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Актуальність теми. Наразі сформувалось уявлення про оксидативний стрес, як про становище напруження, що обумовлене надмірною генерацією вільнорадикальних станів інертних молекул, насамперед оксигену, активовані форми якого (АФО) викликають порушення метаболічних процесів та руйнування клітинних структур [Саприн А.Н., 1999, Betteridge D.J., 2000, McCord J.M., 2000]. Реакційна агресивність АФО стримується в організмі потужною багаторівневою антиоксидантною системою (АОС) [Gutteridge J.M., 2000, Knight J.A., 2000]. Належить підкреслити, що основні АФО у нормі постають компонентами клітинного метаболізму та виконують біорегуляторні функції [Воейков В.Л., 2003, Гольдштейн Н.Н., 2002]. За умов оксидативного стресу прооксиданти порушують рівновагу сполученої системи генерації вільних радикалів, що обумовлює формування адаптивної відповіді на рівні активації антирадикального захисту організму [Bergendi L., 1999, Пасечник И.Н., 2001]. Відомо, що провідна роль в аварійному захисті від “оксигенової небезпеки” належить відновленому глутатіону і пов’язаній з ним системі антиоксидантних (АО) ферментів: глутатіонпероксидазі (ГП), глутатіонредуктазі (ГР) та глутатіонтрансферазі (ГТ) на клітинному рівні [Кулинский В.Н., 1990] та глутатіон-обумовленим механізмам формування гіпоксичного стану на рівні гомеостазу організму в цілому [Скулачев В.П., 2001]. Система внутрішньоклітинних тіолів відіграє роль зв’язуючого кільця у підтриманні рівноваги АФО ( АОС. Взагалі, вплив стресорів на організм розглядають у якості екзогенного індуктора розвитку. Проте, поширення техносфери викликає надходження до організму надмірної кількості речовин із прооксидантними властивостями і важкі метали не є винятком [Рудько Г.И., 2002]. Останні здатні викликати розвиток чисельних хімічних захворювань під спільною назвою “мікроелементози” [Авцын А.П., 1991]. Припускають, що підгрунтя токсичної дії важких металів полягає в їх ефектах на компоненти клітинних мембран, першочергово сульфгідрильні групи білків та жирнокислотні залишки ліпідів. Одначе, механізми прооксидантної  дії металів (кобальту і меркурію), що були використані у цьому дослідженні, вивчені недостатньо [Sunderman F.W.Jr., 1988, Huang Y.L., 1996]. По-перше, часто в адаптивній реакції на інтоксикацію не відокремлюють індукцію неспецифічних універсальних механізмів регуляції метаболізму і наслідки специфічного впливу металу, як хімічного елементу з унікальними властивостями. По-друге, незважаючи на величезну кількість праць, що присвячені вивченню глутатіонзалежної АОС за умов оксидативного стресу, органспецифічні механізми регуляції активності її окремих складових (ГП, ГР, ГТ) під впливом важких металів залишаються не з’ясованими. По-третє, остаточно не сформульовані механізми антиоксидантної дії відновленого глутатіону у динаміці розвитку адаптації до прооксидантного впливу важких металів. Отже, постає актуальним дослідження токсичної дії важких металів (кобальту і меркурію) на три взаємодіючі клітинні системи: глутатіонзалежні антиоксидантні ферменти, систему внутрішньоклітинних тіолів та пероксидне окислення ліпідів (ПОЛ). Першорядне значення мало дослідження механізмів регуляції ГП, ГР і ГТ активностей у печінці та нирках щурів у динаміці розвитку оксидативного стресу, що був модельований введенням сублетальної дози хлориду кобальту, з урахуванням реалізації універсальної стресорної реакції організму в цілому. Печінка і нирки у якості досліджуваних органів були обрані не випадково, а зважуючи на специфічну їм функціональну навантаженість: у печінці відбувається детоксикація більшості прооксидантів ендогенного або екзогенного походження, через нирки останні виводяться з організму. Порівняльний аналіз адаптивної відповіді організму на проксидантну дію хлориду кобальту за умов блокади (-адренорецепторів неселективним блокатором пропранололом або на тлі попереднього введення антиоксиданту – відновленого глутатіону, з необхідністю, дало змогу виявити механізми регуляції гомеостазу, що реалізують оксидативний стрес та беруть участь в адаптації до його наслідків. Тим часом, доцільність дослідження впливу сублетальної дози хлориду меркурію на розвиток адаптивних подій, грунтується на тому, що ця речовина викликала, як було зазначено, виснаження окремих ланок системи АО та внутрішньоклітинних тіолів і, у такий спосіб, обумовлювала активацію ПОЛ, що мала вторинний характер.
Зв’язок роботи з науковими програмами. Дисертаційне дослідження було частиною держбюджетної теми, що виконувалась на кафедрі біохімії ХНУ ім. В.Н. Каразіна “Клітинні та молекулярні механізми адаптації метаболізму при окисному стресі” ( № державної реєстрації 0197U008188).

Мета та задачі дослідження. Метою даної роботи було вивчення механізмів специфічного впливу хлоридів кобальту і меркурію на систему внутрішньоклітинних тіолів, активність глутатіонзалежних АО ферментів і ПОЛ. У відповідності до мети було визначено основні задачі дослідження:

1. Визначити та порівняти ключові ланки специфічності дії хлоридів кобальту і меркурію на вміст білкових і небілкових тіолів, активність глутатіонзалежних АО ферментів та динаміку активації ПОЛ у печінці і нирках щурів.

2. Вивчити вплив сублетальної дози хлориду кобальту на динаміку адаптації до оксидативного стресу за умов блокади пропранололом (-адренорецепторів, з метою відокремлювання прооксидантної дії кобальту від впливу стресорного рівня катехоламінів.

3. Визначити роль та регуляторні механізми дії екзогенного відновленого глутатіону в адаптації до пошкоджуючих ефектів хлориду кобальту у печінці та нирках щурів.

Об’єкт дослідження – механізми формування адаптації за умов уражуючого впливу  на організм прооксидантів довкілля. Предмет дослідження – органспецифічна регуляція активності глутатіонзалежних АО ферментів, вмісту внутрішньоклітинних тіолів та їх внесок до адаптації під час активації ПОЛ у печінці і нирках щурів за умов введення хлориду кобальту, хлориду меркурію, пропранололу або відновленого глутатіону.

Методи дослідження – вміст білкових і небілкових тіолів у печінці і нирках та концентрацію загального холестерину (ЗХ) і його фракційний склад (вільний холестерин (ВХ), етери холестерину (ЕХ)) у сироватці крові щурів визначали спектрофотометричними методами. Глутатіонпероксидазну, глутатіонредуктазну, глутатіонтрансферазну активності печінки і нирок, а також, лецитин-холестерин ацилтрансферазну (ЛХАТ) активність сироватки крові вимірювали спектрофотометрично. Вміст вторинних (сполуки з ізольованими подвійними зв’язками, дієнові кон’югати, кетодієни і сполучені триєни у фракціях нейтральних ліпідів і фосфоліпідів) і третинних (ТБК-позитивні продукти, як малоновий діальдегід (МДА)) продуктів ПОЛ у печінці і нирках та вміст загальних ліпідів у печінці, нирках і сироватці крові щурів визначали за допомогою спектрофотометричних методів дослідження. Експериментальні дані були статистично оброблені, оцінка значимості розходжень між групами отриманих даних була проведена з використанням критерію Вілкоксона-Манна-Уітні.

Наукова новизна. Вперше було встановлено, що у динамиці оксидативного стресу, спричиненого хлоридом кобальту, у підвищенні глутатіонпероксидазної і глутатіонтрансферазної активності печінки бере участь катехоламінова система стрес-гормонів. Зокрема, було показано, що за умов порушення цього способу регуляції ферментативної активності ГП і ГТ неселективним (-адреноблокатором пропранололом спостерігається пригнічення даних антиоксидантних ферментів та посилення прооксидантного впливу кобальту. Для глутатіонпероксидази і глутатіонтрансферази нирок, а, також, глутатіонредуктази обох досліджених органів у динамиці оксидативного стресу катехоламін-залежного шляху регуляції ферментативної активності не було виявлено. Таким чином, у дослідженні з’ясовано прооксидантний ефект пропранолола у печінці і нирках щурів. Вперше показано, що ранішні ефекти важких металів (кобальту і меркурію) на активацію вільнорадикального окислення обумовлені специфічною взаємодією цих металів з тіолами білкової і небілкової природи: хлорид кобальту індукує підвищення концентрації небілкових сульфгідрильних груп у печінці тварин, а хлорид меркурію викликає виснаження системи тіолів як у печінці, так і у нирках щурів. Показано, що зв’язування іонів кобальту у тритіоловий комплекс з глутатіоном не запобігає активації вільно-радикальних реакцій, тоді як збільшення ємкості системи тіолів і підвищення ферментативної активності глутатіон-залежної антиоксидантної системи, обумовлене екзогенним GSH, носило адаптивний характер за умов розвитку оксидативного стресу. Вперше з’ясовано, що екзогенному відновленому глутатіону притаманна ліпід-мобілізуюча дія шляхом активуючого впливу на лецитин-холестерин ацилтрансферазу сироватки крові та прискорення, у такий спосіб, транспорту ліпідів ліпопротеїнами крові.
Теоретична і практична значимість роботи. Результати, що отримані у дослідженні, свідчать про спрямованість впливів хлоридів кобальту і меркурію на різні ланки рівноваги ПОЛ ( АОС. Вивчення механізмів динамічних змін ємкості глутатіонзалежної АОС печінки і нирок за умов оксидативного стресу при введенні хлориду кобальту або меркурій-індукованої інтоксикації, а також з’ясування шляхів органспецифічної регуляції активності АО ферментів дає змогу керувати захисними системами організму за умов впливу важких металів та запровадити найбільш ефективніші схеми та способи детоксикації. Практичне значення роботи полягає у тому, що завдяки досконалому вивченню антиоксидантного та з’ясування ліпідмобілізуючого впливів відновленого глутатіону, цей природний антиоксидант може бути застосований у якості протектору оксидативного стресу, а можливо й при інших гипоксія-вміщуючих паталогіях.

Особистий внесок здобувача. Всі результати, що наведені у рукопису, отримані здобувачем самостійно. Дисертантом особисто здійснено вибір досліджуваних показників, проведені всі серії експериментів та проаналізована література за темою дослідження. Обговорення встановлених механізмів та шляхів регуляції систем, що вивчались, автор провів разом з науковим керівником.

Апробація роботи. Основні положення та результати дисертаційної роботи пройшли апробацію: на науковій конференції “Фундаментальные и прикладные аспекты современной биохимии”, С.-Петербург, 1998 р.; на VII Українському біохімічному з’їзді, Київ, 1997 р.; на науковій конференції молодих учених-біологів та засіданнях кафедри біохімії Харківського національного університету ім. В.Н. Каразіна.

Публікація матеріалів. За матеріалами дисертації опубліковано 7 наукових праць, з яких 5 статей надруковано у фахових виданнях.

Структура та обсяг роботи. Дисертаційна робота викладена на 150 сторінках та складається з 8 розділів: вступу, огляду літератури, матеріалів і методів дослідження, результатів і їх обговорення (3 розділи), узагальнення отриманих результатів і висновків та списку використаної літератури (265 літературних джерела, 90 з яких англійською і 160 російською мовами). Робота містить 29 рисунків та 27 таблиць.
ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ

Огляд літератури. Огляд складається з 3-х підрозділів (1.1, 1.2 та 1.3), що містять сучасні уявлення про регуляцію метаболізму за умов виникнення та перебігу оксидативного стресу, взаємодію окремих складових АОС (особливо роль відновленого глутатіону, як зв’язуючого кільця між системою тіолів і глутатіонзалежною ферментною АОС) та наслідки отруєння важкими металами (кобальтом або меркурієм). Особлива увага приділяється обговоренню можливих механізмів гормон-опосередкованій регуляції вільнорадикальних процесів та засобів АО захисту при адаптації організму до оксидативного стресу.

Матеріали та методи дослідження. Дослідження було проведено на 3-х місячних щурах лінії Вістар, вагою 180-220 г, яких утримували у стандартних умовах віварію. Розчини солей металів, пропранололу або відновленого глутатіону вводили одноразово внутрішньочеревинно у відповідній дозі: хлорид кобальту (сублетальна доза) – 3 мг/100 г маси [Maines M.D., 1976]; хлорид меркурію (сублетальна доза) – 0,7 мг/100 г маси [Maines M.D., 1977]; пропранолол (терапевтична доза) – 0,15 мг/100 г маси [Bassukevitz Y., 1989]; відновлений глутатіон – 50 мг/100 г маси [Конвай В.Д., 1988]. Тварин декапітували через 0.5 год, 2 год або 24 год відповідно до поставлених завдань. Об’єктом дослідження були печінка, нирки та сироватка крові щурів. Стан глутатіонзалежної АОС органів визначали спектрофотометричним методом шляхом вимірювання ГП [Ланкин В.З., 1981] і ГР [Герасимов А.М., 1976] активностей, які наводили в нмоль NADPH за 1 хв на 1 мг білка та ГТ [Лемешко В.В., 1987] активності з 1-хлор-2,4-дінітробензолом (2,4 ДНХБ), у якості субстрату, і наводили у мкмоль 2,4 ДНХБ за 1 хв інкубації на 1 мг білка. Етерифікуюча здібність сироватки крові була визначена шляхом спектрофотометричного вимірювання лецитин-холестерин ацилтрансферазної активності [Stokke K.T., 1971], яку наводили у нмолях холестерину, що етерифікується за 1 сек в 1 л сироватки крові. Вміст ТБК-позитивних продуктів [Minara M. 1980], загальних ліпідів [стандартний набір Eagle Diagnostics (США)], білкових і небілкових сульфгідрильних груп [Фоловеев В.Ф., 1981] визначали спектрофотометрично. Окремо у фракціях нейтральних ліпідів і фосфоліпідів печінки і нирок щурів спектрофотометрично визначали вміст сполук з ізольованими подвійними зв’язками (( = 220 нм), дієнових кон’югатів (( = 232 нм), кетодієнів і сполучених триєнів (( = 278 нм) за методом Волчегорського [Волчегорський И.Ф., 1989]. Вміст білка встановлювали за методом Лоурі. Експериментальні дані були статистично оброблені, оцінка значимості розходжень між групами отриманих даних була проведена з використанням критерію Вілкоксона-Манна-Уітні.

Результати досліджень роботи та їх обговорення

Порівняльний аналіз механізмів активації глутатіонзалежної антиоксидантної системи, змін стану системи внутрішньоклітинних тіолів та динаміка пероксидного окислення ліпідів за умов впливу хлориду кобальту та хлориду меркурію. З метою узагальнення провідних шляхів взаємовпливу досліджуваних у роботі систем гомеостазу та з’ясування специфіки механізмів адаптації до токсичної дії сублетальних доз хлоридів кобальту і меркурію визначали вплив одноразової ін’єкції розчинів вищезгаданих солей металів у динаміці їх дії: 0,5 год, 2 год та 24 год впливу. Було зазначено, що солі важких металів викликають активацію ферментів АОС (рис. 1, 2). Зокрема, підвищувалась глутатіонпероксидазна і глутатіон-трансферазна активності печінки щурів через 0,5 год після введення розчину СоСl2 та глутатіонпероксидазна (в інтервалі 0,5 - 24 год) і глутатіонтрансферазна (через 0,5 год після введення розчину СоСl2) активності нирок. Хлорид меркурію впливав лише на глутатіонтрансферазна активність печінки: протягом доби (24 год) цей показник залишався значно збільшеним. 
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Рис. 1. Глутатіонпероксидазна (ГП), глутатіонтрансферазна (ГТ) і глутатіонредуктазна (ГР) активності у печінці та нирках щурів в різні терміни після введення СоСl2 (*-- р ( 0,05 відносно до контролю)

Примітка: 1- контроль, 2, 3, 4 - 0,5 год, 2 год і 24 год, відповідно, після введення хлориду кобальту; *-- р ( 0,05 відносно до контролю.




Рис. 2. Глутатіонпероксидазна (ГП), глутатіонтрансферазна (ГТ) і глутатіонредуктазна (ГР) активності у печінці та нирках щурів в різні терміни після введення HgСl2 (*-- р ( 0,05 відносно до контролю)

Примітка: 1- контроль, 2, 3, 4 - 0,5 год, 2 год і 24 год, відповідно, після введення хлориду меркурію; *-- р ( 0,05 відносно до контролю.

Одна з причин розбіжностей у впливі солей металів на стан АОС пов’язана зі специфікою дії кобальту і меркурію на ступінь відновленості та ємкість системи внутрішньоклітинних тіолів (рис. 3, 4). 

·                                   -- небілкові SH-групи

·                                   -- SH-групи білків

Рис. 3. Вплив хлориду кобальту на вміст білкових та небілкових тіолів у печінці (А) та нирках(Б)  щурів в різні терміни після введення СоСl2. Примітка: 1- контроль, 2, 3, 4 - 0,5 год, 2 год і 24 год, відповідно, після введення хлориду кобальту; *-- р ( 0,05 відносно до контролю.

При введенні хлориду кобальту показано збільшення вмісту небілкових та зниження концентрації білкових сульфгідрільних груп протягом першої доби у печінці щурів (рис. 3), що свідчить про адаптивну роль небілкових тіолів за умов оксидативного стресу. Якщо СоСl2 у сублетальній дозі призводив до становища супервідновленості у клітинах на тлі підвищеного рівня утворення активних метаболітів кисню, то HgСl2 виявився опосередкованим індуктором вільнорадикальних процесів. Зв’язуючи доступні білкові та небілкові сульфгідрильні групи (рис. 4), меркурій в організмі призводив до порушення динамічної рівноваги ПОЛ ( АОЗ шляхом виснаження тіолової ланки антиоксидантної системи печінки щурів. У нирках не було виявлено суттєвого зменшення вмісту сульфгідрильних груп (рис. 4) за умов дії хлориду меркурію в інтервалі 0,5 - 2 год впливу. Можливо, це обумовлено специфічно високою активністю ниркового ізоферменту (-глутамілтранспептидази [Tamano T., Yostda H.,1990].

Згідно з даними цього дослідження (табл. 1) та опублікованими результатами інших вчених [Sunderman F.W., 1988, Huang Y.L., 1996] не викликає сумніву, що солі важких металів здатні посилювати процеси ПОЛ на початкових етапах свого впливу у печінці і нирках щурів.


                                    -- небілкові SH-групи

·                           -- SH-групи білків

Рис. 4. Вплив хлориду меркурію на вміст білкових та небілкових тіолів у печінці (А) та нирках(Б)  щурів в різні терміни після введення HgСl2. Примітка: 1- контроль, 2, 3, 4 - 0,5 год, 2 год і 24 год, відповідно, після введення хлориду меркурію; *-- р ( 0,05 відносно до контролю.

Таблиця 1

Вміст ТБК-позитивних продуктів у печінці і нирках щурів у різні терміни після введення СоСl2 або HgСl2 (мкмоль/мг білка, М+m, n = 6 - 7)

	Чинник
	Орган
	Контроль
	Час після введення

	
	
	
	0,5 год
	2 год 
	24 год

	СоСl2
	печінка
	17,00+0,50
	25,00+1,30*
	24,00+1,50*
	15,00+0,70

	
	нирки
	28,00+1,55
	33,00+2,27
	32,50+2,22
	34,30+1,38*

	HgСl2
	печінка
	12,00+0,20
	17,00+0,20*
	12,00+0,30
	14,00+0,30*

	
	нирки
	28,00+3,00
	34,00+2,00*
	26,00+1,66
	16,00+4,00*


*-- р ( 0,05 відносно до контролю

Таким чином, надлишок кобальту моделював в організмі тварин перебіг оксидативного стресу, про що свідчать активація глутатіонзалежних АО ферментів, збільшення вмісту небілкових тіолів та накопичення продуктів пероксидації ліпідів у динаміці впливу цього металу. Прооксидантний ефект меркурію можна визначити як вторинний, обумовлений виснаженням системи тіолів і, зокрема, пулу відновленого глутатіону у глутатіонтрансферазних реакціях детоксикації досліджуваного металу.

Динаміка розвитку оксидативного стресу при введенні хлориду кобальту на тлі блокади (-адренорецепторів пропранололом. З метою відокремлювання специфічної реакції відповіді в експериментах з введенням хлориду кобальту на тлі загальної стресорної реакції організму було проведено серію досліджень за умов блокади (-адренорецепторів. Для цього за 0,5 год до ін’єкції розчину солі металу вводили розчин пропранололу та вивчали сумісний вплив чинників у динаміці 0,5 год, 2 год і 24 год, починаючи з введення розчину СoCl2. Для з’ясування впливу самого пропранололу простежували динаміку його дії через 1, 2.5 та 24.5 год у печінці і нирках щурів. Дослідження дало змогу з’ясувати органспецифічний характер регуляції активності глутатіонзалежних АО ферментів. Результати експериментів свідчать про те, що у печінці глутатіонпероксидаза і глутатіонтрансфераза активуються стресорним рівнем катехоламінів (рис. 1), бо за умов блокади (-адренорецепторів пропранололом їх активність зменшувалась як за умов введення хлориду кобальту (табл. 2), так і без CoCl2 (табл. 3). Активність ниркових ізоформ ферментів модулювалась надлишком субстратів і не залежала від гормонального контролю (табл. 2 і 3).

Таблиця 2
Вплив CoCl2 за умов блокади (-адренорецепторів пропранололом та самого пропранололу на активність глутатіонзалежних антиоксидантних ферментів у печінці щурів (а – нмоль NADPH /(хв ( мг білка ), b -- мкмоль 2,4ДНХБ /(хв (  мг білка), М+m, n = 6 - 7)

	Параметр,

що вимірювався
	Орган
	Контроль
	ПРОПРАНОЛОЛ + CoCl2
час після введення CoCl21

	
	
	
	0,5 год
	2 год 
	24 год

	ГП активністьа
	печінка
	124,0+7,9
	135,0+10,7
	90,3+10,5*
	90,4+8,8*

	
	нирки
	52,6+4,4
	74,3+2,8*
	124,0+6,6*
	68,6+8,9*

	ГР активністьа
	печінка
	49,6+6,3
	82,6+6,8*
	45,9+6,0
	42,8+4,7

	
	нирки
	139,0+2,9
	157,0+7,0*
	123,0+7,2
	140,0+10,4

	ГТ активністьb
	печінка
	130,0+4,2
	146,0+9,1
	96,3+6,5*
	99,9+3,8

	
	нирки
	32,8+2,8
	52,8+4,3*
	55,4+4,8*
	53,0+1,3*


Примітка: ГП – глутатіонпероксидазна активність, ГР – глутатіонредуктазна активність, ГТ – глутатіонтрансферазна активність;

1- блокаду (-адренорецепторів пропранололом здійснювали за півгодини до ін’єкції розчину хлориду кобальту, динаміку окиснювального стресу досліджували починаючи з введення розчину CoCl2; *-- р ( 0,05 відносно до контролю.

Далі було встановлено, що на відміну від відомої протекторної дії неспецифічного блокатору (-адренорецепторів пропранололу стосовно адренергічної активації ПОЛ у серці при емоційному стресі [Меерсон Ф.З., Пшеников М.Г., 1988], за умов оксидативного стресу хлоридом кобальту ні в печінці, ні в нирках пропранолол не виявив захисного ефекту (табл. 4). Навпаки, була з’ясована прооксидантна дія самого пропранололу у досліджуваних органах (табл. 5).

Таблиця 3
Вплив пропранололу на активність глутатіонзалежних антиоксидантних ферментів у печінці щурів (а – нмоль NADPH /(хв (  мг білка ), 

b -- мкмоль 2,4ДНХБ /(хв (  мг білка), М+m, n = 6 - 7)

	Параметр,

що вимірювався
	Орган
	Контроль
	ПРОПРАНОЛОЛ

час після введення

	
	
	
	1 год
	2,5 год
	24,5 год

	ГП активністьа
	печінка
	124,0+7,9
	109,0+12,4
	92,7+8,0*
	67,0+8,7*

	
	нирки
	52,6+4,4
	83,4+1,1*
	74,1+2,4*
	61,2+2,0

	ГР активністьа
	печінка
	49,6+6,3
	54,6+5,0
	48,2+4,5
	56,0+6,5

	
	нирки
	139,0+2,9
	158,0+5,1*
	103,0+8,3*
	184,0+7,3*

	ГТ активністьb
	печінка
	130,0+4,2
	142,0+12,9
	125,0+11,3
	130,0+13,2

	
	нирки
	32,8+2,8
	29,8+2,8
	51,8+2,2*
	49,1+3,1*


*-- р ( 0,05 відносно до контролю

Таблиця 4
Вплив CoCl2 за умов блокади (-адренорецепторів на вміст продуктів пероксидного окислення  ліпідів у печінці та нирках щурів (а -- мкмоль/мг білка, b -- (Е/г тканини, М+m, n = 6 - 7)

	параметр, що
	орган
	контроль
	час після дії чинників1

	вимірювався
	
	
	0,5 год
	2 год
	24 год

	ТБК-позитивні а
	печінка
	17,00+0,50
	25,0+1,70*
	29,0+2,10*
	19,0+0,60*

	продукти
	нирки
	28,00+1,55
	34,8+1,59*
	35,3+2,81*
	38,4+1,69*

	дієнові кон’югати
	печінка
	2,44+0,13
	4,22+0,26*
	2,17+0,08
	2,19+0,09

	у фракції НЛ b
	нирки
	1,10+0,04
	1,30+0,09*
	1,67+0,19
	1,14+0,20

	дієнові кон’югати
	печінка
	17,40+1,72
	10,1+0,99*
	16,35+1,47
	17,95+1,71

	у фракції ФЛ b
	нирки
	25,35+1,50
	29,60+3,00
	34,1+1,50*
	24,40+2,19


Примітка: НЛ – нейтральні ліпіди, ФЛ – фосфоліпіди; 1- блокаду (-адренорецепторів пропранололом здійснювали за півгодини до ін’єкції розчину хлориду кобальту, динаміку оксидативного стресу досліджували починаючи з введення розчину CoCl2; *-- р ( 0,05 відносно до контролю.

Зазначена інтенсифікація пропранололом пероксидного окислення ліпідів, ймовірно, пов’язана з появою АФО при метаболізмі цього блокатору. Про це свідчить високий рівень ТБК-позитивних продуктів як у печінці, так і у нирках щурів на тлі відносно невеликих окиснювальних пошкоджень у фракції мембранних ліпідів (насамперед фосфоліпідів).

Попереднє введення пропранололу дало змогу встановити, що підвищення вмісту небілкових тіолів у динаміці розвитку кобальт-обумовленого оксидативного стресу є гормон-незалежним, бо блокада (-адренорецепторів не упереджувала збільшення концентрації небілкових SH-груп [Каліман П.А., Соколік В.В., 2002].
Таблиця 5
Вплив пропранололу на вміст продуктів пероксидного окислення ліпідів у печінці та нирках щурів (а -- мкмоль/мг білка, b -- (Е/г тканини, М+m, n = 6 - 7)

	параметр, що
	орган
	контроль
	час після введення пропранололу

	вимірювався
	
	
	1 год
	2,5 год
	24,5 год

	ТБК-позитивні а
	печінка
	17,00+0,50
	22,0+0,90*
	19,0+0,80*
	23,0+0,60*

	продукти
	нирки
	28,00+1,55
	35,3+1,93*
	32,5+0,99*
	35,5+2,40*

	дієнові кон’югати
	печінка
	2,44+0,13
	4,04+0,16*
	3,58+0,26*
	2,74+0,33

	у фракції НЛ b
	нирки
	1,10+0,04
	2,05+0,10*
	2,48+0,17*
	1,35+0,03

	дієнові кон’югати
	печінка
	17,40+1,72
	16,20+2,00
	19,60+1,61
	13,5+0,93*

	у фракції ФЛ b
	нирки
	25,35+1,50
	23,80+2,48
	37,40+3,28
	28,10+2,73


Примітка: НЛ – нейтральні ліпіди, ФЛ – фосфоліпіди; *-- р ( 0,05 відносно до контролю.

Таким чином, було з’ясовано, що пропранолол викликав блокування механізму активації ферментів АОС печінки і, у такий спосіб, діяв у якості прооксиданту, а не адаптогену в організмі. Тому його застосування при лікуванні серцево-судинних захворювань має бути досить обережним, з урахуванням виявленої побічної дії.

Вплив відновленого глутатіону на розвиток оксидативного стресу. Як відомо, індукція утворення активних форм оксигену обумовлює адаптивну відповідь клітин і організму в цілому у вигляді формування гіпоксичного стану [Скулачев В.П., 2001, Бурлакова Е.Б., 1983]. Ключова роль у відтворенні гіпоксії належить сульфгідрильним сполукам, насамперед відновленому глутатіону та іншим низькомолекулярним тіолам. Тому актуально було простежити динаміку оксидативного стресу, за умов дії хлориду кобальту, на тлі попереднього введення відновленого глутатіону. Виходячи з цього були застосовані такі умови дослідження: за 15 хв до ін’єкції розчину хлориду кобальту вводили розчин відновленого глутатіону. Вплив власне GSH вивчали через 15 хв, 45 хв і 2 год 15 хв. після ін’єкції його розчину. Також був досліджений вплив тритіолового комплексу кобальту [3GS-Co3+], що синтезували in vitro безпосередньо перед введенням [Maines M.D., 1976]. 

Встановлено, що попереднє введення GSH або зв’язування кобальту у тритіоловий комплекс не запобігає первинному прооксидантному ефекту іонів кобальту (на 0,5 год), що маніфестує підвищенням вмісту ТБК-позитивних продуктів у печінці щурів (табл. 6). Проте, необхідно зазначити, що на тлі попереднього введення GSH вже через 2 год дії СоСl2 спостерігалося відновлення нормального рівня активності пероксидного окислення ліпідів на відміну від самостійного впливу хлориду кобальту у печінці (табл. 1). У нирках відновлений глутатіон посилював ПОЛ [Соколик В.В., 2001], що ймовірно пов’язано з активацією (-глутамілтранспептидази [Stark A.A., 1993].

Цікавим і дещо непередбаченим виявився вплив екзогенного відновленого глутатіону на міжорганний обмін ліпідів. Було з’ясовано, що GSH викликає накопичення загальних ліпідів у печінці, зниження цього показника у нирках та ніяк не впливає на загальну концентрацію ліпідів сироватки крові у щурів (табл. 7). 

Таблиця 6
Вплив відновленого глутатіону на вміст продуктів пероксидного окислення ліпідів у печінці щурів при оксидативному стресі (М+m, n = 6 - 7, a – мг/г тканини, b -- мкмоль/мг білка, c -- (Е/г тканини)

	параметр, що
	контроль
	[3GS-Сo3+]
	GSH + CoCl2
час після введення CoCl2 1

	вимірювався
	
	0,5 год
	0,5 год
	2 год
	24 год

	Вміст загальних ліпідів а
	51,3
+5,1
	32,4
+1,2*
	78,0
+3,8*
	65,5
+6,9
	64,3
+3,8

	ТБК-позитивні b
продукти
	13,5

+0,7
	17,2

+0,3*
	26,0
+1,7*
	15,2

+1,3
	16,2

+2,0

	сполуки з ізольованими подвійними зв’язками у НЛ с
	13,0

+1,1
	19,8
+1,4*
	22,6

+2,7*
	9,7
+1,4
	14,1
+1,5

	сполуки з ізольованими подвійними зв’язками у ФЛ с
	31,2

+2,0
	35,0

+1,7
	51,5

+6,1*
	26,3

+1,8
	26,8

+3,4


Примітка: НЛ – нейтральні ліпіди, ФЛ – фосфоліпіди; 1- розчин відновленого глутатіону вводили за 15 хв до ін’єкції розчину хлориду кобальту; *-- р ( 0,05 відносно до контролю.

Таблиця 7

Вплив екзогенного відновленого глутатіону на вміст загальних ліпідів та активність глутатіонзалежних АО ферментів у печінці і нирках щурів (а – мг/г тканини, b – ммоль/л, с -- нмоль NADPH /(хв (  мг білка), d -- мкмоль 2,4ДНХБ /(хв (  мг білка), М+m, n = 6 - 7)

	ферменти
	орган
	контроль
	час після введення GSH

	
	
	
	15 хв
	45 хв
	2 год 15 хв

	загальні
	печінка а
	51,3+5,1
	55,3+4,1
	84,6+5,7*
	103,0+5,6*

	ліпіди
	нирки a
	76,7+2,1
	82,1+7,4
	68,2+1,8*
	79,2+3,5

	
	сироваткab
	13,9+1,1
	---
	12,6+2,7
	14,1+1,5

	ГП c
	печінка
	115,8+7,2
	125,9+13,9
	147,2+8,8*
	106,8+15,6

	
	нирки
	67,6+6,1
	89,9+6,9*
	30,7+1,3*
	51,2+3,5

	ГР c
	печінка
	43,7+2,8
	53,0+4,1
	94,4+9,8*
	41,9+4,1

	
	нирки
	97,3+9,4
	173,0+11,9*
	163,0+5,5*
	68,0+7,1*

	ГТ d
	печінка
	65,8+6,2
	114,0+7,3*
	153,0+12,6*
	82,8+3,9

	
	нирки
	43,2+3,0
	52,9+7,7
	44,5+2,5
	48,3+2,6


Примітка: ГП – глутатіонпероксидазна активність, ГР – глутатіонредуктазна активність, ГТ – глутатіонтрансферазна активність;

*-- р ( 0,05 відносно до контролю.

Звертають на себе увагу і якісні зміни ліпідів під впливом глутатіону, а саме: збільшення вмісту сполук з ізольованими подвійними зв’язками у їх складі на ранішніх етапах оксидативного стресу – 0,5 год дії хлориду кобальту (табл. 6). Ці данні, а також підвищений рівень (174% від контролю) лецитин-холестерин ацилтрансферазної активності сироватки крові через 0,5 год після введення GSH, свідчать про ліпід-мобілізуючий ефект відновленого глутатіону у спосіб індукції ліполізу у периферійних тканинах та посилення зворотного транспорту холестерину до печінки у складі ліпопротеїнів сироватки крові.
В нашому дослідженні було зазначено вірогідне збільшення (у середньому на 130-220 % порівняно до контрольних величин) вмісту білкових і небілкових тіолів під впливом екзогенного відновленого глутатіону у печінці і нирках щурів у всі терміни, що вивчалися (рис. 5). Привертає увагу, що збільшення рівня одного з субстратів реакції, а саме відновленого глутатіону у складі небілкових тіолів, обумовлює активацію глутатіонзалежної АО системи досліджуваних органів (табл. 7).



           -- небілкові сульфгідрильні групи

           -- SH-групи білків

Рис. 5. Вплив відновленого глутатіону на вміст білкових та небілкових тіолів у печінці (А) та нирках(Б)  щурів в різні терміни після введення GSH. Примітка: 1- контроль, 2, 3, 4 - 0,25 год, 0,45 год і 2,25 год, відповідно, після введення відновленого глутатіону;

 *-- р ( 0,05 відносно до контролю.

Відомо, що кобальт здатний викликати гіпоксичний стан в організмі шляхом зниження спорідненості гемопротеїнів крові до оксигену за умов їх стабілізації у дезоксиконформації [Hochachka P.W., 1996]. Виходячи з цього, кобальт-залежна гіпоксія обумовлена зниженням доступу оксигену до тканин організму. З іншого боку, розвиток гіпоксії на початкових етапах оксида-тивного стресу є універсальною відповіддю організму на чисельні прооксиданти різноманітної природи, а не тільки хлориду кобільту. Біологічна сутність гіпоксичного стану полягає у тому, що утворені у ланцюгових реакціях радикали без оксигену рекомбінують і відтворюють початковий стабільний стан. За присутності оксигену гасіння вільних радикалів відбувається з утворенням нестабільних пероксидних сполук і це пошкодження закріплюється. Ще один різновид антиоксидантної, протекторної дії відновленого глутатіону саме і полягає в утворенні гіпоксичного стану у клітинах шляхом взаємодії з оксигеном [Константинова М.М., 1981]. 
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Рис.6. Локуси прикладення адаптивного впливу екзогенного відновленого глутатіону за умов оксидативного стресу 

(      -- активуюча дія;         -- інгібуюча дія)

Таким чином, введення GSH захищає ліпіди від уражуючої дії наслідків оксидативного стресу шляхом активації глутатіонзалежної ланки ферментів АОС, збільшення ємкості системи внутрішньоклітинних тіолів, а також, завдяки протекторній ролі GSH у реалізації гіпоксичного стану і мобілізації ліпідів організму як окиснювальних субстратів (рис.6).

ВИСНОВКИ

У дисертаційному дослідженні виявлено, що сублетальні дози кобальту або меркурію викликають на тлі активації ПОЛ різноспрямовані зміни у системі внутрішньоклітинних тіолів та орган-специфічну активацію глутатіонзалежних АО ферментів. Деякі специфічні механізми реалізації прооксидантного впливу пропранололу та протекторної дії відновленого глутатіону були з’ясовані у цьому дослідженні.

1. Встановлено, що сублетальні дози хлориду кобальту і хлориду меркурію викликають активацію різних ланок глутатіонзалежної АОС: хлорид кобальту – глутатіонпероксидаза-глутатіонредуктаза редокс-циклу, хлорид меркурію – глутатіонтрансферазу.

2. Показано, що введення неселективного блокатору (-адренорецепторів пропранололу за умов оксидативного стресу викликає порушення катехоламін-обумовленог механізму активації глутатіонпероксидази і глутатіонтрансферази печінки щурів. Прооксидантний ефект пропранололу у печінці та нирках щурів не дозволяє його використовувати у якості адаптогену за умов оксидативного стресу.

3. З’ясована протилежно спрямована дія хлориду кобальту і хлориду меркурію на систему тіолів у печінці і нирках щурів, а саме: хлорид кобальту викликав збільшення вмісту небілкових тіолів у печінці, тоді як хлорид меркурію обумовлював зниження білкових і небілкових тіолів.

4. Виявлено, що накопичення ТБК-позитивних продуктів під впливом хлориду меркурію є вторинним результатом зсуву рівноваги ПОЛ(АОС у напрямку інтенсифікації вільнорадикальних реакцій за умов меркурій-залежного виснаження пулу внутрішньоклітинних тіолів. Навпаки, за дію кобальту підвищення вмісту продуктів ПОЛ у динаміці оксидативного стресу носить первинний, кобальт-індукований характер.

5. Виявлено протекторну антиоксидантну дію відновленого глутатіону у печінці тварин, тоді як у нирках екзогенний глутатіон викликав посилення процесів пероксидного окислення ліпідів. Введення відновленого глутатіону супроводжується збільшенням ємкості тіолової системи та активності глутатіон-залежних антиоксидантних ферментів.

6. Зазначено ліпід-мобілізуючий ефект екзогенного GSH в результаті підвищення лецитин-холестерин ацилтрансферазної активності у сироватці крові та прискорення транспорту ліпідів ліпопротеїнами сироватки крові.
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АНОТАЦІЯ

Соколік В.В. Вплив хлоридів кобальту і меркурію на пероксидне окислення ліпідів, систему тіолів та активність глутатіонзалежних антиоксидантних ферментів. – Рукопис.

Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук за спеціальністю 03.00.04 – біохімія. – Харківський національний університет ім. В.Н. Каразіна. – Харків. – 2004.

Встановлено, що введення сублетальної дози хлориду кобальту обумовлює розвиток оксидативного стресу та активацію глутатіонового редокс-циклу (ГП-ГР) АОС печінки щурів. За допомогою неселективного (-адреноблокатору пропранололу з’ясований гормонзалежний характер регуляції глутатіонпероксидазної і глутатіонтрансферазної активності печінки у динаміці розвитку оксидативного стресу. Показано вторинний характер прооксидантної дії хлориду меркурію за рахунок виснаження тіолової ланки АОС і, у такий спосіб, підсилення процесів ПОЛ. Виявлено, що інтоксикація сублітальною дозою хлориду меркурію призводить до збільшення глутатіонтрансферазної активності печінки щурів. Знайдено, що екзогенний відновлений глутатіон, збільшуючи ємкість тіолової системи та активуючи глутатіонзалежні АО ферменти, захищає ліпіди печінки від вільнорадикального пошкодження. У нирках виявлена активація процесів ПОЛ під впливом відновленого глутатіону; обговорюється роль у такій активації ниркової ізоформи (-глутамілтранспептидази. Наведена схема виявленої ліпід-мобілізуючої дії відновленого глутатіону; обговорюється роль лецитін-холестерин ацилтрансферази сироватки крові у посиленні транспорту ліпідів від периферійних тканин до печінки у складі ліпопротеїнів крові.

Ключові слова: глутатіонпероксидаза, глутатіонредуктаза, глутатіонтрансфераза, тіолы, перекисне окислення ліпідів, печінка, нирки, хлорид кобальту, хлорид меркурію, пропранолол, відновлений глутатіон.

АННОТАЦИЯ

Соколик В.В. Влияние хлоридов кобальта и ртути на перекисное окисление липидов, систему тиолов и активность глутатионзависимых антиоксидантных ферментов. – Рукопись.

Диссертация на соискание ученой степени кандидата биологических наук по специальности 03.00.04 – биохимия. – Харьковский национальный университет им. В.Н. Каразина. – Харьков. – 2004.

Установлено, что введение сублетальной дозы хлорида кобальта обусловливает развитие оксидативного стресса и активацию глутатионового редокс-цикла (ГП-ГР) АОС печени крыс. С помощью неселективного (-адреноблокатора пропранолола выявлен гормонзависимый характер регуляции глутатионпероксидазной и глутатионтрансферазной активностей печени в динамике развития оксидативного стресса. Показан вторичный характер прооксидантного действия хлорида ртути за счет истощения тиолового звена АОС и таким способом усиления процессов ПОЛ. Выявлено, что интоксикация сублетальной дозой хлорида ртути приводит к повышению глутатионтрансферазной активности печени крыс. Обнаружено, что екзогенный восстановленный глутатион, увеличивая емкость тиоловой системы и активируя глутатионзависимые АО ферменты, защищает липиды печени от свободнорадикального повреждения. В почках выявлена активация процессов ПОЛ под действием восстановленного глутатиона; обсуждается роль в такой активации почечной изоформы (-глутамил-транспептидазы. Приведена схема обнаруженного липид-мобилизующего действия восстановленного глутатиона; обсуждается роль лецитин-холестерин ацилтрансферазы сыворотки крови в усилении транспорта липидов из периферических тканей в печень в составе липопротеинов крови.

Ключевые слова: глутатионпероксидаза, глутатионредуктаза, глутатионтрансфераза, тиолы, перекисное окисление липидов, печень, почки, хлорид кобальта, хлорид ртути, пропранолол, восстановленный глутатион.

ABSTRACT
Sokolik V.V. Cobalt and mercury chlorides effects on lipid peroxidation, system of thiols and activitions of glutathione defense antioxidant enzymes. – Manuscript.
Thesis for the degree of candidate of biological science, speciality 03.00.04 – biochemistry.–V.N. Karazin Kharkov University – Kharkov. – 2004.

The thesis is devoted to the investigation of the antioxidant GSH-dependent system regulation, thiols adaptive role and lipid peroxidation under oxidative stress development, caused by cobalt chloride administration, and intoxication, caused by mercury chloride administration. Lipid peroxidation has been identified as a basic determinative reaction involved in the aging processes, cancer initiation and promotion, alcoholic liver diseases and degenerative diseases. Increased lipid peroxidation is responsible for damage and atherosclerosis in human. Injection of heave metal ions and hepatotoxic agents including CCl4 and other xenobiotics lead to a rapid increase in hepatic lipid peroxide products. This process is accompanied by damage of the main classes of biological macromolecules and their complexes including biological membranes also by decrease of macroergs contents. There are a number of enzymatic and nonenzymatic factors that contribute to the protection of aerobic organisms from on express of free radicals. These factors are collectively referent to as the antioxidant defense system and include the glutathion peroxidase (GP), glutathion reductase (GR), glutathion transferase (GT), reduced glutathion (GSH) and other factors. So lipid peroxidation, thiol status and antioxidant GSH-dependent system in Wistar rats liver and kidney in various terms after single injection of cobalt chloride, mercury chloride, propranolol or GSH have been investigated in the present work. The dissertation consists on introduction, review of literature on the closen theme, description of main methods of this investigation, 3 parts of experimental results with their discussion, conclusion and literature cited. Approximately liver and kidney homogenates (20 %) was used fresh, for analysis of thiobarbituric acid reaction substances (TRABS production), levels of diene-conjugated and other lipid peroxidation products. A portion was freeze-clamped, frozen in liquid nitrogen and stored -70oC until thiol grup consentrations and GP, GR, GT activities were determined. In the experiments it has been shown that onetime administration of cobalt chloride or mercury chloride in doses near to LD50 leads to increasing products of lipid peroxidation of hepatic lipids. Activation of free-radical oxidation is accompanied by changes in thiol system and antioxidant GSH-dependent system activity in cobalt-treatment animals. On the other hand, it was found, that mercury chloride influence on the lipoperoxidation ( antioxydant defense is indirect. HgCl2 administration not only enhances lipoperoxidation but also complexes with sulphydryl-containing amino acids and peptides such as cysteine and reduced glutathione, resulting is depleted GSH, a substrate for GP and GT in cells. Co-administration cobalt chloride and propranolol ((-adrenoreceptor blocator) resulted in higher TRABS production in liver and kidney rats. The lipid peroxidation products increased with propranolol may be explained an alter cellular membrane structure or to induce of cytochrome P-450. The increases GP, GR and GT activities in kidney may be consist in response lipid peroxides generation following propranolol metabolism. So the data obtained also show that the oxidative stress caused by one-time cobalt chloride injection leads to hormone defense activation hepatic GP and GT, in contrast to kidney. Our results showed that glutathione administration limits free radical-mediated chain reaction of hepatic cellular lipids. The effects Co-administration cobalt chloride and reduced glutathione on lipid peroxidation were less demonstrative than in the CoCl2 case. This could be explained by a preventive activation GP, GR and GT. In contrast to liver, GSH administration had no effect on kidney in case oxidative stress development. This could be explained by the gamma-glutamyl transpeptidase activity increase of kidney. It has been established that under GSH action lecithin-cholesterol acyltransferase activity increased in serum blood, the total lipid accumulated in liver and lipid-contain decreased in kidney. This is determined by the lipid-mobilization effect GSH.

Key words: glutathion peroxidase, glutathion reductase, glutathion transferase, thiols, lipid peroxidation, liver, kidney, cobalt chloride, mercury chloride, propranolol, reduced glutathion.
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