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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ

Актуальность работы. Широкое использование атомной энергии в различных отраслях науки, промышленности, сельском хозяйстве ставит перед
учеными и медицинскими работниками задачу обеспечения безопасности людей, работающих с источниками ионизирующей радиации. Высокая заболе-ваемость и смертность от лучевых повреждений, наблюдаемые в индустр-иально развитых странах выводят проблему эффективной профилактики и терапии облученного организма в число важнейших проблем медицины. Поиск новых эффективных и безвредных препаратов является актуальной задачей.

Многочисленные исследования последних лет, касающиеся механизма возникновения и протекания патологических процессов при γ- облучении свидетельствуют о том, что изменения структуры и функции мембранных образований клетки являются важным звеном в цепи различных нарушений. Мембранные образования клетки реагируют на него изменением структурных компонентов и активности мембраносвязанных ферментов и энергообразу-ющей функции клетки [Zajec J.M., Bernard P., 1981; Lasrant F. et al., 1985;  Мирахмедов и др., 1990; Ширинова и др., 1992; Флока, 1990; Шарыгин и др., 2005; Мадумарова и др., 2007; Зохидова, Ряснянский, 2007]. 
По данным многочисленных исследований известно [Бабенко, Решеткина, 1971; Москалев, 1985; Саидходжаев и др., 1994; 1996; Valko M., Morris H., Cronin M.T., 2005;  Урманова, 2007, Урманова и др., 2007], что кобальт относится к числу важнейших микроэлементов, влияющих на кроветворение и обмен веществ. 

       Исходя из этого заслуживают внимания вопросы, связанные с изучением липидного, энергетического и Са2+- транспортирующего обменов клеток раз-ных органов после введения Со102  и Со227  в организм животных, облученных  γ-лучами и являются актуальными.
        Степень изученности проблемы. До настоящего времени не изученной остаются вопросы касающиеся влияния препаратов кобальта, отличающихся расположением лиганд (Со102 и Со227), на структуру и функции клеток раз-личных органов γ-облученных животных.
        Связь диссертационной работы с тематическими планами НИР. Нас-тоящая работа выполнена в соответствии с фундаментальной научной прог-раммой Кафедры физиологии человека и животных Биолого-почвенного факультета Национального университета Узбекистана им М. Улугбека
        Цель исследования. Целью работы является изучение влияния препара-тов кобальта (III), отличающихся расположением лиганд (Со102 и Со227), на содержание липидов, АН разных клеток, энергетические, Са2+-транспорти-рующие и гидролитические функции липолитических ферментов Мх печени γ-облученных животных.

        Задачи исследования. В связи с поставленной целью были сформули-рованы следующие задачи:

        1) изучение влияния соединений кобальта на Са2+-аккумулирующую функцию Мх печени γ-облученных животных;

        2) изучение влияния соединений кобальта на содержание АН клеток селезенки и печени γ-облученных животных;

        3) изучение влияния соединений кобальта на окислительное фосфорили-рование  и АТФсинтетазную активность Мх печени γ-облученных животных;

       4) изучение влияния соединений кобальта на обмен фосфолипидов в ткани селезенки, печени, эритроцитах и Мх печени γ-облученных животных;

        5) изучение влияния соединений кобальта на активность ФЛ А2, ЛФЛ А1 и ФЛ Д Мх печени γ-облученных животных.

          Объект и предмет исследования. Объектом наших исследований явля-ются ткани селезенки, печени, эритроциты, Мх печени и расположенные в их мембранах АТФ-синтетаза, ФЛ А2, ЛФЛ А1, ФЛ Д  и Са2+-зависимые поры. В работе изучены механизмы действия Со102 и Со227 на обмен фосфолипидов клеток селезенки, эритроцитов и Мх печени, активность липолитических фер-ментов, энергетическая и Са2+-транспортирующая функции Мх печени  γ-облу-ченных животных.
Методы исследования. Дифференциальная центрифуга, тонкослойная хроматография, рН-метрия, спектрофотометрия, фотоэлектрокалориметрия. 
          Основные положения, выносимые на защиту: 

· при γ-облучении в организме нарушается фосфолипидный спектр и содержание АН тканей и эритроцитов, Са2+-транспортирующая, энерге-тическая функции и активность липолитической системы Мх печени;

· Со102 и Со227 восстанавливают нарушенный спектр фосфолипидов и АН тканей γ-облученных животных;

· Со102 и особенно Со227 замедляют поступление Са2+, восстанавливают дыхание, ОФ, активность АТФ-синтетазы и липолитической системы Мх печени γ-облученных животных.
Научная новизна результатов исследования. В работе впервые изучено влияние Со102  и Со227 на липидный и энергетический метаболизм животных клеток при γ-облучении.

В результате проведенных исследований, установлено, что при γ-облучении Са2+-аккумулирующая емкость Мх печени значительно повышается, введение препаратов Со102 частично, а Со227 полностью восстанавливает вызванные нарушения ионной проводимости в Мх клеток печени при облучении.

Установлено, что Со102  и особенно Со227 нормализуют окисление сукцината и глутамата, а также ОФ в Мх печени, при этом Со227 даже усиливает АТФ- синтезирующую функцию, особенно по сукцинатному пути. 
В тканях печени и селезенки соединения Со полностью восстанавливают содержание АТФ и другие фракции АН.
Показано неоднозначное влияние соединений кобальта на содержание различных фосфолипидов в тканях облученных животных.Со102 нормализует содержание ФХ, ФС и ФК в Мх печени,  повышает ЛФХ, ФЭ, ЛФЭ, КЛ и уменьшает ФИ. Со227  нормализует содержание ФХ и СМ, повышает содер-жание ЛФХ, ФЭ, ЛФЭ,  уменьшает ФС и ФИ и приближает к норме  КЛ и ФК.
В ткани селезенки облученных  животных препараты кобальта  повышают содержание ФХ, при этом Со102 уменьшает ФС и нормализует ФИ, ФЭ и СМ, а Со227 повышает ФИ и уменьшает ФЭ и ФС.
В эритроцитах Со102 в дозе 8 мг/кг полностью нормализует содержание СМ и приближает к норме другие фракции фосфолипидов. Со227 в этой дозе восстанавливает содержание фосфолипидных фракций, слегка уменьшает ФХ.
Наряду с этим установлено, что  Со102 и Со227 восстанавливает активности липолитических ферментов - ФЛ А2, ЛФЛ А1 и ФЛ Д мембран Мх печени. 
Как показывают результаты, препараты кобальта (Со102 и Со227) предот-вращают вызванное облучением качественные и количественные колебания содержания фосфолипидов и активность липолитических ферментов, обеспе-чивая нормальное функционирование мембранних образований различных органов.
Научная и практическая значимость результатов исследований. Результаты завершенных исследований в рамках данной диссертации позвол-яют рекомендовать препаратов кобальта (Со102 и Со227) для  лечения больных при поражении  γ-лучами.

Полученные результаты могут быть использованы также в учебном процессе при подготовке медиков, физиологов, биофизиков и биохимиков, при самостоятельной подготовке бакалавров и магистров, а также при повышении квалификации специалистов. 

Реализация результатов. Материалы исследований используются в учебном процессе Национального университета Узбекистана им М.Улугбека (2005-2007гг) и Кыргыз-Узбекского Университета республики Кыргызстан (2005-2007). Получены акты винедрения.

Апробация работы. Материалы диссертации были представлены на международный конференции «Экологические основы защиты и использование растительного и животного мира Центральной Азии» (Самарканд, 1997),  межрегиональной научно-практической конференции, посвященной 2200-летию Кыргызской государственности «Кыргизская государственность и проблемы межкультурного диалога» (Ош, 2003), республиканской конферен-ции «Современные проблемы  биологии и  экологии» (Тошкент, 2005), респуб-ликанской научной конференции «Перспективы физико-химической биоло-гии и биотехнологи» (Андижон, 2007), республиканской научной конференции «Современные проблемы физиологии и биофизики» (Ташкент, 2007), на семинарах Кафедры физиологии человека и животных Национального универ-ситета Узбекистана им. М.Улугбека (Ташкент, 2003-2007) и Кыргыз-Узбек-ского университета Кыргызстана (2003-2007).

Опубликованность результатов. По теме диссертации опубликовано 13 научных работ, в том числе 9 статей, 4 тезиса докладов республиканских науч-

ных конференций.

      Структура и объем диссертации. Диссертация состоит из введения, обзора литературы, описания материалов и методов исследования, изложения полученных результатов и их обсуждения, заключения, выводов и списка цитируемой литературы в количестве 258. Работа изложена на  126 страницах компьютерного текста и включает  13 таблиц и 4 рис.

ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ ДИССЕРТАЦИИ

Материалы и методы исследования

         Исследования проводились на крысах - самцах массой 160-180 г. Живот-ные были разделены на несколько групп  по  10-12 в каждой: 1 группа – здоро-вые животные; 2 – облученные контрольные, которым вводили дистиллирован-ную воду в объеме препарата кобальта; 3 и 4 – облученные, которым вводили в

течение 5 дней до облучения препарат Со102 в дозе 4 мг/кг и 8 мг/кг веса животных; 5 и 6 – до облучения в течение 5 дней получали Со227  также в дозе 4 мг/кг и 8 мг/кг веса животных. Крысы облучались γ-лучами в дозе 7 Грей, источник Со60, мощность дозы – 5,93х10-4 А/кг. Животных декапитировали на 2 и 4 дни после ночного голодания.

Перенос ионов Са2+ через Мх мембрану регистрировали рН–метрическим методом, основанным на изменении 2Н+/Са2+ - обмена в Мх, в среде, содер-жащей 120 ммоль трис-НСl, 10ммоль трис-НСl, 5ммоль сукцината, рН 7.4, ротенон (1мкг/мл) и 1 ммоль фосфат [Виноградов и др., 1977; Гагельганс, 1970].

Скорость дыхания Мх регистрировали полярографически. Состав среды инкубации: сахароза - 0.25М, КСl - 12мM, KH2PO4 - 5мM, трис - HСl–буфер - 5мМ (рН 7,4). Дыхание и фосфорилирование анализировали при последова-тельном добавлении АДФ по 200 мкМ, 2,4 - динитрофенола (ДНФ) - 5.10-5М. В качестве субстратов окисления использовали 10мМ сукцинат (рН 7,4) и 10мМ α-кетоглутарата (рН 7,4). Отношение АДФ/О и ДКч измеряли по Chance, Willi-ams [1955; 1956]. 

       Определение АТФ-синтетазной активности Мх проводили рН-метрическим методом (Chance, Nishimura, 1967) с регистрацией результатов на самописце типа КСП-4. В состав среды инкубации  входили 120мМ КСl, 2мМ трис-НСl (рН 7,5).     

        Экстракция фосфолипидов и определение фосфолипидного состава про-водили по методу В.Васьковского [Vaskovsky et al., 1975]. Фосфолипидный состав анализировали методом двухмерной микротонкослойной хроматогра-фии на стеклянных пластинках размером 6х9, покрытых силикагелем марки «КСК» [Бергельсон и др., 1981]. Фосфолипиды идентифицировали при помощи специфических обнаружителей [Бергельсон и др., 1981]. 
Для разделения водорастворимых продуктов гидролиза фосфолипидов Мх использовали метод проточной горизонтальной хроматографии [Каргапо-лов, 1981]. Исследуемый материал получали упариванием водно-метаноловой фракции, остаток растворяли в 0,1 мл смеси метанол–вода (10:9) и наносили на пластинки со слоем микрофракционированного силикагеля, прямо закреплен-ного на стеклянной подложке связующим составом на основе золя кремниевой кислоты. Фракционирование ГФХ и ГФЭ  проводили в системе бутанол - уксусная кислота – вода (5:3:1); холина и этаноламина - в системе насыщенный раствор фенола в воде – этанол – уксусная кислота (50:5:6) [Dawson, Hemington, 1967; Горбатая и др., 1988]. Разделение диглицеридов проводили в системе петролейный эфир - этиловый эфир - уксусная кислота (80:20:1). 


Степень гидролиза фосфолипидов Мх под действием эндогенной ФЛ А2 определяли, используя среду инкубации,  содержащую 0,25М сахарозы, 10мМ трис-HCI буфера, рН 9,5, в течение 1 часа при 370С по мере гидролиза общих фосфолипидов и отдельных фракций – ФХ, ФЭ, КЛ, ФС, ФИ, по образованию СЖК и лизоформ фосфолипидов, количественно определяли по фосфору [Гор-батая, 1988]. 
         Активность ЛФЛ А1 Мх  определяли по гидролизу общих  лизофосфоли-пидов и по образованию ГФХ, ГФЭ и СЖК в среде инкубации, описанной выше, при рН 6,0 [Горбатая и др., 1988; Алматов, 1990]. 
        Гидролитическую активность Мх ФЛ Д определяли по образованию холина, этаноламина, ФК и ЛФК в ходе инкубации при 370С в течение 1 часа при рН 7,0 [Алматов и др., 1987; Рахимов и др., 1989].Удельную активность ФЛ выражали в мкг/час мг белка. Содержание белка определяли по методу Lowry et al. [1951].  


Полученные результаты обрабатывали статистическим методом Стью-дента-Фишера с вычислением средней арифметической величины (М), средней ошибки (m), показателя достоверности (t и p). Величину р, меньшую 0,05, рассматривали как показатель достоверных различий. 

Результаты и их обсуждение

3.1. Влияние соединений кобальта на Са2+-аккумулирующую емкость   Мх печени крыс при γ -облучении

   При γ-облучении Са2+-аккумулирующая емкость в Мх печени крыс повы-шается: на 2 день эксперимента в 1,60 раза, а на 4 день  – на 1,56 раза от уровня нормы (табл. 1). Введение облученным животных соединений Со102 приводит к 

Таблица. 1. 
Влияние препаратов кобальта на Са2+-аккумулирующую емкость Мх (нмоль/мг белка) печени крыс при  γ-облучении (М±м; n = 10-12).

	                      Варианты
	Сроки эксперимента, сутки

	
	2 
	4 

	Здоровые животные (норма)
	           92,4±5,6
	93,8±6,2

	Облученные животные: контроль
	 148,4±9,7****
	    146,5±8,9****

	                                      Со102
	120,1±6,8**
	       116,5±7,4*

	                                      Со227
	           99,24±5,9
	       94,27±6,6


Примечание: здесь и в других табл. коэффициент достоверности между здоровыми и облученными животными обозначен звездочками: *Р < 0,05, **Р < 0,02, ***Р < 0.01, ****Р < 0,001.
снижению Са2+-аккумулирующей емкости Мх на 2 день в 1,30 раза, а на 4 день – в 1,24 раза от уровня нормальных животных.  Более эффективным оказалось. соединение Со227. После введения в организм облученных животных соеди-нения Со227 уже на 2 день эксперимента Са2+-аккумулирующая емкость Мх печени приближается к показателям здоровых.

3.2. Влияние соединений кобальта на энергетический метаболизм  Мх печени крыс при γ –облучении

         Результаты исследования влияния препарата кобальта  на энергетический метаболизм  Мх печени крыс  при  γ -облучении показало (табл. 2), что на 2
Таблица 2. 

Влияние препарата Со102 на энергетический метаболизм Мх печени крыс  при  γ-облучении (М±м; n = 10-12)

	Пока-затели
	Скорость дыхания, нанограмм атом кислорода/мин мг белка

	
	Здоровые животные
	Облученные животные

	
	
	Контроль
	%
	Со102
	%

	
	
	Сукцинат. 2 сутки 
	
	

	V2
	30±2
	28±3
	93,3
	25±2*
	83,3

	V3
	82±4
	68±4***
	82,9
	66±3***
	80,5

	V4
	25±3
	25±4
	100
	18±3***
	72,0

	VДНФ
	90±5
	89±6
	98,9
	76±4***
	84,4

	ДКЧ
	3,28±0,12
	2,72±0,11**
	82,9
	3,67±0,14
	111,9

	АДФ/О
	1,78±0,10
	1,72±0.11
	96,6
	2,10±0,10**
	118,0

	
	
	                   4 сутки
	
	

	V2
	32±3
	52±4****
	162,5
	27±2
	84,4

	V3
	78±4
	120±7****
	158,3
	64±4
	82,0

	V4
	25±3
	44±6****
	176,0
	21±2
	84,0

	VДНФ
	98±5
	134±8****
	136,7
	82±6**
	83,6

	ДКЧ
	3,21±0,11
	2,72±0,10***
	84,7
	3,04±0,12
	94,7

	АДФ/О
	1,85±0,10
	1,65±0.09*
	89,2
	1,77±0,10
	95,6

	
	
	 Глутамат. 2 сутки
	
	

	V2
	17±2
	13±1**
	76,5
	14±1
	82,3

	V3
	48±3
	29±2****
	60,4
	32±2****
	66,6

	V4
	14±2
	15±1
	107,1
	11±1**
	78,5

	VДНФ
	52±4
	37±3****
	71,1
	40±2***
	76,9

	ДКЧ
	3,43±0,10
	1,93±0,09****
	56,2
	2,91±0,11**
	84,8

	АДФ/О
	2,25±0,09
	1,80±0,10***
	80,0
	   2,30±0,08
	102,2

	
	
	                   4 сутки
	
	

	V2
	18±3
	39±4****
	216,6
	24±2*
	133,3

	V3
	51±4
	81±5****
	158,8
	53±3
	103,9

	V4
	13±3
	26±4****
	200,0
	17±2
	130,7

	VДНФ
	54±5
	86±6****
	159,2
	58±4
	107,4

	ДКЧ
	3,92±0,10
	3,11±0,12**
	79,3
	3,11±0,11**
	79,3

	АДФ/О
	2,25±0,11
	1,78±0.13*
	79,0
	1,87±0,12**
	83,1


Таблица 3. 

Влияние препарата кобальта Со227 на энергетический метаболизм Мх печени крыс  при  γ-облучении (М±м; n = 10-12).
	Пока-затели
	Скорость дыхания, нанограмм атом кислорода/мин мг белка

	
	Здоровые животные
	Облученные животные

	
	
	Контроль
	%
	Со227
	%

	
	
	        Сукцинат. 2 сутки
	
	

	V2
	30±2
	28±3
	93,3
	33±3
	110,0

	V3
	82±4
	    68±4***
	82,9
	78±4
	95,1

	V4
	25±3
	25±4
	100
	21±3
	84,0

	VДНФ
	90±5
	89±6
	98,9
	96±7
	106,6

	ДКЧ
	3,28±0,12
	2,72±0,11**
	82,9
	3,73±0,13*
	113,7

	АДФ/О
	1,78±0,10
	1,72±0.11
	96,6
	2,18±0,12*
	122,4

	
	
	                          4 сутки
	
	

	V2
	32±3
	52±4****
	162,5
	56±4
	175,0

	V3
	78±4
	120±7****
	158,3
	134±6
	171,8

	V4
	25±3
	44±6****
	176,0
	46±5
	184,0

	VДНФ
	98±5
	134±8****
	136,7
	140±7
	142,8

	ДКЧ
	3,21±0,11
	2,72±0,10**
	84,7
	2,91±0,09
	90,6

	АДФ/О
	1,85±0,10
	1,65±0.09*
	89,2
	1,68±0,09
	90,8

	
	
	        Глутамат. 2 сутки
	
	

	V2
	17±2
	      13±1**
	76,5
	17±2
	100

	V3
	48±3
	29±2****
	60,4
	47±4
	97,9

	V4
	14±2
	       15±1
	107,1
	15±3
	107,1

	VДНФ
	52±4
	37±3****
	71,1
	51±4
	98,1

	ДКЧ
	3,43±0,10
	1,93±0,09****
	56,2
	3,13±0,14*
	91,2

	АДФ/О
	2,25±0,09
	1,80±0,10***
	80,0
	2,28±0,09
	101,3

	
	
	                         4 сутки
	
	

	V2
	18±3
	39±4****
	216,6
	49±5****
	272,2

	V3
	51±4
	81±5****
	158,8
	90±7****
	176,4

	V4
	13±3
	26±4****
	200,0
	30±4****
	230,7

	VДНФ
	54±5
	86±6****
	159,2
	92±8****
	170,0

	ДКЧ
	3,92±0,10
	3,11±0,12**
	79,3
	3,00±0,13****
	76,5

	АДФ/О
	2,25±0,11
	1,98±0.13*
	88,0
	1,76±0,14**
	78,2


сутки Со102  в дозе 4 мг/кг замедляет скорость окисления сукцината в состояниях V2, V4 и VДНФ по сравнению с облученными контрольными крысами, однако скорость фосфорилирующего окисления почти не отличается 

от облученного контроля. В результате величина ДКЧ и АДФ/О повышается на 11,9 и 18,0%  по сравнению с нормой. Это означает, что препарат Со102 снижает перенос электронов от сукцината по дыхательной цепи Мх до молекулярного кислорода и восстанавливает параметры ОФ Мх печени облученных животных.  

         Препарат Со102 не влияет на скорость окисления глутамата в состоянии 2, повышает скорость фосфорилирующего окисления по сравнению с облучен-ными и снижает скорость дыхания в состоянии 4, по сравнению с облученными 

контрольными и здоровыми, что частично восстанавливает величину ДКЧ и нормализует коэффициент АДФ/О. Скорость динитрофенолстимулируемого окисления глутамата почти не отличается от показателей облученных. 

         На 4 сутки после облучения препарат Со102 снижает скорость окисления сукцината в различных метаболических состояниях Мх не только в отношению облученных контрольных крыс, но и здоровых. При этом величина ДКЧ и АДФ/О почти полностью нормализуется. В этих условиях Со102 почти пол-ностью нормализует скорость окисления глутамата в Мх печени облученных животных, без существенных изменений параметров ОФ.   

         При анализе дыхания и ОФ Мх печени облученных животных леченных Со227 уже в дозе 4 мг/кг обнаружено почти полное  восстанавление скорости окисления субстратов в различных метаболических состояниях, ДКЧ  и  АДФ/О с сукцинатом превышает норму, с глутаматом величина ДКЧ приближается к норме, а АДФ/О так же нормализуется (табл. 3).

         На 4 день эффект Со227 на окисление сукцината и  ОФ Мх печени исчезает, скорость окисления глутамата усиливается (особенно в состояниях 2 и 4). Это означает увеличение переноса электронов по дыхательной цепи (особенно с глутаматом) до молекулярного кислорода. Ускорение дыхания приводит к повышению АТФ синтезирующей функции Мх печени облученных животных. 

         После γ-облучения активность АТФсинтетазы Мх печени уменьшается после на 2 день на 19,4%, на 4 день – на 16,7% (табл.4). После введения  облу- 
Таблица 4. 
Влияние соединений кобальта на активность  АТФсинтетазы Мх печени крыс при γ-облучении (мкМ / мг белка)  (М±м: n = 8-10)
	                         Показатели
	        Сроки эксперимента, сутки

	
	2
	4

	Здоровые животные
	        39,78±2,96
	        40,32±2,67

	Облученные животные: Контроль
	     30,21±2,56**
	     32,44±2,73**

	                               Со102
	        36,75±2,88
	        39,59±4,55

	                               Со227
	        39,30±2,89
	        46,93±4,56


ченным животным соединения Со102, уже на 2 сутки активность АТФ-синте-тазы восстанавливается, и на 4 день  полностью нормализуется. Нормализация активности АТФсинтетазы Мх печени облученных животных Со227  наблюда-ется уже на 2 сутки. На 4 день она превысила от уровня норму на  6,4% . 

3.3. Влияние соединений кобальта на содержание адениновых нуклеотидов в ткани печени и селезенки крыс при γ –облучении

        После введения в организм облученных животных Со102 в клетках печени сниженное содержание АТФ повышается, а других АН уменьшается по сравне-нию с облученными животными (рис. 1). Сниженные после облучения САН и ЭЗА при длительном действия Со102 (4 день) в ткани печени облученных животных полностью нормализуются. С увеличением длительности действия Со227 содержание АТФ в ткани печени облученных животных превысило  уровен нормы, а АДФ и АМФ, напротив, уменьшилось.  Содержание САН при этом полностью нормализуется, а ЭЗА повышается.      

        После введения в организм облученных животных соединений кобальта сниженное содержание АТФ в ткани селезенки на 4 день приближается к пока-зателям здоровых животных. При этом следует отметить, что Со227 по сравне-нию с Со102 более эффективно восстанавливает содержание АН в клетках селез-енки  облученных животных. 

	Со102
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	Рис 1. Влияние соединений кобальта на содер-жание АН  печени  крыс при γ-облу-чении (мкмоль/г сырого веса) (M±m; n = 8-10).

Зд – здоровые животные, К-2, Со-2, Со-4 – облу-ченные животные, К-2-контроль, Со-2 – 2 день, Со-4 – 4 день экспери-мента.

САН – сумма адениновых нуклеотидов, 

ЭЗА – энергети-ческий заряд Аткинсона.



	Со227
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3.4. Влияния соединений  кобальта на содержание фосфолипидов  в тканях,    эритроцитах  крови и Мх печени крыс при γ – облучении
         Результаты исследований показали, что Со102 в дозе 4 мг/кг массы тела оказывает восстанавливающее действие на содержание ФХ в клетках селезен-ки облученных животных и поддерживает его уровень в пределах нормы в течение всего эксперимента (рис. 2). При этом  повышенный после облучения 

	Со102, 4 мг/кг
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	Рис 2. Влияние препарата Со102 на содержание фосфолипидов селезенки крыс при γ – облуче-нии (в % от общих фосфо-липидов) (М±м; 
n = 10 -12).

3д – здоровые животные, К-2, Со-2, К-4, Со-4 - облученные животные: 

К-2 – 2 суток, контроль,  

Со-2 - 2 суток, Со102,  

К-4 - 4 суток, контроль, 

Со-4 - 4 суток, Со102. 



	    Со102, 8 мг/кг
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уровень ЛФХ значительно уменьшается. Со102 в дозе 8 мг/кг постепенно норма-лизует содержание ЛФХ. Что касается других фосфолипидов то на 2 день  после облучения Со102 в дозе 4 мг/кг повышает содержание ФЭ и на 4 день  оно приближает к показателям здоровых животных; в дозе 8 мг/кг массы тела полностью нормализует его уже на 2 день после облучения. В  дозе 4 и 8 мг/кг снижает содержание ФС. В дозе 4 мг/кг массы тела замедляет сниженное в ткани селезенки содержания ФИ облученных животных и на 4 день -  нормализирует. При дозе 8 мг/кг  восстанавливает ФИ уже на 2 сутки. Со102 в дозе 8мг/кг массы тела полностью нормализует содержание СМ в селезенки облученных животных. 

        Со227 в дозах 4 и 8 мг/кг массы тела  повышает содержание ФХ в ткани селезенки  на 2 и 4 дни соответственно в 1,38 и 1,50 раза от уровня облученных, и приближается к показателям здоровых животных (рис.3). Низкие дозы Со227 уменьшают содержание ЛФХ в ткани селезенки  на 2 и 4 сутки наблюдения
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	Рис 3. Влияние препарата Со227 на содержание фосфолипидов селезенки крыс при γ – облу-чении  (в % от общих фосфоли-пидов) (М± м;   
n = 10-12).

3д – здоровые животные, К-2, Со-2, К-4, Со-4 - облученные животные: 

К-2 – 2 суток, контроль,  

Со-2 - 2 суток, Со227,  

К-4 - 4 суток, контроль, 

Со-4 - 4 суток, Со227. 
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соответственно в 1,80 и 1,81 раза от уровня облученных,  и в  1,62 и 1,58 раза от здоровых животных, а более  высокие дозы Со227 нормализуют. Независимо от  дозы Со227 к 4 дню  уменьшает уровень ФЭ и ФС. Препарат Со227 в дозе 4 мг/кг массы тела повышает содержания ФИ в ткани селезенки на 2 и 4 дни экспе-римента соответственно в 1,83 и 1,71 раза от уровня облученных, и прибли-жается к показателям здоровых животных. Особенно значительно повышение ФИ наблюдается при введении  Со227 в дозе 8 мг/кг массы тела. 

         Со102 в дозе 8 мг/кг оказывает положительное действие на организм облу-ченных животных в отношении ФХ, ФЭ и СМ эритроцитов крови (рис. 4). На четвертые сутки наблюдалась тенденция к восстановлению уровня ФХ и ЛФХ,  содержание СМ нормализируются, а  ФЭ уменьшается. После введения облу-ченным животным  Со227 в дозе 4 мг/кг наблюдается  замедление снижения содержания СМ. Уровень ФХ, ФЭ и ЛФХ восстанавливается на четвертые сутки. В дозе 8 мг/кг Со227 нормализует содержание в эритроцитах ЛФХ, ФЭ и СМ. 
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Рис 4. Влияние  Со102 на содержание фосфолипидов (в % от общих фосфолипидов) эритроцитов крови крыс при γ – облучении (М± м;   n = 10-12)

          3д – здоровые животные, К-2, Со-2, К-4, Со-4 - облученные животные: 
          К-2 – 2 суток, контроль,  Со-2 - 2 суток, Со,  К-4 - 4 суток, контроль, Со-4 - 4 суток, Со.

         Со102 на 4 день облучение почти полностью нормализует сниженное после облучения содержание ФХ в ткани печени и повышает ЛФХ не только относи-тельно  облученных животных (в дозе 4 и 8 мг/кг - на 2  и  4 дни эксперимента), но и от уровня здоровых. При дозе 4 мг/кг увеличивается также содержание ФЭ по сравнению со здоровыми. ФС  к 4 дню эксперимента при дозе Со102  4 мг/кг приближается к показателям нормы, а при дозе 8 мг/кг нормализуется. 

Введение в организм животных Со227 в дозе 4 и 8 мг/кг независимо от длительности наблюдения почти нормализует содержание ФХ в ткани печени. Кобальт в дозе 4 мг/кг повышает значительно сниженное облучением содер-жание ЛФХ в ткани печени животных. Увеличение  дозы кобальта в два раза сопровождается значительным повышением содержания ЛФХ в ткани печени. Со227 в дозе 4 мг/кг увеличивает содержание ФЭ в ткани печени облученных животных по сравнению со здоровыми. Однако, в дозе 8 мг/кг,  этот эффект исчезает. Независимо от дозы Со227 замедляет снижение содержания ФИ в ткани печени γ-облученных животных и нормализует фракции СМ.

           Соединение Со102 в дозе 4 мг/кг почти восстанавливает содержание ФХ в Мх печени. Содержание ЛФХ не только нормализуется, но и повышается на 4 сутки относительно нормы. Содержание ФЭ нормализуется уже на 2 сутки. Однако соединение Со102 не влияет на содержание ЛФЭ  и  оно остаётся повы-шенными по всем дням наблюдения. Со102 постепенно усиливает синтез КЛ,  заметно снижает ФС и ФИ в Мх печени облученных животных. Возможно Со102 в Мх печени ускоряет превращения ФС в ФЭ. При γ-облучении Со102 замедляет образование ФК в Мх печени. Вероятно Со102 либо замедляет синтез ФК в Мх печени из α-глицерофосфата и жирных кислот, либо ингибирует гидролитичес-кую активность эндогенной ФЛ Д. Со102 полностью нормализует содержание СМ в Мх печени облученных крыс. 
        Со227 почти нормализует сниженное содержание ФХ в Мх печени, содер-жание  ЛФХ, ФЭ и ЛФЭ повышает, т.е. этот препарат не только ускоряет синтез ФЭ, но и повышает активность ФЛ А2 Мх печени облученных животных. Со227 подавляет образование ФС и ФИ в Мх и восстанавливает содержание КЛ. Оно замедляет образование ФК в Мх печени облученных животных.

           Полученные результаты указывают на эффективность применения препа-ратов кобальта при γ-облучении. Эти препараты способствуют поддержанию в клетке на постоянном уровне двух структурно и функционально различных категорий нейтральных и кислых фосфолипидов, необходимых для обеспече-ния нормальных физико-химических свойств функционирующих мембран. Предотвращение возможных колебаний в качественном и количественном содержании фосфолипидов в билогических системах является одним из глав-ных условий обеспечения их нормального физиологического статуса [Shohet S.B., 1980;  Бергельсон Л.Д., Дятловицкая Э.В. и др. , 1981; Болдырев А.А., Котелевцев С.В. и др., 1990; Дятловицкая Э.В., Безуглов В.В., 1998].
. 

3.5. Влияние соединений кобальта на активность липолитических ферментов мембран  Мх печени крыс при γ -облучении

       Известно, что изменения функционального состояния внутренней мем-браны Мх сопровождаются как структурными перестройками, так и измене-нием физико-химических характеристик. Можно предположить, что это связано с изменениями фосфолипидного состава Мх мембран, протекающих с участием эндогенных ФЛ. В этой связи изучалось активности ФЛ А2, ЛФЛ А1 и ФЛ Д мембран Мх печени крыс при γ-облучении, а также введении животным соединений Со102 и Со227.

         После γ-облучения активность ФЛ А2 Мх печени по  образованию общих лизофосфолипидов и СЖК  повышается соответственно  в 1,43 и 1,28 раза от уровня нормы (табл. 5). В условиях облучения более предпочтительным субстратом для ФЛ А2 Мх печени является ФЭ, чем ФХ. 

Таблица 5. 
Влияние препаратов кобальта на активность ФЛ А2мембран Мх печени крыс при  γ-облучении  (мкг/час мг белка) (М±м; n = 10-12).

	Варианты
	Продукты гидролиза

	
	ОФД
	СЖК
	ЛФХ
	ЛФЭ

	Здоровые животные 
	 55,84±6,04
	3,74±0,62
	 16,95±2,10
	24,22±3,52

	 γ-облученные животные: 

                                контроль
	80,18±9,73***
	4,80±0,46**
	22,03±1,16*
	36,13±3,05***

	                     Со102
	  54,22±5,45
	 3,48±0,88
	 16,37±1,85
	21,72±3,29

	                    Со227
	 47,69±5,33
	3,23±0,34
	16,08±1,96
	20,15±1,48


У облученных животных соединение Со102 почти нормализует активность ФЛ А2 по гидролизу общих фосфолипидов, и уменьшает по образованию СЖК. Активность ФЛ А2  по гидролизу ФХ почти  нормализуется, а гидролизу ФЭ, напротив, несколько ингибируется.  Со227 более заметно ингибирует активность ФЛ А2 Мх печени у облученных крыс чем с Со102.. По гидролизу ФХ она почти полностью нормализуется, а по гидролизу ФЭ снижается  до уровня нормы.  

       При γ-облучении каталитическая активность ЛФЛ А1 мембран Мх печени повышается на 53 % (табл. 6). При облучении ЛФЛ А1 Мх печени активируется 

Таблица. 6. 
Влияние препаратов кобальта на активность ЛФЛ А1мембран Мх печени крыс  при γ-облучении  (мкг/час мг белка) (М±м; n = 10-12).

	           Варианты
	Продукты гидролиза

	
	            СЖК
	ГФХ
	ГФЭ

	Здоровые животные
	        0,88±0,15
	     1,12±0,14
	1,71±0,26

	γ-облученные животные: 

                                   контроль
	 1,35±0,21***
	2,24±0,24****
	 2,42±0,31*

	                     Со102
	         0,69±0,12
	     0,82±0,13*
	1,37±0,24

	                     Со227
	        0,65±0,13
	     0,80±0,12*
	1,34±0,17


быстрее, чем ФЛ А2. При этом следует отметит, что при облучении ЛФЛ А1 Мх печени гидролизует ЛФХ и ЛФЭ, чем в норме, т.е. образование ГФХ происхо-дит быстрее, чем ГФЭ. Одной из возможных причин уменьшения содержания ЛФХ в Мх печени облученных животных является повышение активности ЛФЛ А1 в отношении данного субстрата.

         После введения в организм облученных животных соединений кобальта  активность ЛФЛ А1 несколько ингибируется. Со102 и Со227 ингибируют актив-ность ЛФЛ А1 по гидролизу ЛФХ быстрее, чем ЛФЭ. 

        При γ-облучении  в Мх печени гидролитическая активность ФЛ Д  по гидролизу ФХ и ФЭ повышается (табл.  7).  Соединения кобальта ингибируют ее активность в мембранах Мх печени облученных животных. Однако нормали- зации не наблюдается. Так, если активность фермента в Мх печени облученных
Таблица  7. 
Влияние препаратов кобальта на активность ФЛ Д мембран Мх печени крыс при γ-облучении  (мкг/час мг белка) (М±м; n = 10-12).

	          Варианты
	Продукты гидролиза

	
	ФК
	Этаноламин
	Холин

	Здоровые животные
	  11,75±1,06
	   1,35±0,15
	0,39±0,08

	γ-облученные животные:              

                                    контроль
	35,93±4,46****
	3,97±0,97****
	1,22±0,36****

	                   Со102
	    16,35±2,22**
	    1,92±0,46
	 0,51±0,14*

	                    Со227
	23,05±1,78***
	2,62±0,34**
	 0,82±0,12**


животных по образованию ФК, этаноламина и холина повышается соответст-венно в 3,06; 2,94 и 3,13 раза, то Со102  всего лишь в 1,39; 1,43 и 1,31 раза от уровня нормы, а Со227 – в 1,96; 1,94 и 2,11 раза. Это означает, что по сравнению с Со227, Со102 более эффективно восстанавливает активность ФЛ Д мембран Мх печени  облученных животных. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
       Анализируя полученные результаты, можно заключить, что при γ-облу-чении в Мх Са2+-аккумулирующие функции ускоряются, что приводит к повы-шению гидролитической активности эндогенных липолитических ферментов и в результате нарушается фосфолипидный состав, от чего в мембранах появ-ляются небислойные участки. Известно, что небислойные участки являются наиболее предпочтительными субстратами для эндогенных фосфолипаз. В этом случае гидролиз фосфолипидов эндогенными фосфолипазами усиливается и нарушается целостность мембраны клетки и Мх. Это приводит к нарушению дыхательной и ОФ функции Мх и уменьшению содержания АТФ и показателей ЭЗА в клетке. Уменьшение содержания АТФ сопровождается нарушением многих энергозависимых метаболических реакций клетки, в частности обмена липидов. Введение в организм γ-облученных животных соединений кобальта, особенно Со227, тормозит поступление Са2+ в Мх, ингибирует активность липо-литических ферментов, восстанавливает нарушенный состав фосфолипидов в поврежденных бислойных участках. Нормализация структуры Мх приводит к восстановлению дыхательной и ОФ функции Мх, повышается содержание АТФ в клетке. 

Выводы

1. Са2+-аккумулирующая емкость Мх печени при γ-облучении значительно повышается. Со102 частично, а Со227 полностью ее восстанавливают.  

2. Со102 снижает окисление сукцината  в Мх печени облученных животных и усиливает ОФ. При этом скорость окисления глутамата в состоянии V3 и VДНФ и ДКЧ приближается к норме, а АДФ/О полностью нормализуется. Со227 усиливает АТФ синтезирующие функции Мх печени облученных животных, особенно по сукцинатному пути. 
3. Со102 восстанавливает активность АТФсинтетазы в Мх печени облученных животных на 4 сутки, а Со227  - на 2 сутки, на 4 день  она превышает норму на 16,4%. 
4. Соединения кобальта, особенно Со227, восстанавливают содержание АН в тканях печени и селезенки у γ-облученных животных. 
5. Влияние соединений кобальта на содержание различных фосфолипидов в тканях и органах не однозначно: а) Со102 нормализует содержание ФХ, ФС и ФК в Мх печени облученных крыс, повышает ЛФХ, ФЭ, ЛФЭ, КЛ, и умень-шает ФИ. Со227 нормализует содержание ФХ и СМ, повышает ЛФХ, ФЭ, ЛФЭ, уменьшает ФС и ФИ, и приближает к нормы КЛ и ФК; б) препараты кобальта нормализуют содержание ФХ и СМ и уменьшают ФИ в печени облученных крыс; в) препараты кобальта повышают содержание ФХ в селезенке облучен-ных животных. При этом Со102 уменьшает содержание ФС  и почти полностью нормализуется ФИ, ФЭ и СМ, а Со227 повышает содержание ФИ и уменьшает ФЭ и ФС; г) Со102 в дозе 8 мг/кг восстанавливает содержание СМ в эритроци-тах облученных крыс, а других фосфолипидов приближает к норме. Со227 в дозе 8 мг/кг уменьшает ФХ и восстанавливает другие фосфолипиды.
6. γ-лучи повышают активность фосфолипаз мембран Мх печени. Соединения кобальта нормализуют активность ФЛ Д, ФЛ А2 по гидролизу ФХ и снижают по гидролизу ФЭ, ингибируют ЛФЛ А1, особенно в отношении ЛФХ.

Практические рекомендации

          Полученные результаты могут быть использованы при коррекции мем-бранных повреждений, вызываемых γ-лучами. 

          Полученные результаты могут быть использованы в учебном процессе при подготовке медиков, биохимиков, биофизиков, физиологов и радиобиоло-гов, при самостоятельной подготовке бакалавров, магистров и аспирантов, а также при повышении квалификации специалистов.
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        Таянч сўзлар: жигар, талоқ, эритроцит, митохондрия, Са2+-ташилиши,  нафас олиш, оксидланишли фосфорланиш, АТФ-синтетаза, АТФ, АДФ, АМФ, фосфолипид, ФЛ А2, ЛФЛ А1, ФЛ Д, Со102 (Транс-Со(MemSCl)3·2H2O) и Со227 (Цис-Со(MtmSCl)3 · 4H2O), γ-нурланиш. 

        Тадқиқот объектлари: каламуш, жигар, талоқ, эритроцит, фосфолипид-лар,  каламуш жигари митохондрияси, Со102 и Со227.
         Ишнинг мақсади: γ -нури билан нурлантирилган каламуш аъзоларидаги фосфолипидлар ва адениннуклеотидларига, жигар митохондриясида Са2+-таши-лишига, нафас олиши ва оксидланишли фосфорланишига, АТФ-синтетаза,  ФЛ А2, ЛФЛ А1, ФЛ Д фаолликларига  Со102 и Со227 таъсирини ўрганиш.

          Тадқиқот услублари: рН-метрия, полярография, юпқа қатламли хрома-тография.

          Олинган натижалар ва уларнинг янгилиги: биринчи бўлиб, γ-нури билан нурлантирилган ҳайвонларнинг турли аъзоларидаги энергия ва липид алмашинувига Со102 и Со227 препаратларини таъсир механизми ырганилган.
        Биринчи былиб, γ -нурда нурлантирилган ҳайвонларнинг организмига Со102 и Со227 препаратларини юборилганда, жигар митохондриясида Са2+-ташилиши, нафас олиш ва оксидланишли фосфорланиш, АТФ синтетаза, ФЛ А2, ЛФЛ А1, ФЛ Д  фаолликлари, тўқималардаги фосфолипидлар ва адениннуклеотид-ларнинг миқдорлари соғлом ҳайвонлардаги кўрсатгичларга яқинлашгани кўрсатилган. 

          Амалий аҳамияти: олинган натижалар тиббиёт амалиётида Со102 (Транс-Со(MemSCl)3·2H2O) ва Со227 (Цис-Со(MtmSCl)3 · 4H2O) γ-нур билан нурланган беморларни даволашда фойдаланиш имконини беради.

          Тадбиқ этиш даражаси ва иқтисодий самрадорлиги: диссертациянинг асосий қисмини биокимё, биофизика, физиология, биоэнергетика, фармаколо-гия ва мембранологиядан маъруза курсларида фойдаланиш мумкин.

          Қўлланиш соҳаси: биокимё, биофизика, физиология, тиббиёт, фармако-логия, радиобилогия.
               РЕЗЮМЕ
       диссертации Ибрагимовой Каримахон Маматбакиевны на тему: Влияние соединений кобальта на энергетический и липидный метаболизм живот-ных клеток при γ -облучении» на соискание ученой степени кандидата биоло-гических наук по специальности 03.00.04 – биохимия.

        Ключевые слова: печень, селезенка, эритроцит, митохондрия, транспорт Са2+,  дыхание, окислительное фосфорилирование, АТФ-синтетаза, АТФ, АДФ, АМФ, фосфолипид, ФЛ А2, ЛФЛ А1, ФЛ Д, Со102 (Транс-Со(MemSCl)3·2H2O) и Со227 (Цис-Со(MtmSCl)3 · 4H2O), γ-облучение. 

        Объекты исследования: крыса, печень, селезенка, эритроцит, фосфоли-пиды, митохондрии печени крысы, Со102 и Со227.

        Цель работы: целью настоящей работы является изучение влияние Со102 и Со227 на содержание липидов и адениновые нуклеотиды клеток разных тканей,  транспорт Са2+, дыхание и окислительное фосфорилирование, активность АТФ- синтетазы, ФЛ А2, ЛФЛ А1 и ФЛ Д  митохондрии печени γ-облученных живот-ных.

         Методы исследования: рН-метрический, полярографический и тонко-слойная хроматография. 

         Полученные результаты и их новизна: впервые установлены меха-низмы действия препаратов Со102 и Со227 на энергетический и липидный обмен разных тканей при γ -облучении. 

         Впервые показано, что введение в организм γ -облученных животных соединений Со102 и Со227 в митохондриях печени транспорт Са2+, дыхание и окислительное фосфорилирование, активность АТФ-синтетазы, ФЛ А2, ЛФЛ А1, ФЛ Д, а также содержание фосфолипидов и адениннуклеотидов тканей разных органов приближается к показателям здоровых животных.   

         Практическая значимость: полученные результаты могут быть исполь-зованы в практической медицине при лечении соединениями Со102 (Транс-Со(MemSCl)3·2H2O) и Со227 (Цис-Со(MtmSCl)3 · 4H2O) людей облученных γ-лучами.  

         Степень внедрения и экономическая эффективность: основные поло-жения диссертационной работы могут включаться в содержание занятий по биохимии, биофизики, физиологии, биоэнергетики, фармакологии и мембра-налогии.

         Область применения: биохимия, биофизика, физиология, медицина, фармакология, радиобилогия.
                                                       RESUME

Thesis of Ibragimova Karimahon Mamatbakievna on the scientific degree competition of candidate of sciences in biology speciality  03.00.04.-biochemistry subject: “The influence of Co compounds on the energetic and lipid metabolism in the animals cells in the case of  γ-radiation”
Key words: liver, splin, erythrocyte, mitochondrias, Са2+ transportation, breathing, oxidative phospholiration, ATP-syntetase, ATP, ADP, AMP, phospholipids, PhL А2, PhL D, Со102 (Transp Со(MemSCl)3·2H2O) and Со227 (Cys-Со(MtmSCl)3 · 4H2O), γ-radiation. 

Subjects of enquiry: rat, liver, erythrocyte, phospholipids, rat liver mitochondria, Со102 and Со227.

Aim of enquiry: The aim of this work is to study the influence of Со102 and Со227 on lipids content and on the adenine nucleotides of the various tissues cells, Са2+ transportation, breathing and oxidative phosphorilation, ATP-syntetase activity, PhL А2, LPhL А1 and  PhL D of the mitochondria from the liver of γ-radiated animals. 

Methods of enquiry: pH-metrical, polarographycal and chromatography in the thin layer.

The results achieved and their novelty: For the first time the mechanism of Со102 and Со227 influence on energetic and lipid exchange in the various tissues in the case of γ-radiation has been defined.

For the first time it was shown that injection of Со102 and Со227 after γ-radiation of the animals brings Са2+ transportation, breathing, oxidative phosphorilation, ATP-syntase activity, PhL А2, LPhL А1, PhL D and the content of tissues phospholipids and adenonucleotides in various organs to the normal level as of the healthy animals. 

Practical value: Obtained results can be used in treatment of γ-radiated people by Со102 (Транс-Со(MemSCl)3·2H2O) and  Со227 (Цис-Со(MtmSCl)3 · 4H2O) compounds.

Degree of embed and economic effectivity: the essential points of the thesis can be included into curriculum of the lectures in biochemistry, biophysics, physiology, bioenergetics, pharmacology and membrainology.

       Sphere of usage: biochemistry, biophysics, physiology, medicine, pharmaco-logy, radiobiology.
Босишга рухсат берилди 10.08.2008й. хажми 1,5 босма табок.
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