 6�опромінення в дозі 7,78 Гр на фоні введення рибоксину, 


(�достовірно у відношенні до контролю, 


((�достовірно у відношенні до контролю на фоні введення рибоксину, 


(�достовірно у відношенні до відповідних опромінених груп 
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Рис. 3.12 5'-нуклеотидазна активність у спленоцитах щурів за дії іонізуючої радіації та на фоні введення рибоксину: 1�контроль, 2�контроль на фоні введення рибоксину, 3�опромінення в дозі 1,0 Гр, 4�опромінення в дозі 1,0 Гр на фоні введення рибоксину, 5�опромінення в дозі 7,78 Гр, 6�опромінення в дозі 7,78 Гр на фоні введення рибоксину, 


(�достовірно у відношенні до контролю, 


((�достовірно у відношенні до контролю на фоні введення рибоксину, 


(�достовірно у відношенні до відповідних опромінених груп 
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Рис. 3.13 Аденозиндезаміназна активність у тимоцитах щурів за дії іонізуючої радіації та на фоні введення рибоксину: 1�контроль, 2�контроль на фоні введення рибоксину, 3�опромінення в дозі 1,0 Гр, 4�опромінення в дозі 1,0 Гр на фоні введення рибоксину, 5�опромінення в дозі 7,78 Гр, 6�опромінення в дозі 7,78 Гр на фоні введення рибоксину, 


(�достовірно у відношенні до контролю, 


((�достовірно у відношенні до контролю на фоні введення рибоксину, 


(�достовірно у відношенні до відповідних опромінених груп 
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Рис. 3.14 Аденозиндезаміназна активність у спленоцитах щурів за дії іонізуючої радіації та на фоні введення рибоксину: 1�контроль, 2�контроль на фоні введення рибоксину, 3�опромінення в дозі 1,0 Гр, 4�опромінення в дозі 1,0 Гр на фоні введення рибоксину, 5�опромінення в дозі 7,78 Гр, 6�опромінення в дозі 7,78 Гр на фоні введення рибоксину, 


(�достовірно у відношенні до контролю, 


((�достовірно у відношенні до контролю на фоні введення рибоксину, 


(�достовірно у відношенні до відповідних опромінених груп 
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Рис. 3.16 Пуриннуклеозидфосфорилазна активність у спленоцитах щурів за дії іонізуючої радіації та на фоні введення рибоксину: 1�контроль, 2�контроль на фоні введення рибоксину, 3�опромінення в дозі 1,0 Гр, 4�опромінення в дозі 1,0 Гр на фоні введення рибоксину, 5�опромінення в дозі 7,78 Гр, 6�опромінення в дозі 7,78 Гр на фоні введення рибоксину, 


(�достовірно у відношенні до контролю, 


((�достовірно у відношенні до контролю на фоні введення рибоксину, 


(�достовірно у відношенні до відповідних опромінених груп 








Рис. 3.15 Пуриннуклеозидфосфорилазна активність у тимоцитах щурів за дії іонізуючої радіації та на фоні введення рибоксину: 1�контроль, 2�контроль на фоні введення рибоксину, 3�опромінення в дозі 1,0 Гр, 4�опромінення в дозі 1,0 Гр на фоні введення рибоксину, 5�опромінення в дозі 7,78 Гр, 6�опромінення в дозі 7,78 Гр на фоні введення рибоксину, 


(�достовірно у відношенні до контролю, 


((�достовірно у відношенні до контролю на фоні введення рибоксину, 


(�достовірно у відношенні до відповідних опромінених груп 
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Рис. 3.17 Ксантиноксидазна активність у тимоцитах щурів за дії іонізуючої радіації та на фоні введення рибоксину: 1�контроль, 2�контроль на фоні введення рибоксину, 3�опромінення в дозі 1,0 Гр, 4�опромінення в дозі 1,0 Гр на фоні введення рибоксину, 5�опромінення в дозі 7,78 Гр, 6�опромінення в дозі 7,78 Гр на фоні введення рибоксину, 


(�достовірно у відношенні до контролю, 


((�достовірно у відношенні до контролю на фоні введення рибоксину, 


(�достовірно у відношенні до відповідних опромінених груп 
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Рис. 3.18 Сумарна ксантиноксидазна та ксантиндегідрогеназна активність у тимоцитах щурів за дії іонізуючої радіації та на фоні введення рибоксину: 1�контроль, 2�контроль на фоні введення рибоксину, 3�опромінення в дозі 1,0 Гр, 4�опромінення в дозі 1,0 Гр на фоні введення рибоксину, 5�опромінення в дозі 7,78 Гр, 6�опромінення в дозі 7,78 Гр на фоні введення рибоксину, 


(�достовірно у відношенні до контролю, 


((�достовірно у відношенні до контролю на фоні введення рибоксину, 


(�достовірно у відношенні до відповідних опромінених груп 
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Рис. 3.19 Ксантиноксидазна активність у спленоцитах щурів за дії іонізуючої радіації та на фоні введення рибоксину: 1�контроль, 2�контроль на фоні введення рибоксину, 3�опромінення в дозі 1,0 Гр, 4�опромінення в дозі 1,0 Гр на фоні введення рибоксину, 5�опромінення в дозі 7,78 Гр, 6�опромінення в дозі 7,78 Гр на фоні введення рибоксину, 


(�достовірно у відношенні до контролю, 


((�достовірно у відношенні до контролю на фоні введення рибоксину, 


(�достовірно у відношенні до відповідних опромінених груп 
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Рис. 3.20 Сумарна ксантиноксидазна та ксантиндегідрогеназна активність у спленоцитах щурів за дії іонізуючої радіації та на фоні введення рибоксину: 1�контроль, 2�контроль на фоні введення рибоксину, 3�опромінення в дозі 1,0 Гр, 4�опромінення в дозі 1,0 Гр на фоні введення рибоксину, 5�опромінення в дозі 7,78 Гр, 6�опромінення в дозі 7,78 Гр на фоні введення рибоксину, 


(�достовірно у відношенні до контролю, 


((�достовірно у відношенні до контролю на фоні введення рибоксину, 


(�достовірно у відношенні до відповідних опромінених груп 








мкмоль/108 кл на хв





� EMBED Excel.Chart.8 \s ���





(





(





(





(





(





� EMBED Excel.Chart.8 \s ���





Рис. 3.22 Супероксиддисмутазна активність у тимоцитах щурів за дії іонізуючої радіації та на фоні введення рибоксину: 1�контроль, 2�контроль на фоні введення рибоксину, 3�опромінення в дозі 1,0 Гр, 4�опромінення в дозі 1,0 Гр на фоні введення рибоксину, 5�опромінення в дозі 7,78 Гр, 6�опромінення в дозі 7,78 Гр на фоні введення рибоксину, 


(�достовірно у відношенні до контролю, 


((�достовірно у відношенні до контролю на фоні введення рибоксину, 


(�достовірно у відношенні до відповідних опромінених груп 
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Рис. 3.5 Електрофореграма хроматину лімфоцитів тимусу: 


1�контроль, 


2�контроль на фоні введення рибоксину, 


3�опромінення в дозі 1,0 Гр, 


4�опромінення в дозі 1,0 Гр на фоні введення рибоксину,


5�опромінення в дозі 7,78 Гр, 


6�опромінення в дозі 7,78 Гр на фоні введення рибоксину
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Рис. 3.23 Супероксиддисмутазна активність у спленоцитах щурів за дії іонізуючої радіації та на фоні введення рибоксину: 1�контроль, 2�контроль на фоні введення рибоксину, 3�опромінення в дозі 1,0 Гр, 4�опромінення в дозі 1,0 Гр на фоні введення рибоксину, 5�опромінення в дозі 7,78 Гр, 6�опромінення в дозі 7,78 Гр на фоні введення рибоксину, 


(�достовірно у відношенні до контролю, 


((�достовірно у відношенні до контролю на фоні введення рибоксину, 


(�достовірно у відношенні до відповідних опромінених груп 
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Рис. 3.3 Вміст полідезоксирибонуклеотидів у тимоцитах щурів за дії іонізуючої радіації та на фоні введення рибоксину: 1�контроль на фоні введення рибоксину, 2�опромінення в дозі 1,0 Гр, 3�опромінення в дозі 1,0 Гр на фоні введення рибоксину, 4�опромінення в дозі 7,78 Гр, 5�опромінення в дозі 7,78 Гр на фоні введення рибоксину, 


(�достовірно у відношенні до контролю, 


((�достовірно у відношенні до контролю на фоні введення рибоксину, 


(�достовірно у відношенні до відповідних опромінених груп 
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Рис. 3.21 Швидкість генерування супероксидих аніон-радикалів 


у лімфоїдних клітинах тимусу та селезінки за дії іонізуючої радіації: 


1�спленоцити, 


2�тимоцити, 


(�достовірно у відношенні до контролю 








Рис. 3.24 Ступінь окиснювальної модифікації білків у лімфоїдних 


клітинах тимусу та селезінки за дії іонізуючої радіації: 


1�спленоцити, 


2�тимоцити, 


(�достовірно у відношенні до контролю
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Рис. 3.1 Виживання тимоцитів за дії іонізуючої радіації в дозі 7,78 Гр: 1�контроль, 2�контроль на фоні введення рибоксину, 3�опромінення в дозі 7,78 Гр на фоні введення рибоксину та декапітація тварин відразу після опромінення, 4�декапітація тварин відразу після опромінення в дозі 7,78 Гр 
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Рис. 3.2 Виживання тимоцитів за дії іонізуючої радіації в дозі 7,78 Гр: 1�контроль, 2�контроль на фоні введення рибоксину, 3�опромінення в дозі 7,78 Гр на фоні введення рибоксину та декапітація тварин через три години після опромінення, 4�декапітація тварин через три години після опромінення в дозі 7,78 Гр 
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Рис. 3.6 Електрофореграма хроматину лімфоцитів селезінки: 


1�контроль, 


2�контроль на фоні введення рибоксину, 


3�опромінення в дозі 1,0 Гр, 


4–опромінення в дозі 1,0 Гр на фоні введення рибоксину, 


5�опромінення в дозі 7,78 Гр, 


6�опромінення в дозі 7,78 Гр на фоні введення рибоксину 
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		6		1.537





Лист1

		0

		0

		0

		0

		0

		0



0

0

0

0

0

0



Лист2

		





Лист3

		






_1121413901.xls
Диаграмма3

		106

		156

		125

		300

		206





Лист1

		1		106

		2		156

		3		125

		4		300

		5		206





Лист1

		0

		0

		0

		0

		0

		0



0

0

0

0

0

0



Лист2

		106

		156

		125

		300

		206





Лист2

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0

		0		0





Лист3

		






_1121541212.unknown

_1121355970.bin

_1119014769.xls
Диаграмма3

		1

		2

		3

		4

		5

		6



Ум.од.

1.487

1.625

1.622

1.57

1.694

1.636



Лист1

		1		1.487

		2		1.625

		3		1.622

		4		1.57

		5		1.694

		6		1.636





Лист1

		0

		0

		0

		0

		0

		0



У.О.

0

0

0

0

0

0



Лист2

		





Лист3

		






_1119014610.xls
Диаграмма2

		1

		2

		3

		4

		5

		6



0.027

0.029

0.035

0.032

0.04

0.036



Лист1

		1		0.027

		2		0.029

		3		0.035

		4		0.032

		5		0.04

		6		0.036





Лист1

		0

		0

		0

		0

		0

		0



0

0

0

0

0

0



Лист2

		





Лист3

		






_1119014663.xls
Диаграмма5

		1

		2

		3

		4

		5

		6



0.06

0.077

0.071

0.089

0.065

0.065



Лист1

		1		0.06

		2		0.077

		3		0.071

		4		0.089

		5		0.065

		6		0.065





Лист1

		0

		0

		0

		0

		0

		0



0

0

0

0

0

0



Лист2

		





Лист3

		






_1119014556.xls
Диаграмма1

		1

		2

		3

		4

		5

		6



0.011

0.026

0.026

0.017

0.032

0.027



Лист1

		1		0.011

		2		0.026

		3		0.026

		4		0.017

		5		0.032

		6		0.027





Лист1

		0

		0

		0

		0

		0

		0



нмоль/хв на мг білка

0

0

0

0

0

0



Лист2

		





Лист3

		






_1119014401.xls
Диаграмма3

		1

		2

		3

		4

		5

		6



нмоль/хв на мг білка_

193.9

176.9

173.1

193.2

186.4

192.9



Лист1

		1		193.9

		2		176.9

		3		173.1

		4		193.2

		5		186.4

		6		192.9





Лист1

		0

		0

		0

		0

		0

		0



нмоль/хв на мг білка

0

0

0

0

0

0



Лист2

		





Лист3

		






_1119014447.xls
Диаграмма1

		1

		2

		3

		4

		5

		6



мкмоль/хв на мг білка_

1.65

1.57

2.24

1.73

2.67

2.09



Лист1

		1		1.65

		2		1.57

		3		2.24

		4		1.73

		5		2.67

		6		2.09





Лист1

		0

		0

		0

		0

		0

		0



нмоль/хв на мг білка

0

0

0

0

0

0



Лист2

		





Лист3

		






_1119014357.xls
Диаграмма1

		1

		2

		3

		4

		5

		6



нмоль/хв на мг білка_

281

237

444.85

410.75

502

342.55



Лист1

		1		281

		2		237

		3		444.85

		4		410.75

		5		502

		6		342.55





Лист1

		0

		0

		0

		0

		0

		0



нмоль/хв на мг білка

0

0

0

0

0

0



Лист2

		





Лист3

		






_1119014050.xls
Диаграмма1

		1

		2

		3

		4

		5

		6



нмоль/хв на мг білка_

253

220.46

210

243.42

200.46

259.65



Лист1

		1		253

		2		220.46

		3		210

		4		243.42

		5		200.46

		6		259.65





Лист1

		0

		0

		0

		0

		0

		0



нмоль/хв на мг білка

0

0

0

0

0

0



Лист2

		





Лист3

		






_1119014200.xls
Диаграмма2

		1

		2

		3

		4

		5

		6



нмоль/хв на мг білка_

120

184.2

214.2

176.4

229.8

216



Лист1

		1		120

		2		184.2

		3		214.2

		4		176.4

		5		229.8

		6		216





Лист1

		0

		0

		0

		0

		0

		0



нмоль/хв на мг білка

0

0

0

0

0

0



Лист2

		





Лист3

		






_1119014255.xls
Диаграмма2

		1

		2

		3

		4

		5

		6



нмоль/хв на мг білка_

50

51

41

46

26

31



Лист1

		1		50

		2		51

		3		41

		4		46

		5		26

		6		31





Лист1

		0

		0

		0

		0

		0

		0



нмоль/хв на мг білка

0

0

0

0

0

0



Лист2

		





Лист3

		






_1119014093.xls
Диаграмма1

		1

		2

		3

		4

		5

		6



нмоль/хв на мг білка_

58

61

64

60

73

61



Лист1

		1		58

		2		61

		3		64

		4		60

		5		73

		6		61





Лист1

		0

		0

		0

		0

		0

		0



нмоль/хв на мг білка

0

0

0

0

0

0



Лист2

		





Лист3

		






_1116868622.unknown

_1119013973.xls
Диаграмма2

		1

		2

		3

		4

		5

		6



нмоль/хв на мг білкаa

88

84

107

91

121

101



Лист1

		1		88

		2		84

		3		107

		4		91

		5		121

		6		101





Лист1

		0

		0

		0

		0

		0

		0



нмоль/хв на мг білка

0

0

0

0

0

0



Лист2

		





Лист3

		






_1102537947.unknown

_1116442830.xls
Диаграмма1

		K		K

		1,0 Гр		1,0 Гр

		7,78 Гр		7,78 Гр



1

2

0.5

0.46

0.65

0.57

0.52

0.82



Лист1

				1		2

		K		4.2		15

		1,0 Гр		5.11		11.3

		7,78 Гр		5.83		13.8





Лист1

		0		0

		0		0

		0		0





Лист2

		0		0

		0		0

		0		0



1

2



Лист3

		





Лист3

		K		K

		1,0 Гр		1,0 Гр

		7,78 Гр		7,78 Гр



4.2

15

5.11

11.3

5.83

13.8



		K		K

		1,0 Гр		1,0 Гр

		7,78 Гр		7,78 Гр



1

2

0.5

0.46

0.65

0.57

0.52

0.82



		






_1116444036.bin

_998239622.xls
Диаграмма4

		126

		190

		114

		245

		136





Лист1

		1		106

		2		156

		3		125

		4		300

		5		206





Лист1

		





Лист2

		106

		156

		125

		300

		206





Лист2

		





Лист3

		126

		190

		114

		245

		136





Лист3

		






