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Роботу присвячено вивченню стану тіол-дисульфідної, глутатіонової редокс-системи та активності ацетилхолінестерази у тонкій кишці щурів:самців і самок різного віку як за фізіологічних умов, так і за умов дії тривалого γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 і 1,0 Гр. Дослідження процесів пристосування організму до дії несприятливих для здоров’я факторів та вірогідність виникнення хвороби є однією із актуальних проблем сучасної медичної науки. Актуальність цієї проблеми значно зросла в останнє десятиліття і це пов’язано з різким погіршенням екологічної ситуації як у цілому світі, так і в Україні, що обумовлено техногенними катастрофами і зокрема однією з найбільш крупних – аварією на Чорнобильській АЕС. Не сприятливі соціально-побутові умови проживання внаслідок економічного спаду, забруднення радіонуклідами значних територій України, відсутність належного медичного забезпечення створили передумови для росту соматичної патології серед населення.  Сьогодні значну увагу проблемі наслідків хронічного впливу на людину та інші біооб'єкти іонізуючого випромінювання за умов малих доз та інтенсивностей приділяють медицина та радіобіологія. Експериментально досліджені викликані опроміненням зміни структурних характеристик генома, ядерних, мікросомальних, мітохондріальних, плазматичних мембран, клітинна проліферація, процеси, які лежать в основі радіорезистентності/радіочутливості. Встановлено, що радіаційні ефекти мають загальну молекулярну основу-пошкодження ДНК та її репарація, а в реалізації уражуючої дії γ-опромінення значна роль відводиться активації процесів перекисного окиснення ліпідів. В зв'язку з цим у життєдіяльності опромінених організмів дуже важливу роль відіграє підтримання прооксидантно-антиоксидантного гомеостазу на стаціонарному рівні.

На сьогодні в медичній науці достатньо широко дискутуються питання про «критичні» органи та тканини, «критичні» клітини та клітинні структури, «критичні» метаболічні процеси, які формують первинну реакцію-відповідь на дію будь-якого несприятливого фактору як зовнішнього так і внутрішнього середовища. З висловленої точки зору до таких «критичних» систем на метаболічному рівні необхідно віднести процеси, що лежать в основі ендогенної радіорезистентності та неспецифічної резистентності, які приймають активну участь в нейтралізації та утилізації надлишкових кількостей кисеньреактивних інтермедіатів, що утворились після дії γ-опромінення.

Відомо, що на молекулярному рівні вищеозначені системи забезпечуються окислювально-відновними перетвореннями високо- та низькомолекулярних тіолових сполук, які утворюють так звану тіол-дисульфідну систему (ТДС). В той же час доведено, що тривалий вплив іонізуючих променів у малих дозах поступово викликає зниження ендогенного резерву тіолзалежних систем, та їх повне виснаження, що негативно впливає на опір організму до несприятливих факторів довкілля. Існує вірогідність порушень у синтезі високомолекулярних компонентів тіол-дисульфідної системи.

Травна система є однією з радіочутливих систем організму. Навіть за умов впливу невеликих доз γ-опромінення у травному тракті спостерігається широкий спектр морфофункціональних зрушень, які призводять до втрати рідини, електролітів, білка, розладів процесів травлення, всмоктування поживних речовин, виведення ендо- та екзотоксинів. Безумовно, сукупність цих порушень визначає роль травного тракту у пристосувальних реакціях організму в цілому.

Одним з механізмів наведених змін на молекулярному рівні може бути викликане γ-опроміненням поступове виснаження антиоксидантної системи організму. У результаті цього, в органах і тканинах неконтрольовано підвищується генерація вільних радикалів, інтенсифікується не тільки перекисне окислення ліпідів, а й білків. Останнє набуває особливого значення, враховуючи участь білків у будові рецепторів, функціонуванні ферментних систем, регуляції метаболізму на організменному, органному і тканинному рівнях.

Не виключене, за таких умов, і порушення: нейрогуморальної регуляції метаболізму стінки тонкої кишки, про що свідчать дослідження активності ацетилхолінестерази (далі АХЕ) у стінці кишечнику за умов γ-опромінення.

Мета роботи – з’ясувати особливості тіол-дисульфідного обміну у тканинах кишечнику потомків, отриманих від хронічно опромінених у низьких дозах попередників.

Експериментальні дослідження проведені на 510 щурах різного віку та статі лінії Вістар. Усі тварини утримувались за стандартних умов та на стандартній дієті віварію Одеського державного медичного університету.

Групи тварин, що підлягали γ-опроміненню формували зі здорових статевозрілих самців і самок віком три місяці і масою тіла 180-200 г. Відбір тварин проводили з розрахунку на 1 самця 4-5 самок. Для експерименту самок підбирали таким чином, щоб вони знаходились на одній стадії естрального циклу, яку визначали, використовуючи мазки з піхви.

Тотальне γ-опромінення проводили на базі рентгентерапевтичного відділення Одеського обласного онкодиспансеру, використовуючи гамма терапевтичну установку «АГАТ-Р» №83 (ізотоп 60Со). Для опромінення тварин розміщували у спеціально виготовлених клітках фіксаторах із органічного скла. Опромінення проводили на тщесерце о 9-й годині ранку. Для отримання сумарної дози 0,75 Гр опромінення проводили за слідуючих технічних умов: потужність дози 107 рад/хв, відстань від джерела до поля дорівнювала 75 см, розміри поля 20·20 см, разова доза 0,15 Гр, експозиція 8 секунд, кількість повторень-5, кожні 72 години. Для отримання сумарної дози 1,0 Гр опромінення проводили за наступних технічних умов: потужність дози 107 рад/хв, відстань від джерела до поля 75 см, розміри поля 20·20 см, разова доза 0,1 Гр, експозиція 6 секунд, кількість повторень-10, кожні 72 години. Дозиметричний контроль проводила дозиметрична служба Одеського обласного онкологічного диспансеру. Тварин виводили з експерименту під ефірним наркозом шляхом швидкої декапітації.

Ключові слова: тиол-дисульфидній метаболізм, тонкий кишечник, опроміненні щури, іонізуюче опромінення малих доз та інтенсивностей.

АBSTRACT
Anchev A.S. Thiol-disulphide exchange in the small intestine of the generation obtained from irradiated rats. – Manuscript.

Thesis for a scientific degree of Candidate of Medical Sciences in specialty 14.03.04 – Pathological Physiology. – State Enterprise "Ukrainian Research Institute of Transport Medicine", Odesa, 2021. Kharkiv National Medical University of the Ministry of Health of Ukraine, Kharkiv, 2021.

Urgency. One of the leading factors in environmental degradation of the last decades is its contamination with radioactive substances, mainly those with a long half-life. This creates the conditions for chronic exposure of humans to ionizing radiation in small doses and intensities. Experimental researchers have found changes in the structural characteristics of the genome caused by irradiation; as well as changes in nuclear, microsomal, mitochondrial, plasma membranes; cell proliferation, the processes that underlie radioresistance / radiosensitivity. It is established that radiation effects have a common molecular basis - DNA damage and its repair, and in the implementation of the damaging effect of γ-irradiation a significant role is played by the activation of lipid peroxidation processes. The digestive system is one of the body's radiosensitive systems. Under the influence of small doses of γ-irradiation in the gastrointestinal tract there is a wide range of morpho-functional changes that lead to fluid loss, electrolytes, protein, digestive disorders, absorption of nutrients, excretion of endotoxins and exotoxins. The combination of these disorders determines the role of the gastrointestinal tract in the adaptive responses of the body as a whole. The objective of the research: to study the features of thiol-disulfide metabolism and acetylcholinesterase activity in the intestinal tissues of offspring obtained from chronically irradiated at low doses progenitors. Morphofunctional disorders in the tissues of the small intestine in the ontogenesis of the offspring of irradiated rats. Studies have shown that under physiological conditions of existence there are clear gender and age differences in the functional state of the thiol - disulfide, glutathione redox system in the small intestine of males and females of different ages. It is established that prolonged total γ-irradiation in the total dose of 0.75 and 1.0 Gr causes quite stable and profound changes in the functional state of the processes under study. The dependence of the detected changes on the time elapsed after radiation damage, the dose of γ-irradiation and the sex of the animals is clearly traced. Females have been shown to be more radio resistant than males. 3 months after γ-irradiation of males in the tissues of the small intestine, the content of SH-groups of protein origin was compared to the same age control of 69.3%. The content of protein SS-groups in the tissues of the small intestine of males exposed to long-term exposure to γ-irradiation at a total dose of 0.75 Gr by 51.4% exceeded the indicators of the same age control. This level of protein SH groups in the small intestine of males led to a decrease in the thiol-disulfide ratio by 54.4% compared with the same age control. The content of non-protein SH-groups in the small intestine of males 3 months after radiation damage in a total dose of 0.75 Gr increased compared to the control by 64.7%. As the growth of SS-groups of non-protein origin is much higher, the thiol-disulfide ratio was lower than the control by 16.6%. Indexes of glutathione redox system in 12 days after radiation damage in a total dose of 0.75 Gr in the small intestine of 3-month-old males increased relative to the same age intact animals by 15.6%. At the same time, there was a decrease in the activity of glutathione peroxidase and glutathione-S- transferase in the small intestine of male rats by 19.9 and 24.4% compared with the same age control. In 3 months after completion of γ-irradiation at a total dose of 0.75 Gray in the small intestine of 6-month-old rats, there was an increase in the content of reduced glutathione in relation to the indicators of animals of previous age and control, with the latter prevailing by 12.4%. The studies made revealed significant changes in the content of thiol compounds in the tissues of the small intestine of adult male rats after prolonged total γ-irradiation at a total dose of 1.0 Gray. On the 12th day after the end of radiation action, the content of protein sulfhydryl groups in the small intestine of male rats decreased compared to similar values of intact animals by 15.3%. At the same time, the content of protein disulfide groups in the small intestine of irradiated males did not differ from the indicators of one-year control. There was an increase in the number of low molecular weight sulfhydryl groups by 35.6% compared to intact animals, while the content of disulfide groups of non-protein origin did not differ from the latter. The thiol-disulfide ratio of macromolecular compounds decreased relative to that of intact animals by 11.3%. The ratio of SH- to SS- in this case prevailed over the same age control by 72.4%. The detected changes are due to the occurrence of radiation-induced conformational ones, which prevent the interaction of SS-groups with the molecules of the corresponding substrates necessary for their reduction. Changes in protein sulfhydryl groups of small intestinal tissues in response to prolonged total γ-irradiation at a total dose of 1.0 Gr in males and females were almost the same, while shifts in protein disulfide groups differed significantly, i. e. in radiation-affected females macromolecular activity of thiol-dependent link of the antioxidant system is higher than in males. In females on the 12th day after irradiation at a dose of 1.0 Gr, compared with irradiated at a dose of 0.75 Gr, the content of protein SH-groups increased by 17.0%, the level of protein SS-groups by 15.7%, which in turn caused a decrease in redox potential. The differences in the changes of the thiol-disulfide system indicate a more intense course of thiol-disulfide metabolism reactions in females irradiated at a dose of 1.0 Gy compared to males. 3 months after prolonged total γ-irradiation at a total dose of 1.0 Gray in the small intestine of females, the content of sulfhydryl groups of protein origin was lower than the control by 17.8%. It should be emphasized that the detected shifts were significantly lower than in one-year-old irradiated males and rank over the latter by 24.5%. The number of disulfide groups of protein origin in the small intestine of females three months after radiation damage decreased relative to the previous term by 17.5%, but prevailed by 40.6% the level of control. The rather low level of sulfhydryl groups and high disulfide contributed to the reduction of the redox potential compared to the control by 42.5%, but with the indicators of the previous term it increased quite significantly. In irradiated females of this age, the content of sulfhydryl groups in the small intestine was higher than the control by 10.8%, and disulfide did not differ from the latter. It was also characteristic that the redox potential outweighed the control by 33.3%. Prolonged total γ-irradiation at a total dose of 1.0 Gr contributes to a fairly stable and significant changes in the thiol-disulfide system of the small intestine and the detection of shifts were more significant in males. The depletion of thiol-disulfide metabolism was quite noticeable, which was a sign of a decrease in nonspecific resistance in animals.  Prolonged fractionated γ-irradiation at low doses causes long-term and stable shifts in the thiol disulfide system, the components of which, among other things, are responsible for the body's resistance to adverse environmental factors. The detected changes affect not only the tissues of the small intestine, but also the body as a whole. It is also characteristic that prolonged total γ-irradiation at a total dose of 1.0 Gr causes more significant changes than at a dose of 0.75 Gr, and this is especially evident in the longer term after its action. The latter is a consequence of depletion of the buffer capacity of anti-radical processes. Resistance of small intestine tissues to the effects of ionizing radiation in females is much higher than in males. 
Key words: thiol-disulphide metabolism, small intestine, irradiated rats, ionizing radiation of small doses and intensities. 
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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ

АОС - антиоксидантна система

АХЕ - ацетилхолінестераза

ГПО - глутатіонпероксідаза;

ГТ - глутатіонтрансфераза;

ГР - глутатіонредуктаза;

ДНК - дезоксирибонуклеїнова кислота;

ДНП - дезоксирибонуклеопротеїди;

НАД - никотинаміддинуклеотид;

НАДФН - никотинаміддинуклеотидфосфат;

КоА - коензим А;

ПОЛ - перекисне окиснення ліпідів;

Редокс-потенціал - співвідношення сульфгідрильних груп до дисульфідних;

ТДС – тіол-дисульфідна система

SН-групи - сульфгідрильні групи;

SS-групи - дисульфідні групи;

GSН - відновлений глутатіон;

GSSG-окислений глутатіон.

ВСТУП

Актуальність теми. Після Чорнобильської катастрофи минуло вже 34 роки, але  останнє десятиріччя характеризується стрімким погіршенням екологічної ситуації, що, природно, відбивається на здоров'ї та тривалості життя населення України [73, 134, 137, 139]. Забруднення довкілля радіоактивними речовинами, переважно з тривалим періодом напіврозпаду, є одним з провідних факторів погіршення стану оточуючого середовища, що створює умови для хронічного впливу іонізуючих випромінювань на людину в діапазоні малих доз та інтенсивностей. Зовнішнє та внутрішнє опромінення людини, враховуючи його здатність пошкоджувати геном, за таких обставин може завдавати шкоди не тільки сучасним, а й майбутнім поколінням [126, 140, 170, 189].

Значну увагу проблемі наслідків хронічного впливу на людину та інші біооб'єкти іонізуючого випромінювання за умов малих доз та інтенсивностей, приділяють сьогодні радіобіологія, радіоекологія та медицина. Експериментально досліджені викликані опроміненням зміни структурних характеристик генома, ядерних, мікросомальних, мітохондріальних, плазматичних мембран, проліферація, процеси радіорезистентності/радіочутливості [25, 28, 41, 47, 50]. Встановлено що радіаційні ефекти мають загальну молекулярну основу - пошкодження ДНК та її репарація [54, 58, 106, 273], а в реалізації уражуючої дії γ-опромінення значна роль відводиться активації процесів перекисного окиснення ліпідів. В зв'язку з цим у життєдіяльноті опромінених організмів дуже важливу роль відіграє  прооксидантно-антиоксидантна система підтримки гомеостазу на стаціонарному рівні.

На сьогодні в медичній науці достатньо широко дискутуються питання про «критичні» клітини та клітинні структури, «критичні» метаболічні процеси, «критичні» органи та тканини, які формують первинну реакцію-відповідь на дію будь-якого несприятливого фактору як зовнішнього так і внутрішнього середовища [50,96]. З висловленої точки зору до таких «критичних» систем на метаболічному рівні необхідно віднести процеси, що лежать в основі ендогенної радіорезистентності та неспецифічної резистентності, які приймають активну участь в нейтралізації та утилізації надлишкових кількостей кисеньреактивних інтермедіатів, що утворились після дії γ-опромінення.

Відомо, що на молекулярному рівні вищеозначені системи забезпечуються окислювально-відновними перетвореннями високо- та низькомолекулярних тіолових сполук, які утворюють так звану тіол-дисульфідну систему. В той же час, в окремих роботах [26] доведено, що тривалий вплив іонізуючих променів у малих дозах поступово викликає зниження ендогенного резерву тіолзалежних систем, та їх повне виснаження, що негативно впливає на опір організму до несприятливих факторів довкілля. В численних роботах, присвячених вивченню основних механізмів біологічної дії хронічного зовнішнього і внутрішнього опромінення в малих дозах, підтверджується можливість закріплення в геномі ушкоджень радіаційного ґенезу і передачі зміненої генетичної інформації нащадкам [15, 29, 64, 78, 146]. Отже існує вірогідність порушень і у синтезі високомолекулярних компонентів тіол-дисульфідної системи. На жаль, в цих працях не розглядаються механізми фенотипічної прояви успадкованих генетичних порушень.

Разом з тим, існують роботи, які піддають сумніву роль тіол-дисульфідної системи у забезпеченні радіорезистентності [214, 235]. Немає одностайної думки і про наслідки для організму впливу малих доз γ-опромінення. Одні автори доводять відсутність негативного впливу опромінення за умов малих доз радіації нижче певної межі [146, 200]. Інші вважають, що вплив низьких доз опромінення може завдати значної шкоди, тому що системи репарації за таких умов або зовсім не індукуються, або працюють з суттєво меншою інтенсивністю і вмикаються пізніше, коли в опроміненому організмі вже з’явилися радіаційні пошкодження [29, 200]. Дискутується в літературі також можливість стимулюючого впливу хронічного опромінення на організм, так званий ефект «гормезису» [29, 267]. Вірогідно, це пояснюється різними методологічними підходами до вивчення впливу малих доз радіації на організм, що перешкоджає інтерпретації отриманих даних і створенню цілісної уяви про проблему. Це, поряд з повною відсутністю даних про зміни реакцій тіол-дисульфідного обміну у нащадків опромінених батьків, не дозволяє передбачити функціональний стан систем, резистентності майбутніх поколінь і спроможність їх пристосовуватись до несприятливих умов оточуючого середовища.

Травна система є однією з радіочутливих систем організму. Навіть за умов впливу невеликих доз γ-опромінення у травному тракті спостерігається широкий спектр морфо-функціональних зрушень, які призводять до втрати рідини, електролітів, білка, розладів процесів травлення, всмоктування поживних речовин, виведення ендо- та екзотоксинів [7, 146, 287]. Безумовно, сукупність цих порушень визначає роль травного тракту у пристосувальних реакціях організму в цілому.

Одним з механізмів наведених змін на молекулярному рівні може бути викликане γ-опроміненням поступове виснаження антиоксидантної системи організму [7, 197, 249]. У результаті, цього в органах і тканинах неконтрольовано підвищується генерація вільних радикалів, інтенсифікується не тільки перекисне окислення ліпідів, а й білків. Останнє набуває особливого значення, враховуючи участь білків у будові рецепторів, функціонуванні ферментних систем, регуляції метаболізму на організменному, органному і тканинному рівнях.

Не виключене, за таких умов, і порушення нейрогуморальної регуляції метаболізму стінки тонкої кишки, про що свідчать дослідження активності ацетилхолінестерази (далі АХЕ) у стінці тонкої кишки за умов γ-опромінення

[9, 68, 131]. Однак у цих роботах активність ферменту вивчалась за умов дії великих доз і не з’ясованими залишаються порушення нейрогуморальної регуляції метаболізму тканин кишечнику за умов тривалого γ-опромінення у низьких дозах.

Отже, дослідження тіол-дисульфідного обміну у представників поколінь, отриманих від опромінених малими дозами попередників, можливо дозволить розкрити раніше невідомі ланки механізмів реалізації радіаційних ефектів опромінення батьків в організмі їх нащадків, що надасть можливість теоретичного обґрунтування та практичної розробки шляхів метаболічної корекції негативних проявів.

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота є фрагментом науково-дослідної роботи, яка виконувалася в ДП Український науково-дослідний інститут медицини транспорту МОЗ України (м. Одеса) «Удосконалення профілактики та лікування основних екозалежних та професійно обумовлених захворювань на основі вивчення особливостей їх етіології та патогенезу» (№ державної реєстрації 0116U008822, 2016–2019 рр.). Дисертант є співвиконавцем цієї теми. Тема дисертації затверджена на засіданні Вченої ради ДП Український науково-дослідний інститут медицини транспорту МОЗ України 18.09.2014 р. (протокол № 9).

Мета дослідження: з’ясувати особливості тіол-дисульфідного обміну у тканинах кишечнику потомків, отриманих від хронічно опромінених у низьких дозах попередників.

Завдання дослідження. Для досягнення цієї мети були поставлені наступні завдання:

1. З'ясувати стан тіол-дисульфідного обміну у тонкій кишці статевозрілих щурів обох статей за фізіологічних умов.

2. Дослідити особливості тіол-дисульфідного обміну у тонкій кишці статевозрілих щурів після хронічного γ-опромінення у дозах 0,75 та 1,0 Гр.

3. Визначити особливості тіол-дисульфідного обміну у тонкій кишці нащадків, отриманих від попередників після хронічного γ-опромінення у дозах 0,75 та 1,0 Гр.

4. Дослідити буферну ємкість тіолзалежних систем неспецифічної резистентності у новонароджених щурят-нащадків опромінених тварин, пристосування до нових умов оточуючого середовища.

5. Вивчити направленість вікових змін білкової ланки тіол-дисульфідної системи щурів, отриманих від опромінених тварин.

6. Виявити залежність структурних зрушень у тканинах тонкої кишки щурів від збільшення дози та тривалості опромінення попередників.

Об’єкт дослідження: тіол-дисульфідний обмін у тонкій кишці.

Предмет дослідження: стан та порушення тіол-дисульфідної системи у тонкій кишці в онтогенезі потомків опромінених щурів.

Методи дослідження: патофізіологічно-біохімічні, статистичні.

Наукова новизна отриманих результатів. На підставі проведених комплексних досліджень вперше одночасно визначено стан білкової і небілкової частини тіол-дисульфідної системи на різних етапах онтогенезу нащадків радіаційно уражених щурів. Була визначена динаміка зрушень концентрації білкових та небілкових сульфгідрильних, дисульфідних груп, співвідношення сульфгідрильних до дисульфідних груп у різні вікові періоди у тонкій кишці щурів, як за фізіологічних умов, так і за умов змодельованого радіаційного ураження. 

Встановлено що за фізіологічних умов тіол-дисульфідна система тканин тонкої кишки характеризується високим вмістом білкових та небілкових сульфгідрильних груп, високим редокс-потенціалом білкових молекул.

Показано, що адаптація до нових умов оточуючого середовища у новонароджених інтактних щурят супроводжується активацією тіолзалежних систем неспецифічної резистентності.

Виявлено, що у інтактних тварин у постнатальному розвитку відбувається поступове зниження вмісту білкових і небілкових SH-груп у тканинах тонкої кишки, надалі їх вміст збільшується і зберігається на певному рівні на протязі більшої частини життя.

Встановлено, що з початком статевого дозрівання вміст сірковмісних функціональних груп у тканинах тонкої кишки самців і самок суттєво відрізняється, що свідчить про статеву диференціацію тіол-дисульфідної системи. Самцям притаманний більш високий вміст білкових SH-груп, самкам – білкових SS-груп у тканинах тонкої кишки.

Виявлено, що на 12-ту добу по завершені опромінення, у тканинах тонкої кишки відбувається виснаження тіолзалежних систем неспецифічної резистентності, причому в більшій мірі при опроміненні у дозі 1,0 Гр ніж 0,75 Гр. Кількість білкових молекул SS-груп зменшилось у 2,5 рази внаслідок чого редокс-потенціал виріс на 132%. Глибина зрушень у тканинах тонкої кишки самців більша, ніж у самок.

Визначено, що у ембріонів опромінених тварин буферна ємкість тіолзалежних систем неспецифічної резистентності менша ніж у інтактних ембріонів.

Показано, що в онтогенезі тварин, отриманих від самців і самок, що зазнали тривалого впливу тотального γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 і 1,0 Гр, направленість вікових змін білкових SH-груп співпадає з такими у інтактних тварин, але вони є меншими за амплітудою, а виявлені зрушення вказують на більшу інертність білкової ланки тіол-дисульфідної системи і меншу буферну ємкість тіолзалежних систем неспецифічної резистентності щурів, отриманих від опромінених тварин.

Встановлено, що збільшення дози і тривалості опромінення попередників призводить до більш глибоких зрушень морфофункціональних властивостей тканин тонкої кишки потомства, а глибина структурних зрушень у тканинах тонкої кишки потомків опромінених щурів залежіть від стану тіол-дисульфідної системи організму останніх. Більш глибокі зрушення тіол-дисульфідної системи тонкої кишки у самців порівняно з самками.

Виявлено статеву відмінність тіол-дисульфідної системи самців та самок на різних етапах онтогенезу, як у інтактних щурів, так і у нащадків опромінених щурів. На відміну від існуючих робіт, досліджено особливості тіол-дисульфідної системи майже протягом усього онтогенезу щурів, отриманих від опромінених самців і самок, виявлені нові фенотипічні прояви радіаційно-індукованих пошкоджень геному з боку тіолзалежних механізмів неспецифічної резистентності.

Практичне значення отриманих результатів. Цінність роботи полягає в тому, що були розкриті невідомі раніше патофізіологічні механізми порушення морфофункціонального статусу тонкої кишки нащадків, отриманих від попередників після хронічного γ-опромінення у низьких дозах, реалізації радіаційних ефектів опромінення батьків в організмі їх нащадків. Результати проведених експериментальних досліджень нададуть можливість теоретично обґрунтувати та розробити способи метаболічної корекції негативних проявів радіаційноіндукованих ушкоджень геному в організмі нащадків опромінених попередників.

Теоретичні положення роботи використовуються в учбовому процесі на кафедрах патофізіології Буковинського державного медичного університету (м. Чернівці), Тернопільського національного медичного університету ім. І.Я. Горбачевського, Одеського національного медичного університету (м. Одеса), Івано-Франківського національного медичного університету; матеріали використовуються в науково-практичній діяльності ДП Український науково-дослідний інститут медицини транспорту МОЗ України (м. Одеса).

Особистий внесок здобувача. Дисертант самостійно обрав тему дослідження, провів інформаційний, патентний пошук та аналіз літературних джерел, здійснив планування етапів дослідження, самостійно їх виконав, узагальнив отриманні цифрові матеріали, написав та оформив дисертацію. Участь автора у підготовці матеріалів, висвітлених у статтях і тезах, опублікованих у співавторстві, є визначальною і полягає у проведенні літературного пошуку, експериментальних досліджень, статистичній обробці цифрових даних, аналізі отриманих результатів та формулюванні висновків.

Апробація результатів дослідження. Основні результати дослідження доповідались на науково-практичній конференції з міжнародною участю «Морфологічний стан тканин і органів у нормі та при моделюванні патологічних процесів» (Тернопіль, 30–31 травня 2006 р.), III Міжнародній науково-практичній конференції «Проблеми та перспективи методичних підходів до аналізу стану здоров’я» (Луганськ, 26–27 березня 2009 р.), VIII читаннях ім. В.В. Підвисоцького (Одеса, 28–29 травня 2009 р.), XI читаннях ім. В.В. Підвисоцького (Одеса, 24–25 травня 2012 р.), XVIІ читаннях ім. В.В. Підвисоцького (24–25 травня 2018 р., м. Одеса), XVIІI читаннях ім. В.В. Підвисоцького (21–22 травня 2019 р., м. Одеса).

Публікації. За темою дисертаційного дослідження опубліковано 11 наукових праць, з них 7 статей, з яких 4 представлені в наукових фахових виданнях України, 3 статті – в іноземних наукових виданнях медичного профілю (Польща, Білорусь), 4 роботи опубліковано у матеріалах науково-практичних конференцій.

Об’єм і структура дисертації. Дисертаційна робота викладена на 188 сторінках комп’ютерного тексту і складається з анотації українською і англійською мовами, вступу, огляду літератури, опису матеріалів та методів досліджень, двох розділів власних досліджень, аналізу і обговорення отриманих результатів, висновків, списку використаних літературних джерел і додатків. Матеріали дисертації ілюстровано 22 таблицями. Перелік використаних літературних джерел містить 315 найменувань вітчизняних і зарубіжних авторів (обсягом 39 сторінок), з яких кирилицею – 214, латиницею – 101; додатки – на 8 сторінках.

РОЗДІЛ 1

РОЛЬ ТІОЛ-ДИСУЛЬФІДНОЇ СИСТЕМИ У ЗАБЕЗПЕЧЕННІ

НЕСПЕЦИФІЧНОЇ РЕЗИСТЕНТНОСТІ ОРГАНІЗМУ

(ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ)

1.1. Загальні положення про неспецифічну резистентність

Однією з найбільш актуальних проблем сучасної медичної науки є дослідження механізмів адаптивно-компенсаторних зрушень в організмі, які  виникають внаслідок негативної дії несприятливих факторів. Опір організму до дії несприятливих для здоров’я факторів і вірогідність виникнення патологічного стану у певній мірі визначаються функціональною спроможністю фізіологічної системи адаптації. Здатність живих організмів пристосовуватись до змін середовища, ймовірно, є однією з найбільш важливих властивостей життя і найважливішою рисою усіх біологічних систем [4, 49, 176]. Означена властивість полягає у спроможності живих організмів відповідати на дію різних, за своїм походженням, екстремальних чинників. Біологічний сенс та направленість таких реакцій, очевидно, полягає у мобілізації функціональних резервів організму, необхідних для підтримки гомеостазу, тобто в забезпеченні відносної динаміки постійного складу і властивостей живої системи на підставі автоматичної саморегуляції [24, 112]. Кінцевим результатом мобілізації адаптаційних механізмів є або пристосування організму до життєдіяльності за нових умов зовнішнього і внутрішнього середовища, або неспроможність системи неспецифічного захисту і, як наслідок, розвиток патологічного стану. Зазначене певною мірою залежить від ряду умов і факторів: сили та тривалості дії подразника, індивідуальних, вікових, статевих, видових та деяких інших особливостей організму [178, 204].

Об’єктивна оцінка адаптаційної спроможності організму та можливості її фармакологічної корекції є одним з найбільш важливих при вирішенні питань діагностики та прогнозування перебігу захворювання і контролю за ефективністю використаних лікувальних заходів. Вирішення цих проблем стає все більш реальним по мірі розвитку уявлень, щодо механізмів неспецифічних реакцій, які вивчаються на молекулярному рівні організації живих систем [27, 105, 193].

Дії несприятливих чинників зовнішнього і внутрішнього середовища викликають порушення, результатом яких є адаптивно-компенсаторні реакції, або розвиток патологічного процесу. Розмежування цих процесів є надзвичайно складним, але необхідним завданням для розробки патогенетично обґрунтованих шляхів профілактики і корегування патологічних процесів. Досить часто адаптивні й компенсаторні зрушення на молекулярному і метаболічному рівні помилково вважаються проявом патологічного процесу конкретного захворювання, що у кінцевому рахунку призводить до необґрунтованого лікування [17, 23, 54, 81, 95].

Адаптація являє собою цілеспрямовану систему реакцій організму, направлених на забезпечення можливостей усіх видів життєдіяльності за умов дії екстремальних факторів, інтенсивність та екстенсивність, яких спричиняють порушення гомеостатичного балансу [17,18, 22, 44]. Збереження гомеостазу зумовлюється реалізацією багатьох неспецифічних реакцій, однакових як для усіх органів і тканин, так і для всіх рівнів адаптації: значної кількості структур, що активно функціонують, інтенсифікації відновлення структур, посиленого новоутворення (гіперплазії) структур, адаптивної перебудови ферментних систем і шляхів метаболізму [1, 3, 6, 138, 164].

Сьогодні загальновідомо [2, 5, 19, 20, 51, 231], що однією з провідних патогенетичних ланок у реакції організму на дію стресових факторів є активація вільнорадикального окислення та перекисного окиснення ліпідів. Для боротьби з цим вельми інтенсивним закисленням клітини у процесі еволюції виробили антиоксидантну систему захисту [11, 12, 21, 39, 143, 233].

Оскільки вплив на організм екстремальних чинників, незалежно від їх походження та природи викликає посилення вільнорадикального окиснення, то стає очевидним, що адаптація до їх дії пов’язана з використанням можливостей антиоксидантного захисту. Іншими словами, однотипна первинна відповідна реакція живої системи на різноманітні стресори (посилення вільнорадикального окиснення), яка має неспецифічний характер, спричиняє вторинну неспецифічну реакцію-активацію антиоксидантного захисту. Зрушення антиоксидантного захисту призводить до інтенсифікації процесів вільнорадикального окислення, розвитку «окислювального стресу», або, іншими словами, «вільнорадикальної» патології [16, 30, 33, 79, 111, 305]. У зв’язку з цим альтернатива «здоров’я чи хвороба», «адаптація чи дезадаптація», багато в чому залежить від збереження або порушення оптимального кількісного співвідношення між відновленими та окисленними формами біоантиоксидантів [14, 31, 67, 69, 299].

Зміни в функціонуванні антиоксидантної системи (АОС), які відбуваються при взаємодії організму з екстремальними факторами, деякі автори [8, 133, 141, 300, 304] поділяють на три стани. Перший стан характеризується посиленням потужності всіх ланок АОС, який розцінюють як спроможність адаптації організму. Другий стан характеризується деяким зниженням активності АОС та незначним зсувом рівноваги тіол-АОС вліво. Третій стан-це виснаження функціонального стану АОС.

На сьогодення у цілому ряді наукових робіт [10, 13, 32, 72, 129, 298, 303] доведено, що одну з провідних ролей у механізмах функціонування антиоксидантних захисних систем відіграють тіолові сполуки. Підтвердженням цього є наступні факти: 

· по-перше, це висока реакційна спроможність SН-груп (завдяки чому деякі тіоли дуже швидко окислюються); 

· по-друге, залежність швидкості окислювальної модифікації SН-груп від їх радикального оточення у молекулі [33, 40, 48, 59, 85, 144, 192, 244]. Останнє дозволяє виділити деякі тіолові сполуки, які виконують специфічні функції антиоксидантів;

· по-третє, оборотність реакцій окислення SН-груп до SS-груп [34, 38, 258]. Це робить можливим енергетично вигідне підтримання гомеостазу тіолових антиоксидантів у клітині без активації їх біосинтезу;

· по-четверте, спроможність тіолів виявляти як антирадикальну, так і антиперекисну дію [35, 83, 120, 179, 259, 278 ,302];

· по-п’яте, гідрофільність тіолів та їх високий вміст у водній фазі клітини надають їм властивості захищати від окисного ушкодження такі біологічно важливі молекули, як ферменти, нуклеїнові кислоти, гемоглобін тощо. 

Водночас наявність у тіолових сполук неполярних угруповань надає їм змогу виявляти антиоксидантну активність у ліпідній фазі оболонки та цитоплазми клітини [36, 58, 94, 122, 145, 301]. Зазначене надає нам підстави більш детально зупинитись на характеристиці тіол-дисульфідного обміну та визначенні його ролі у реакціях неспецифічного захисту організму.

1.2. Хімічні властивості сульфгідрильних та дисульфідних груп

Серед функціональних груп білкової молекули, що належать до бокових ланцюгів амінокислотних залишків, на особливу увагу багатьох дослідників вже давно заслуговують сульфгідрильні, або тіолові (SН-) групи залишків цистеїну і дисульфідні (SS-) групи цистину. Це пояснюється, з одного боку, високою хімічною реакційною здібністю цих груп, які легко вступають до різнобічних, нерідко дуже характерних і вибіркових реакцій з багатьма типами сполук [37, 80, 142, 147, 159, 290]. З іншого боку, така увага пов’язана з великим значенням SН- і SS-груп для специфічних функцій ряду ферментів, гормонів і інших біологічно активних білків і, тим самим, для нормального перебігу багатьох фізіологічних процесів.

Особливої уваги заслуговують фізіологічні функції сульфгідрильних і дисульфідних груп у білках, ферментах, де їх роль може полягати у зв’язуванні субстратів і кофакторів, прямій участі в каталітичному акті або підтримці нативної, каталітично активної конформації білка.

Цілком природно, що детальне вивчення хімічної поведінки і біологічної ролі цих груп, що містять сірку, у білках (і в таких низькомолекулярних кофакторах як глутатіон, коензим А, ліпоєва кислота та інших) має поряд з пізнавальним, загально біологічним інтересом і велике значення для багатьох галузей медицини і біології. Встановлено [39, 46, 119, 190, 291], що SН-групи виділяються серед інших функціональних груп білка високою реакційною здатністю; виключною різносторонністю хімічних реакцій, до яких вони вступають: алкилювання, ацилювання, окислення, тіол-дисульфідний обмін, реакції із сульфенілгалоїдами, утворення меркаптидів, полімеркаптолів, меркаптолів і, можливо, комплексів з переносом заряду [43, 89, 110, 168, 293]. Порівняно з SН-групами, дисульфідні групи мають більш обмежену реакційну здібність. Резистентність цих груп до різних впливів і міцність SS-зв’язку добре відповідають основній функції, що виконується дисульфідними групами у білках. Зазначена функція полягає у стабілізації макромолекулярної функції білків [42, 52, 109, 284, 286, 297]. Необхідно відзначити, що SS-групи, які входять до складу активних центрів деяких окислювальних ферментів, приймають, очевидно, участь у каталітичній реакції і при цьому під час взаємодії з субстратами перетворюються на SН-групи.

У цілому ряді досліджень встановлено [53, 109, 177, 206, 289, 296], що тіолові та, особливо, дитіолові сполуки вступають до більшості хімічних реакцій у вигляді тіолятного RS-іону, для якого є характерним яскраво виражений нуклеофільний характер. При цьому необхідно підкреслити, що ступінь нуклеофільності RS-іонів вищий, ніж у інших функціональних груп білків, наприклад, у 280 разів вищий ніж у NН2-груп [55, 100, 145, 207, 295] і у 4 рази вищий за імідазол [103, 172, 243, 285]. Очевидно, що цим пояснюється занадто висока реакційна спроможність SН-груп по відношенню до речовин, які мають електрофільний характер [62, 87, 13,136, 163, 188]. У свою чергу, причина нуклеофільності RS-іонів ґрунтується на структурних особливостях атома сірки [60, 106, 148, 281, 288]. Доведено [75, 97, 99, 203], що завдяки великому радіусу міжатомні відстані у випадку ковалентних зв’язків, утворюваних сіркою, порівняно більші [217, 263, 283]. У той же час відомо [279, 282], що при великому радіусі зв’язок характеризується низькою енергією і внаслідок цього є слабкішим. Слід також зауважити, що кут між зв’язками типу R-SН дуже близький до 90°, що свідчить про більший внесок р-електронів до їхнього утворення, а значить і про меншу міцність [217, 292, 294].

Іншою важливою властивістю атому сірки є наявність незаповнених 3-d-орбіталей, це полегшує атаку їх молекулами, які мають неподілені пари електронів, які у проміжному стані займають ці орбіталі. Внаслідок цього відбуваються реакції обміну, де сірка виконує функції переносника електронів [107, 124, 149, 174, 183]. На підставі цих фактів зроблено [187, 191, 256] висновок, що наявність незаповнених d-орбіталей у третьому електронному шарі, великий радіус та невисока електронегативність атому сірки сприяють збільшенню можливості поляризації неподілених пар електронів зовнішнього шару і зменшенню енергії сіркомістних зв’язків. Звідсіля зрозуміло, що завдяки цим властивостям атом сірки в її сполуках володіє яскраво вираженою схильністю до взаємодії з м’якими реагентами, що легко поляризуються, а також до утворення дисульфідних (SS-) зв’язків. Слід також підкреслити, що висока відновна активність цих сполук і особливо тих, які містять тіольну (SН-) групу, забезпечується мінімальним ступенем окислення сірки у біологічних субстратах (-2). Окрім цього важливим є, і те, що у водному середовищі сульфгідрильні групи миттєво дисоціюють із утворенням тіольного радикалу RS, що визначає їх ідеальну каталізаторну здібність для переносу електронів [21,40]. Існують також дані [84, 85, 128,], що завдяки означеним властивостям, сполуки, які містять сульфгідрильні групи, навіть за м’яких фізіологічних умов легко вступають до самих різноманітних хімічних реакцій.

Насьогодні відомо [152, 154, 184, 211], що реакційна спроможність сульфгідрильних груп визначається не тільки їх положенням і оточенням в молекулі, але і походженням самого тіола. Внаслідок цих досліджень встановлено, що властивості тіолових сполук не завжди віддзеркалюють у повній мірі особливості хімічної поведінки SН-груп білка, що характеризується зміненою диференціальною реакційною спроможністю. У зв’язку наявності різноманітної будови та властивостей, тіоли, що присутні в клітинах і тканинах людини та тварин, поділяють на сполуки небілкового походження (низькомолекулярні) і білкового (високомолекулярні). Представниками перших являються амінокислота цистеїн, цистеїновий залишок, якій містить трипептид SН-глутатіон, меркаптопохідне амінокислоти гистидіна - ерготіонеїн, димеркаптоліпоєва кислота, кофермент А та деякі інші сполуки. У свою чергу білкові тіоли розподіляють на водонерозчинні та розчинні, тобто на сполуки, сульфгідрильні групи яких входять до складу розчинних білків (гемоглобін та ін.) та до складу нерозчинних структурних білків (білки клітинних мембран) [76, 86, 90, 92, 113, 273, 280]. Окрім цього у білках розрізняють три типи SН-груп: групи які легко реагують, повільно реагують та «замасковані» чи «приховані» групи [45, 63, 101, 151, 155, 232]. На думку [93, 104, 150, 201, 229] деяких авторів SH-групи першого типу легко вступають до реакції з нітропрусидом та з м’якими окислювачами; SН-групи другого типу не вступають до реакції з нітропрусидом і взаємодіють лише з більш сильними окислювачами та з меркаптоутворюючими реагентами. До третього типу відносять сульфгідрильні групи, які можна виявити лише після денатурації білка, тобто після руйнування його вторинної і третинної структури. Слід також наголосити, що між різними типами SН-груп відсутнє чітке розмежування і не завжди вдається легко віднести ті чи інші SН-групи до певного типу. Між іншим такий розподіл має суттєве практичне значення. Так, наприклад, активність сукцинатдегідрогенази і 3-фосфогліцеральдегідрогенази гальмують вже при зв’язуванні легко реагуючих SH-груп, пригнічення активності уреази, альдолази і малатдегідрогенази наступає лише при блокуванні повільно реагуючих чи «замаскованих» сульфгідрильних груп [224, 251, 277]. 

В основі зміненої реакційної здатності SН-груп білків є підвищення або зниження механізмів активації, або механізмів «маскування» сульфгідрильних груп.

1.3. Реакції тіол-дисульфідного обміну і їх значення

Серед окислювачів SH-груп особливе місце посідають дисульфіди, реакції яких з тіолами носять вельми специфічний характер і мають наступний вигляд:


RǀS–+ RǀǀS–SRǀǀ ↔ RǀS–SRǀǀ + RǀǀS–

RǀS–+ RǀS–SRǀǀ ↔ RǀS–SRǀ + RǀǀS–.

Як видно з наведеного рівняння ця реакція складається з двох стадій нуклеофільного заміщення з утворенням на проміжному етапі змішаного дисульфіду [168, 196, 276]. Концентрація останнього у реагуючий суміші за умов атому рівноваги за звичай вельми істотна.

При взаємодії між відновленим глутатіоном і,51-дитіобіс-2-нітробензоатом константи швидкості К1 і К2 складають відповідно 149 і 15,3 М-1сек-1 (рН 6,5; 25°) це означає, що утворення змішаного дисульфіду відбувається швидше ніж його реакція з другою молекулою тіолу [98, 130, 166, 175, 202]. Клітинні дослідження проведені з низькомолекулярними тіолами [195, 232, 272] показали, що в тіол-дисульфідному обміні не приймають участь RS–-іони; швидкість реакції залежить від походження дисульфіда і нуклеофільності RS–-іона, який проводить заміщення біля атома сірки дисульфіду [127, 195, 221, 260]. Також встановлено [125, 167, 208, 275], що при наявності відокремленої SН-групи реакція обміну може зупинитись на стадії утворення змішаного дисульфіду. На сьогоднішній день у літературі описані [182, 213, 228, 274] змішані дисульфіди, що виникають внаслідок реакції SН-груп білків з різними аліфатичними і ароматичними дисульфідами. Відомо, що взаємодія SН-груп з аліфатичними дисульфідами перебігає тільки у лужному середовищі (як правило при рН 9,5) [254, 271,]. Найбільш сприятлива константа рівноваги характеризує реакцію обміну між SН-групами і моносульфоксидами аліфатичних дисульфідів. Ця реакція легко відбувається і при нейтральному рН [160, 165, 194, 212].

З метою з’ясування характеру електростатичного оточення SН-груп і оцінки його впливу на швидкість тіол-дисульфідного обміну були синтезовані позитивно заряджений і нейтральний аналоги реагента Еллмана. Швидкість реакцій цих аналогів з низькомолекулярними тіолами сильно залежить від заряду останніх. Так, наприклад нейтральні тіоли (меркаптостанол, дитіотреітол) реагують з позитивно зарядженим дисульфідом у 25 раз швидше, ніж з реагентом Еллмана [74, 113].

У деяких роботах [162, 173, 211] у якості «репортерської» групи запропоновано використовувати дисульфідне похідне НБД-хлориду-1,4- (N-2-аміноетил-2ǀ-пиридилсульфід-7-нітробензо-2-окса-1,3-діазол). При реакції цього похідного з SН-групою вивільняється 2-тіопиридон і утворюється змішаний дисульфід, який має (завдяки залишку НБД) інтенсивну флуоресценцію, яка чутлива до оточення SН-групи.

Була також описана серія вторинних реакцій тіол-дисульфідного обміну, які відбуваються при взаємодії реагенту Елмана з 3-фосфогліцеральдегідрогеназою м’язів [135,198, 220]. Цей фермент містить чотири SН-групи у перерахуванні на субодиницю, причому одна з SН-груп найбільш реакційноактивна, виконує каталітичну функцію. При додаванні до дегідрогенази (у розрахунку на одну субодиницю) швидко відбувається виділення одного еквівалента аніону нітробензоата і повна інактивація ферменту. Проте, через деякий час; відбувається виділення другого еквівалента нітробензоата, що пояснюється чутливістю до реакції ферменту розташованого поблизу другої SН-групи [82, 108, 169, 222]. Необхідно при цьому зазначити, що ця реакція на даному етапі не закінчується і при подальшій інкубації спостерігалось відновлення 50% висхідної ферментативної активності, поряд з повною денатурацією і преципітацією частини білка. Автори пояснювали це явище наступним чином: утворення внутрішнього дисульфіду дестабілізує молекулу білка, а дві SН-групи, які залишились, і були замасковані, вступають до тіол-дисульфідного обміну, в результаті чого частина молекул цієї SН-групи виявляються окисленими, а у іншої частини - відновленими [223, 227, 236, 253].

Деякі білки існують іn vivo у формі змішаних дисульфідів з низькомолекулярними тіолами. Так, встановлено [57, 61, 91, 116], що фракція сироваткового альбуміну містить змішаний дисульфід з цистеїном і, в меншому ступені, глутатіоном. Цим пояснюється давно відомий факт, що змішані дисульфіди з глутатіоном виявлені у 3-фосфогліцеральдегідрогеназі [82].

Реакція тіол-дисульфідного обміну на думку окремих дослідників [153, 180] відіграє, дуже важливу роль у механізмі активації зимогенів деяких протеїназ. Так, як неактивна форма протеїнази стрептокока містить змішаний дисульфід типу білок-S-SR, де R-SR-залишок летючого меркаптану, то відновлення цього дисульфіду перетворює зимоген в активний фермент [210, 237]. Активна форма папаїну утворюється, очевидно, з неактивного попередника (пропаїну), виявленого у молочному соку Рарауа, внаслідок внутрішнього молекулярного тіол-дисульфідного обміну.

Реакція тіол-дисульфідного обміну має значення і у цілому ряді інших біохімічних процесів, і, зокрема при ренатурації білків, що містять S-S-зв’язки [242, 270]. Ця ж реакція може приводити до агрегації і полімеризації білків [102, 117]. Існує також думка, що регуляція активності деяких ферментів відбувається при безпосередній участі цієї реакції [114, 171]. При цьому низькомолекулярні дисульфіди, що містяться у клітині, можуть зворотно реагувати з SН-групами ферментів, утворюючи змішані дисульфіди.

1.4. Роль тіол-дисульфідних сполук у фізіологічних процесах

Відомо [11, 265], що основні біологічні функції сульфгідрильних та дисульфідних груп умовно поділяються на наступні категорії: а) структурні функції; б) підтримка окислювально-відновного балансу клітин; в) вмикання та вимикання певних типів біологічної активності [264]. Забезпечення останньої з них, очевидно, здійснюється, в основному з тіоловими ферментами, активність яких пригнічується при блокуванні сульфгідрильних груп, що в них містяться. Цілий ряд авторів вважає [261, 270], що SН-групи ферментів можна розподілити на суттєві і несуттєві. До суттєвих вони відносять групи, які виконують у ферменті одну з наступних функцій, яка полягає в участі у каталізі, тобто, в утворенні, перетворенні і розпаді фермент-субстратних комплексів, участі у зв’язуванні кофакторів, участі у підтримці каталітично активної конформації ферменту. Згідно існуючих даних, SН-групи, розташовуючись в активному центрі ферментів, беруть участь у механізмах ферментативних реакцій у якості нуклеофільного каталізатора. При цьому сульфгідрильні групи можуть утворювати біосферні зв’язки з ацильною групою молекули субстрату. До числа ферментів, функціональна активність яких забезпечується подібними механізмами, відносять 3-фосфогліцеральдегідрогеназу, ацетоацетил-КоА-тіолазу [88, 118].

Існують також роботи [66, 70], які показують, що згідно іншого механізму, SH- групи окисних ферментів, вступаючи до реакції тіол-дисульфідних перетворень, відіграють роль проміжних переносчиків електронів від субстратів до акцепторів, наприклад до НАДФН [158]. До представників цієї групи відносять ліпоатдегідрогеназу, яка входить до складу α-кетоглутарат- і піруватдегідрогеназних комплексів. Реакційно спроможна SS-група, що бере участь у переносі електронів, виявлена також в активному центрі глутатіонредуктази [160]. Відомо також [159], що сульфгідрильні групи активних центрів ферментів, окрім прямої участі у патологічному процесі, можуть відігравати певну роль в установленні зв’язків між апоферментом і молекулами субстрату або коферментом. У цьому випадку SН-групи входять до складу, так званої, контактної дільниці активного центру. При цьому можливе утворення ковалентних зв’язків безпосередньо між субстратом і атомом сірки активного центру ферменту, або зв’язок SН-груп ензимів з молекулами субстратів опосередковано через іон металу (наприклад, алкогольдегідрогеназа печінки) [161]. В останньому випадку іон металу, з’єднаний меркаптидним зв’язком з атомом сірки, здатний утворювати координаційні зв’язки з різними функціональними групами білка (азотистими, карбоксильними та ін.). Внаслідок цього виникають своєрідні хелатні комплекси, які спроможні виконувати як безпосередньо каталітичну реакцію, так і брати участь в утворенні зв’язків між різними дільницями білкової молекули, або окремими субодиницями, забезпечуючи підтримку тривимірної конформації ферментів. Слід також підкреслити, що розподіл SН-груп на каталітично активні і групи, які забезпечують зв’язування субстратів, певною мірою є умовним. При цьому утворення зв’язків між функціональними, у тому числі і сульфгідрильними групами ферменту і молекулами субстрату або коферменту часто призводить до таких змін у розподілі електронних щільностей в конформації субстрату (коферменту), які значною мірою сприяють здійсненню хімічної реакції, що каталізується ферментом [163]. Встановлено [107], що у деяких випадках SН-групи беруть участь у стабілізації каталітично активної конформації білкової молекули ферментів. Останнє підтверджено експериментальним гальмуванням активності ряду ферментів під впливом реагентів на SН-групи, яке зумовлено порушенням їхньої тримірної конформації за таких умов: у першому випадку - під впливом тіолових реагентів відбувається дисоціація білків на субодиниці (глутаматдегідрогенази, глікогенсинтетази в печінці та ін.) [163], у другому - дезорганізація структури супроводжується не дисоціацією, а навпаки, агрегацією молекул білка. Подібні зрушення відбуваються, або у результаті розриву внутрішньомолекулярних (гідрофобних) зв’язків, до утворення яких залучені SН-групи, або у результаті деформуючого чи дестабілізуючого впливу інгібітора, який приєднався до сульфгідрильної групи, на сусідній ділянці молекулярного білка [146].


Слід підкреслити, що описані вище механізми являють собою основу функціональної активності багатьох ферментів різних класів. На сьогодні добре відомо [125], що тіоловими ферментами є значна частина оксидоредуктаз, трансфераз, деякі гідролази, ліази, лігази [209]. Останнє є ознакою того, що тіолові ферменти каталізують значну кількість реакцій і визначають стан і напрямок самих важливих шляхів метаболізму вуглеводів, білків і ліпідів. Важливим є і той факт, що основна маса цих ферментів приймає участь в енергетичному обміні на різних його етапах. Важливим було відкриття [107] залежності каталітичної активності аденілатциклази та гуанілатциклази від стану SН-груп, що надало можливість довести участь тіолових ферментів у механізмах гормонального регулювання метаболічних процесів.

Отже, широка участь тіолів у механізмах ферментативного каталізу метаболізму білків, вуглеводів і жирів, в енергетичному обміні і гормональному регулюванні процесів життєзабезпечення, визначає істотну роль сіркомістних сполук у забезпеченні різноманітних видів біологічної активності організму людини і тварин.

Особливу увагу привертає до себе участь тіолів у забезпеченні молекулярних механізмів нервової діяльності. При цьому встановлено [100], що сульфгідрильні групи необхідні для взаємодії ацетилхоліну з холінорецепторами, які регулюють чутливість серцевого м’язу до дії ацетилхоліну і до імпульсів блукаючого нерва [91], впливають на синаптичну передачу збудження з прегангліонарного волокна на постгангліонарне у симпатичному ганглії [83], змінюють чутливість ефекторних органів до дії адреналіну і симпатичної нервової системи [209, 241], беруть участь у регулюванні швидкості аксонального транспорту білків, механізмів хеморецепції [240]. Згідно до теорії ковзаючих ниток сульфгідрильним групам відводиться значна роль у біомеханізмах м’язового скорочення [250, 253]. Виявлено взаємозв’язок між аденозинтрифосфатною активністю міозину і вмістом у ньому вільних тіолових груп [83]. На підставі експериментальних досліджень [248] було доведено, що сульфгідрильні групи приймають безпосередню участь у механізмах зсідання крові та забезпеченні структурної цілості фіброцитів [77], механізмах клітинного поділу і їх росту [75]. Окрім цього встановлено [67], що сульфгідрильні і дисульфгідрильні групи входять до складу ядерних білків і зокрема гістону Н3 [67]. Наявність дисульфгідрильних зв’язків між молекулами гістону Н3 сприяє утворенню щільних надмолекулярних структур, зв’язуванню різних ниток дезоксирибонуклеопротеідів (ДНП), що може бути пов’язаним з механізмами мітозу та впливом на транскрипцію великих ділянок хроматину [247].

У ряді робіт встановлено [37], що тіолова система еритроцитів відіграє провідну роль в регулюванні внутрішньоклітинних окислювально- відновлюваних процесів. При цьому диспропорція між SН-групами еритроцитів блокує біохімічні реакції, які забезпечують процеси трансмембранного транспорту. У той же час, було встановлено [266], що тіолові групи білків розташовані на внутрішній поверхні, або в середині мембран, беруть участь в Nа-залежному транспорті глюкози. Слід також підкреслити, що SН-групи відіграють провідну роль у процесах секреції інсуліну та глюкагону. Механізм такої взаємодії полягає в тому, що кров доставляє SН-групи до секреторних клітин підшлункової залози, де відбувається активація синтезу гормонів. При цьому порушення внутрішньомолекулярних і міжмолекулярних зв’язків тіолових груп впливає не тільки на синтез інсуліну, але і на деструкцію гормонів, утворення неактивних молекулярних форм [117]. Окрім цього тіолові сульфгідрильні групи приймають участь у підтримці окислювально-відновлювальної рівноваги [109]. Згідно існуючих даних [89], тіолмісткі білки неферментативної ланки АОС є більш реактивними стосовно до вільних радикалів, порівняно з основним низькомолекулярним біоантиоксидантом, яким є відновлювальний глутатіон.

На підставі вищесказаного та враховуючи наявність тісної взаємодії білкових та небілкових тіолів у молекулярних механізмах антиоксидантного захисту ми вважаємо доречним розглянути роль низькомолекулярних тіолових сполук у цих процесах.

На сьогоднішний день добре відомо [151], що серед низькомолекулярних тіолових сполук найбільш широко представлений у різноманітних процесах життєдіяльності глутатіон-трипептид-γ-глутамілцистеїнгліцилгліцин, який існує у двох формах - відновленій та окисленій. Ця низькомолекулярна тіолова сполука виконує в організмі важливі і різноманітні функції. Суть цих функцій полягає в тому, що він захищає від негативного впливу на мембрани кисеньреактивних сполук, сприяє відновленню і ізомеризації дисульфідних зв’язків, впливає на активність ферментів і інших білків, підтримує стабільність біологічних мембран, виконує коферментні функції, є резервом цистеїну, впливає на біосинтез нуклеїнових кислот і білка, бере участь в метаболізмі ксенобіотиків, посилює резистентність клітин до дії шкідливих факторів, впливає на проліферацію , бере участь в обміні мукозаноїдів [226, 230].

Встановлено [234, 240], що однією з найбільш важливих функцій відновленого глутатіону є його участь у механізмах захисту клітин від дії кисеньреактивних сполук, що утворюються внаслідок вільнорадикального окислення. Суттєвим є і той факт, що відновлений глутатіон, глутатіонредуктаза, глутатіонпероксидаза, глутатіонтрансфераза і НАДФН утворюють так звану глутатіонову антиоксидантну систему. У цій системі НАДФН і глутатіонредуктаза (ГР) необхідні для відновлювання окисленого глутатіону (GSSG) і відновленого глутатіону (GSН). Паралельно з цим, відновлення глутатіонпероксидазою (ГПО) і глутатіонтрансферазою (ГТ) гідропероксидів, попереджує прогресування пероксидації та появу вторинних метаболітів [252]. ГПО і ГТ відновлюють також і продукти пероксидації вільних нуклеотидів і ДНК і при цьому ГТ входить до складу хроматину і відіграє важливу роль у процесах репарації ДНК [268]. GSН, ГПО, ГТ гальмують перекисне окислення ліпідів (ПОЛ) у мікросомах [12]. Встановлено [257, 262], що у процесах знешкодження вторинних продуктів пероксидації та інших окислених сполук головну роль відіграють глутатіон-S-трансферази, які коньюгують з GSН головні і найбільш цитотоксичні продукти ПОЛ: 4-гідрокси-2-еналін [19, 29], холестерин-α-оксид, хіноли, реактивні метаболіти естрогенів, епоксиди і ареноксиди [255]. За участю GSН, гліоксилазою і формальдегіддегідрогеназою окислюються цитотоксичні альдегіди, різноманітні гліоксалі і формальдегід [255]. В той же час необхідно зазначити, що найбільшу роль глутатіонової ланки антиоксидантної системи при оксидативному стресі, викликаному надмірним накопиченням активних форм, важливою є роль кисню і інших пероксидантів. Слід також наголосити, що оксидативний стрес являє собою більш широке поняття ніж ПОЛ і при цьому незалежній пероксидації підлягають й інші молекули, у тому числі, нуклеотиди і ДНК [222], пошкоджуються білкові молекули [225].

На думку дослідників [120, 164] глутатіонова антиоксидантна система ефективно захищає клітину від пероксидного стресу, зокрема GSН протидіє пошкодженню гепатоцитів різноманітними пероксидантами і тільки при її недостатності або виснаженні можуть виникнути серйозні пошкодження. Також необхідно наголосити, що розвиток оксидативного стресу провокується чинниками різного походження, які спроможні привести до надмірного виникнення кисеньреактивних сполук [182, 186]. Глутатіонова дисульфідредуктазна система здійснює відновну інактивацію дисульфідних і тіолсульфатних барвників, детергентів та деяких лікарських засобів [37]. Між іншим, крім описаних вище функцій глутатіону, є його участь в захисті або відновленні SН-груп ферментів за умов їх окислення. Так, наприклад GSН сумісно з тіолтрансферазою ефективно захищає очищену піруваткіназу від інактивації на повітрі і навіть реактивує її [51]. Окрім зазначеного, GSSH також досить істотно впливає на активність багатьох ферментів. При цьому, механізм його дії пов’язаний з ковалентною модифікацією ферментів і, зокрема, з їхнім зворотним S-тіоліруванням і утворенням змішаних дисульфідів, або в наступному SS-зв’язків. Встановлено [83], що GSSG активує фосфорилазу, ферменти глюконеогенезу, пентозного циклу, ацетил-КоА-гідролазу епіфізу, цАМФ-незалежну протеїнкіназу рибосом, колагеназу, транспорт і окислення глюкози адипоцитами. Паралельно з означеним, окислений глутатіон гальмує дію ферментів обміну глікогену, гліколізу, синтезу холестерину, ініціації синтезу білка, ДНК і мелатоніну, ферментів тіол-дисульфідного обміну (ТДФО), гуанілатциклази [137].

Встановлено [142], що існує група ферментів, для яких GSН виступає в ролі коферменту. До них відноситься гліоксилаза, формальдегіддегідрогеназа, малеілацетоацетатізомераза, індолпіруватенолкетотаутомераза, простагландін Д та ін.

GSН, підтримуючи у відповідному стані SН-групи білків, сприяє збереженню природності і цілості мембран та нормальному перебігу різноманітних мембранних процесів (активний транспорт субстратів і іонів, стабільність форми клітин, реакція на гормони та ін.). Так, наприклад, GSН приймає активну участь у транспорті амінокислот, впливає на функцію ниркових мембран, спільно з ТПОР стабілізує рецептори інсуліну і є необхідним для підтримки стабільності Са2+ в клітині [155]. Відомо [129], що глутатіонова дисульфідредуктазна система, яка включає до себе GSН, тіопротеїндисульфідоксидоредуктазу (ТПОР), тіолтрансферазу, ГР і НАДФН забезпечує у цитозолі клітин печінки щурів відновлення 74-88% різноманітних низькомолекулярних дисульфідів, 31-88% білкових дисульфідів, змішаних дисульфідів GSН з білками. Показано [136], що субстратами для тіолтрансферази є змішаний дисульфід КоА і глутатіону, дисульфідні гормони (інсулін та ін.), ферменти РНКаза, лізоцим, трипсин, хемотрипсин та позаклітинні білки. При цьому мікросомальна ТПОР відновлює, в основному, білкові дисульфіди, але коло їх значно ширше ніж для тіолтрансферази. Слід підкреслити, що найчастіше глутатіонова система інактивує багатоланцюгові білки і, напроти, активує одноланцюгові. Так, наприклад, при впливі на міжланцюгові SS-зв’язки відбувається розділення ланцюгів, а саме, А- і В-ланцюгів інсуліну [53]. Іншими словами, відбувається відновна деградація білкових молекул, а при каталізі внутрішньоланцюгових зв’язків підтримується відновлений стан SН-груп білків, необхідних для виконання притаманних їм функцій.

Важливим є і той факт [144], що GSН, сумісно з ТПОР, приймає активну участь у посттрансляційному утворенні дисульфідних містків при формуванні нативної структури білка, сприяючи ізомеризації білкових тіолів і дисульфідів внаслідок розмикання і замикання дисульфідних зв’язків як в середині одного поліпептидного ланцюга, так і між різними ланцюгами. Відновлення, або невірне замикання SS-зв’язків призводить до зникнення активності РНКази, інсуліну і трипсину, імуноглобулінів. У цей же час ТПОР викликає правильне перезамикання дисульфідних зв’язків і у результаті цього відновлення функціональної активності цих дисульфідних білків.

Слід зауважити, що глутатіон приймає участь не тільки у посттрансляційних модифікаціях білків, але і у їх біосинтезі і при цьому GSН розглядається як запасна і транспортна форма цистеїну [145, 228], що вивільнюється під час гідролізу глутатіону і направляється на біосинтез білка, СоА. Важливе значення GSН має також і в процесах реабсорбції амінокислот в нирках і транспорту їх до клітин. Глутатіонова система посідає також важливе місце і у процесах біосинтезу нуклеїнових кислот. Суть цього впливу полягає в тому, що рибонуклеотидредуктаза це перший специфічний фермент біосинтезу ДНК, відновлюючий кільце рибози у нуклеозиддифосфатах за рахунок водню тіоредоксину, або глутатіонової системи, яка включає до себе GSН, глутаредоксин, ГР і НАДФН [141, 185].

Наведені вище факти показують, що окрім широкої участі глутатіону у фізіологічних процесах життєдіяльності, є визначною роль системи глутатіону і у захисті клітин від різноманітних токсичних сполук хімічного походження. Це, головним чином, гідрофобні електрофіли і пероксиданти, які утворюють в клітині Н2О2 і органічні пероксиди. Відомо [121,239], що існує два найбільш поширених механізми формування цитотоксичності цих ксенобіотиків. При цьому пероксиданти окислюють критичні SН-групи мембранних білків, це порушує стабільність Са+2 і різноманітні види активного транспорту, активує Са2+-залежні протеази, що, у свою чергу, змінює морфологію мембран, структуру цитоскелету, форму клітин і, в кінцевому рахунку, викликає лізис клітин [161]. Очевидно, щомає значення і поява у клітині пероксидів ДНК та вільних нуклеотидів [155]. Речовини-електрофіли незворотньо алкілірують ДНК, а після цього і білки, що призводить до мутагенних і цитотоксичних ефектів, тобто процесів, які визначають смерть клітини. В обох випадках система глутатіону вмикається або відразу, або після мікросомальних ферментів і супероксиддисмутази, доповнюючи і завершуючи їх роботу, і при цьому у мікросомах відбувається нейтралізація продуктів метаболічної активності [135]. Внаслідок цього система глутатіону збільшує резистентність клітин і організму до дії несприятливих хімічних і фізичних чинників, вносить важливий внесок до ендогенної резистентності. Виходячи з цих позицій систему глутатіону можна розглядати як найбільш важливий і широкий захисний механізм клітини.

На підставі проведених досліджень [155] встановлено, що окрім глутатіону в організмі існують і інші низькомолекулярні тіолові сполуки, які, в основному, виконують роль кофакторів. До цих сполук відносять ліпоєву кислоту, коензим А. Встановлено, що ліпоєва кислота широко розповсюджена у тканинах ссавців і бере участь в окислювальному декарбоксилуванні α-кетокислот. Ліпоєва кислота, як відомо [155], спроможна до зворотнього відновлювання. Тому, виконуючи роль проміжного акцептора водню і кислотних залишків, вона є простетичною групою одного із білкових компонентів ферментної системи розщеплення гліцину. Встановлено, що коензим А приймає участь у процесах переносу і активуванні кислотних залишків у реакціях ацилювання, конденсації, оксидоредуктації або гідратації органічних кислот. Окрім зазначеного, встановлено [146], що КоА бере участь у процесах клітинного дихання, біосинтезі та окисненні жирних кислот, синтезі стероїдів. Також встановлено [162], що кофакторну функцію можуть виконувати невеликі білки, які містять SН-групи. Так, наприклад, фосфопантетеїнпротеїди беруть участь у переносі ацильних груп у процесі біосинтезу жирних кислот [155]. Тіоредоксин приймає участь у відновленні різноманітних низькомолекулярних дисульфідів, як симетричних, так і змішаних білкових дисульфідів у печінці. Паралельно з цим, дітіолова форма тіоредоксину функціонує у якості донора водню при відновлені кільця рибози у нуклеозиддифосфатах [168,253].

Як відомо [168], складовою частиною тіол-дисульфідної системи є дисульфідні групи, які характеризуються ковалентними зв’язками, що найчастіше зустрічаються у білках. Більшість дослідників дисульфідні групи поділяють на дві. Перша-це групи, які, за допомогою внутрішньоланцюгових зв’язків, з’єднують окремі дільниці одного і того ж поліпептидного ланцюга і утворюють в середині нього цикли. Такі зв’язки беруть участь у формуванні і стабілізації вторинної і третинної структури білків. Друга-вони утворюють міжланцюгові SS-зв’язки, з’єднуючи при цьому різноманітні пептидні ланцюги і приймаючи участь у формуванні четвертинної структури білків [155, 227]. Розрив усіх SS-зв’язків, звичайно, призводить до руйнування унікальної тримірної білкової молекули та втрати її біологічної активності.

На підставі багаточисленних досліджень встановлено [17, 196], що макроструктура білків, які містять внутрішньоланцюгові дисульфідні зв’язки, як правило, більш резистентна по відношенню до денатуруючого впливу в порівнянні зі структурами, у яких відсутні SS-зв’язки. При цьому необхідно зазначити, що не всі дисульфідні групи однаково важливі для підтримання структури і функції. І навіть у деяких білках частина дисульфідних зв’язків може бути розщеплена зі збереженням біологічної активності. Встановлено [155,236], що відносно більша кількість білків містить або SS-зв’язки, або SН-групи. Позаклітинні білки частіше містять лише SS-рупи, а внутрішньоклітинні - SН-групи. З іншого боку, існування SН- і SS-груп в одній макромолекулі білка створює потенційну нестабільність, зумовлену можливістю перебігу реакції тіол-дисульфідного обміну. Слід наголосити, що у білках, які мають обидві функціональні групи, внутрішньомолекулярна реакція між ними, можливо, не відбувається завдяки їхній просторовій розмежованості, або внаслідок особливостей їх хімічного оточення [155]. Імуноглобуліни, пептидні гормони, фібрілярні білки (кератини) є типовими представниками, в яких дисульфідні зв’язки відіграють провідну роль у підтриманні макромолекулярної структури. Так, наприклад, встановлено [27], що в імуноглобуліні G кожний легкий ланцюг приєднується до важкого ланцюга одним SS-зв’язком, який розміщений біля С-кінця легкого ланцюга. Важкі ланцюги, у даному випадку, також з’єднані між собою дисульфідними зв’язками. Між іншим, окрім міжланцюгових, молекули імуноглобулінів містять значну кількість внутрішньоланцюгових SS-груп. Імуноглобуліни М складаються із п’яти субодиниць, з’єднаних SS-зв’язками, а самі субодиниці подібні за своєю структурою до імуноглобулінів G і складаються з двох легких і двох важких ланцюгів [17,181].

Встановлено [162], що інсулін, гіпофізарний гормон росту, соматостатин, гормони нейрогіпофізу - вазопресин і окситоцин - відносяться до пептидних гормонів, які містять дисульфідні групи. Як відомо [162], внутрішньоланцюгові SS-зв’язки не приймають прямої участі у дії інсуліну, вазопресину і окситоцину, їх роль, очевидно, полягає у підтримці біологічно активної конформації молекул гормонів. У той же час розщеплення дисульфідних зв’язків в гормоні росту і соматостатині не викликає змін їх біологічної активності і значних відхилень у конформації молекули. На думку деяких авторів [162, 173], окрім статистичної функції, реакційноспроможні SS-зв’язки можуть виконувати у білках динамічну функцію, входячи до складу активних центрів окислювальних ферментів. У цей же час дисульфідні групи, як описувалось вище, беруть участь у переносі електронів і протонів від субстрату до акцепторів, підлягаючи при цьому зворотньому перетворенню до дитіолових груп.

Характерним є і те, що специфічні білкові SS-зв’язки мають не абияке значення у структурно-функціональній організації ДНК. Хромосомальна ДНК містить у собі декілька типів специфічних білкових дисульфідів [130,179]. Тіол- дисульфідні зв’язки у хроматині являються лабільною і динамічною системою, на рівні якої легко перебігають окислювально-відновні процеси, необхідні для здійснення активного метаболізму у клітині [137]. Характерним прикладом цього може бути участь тіол-дисульфідного обміну в утворенні мітотичного апарату в цілому [174] і, зокрема, у редокс-регуляцїї ДНК-зв’язуючої активності онкобілків fos i jun [141]. 

1.5. Функціональний стан тіол-дисульфідної системи за умов дії несприятливих факторів довкілля

На сьогодні, добре відомо [11, 162,], що тіолові сполуки відіграють провідну роль у забезпеченні функціонального стану антиоксидантної системи організму і останнє обумовлено тим, що основна частина АОС представлена сполуками тіолового походження. При цьому до складу неферментативної ланки АОС входять як низькомолекулярні тіоли, так і тіолякісні білки. Так, наприклад, представник низькомолекулярних тіолів - GSН приймає участь у відновній регенерації таких високоактивних антиоксидантів, як токоферол і аскорбінова кислота, що в певній мірі забезпечує підтримку буферної ємності АОС на відносно стабільному рівні. Паралельно з цим відомо [12], що ферменти які приймають участь у антиоксидантних реакціях, або відносяться до числа власних тіолових ензимів або потребують присутності тіолів для прояву каталітичної активності. Висока антиокислювальна спроможність тіолових сполук ґрунтується на їх унікальних хімічних властивостях. Так, швидкість реакцій окислення SS-груп залежить від їх радикального оточення у молекулі, що дозволяє виділити з безлічі тіолових сполук особливу групу, які легко окислюються і виконують специфічні функції антиоксидантів. Заслуговує на увагу зворотність реакції окислення сульфгідрильних груп до дисульфідних, яка забезпечує можливість енергетично вигідного підтримання гомеостазу тіолових антиоксидантів у клітині без активації їхнього біосинтезу. Особливості молекулярної структури тіолових сполук дозволяють їм виявляти здебільшого гідрофільні або ліофільні властивості. З останнім пов’язана можливість створення достатньо високих концентрацій того чи іншого тіолу у водній або ліпідній фазі клітин, і, відповідно можливість захисту від окислювального пошкодження молекули ферментів, білків, нуклеїнових кислот, ліпідів і інших біологічно активних речовин [12, 19].

На підставі багаточислених досліджень [12, 19, 264] були виявлені коливання інтенсивності вільнорадикального окислення у крові тварин в різні фази адаптації і фазові зміни впливу у крові відновлених і окислених форм тіолових сполук [12, 19, 262]. При цьому необхідно зазначити, що в період виснаження адаптаційного резерву, при зростанні вмісту вільних радикалів спостерігається збільшення кількості дисульфідних і зменшення сульфгідрильних груп. Відзначається також, що в період активації системи адаптації кількість SS-груп навпаки знижувалась і зростав вміст SН-груп і відповідно збільшувались показники тіол-дисульфідного потенціалу-одного із показників буферної ємності АОС. Внаслідок цього цілий ряд авторів [166,263] вважає, що визначення тіол-дисульфідного коефіцієнту може бути використано у якості інтегрального тесту для оцінки неспецифічної резистентності організму людини і тварин.

Встановлено [176], що окрім участі у біохімічних механізмах неспецифічної резистентності організму, високо- і низькомолекулярні тіолові сполуки відіграють істотну роль у протидії впливу агресивних чинників довкілля. Так, наприклад, тіолові сполуки приймають участь у формуванні ендогенного фону радіорезистентності організму ссавців [176]. Відомо [161], що ендогенні тіолові сполуки є молекулами мішенями для дії іонізуючої радіації і певною мірою несуть відповідальність за смерть клітини. Останнє положення ґрунтується на тому, що зв’язування клітинних SН-груп сенсибілізує бактерії що до дії рентгенівського опромінення, змінює вміст SН-

 і SS-груп у клітинах, а додавання окислювальних процесів у ядрах тимусу приводить до пригнічення ядерного фосфорилювання, синтезу нуклеопротеїдів і ядерної РНК [161]. Означені зміни імітують ефекти рентгенівського опромінення [161].

Значна кількість дослідників [50, 185, 252, 271] у своїх роботах висловлюють думку, що радіорезистентність організму певною мірою залежить від кількості небілкових сульфгідрильних груп і здебільшого глутатіонових та активності ферментів глутатіонової ланки АОС. В основі сульфгідрильної гіпотези ендогенної радіорезистентності організму положенні наступні постулати: 1) природна радіорезистентність зумовлена кількістю у клітинах і тканинах тіолових сполук, які виконують роль ендогенних протекторів; 2) профілактичний ефект радіопротекторів зумовлюється підвищенням вмісту у біологічному об’єкті сульфгідрильних груп; 3) ефект хімічної радіо-сенсибілізацїї обумовлюється зниженням рівня ендогенних тіолів [160, 210].

На підставі експериментальних досліджень деякі автори вважають [18, 209], що GSН здатний конкурувати з киснем і радіосенсибілізаторами за вільні радикали, взаємодіючи з останніми, і при цьому він перетворюється у GSSG, який може бути регенерованим при допомозі аскорбінової кислоти, NADН і цитохрому до GSН, який знову вступає до реакцій з вільними радикалами. На підставі викладеного можна зробити висновок, що ендогенним тіоловим сполукам надається велике значення у забезпеченні неспецифічної резистентності організму. Останнє пов’язане з тим, що тіолові сполуки є субстратом у первинних процесах радіаційного ураження та субстрату, який визначає ступінь радіочутливості і радіорезистентності [194]. При цьому необхідно підкреслити, що посилення реактивності тканинних сульфгідрильних груп є однією з найбільш ранніх реакцій організму на вплив іонізуючої радіації [171].

Аналіз літературних джерел [190, 199, 202] показує, що відомості про зміни вмісту SH-груп після радіаційного ураження вкрай суперечливі. Поряд з даними які свідчать про відсутність впливу радіації на тіолові сполуки [180], існують дані про збільшення [194], або зниження їх вмісту [224]. Вище зазначена роль глутатіону у захисті організму від іонізуючих випромінень, однак у деяких роботах [30, 187] заперечується значення ендогенних тіолів і глутатіону у забезпеченні ендогенної радіорезистентності. Таку суперечливість цих даних можна пояснити тим, що дослідження проводились у різні терміни після опромінення і на різноманітних об’єктах. Звертає на себе увагу той факт, що переважна більшість робіт присвячена гострому впливові великих доз радіації. У той же час кількість робіт, присвячених впливу хронічного опромінення у низьких дозах, вкрай обмежена. Останнє має особливе значення у зв’язку з дослідженням ролі антиоксидантного статусу у формуванні наслідків біологічної дії іонізуючих опромінень у малих дозах [189, 260].

Внаслідок експериментальних досліджень [18] проведених в останні роки виявлені структурні і біохімічні зміни різноманітних мембранних систем вже на ранніх етапах після хронічного впливу низькоінтенсивного випромінювання у малих дозах [241]. Останнім часом також широко обговорюється гіпотеза про існування критичного балансу між клітинною проліферацією, з одного боку, тіолом і апоптозом з іншого. Перехід до більш прооксидантного стану спочатку може призводити до підвищення проліферації, а після цього до інтенсифікації апоптозу [196]. Внесок антиоксидантів тіолового походження у забезпеченні радіорезистентності тварин різних видів значно вищий за умов ураження в низьких дозах, ніж області сублетальних і мінімально летальних доз опромінення [10]. Необхідно також підкреслити, що за умов тривалого, хоча і низькоінтенсивного опромінення, розвивається поступове зниження функціонального стану системи глутатіону, як прояв хронічного стресу [16]. Відомо [228], що порушення з боку біологічних систем можуть бути наслідком як прямої, так і непрямої дії іонізуючих випромінювань. Пряма дія  реалізується через продукти радіолізу води і при цьому формуються вільні радикали, які вступають до реакції окиснення і відновлення [259]. За умов непрямої дії може відбуватись розщеплення молекул білка, розрив найменш стійких зв’язків та інші денатураційні зміни [198]. Враховуючи вищенаведені функції білкової і небілкової ланок тіол-дисульфідної системи, стає зрозумілою її можлива роль у зазначених процесах. Як вже зазначалось, іонізуюча радіація може призводити до змін вмісту сульфгідрильних та дисульфідних груп в тканинах і органах. Окрім того існують дані [225], які свідчать про те, що тіол-дисульфідне співвідношення суттєво впливає на конформацію білків і при цьому конформаційні зміни інтегральних білків мембран супроводжуються змінами характеру і міцності зв’язку з ними молекул ліпідів. Можливо, що зменшення кількості SН-груп та зростання SS-груп приводить до дестабілізації ліпопротеїдів клітинних мембран [41]. Встановлено також, що холінестераза і аденозинтрансфераза містять SН-групи [196], тому при можливому вільно радикальному окисленні сульфгідрильних груп не виключена інактивація цих ферментів і блокування передачі нервового імпульсу та енергетичного обміну. До того ж, при відсутності холінергічної іннервації можуть відбуватись суттєві дистрофічні зміни у тканинах.

Тіол-дисульфідна система, окрім участі в механізмах протидії патогенному впливові агресивних чинників зовнішнього і внутрішнього середовищ, відіграє істотну роль у забезпечення неспецифічної і, зокрема, радіорезистентності. Однак, необхідно також констатувати, що на сьогодні практично відсутні дані, які б надавали характеристику тіол-дисульфідній системі у тонкій кишці на різних етапах онтогенезу тварин, попередники яких зазнали тривалого впливу γ-опромінення у низьких дозах.

РОЗДІЛ 2

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ

2.1. Лабораторні тварини та моделювання експерименту

Експериментальні дослідження проведені на 510 щурах різного віку та статі та на 50 зародках щурів лінії «Вістар». Усі тварини утримувались за стандартних умов та на стандартній дієті віварію Одеського національного медичного університету.

Дослідження планували враховуючи основні положення моделювання експериментів по вивченню спадкових радіаційних ефектів у ссавців [30, 154]. При проведенні досліджень у відповідності до мети та задач дослідження усі експериментальні тварини були розподілені на наступні групи:

1) інтактні статевозрілі самці і самки;

2) статевозрілі самці і самки, опромінені у дозі 0,75 Гр;

3) статевозрілі самці і самки, опромінені у дозі 1,0 Гр;

4) 18-денні зародки, 2, 14-денні, 1, 3, 6, і 12-місячні щурі отримані від інтактних самців і самок;

5) 18-денні зародки, 2, 14-денні, 1, 3, 6, і 12-місячні тварини, отримані від γ-опромінених самців і самок у дозі 0,75 Гр;

6) 18-денні зародки, 2, 14-денні, 1, 3, 6, і 12-місячні тварини, отримані від γ-опромінених самців і самок у дозі 1,0 Гр.

Групи тварин, що підлягали γ-опроміненню формували із здорових статевозрілих самців і самок віком три місяці і масою тіла 180-200 г. Відбір тварин проводили із розрахунку на 1 самця 4-5 самок. Для експерименту самок підбирали таким чином, щоб вони знаходились на одній стадії естрального циклу, яку визначали, використовуючи мазки з піхви [196].

Тотальне γ-опромінення проводили на базі рентгентерапевтичного відділення Одеського обласного онкодиспансеру, використовуючи гамма терапевтичну установку «АГАТ-Р» №83 (ізотоп 60Со). Для опромінення тварин розміщували у спеціально виготовлених клітках-фіксаторах із органічного скла. Опромінення проводили натщесерце о 9-й годині ранку. Для отримання сумарної дози 0,75 Гр опромінення проводили за наступних технічних умов: потужність дози 107 рад/хв, відстань від джерела до поля дорівнювала 75 см, розміри поля 20·20 см, разова доза 0,15 Гр, експозиція 8 сек, кількість повторень-5, кожні 72 години. Для отримання сумарної дози 1,0 Гр опромінення проводили за наступних технічних умов: потужність дози 107 рад/хв, відстань від джерела до поля 75 см, розміри поля 20·20 см, разова доза 0,1 Гр, експозиція 6 сек, кількість повторень-10, кожні 72 години. Дозиметричний контроль проводила дозиметрична служба Одеського обласного онкологічного диспансеру.

Для отримання виводку від радіаційно уражених самців і самок через 12 діб після дії γ-опромінення проводили їх спарювання. Відбір самок для запліднення та визначення першого дня вагітності проводили згідно методики отримання тварин з точно датованим терміном вагітності [93]. До експерименту брали статевозрілих самців і самок після γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 і 1,0 Гр на 12 добу. Окрім цього до експерименту брали 18-денних зародків, щурят віком 2 і 14 діб, щурів віком 1, 3, 6, 12 місяців, отриманих від інтактних та опромінених самців і самок.

При роботі з експериментальними тваринами дотримувалися біоетики згідно з положенням «Європейської конвенції з захисту хребетних тварин, які використовуються в експериментальних та інших наукових цілях» (Страсбург, 1986), положеннями «Правил проведення робіт з використанням експериментальних тварин», затверджених указом МОЗ України №753 від 12 серпня 1997 р., а також «Спільними етичними принципами експериментів над тваринами», затвердженими на I Національному конгресі з біоетики (Київ, 2001 р.) та Законом України «Про захист тварин від жорстокого поводження» (Закон від 21 лютого 2006 р. № 3447-IV, редакція від 09 грудня 2015 р., підстава 766-19).

2.2. Методи досліджень

Тварин забивали під ефірним наркозом шляхом швидкої декапітації [154]. Одразу вилучали тонку кишку, промивали охолодженим до +4°С фізіологічним розчином, зважували на торзіонних терезах. Тканини тонкої кишки роздрібнювали охолодженими ножицями, після чого проводили гомогенізацію у скляному гомогенізаторі з тефлоновим пестиком за допомогою мікророзмільчувача РТ-2 на протязі 2 хв при 5000 обертах за 1 хв. Середовище виділення складалось із ТРИС-буфера рН 9,5 у співвідношенні 1 групи тканини тонкого кишечнику-10 мл буферного розчину. Отриманий гомогенат центрифугували 15 хв при 3000 об/хв для отримання супернатанту.

У супернатанті тонкої кишки проводили визначення кількості Аg+-чутливих сульфгідрильних і дисульфідних груп білкового походження та сульфгідрильних груп небілкового походження методом зворотнього амперметричного титрування [197, 269], за допомогою приладу для амперметричного титрування (виробництво «Химлаборприбор» ТУ 25-11-364-69, СРСР). Принцип методу полягав в тому, що в ході титрування розчину, що містить тіолові сполуки, азотнокислим сріблом його іони зв’язуються SН- групами з утворенням стійкого меркаптиду за наступною реакцією:

R–SН + Аg+→R – S–Аg + Н+. 

Після досягнення кінцевої точки титрування у розчині з’являється надлишок іонів срібла. При цьому в електричному елементі, який складається із занурених до титрованого розчину платинового індикаторного електрода та електрода порівняння, виникає електричний струм, пропорційний концентрації іонів срібла і вимірюваний амперметром. Вміст SН-груп у досліджуваному розчині еквівалентний кількості нітрату срібла, затраченому на титрування. Вміст SН-груп розраховують, використовуючи формулу:

CSН–К –VtSH/Vq,

де СSH- концентрація SН-груп мкмоль / г;

VtSH - об’єм 10 -3 М розчину АgNO3, витраченого на титрування, мл;

Vq - об’єм супернатанту, г;

К - розмірний коефіцієнт, в тому числі 20 - поправка 

на розбавлення = 20·104 мкмоль/г.

Визначення вмісту дисульфідних груп у супернатанті проводили шляхом зворотнього амперометричного титрування [197,269]. Для проведення досліджень до посудини для титрування наливають 25 мл аміачного буферу, ставлять її на поверхню магнітної мішалки, занурюють до розчину індикаторний електрод та сольовий місток від електроду порівняння; включають до мережі мікроамперметр та магнітну мішалку, запускають її та під час безперервного перемішування додають до буферної суміші необхідні реагенти у наступному порядку: 1) 0,5 мл 10-3М розчину АgNO3; 2) 0,2 мл супернатанту; 3) 200 мг сульфіду натрію. Вмикають амперметр і, після того як стрілка займе стабільне положення, починають титрувати досліджувану пробу 5·10-4М розчином унітіолу, додаючи його до реакційної суміші по 0,05 мл до кінцевого об’єму в 0,5 мл. Кількість дисульфідних груп розраховують за формулою:

VtSS = (Vt–Vu) –VtSН,

де VtSS - об’єм розчину АgNО3, що вступив до реакції з SН-групами, які виникли при розриві S-S-зв’язків;

Vt - об’єм (мл) розчину АgNO3 (0,5 мл);

Vu - об’єм розчину унітіолу, витраченого на титрування після розщеплення S-S-зв’язків;

VtSН - об’єм розчину АgNОз, витрачений на виявлення кількості SН-груп у дослідній пробі прямим титруванням.

Визначення вмісту SН-груп небілкового походження проводили після осадження білків 5% сульфасаліциловою кислотою, змішуючи її у рівних пропорціях з супернатантом, після чого суміш центрифугують 15 хв при 6000 об/хв. На титрування беруть 2-5 мл надосадкової рідини і визначають в ній кількість SН-груп як описано вище. Вміст SН-груп у небілковій фракції знаходять за формулою:

СSHN=2 ·kVtSH/Vg,

де СSНN-вміст SН-груп у небілковій фракції;

k - розмірний коефіцієнт, який дорівнює 2·104 мкмоль/г;

VtSH- об’єм розчину АgNO3, що вступив до реакції; з SН-групами, яківиникли при розриві S-S-зв’язків;

Vq - об’єм супернатанту взятого для аналізу;

Вміст SН-груп білкової природи знаходили за формулою:

CSHA = CSH– CSHN,

де СSHа-вміст SН-груп у білковій фракції;

СSН- вміст SН-груп у супернатанті;

СSНN- вміст SН-груп у небілковій фракції.

Кількість SS-груп, що містяться у небілковій фракції знаходять за формулою:

СSSN = К · VtSS/ Vq = К · [(Vt - Vu) –VtSH] / 2Vg,

де СSSN- вміст SS-груп у небілковій фракції;

К - 2 ·104 мкмоль/г;

VtSS- об’єм розчину АgNO3, що вступив до реакції; з SН-групами, які виникли при розриві S-S-зв’язків;

Vq- об’єм супернатанту, що взяли для досліджень;

Vt- об’єм розчину АgNO3;

Vu- об’єм розчину унітіолу, витраченого на титрування проби після розщеплення S-S-зв’язків;

VtSH- об’єм розчину АgNОз, витраченого на визначення SН-груп у дослідній пробі прямим титруванням.

Вміст SS-груп білкової природи у супернатанті знаходять за формулою:

CSS A = CSS – CSS N ,

Де СSSа-вміст SS-групу білковій фракції;

СSS - вміст SS-груп у супернатанті;

СSНN-вміст SS-груп у небілковій фракції.

Після визначення вмісту білкових SН- і SS-груп та небілкових, проводили обчислення значення тіол-дисульфідного співвідношення (ТДС) для білкової та небілкової фракції за формулами:

ТДСN=CSНN/CSSN,

ТДСA=CSНА/CSSА,

де ТДСN - тіол-дисульфідне співвідношення небілкової фракції;

ТДСА - тіол-дисульфідне співвідношення білкової фракції.

Активність ацетилхолінестерази визначали потенціометричним методом. Принцип визначення полягав в тому, що до 3 мл 0,9% розчину NаСІ, що містив 0,1% оксалату натрію, додають 0,2 мл супернатанту, перемішують і потім центрифугують при 3000 об/хв протягом 15 хв. Вилучають надосадкову рідину і до осадку додають 1,0 мл дистильованої води, 0,5 гомогенату і 9,5 мл боратного буферного розчину, який містив 5 мг ацетилхоліну. Для приготування робочої суміші беруть 5 мл буфера і 1% розчину ацетилхоліну і доводять дистильованою водою до 100 мл. Знімають висхідні показники рН-метром pH1, термостатують при 37°С на протязі 30 хв і вимірюють рН2. По різниці рН (∆рН = рН1– рН2) визначають кількість гідролізованого ацетилхоліну. Активність ацетилхолінестерази вираховують за формулою:
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мкмоль ацетилхоліну за 1хв на 1г тканини.

У гомогенатах тонкого кишечника визначали вміст відновленого глутатіону [37]. Принцип методу полягав в тому, що до центрифужних пробірок приливають 9 мл 5% метафосфорної кислоти і додають 1,0 г ретельно розтертої замороженої тканини кишки, проби перемішують і центрифугують 10 хв при 3000 об/хв. Надосадкову рідину використовують для визначення кількості відновленого глутатіону. Для визначення глутатіону у кожній пробі беруть 4 пробірки: у дві наливають по 1 мл безбілкового центрифугату, а в дві інші наливають по 1 мл метафосфорної кислоти. Потім до першої і третьої пробірки доливають по 1 мл дистильованої води. Проби перемішують і до кожної з них приливають по 1 мл фосфатного буферу і 1 мл еквівалентного розчину NаОН, перемішують і залишають на 6 хв. На протязі цього часу утворюється комплекс між відновленим глутатіоном і аллоксаном. Точно через 6 хвилин до проб додають 1 мл NаОН 1М; додавання лугу зупиняє реакцію і стабілізує продукт реакції, який може зберігатися без змін біля години. Величину поглинання отриманого продукту вимірюють на електрофотометрі при довжині хвилі 305 нм.

Вміст відновленого глутатіону у тканині розраховують за формулою:

Х = м V1·100/V2Р · 1000,

де м - вміст глутатіону у крові;

V1- загальний об’єм безбілкового центрифугату;

V2- об’єм центрифугату взятий для визначення;

Р- наважка тканини.

У гомогенаті тонкої кишки визначали активність глутатіонпероксидази [37]. Принцип методу полягає в кількісному визначенні відновленого глутатіону, який не використовується у процесі ферментативної реакції. Вміст відновленого глутатіону визначають титруванням. Паралельно проводять холосту і дослідну проби.  До холостої проби додають спочатку 0,8 мл 10 % сульфасаліцилової кислоти, а потім всі ті компоненти , що і в дослідній пробі. У дослідній пробі до 1,0 мл 0,05 М ТРИС-НС1 буферу (рН-7,4) додають 0,04 мл 0,5М натрієвої солі етілендіамінтетраацетат (9,3 г на 50 мл дистильованої води), 0,02 мл гомогенату і 0,04 мл азиду натрію (78 мг на 3,0 мл 0,05М ТРИС-НСl буферу).

Проводять преінкубацію впродовж 5 хв. при 37° С в термостаті, після чого додають 0,04 мл GSH і 0,04 мл пероксиду водню. Проводять інкубацію проб продовж 15 хв при 37° С. У дослідних пробах реакцію зупиняють шляхом додавання 0,8 мл 10% розчину сульфосаліцилової кислоти. Центрифугують 10 хв при 3000 об/хв і прозорий супернатант виливають до чистих пеніцилінових флакончиків. Додають 5% КІ і 0,2 мл 1% крохмалю та титрують 0,0004 NKIO3 до появи синього забарвлення. Активність глутатіонпероксидази розраховують за формулою:

ГП = (Vхол. –Vдосл.) і виражають в мкмоль СSН/хв на 1 г тканини.

Глутатіон-S-трансферазну активність визначали в гомогенатах тонкої кишки [37] по утворенню кон’югатів відновленого глутатіону і 1-хлор-2,4-денiтробензолом. Реакційна суміш містила 100 мМ  Ко-фосфатний буфер рН-7,0 ,1 мМ відновленого глутатіону, 1М1-хлор-2,4-денітро-бензолу і мМ ЕДТА. Кінетику утворення кон’югованого утвореного глутатіону вимірювали по зміні оптичної щільності на СФ-46 при довжині хвилі 340 нм. Активність ферменту виражали в нмоль/г тканини.

Отримані цифрові результати досліджень були опрацьовані методом статистичної обробки з використанням пакетів програм «Рrimer Віоstatistics» Sigmа start (США, 1999).

РОЗДІЛ 3

ОСОБЛИВОСТІ ТІОЛ-ДИСУЛЬФІДНОЇ СИСТЕМИ І АКТИВНОСТІ АЦЕТИЛХОЛІНЕСТЕРАЗИ У ТКАНИНАХ

ТОНКОЇ КИШКИ ЩУРІВ ЗА ФІЗІОЛОГІЧНИХ УМОВ ТА ПІСЛЯ ТРИВАЛОГО γ-ОПРОМІНЕННЯ

Відомо [17] про формування деяких фізіологічних і патологічних процесів у повній мірі залежить від стану окисно-відновних реакцій які лежать в основі перетворення сульфгідрильних і дисульфгідрильних білків і низькомолекулярних тіолів. Останнім часом на метаболічному рівні тіол-дисульфідну систему розглядають [28] як «критичну», оскільки від її збалансованого стану за фізіологічних умов залежить спроможність організму до резистентності на дії несприятливих факторів внутрішнього та зовнішнього середовища. Біологічне значення змін вмісту SН- і SS-груп у реакціях організму полягає в тому, що ці функціональні групи відіграють важливу роль у структурно-функціональній організації білкових молекул та ієрархії їх структурних рівнів. Як вже зазначалось вище, виключно висока реакційна здатність SН-груп робить можливою їх участь в окислювально-відновних перетвореннях, під час яких вони легко окислюються до дисульфідних сполук, які в свою чергу, знову регенерують при їх відновному розщепленні. З іншого боку в еволюційному аспекті необхідно підкреслити, що без сірки у білках були б неможливими виникнення, існування і само підтримання структурної цілісності, а також різних біологічних властивостей білкових тіл, тобто основи життя. 

3.1. Стан тіол-дисульфідної системи у тонкій кишці щурів на різних етапах фізіологічного онтогенезу

В результаті проведених досліджень були виявлені відмінності на різних етапах онтогенезу вмісту білкових і небілкових SН- і SS-груп у тонкій кишці щурів. Так, наприклад, встановлено, що у 18-денних зародків вміст білкових SН- і SS-груп у тонкій кишці відповідно дорівнював 6,31±0,31 і 1,44±0,09 мкмоль/г тканини, а тіол-дисульфідне співвідношення 4,38±0,26. Кількість небілкових SН- і SS-груп у тонкій кишці 18-денних інтактних зародків дорівнювала відповідно 0,38±0,02 і 0,15±0,09 мкмоль/г, коефіцієнт ТДС при цьому становив 2,53±0,15 (таблиця 3.1). 

Таблиця 3.1 - Вміст сульфгідрильних і дисульфідних груп у тонкій кишці зародків і 2-денних щурят, отриманих від інтактних самців і самок

Умови

експерименту
Білкові
Небілкові


SН-
SS-
ТДС
SН-
SS-
ТДС

18-денні

Зародки
6,31±0,31
1,44±0,09
4,38±0,26
0,38±0,02
0,15±0,009
2,53±0,15

2-денні

Щурята
5,89±0,29

93,3
1,01±0,05*

70,2
5,83±0,30*

133,1
0,33±0,019*

85,7
0,11±0,007*

71,1
3,0±0,18*

118,6

(М±m, мкмоль/г тканини тонкої кишки; n=10)
*Р<0,05 стосовно показників 18-денних ембріонів.

Очевидно, що такий стан тіол-дисульфідної системи у 18-денних зародків є основою забезпечення специфічної резистентності організму і у зв’язку з останнім усі показники цієї системи на подальших етапах онтогенезу ми прирівнювали до цих показників. Проведені дослідження вмісту білкових SН-груп у тонкій кишці 2-денних щурят показали, що він проявляв деяку тенденцію до зменшення відносно аналогічних значень 18-денних ембріонів, але виявлені відмінності не були статистично достовірними. Паралельно з означеним вміст білкових дисульфідних груп у тканинах тонкій кишці 2-денних щурят достовірно знижувався відносно показників 18-денних зародків інтактних тварин і стосовно останніх дорівнював 70,2%. Внаслідок таких змін вмісту білкових SS-груп відбувалось усунення на 33,1% співвідношення білкових SН- до SS-груп. Наведені факти свідчать про те, що характер виявлених змін вмісту тіолових сполук білкового походження у тканинах тонкої кишки щурят, у перші дні після народження, може бути ознакою активації адаптаційних механізмів до нових умов життєдіяльності. Очевидним є і те, що виявлена тенденція до зниження вмісту білкових SН-груп у тканинах тонкої кишки є ознакою їх використання для пристосування до якісно нових умов оточуючого середовища. Одночасне різке зниження вмісту дисульфідних груп може бути одним із механізмів поповнення кількості сульфгідрильних груп за рахунок розриву дисульфідних зв’язків у реакціях тіол-дисульфідного обміну. Небілкова ланка тіол-дисульфідної системи більш чутливо реагувала на зміну оточуючого середовища і при цьому вміст SН- і SS-груп знижувався порівняно з показниками 18-денних ембріонів відповідно на 14,3 і 28,9%. Слід підкреслити, що і у даному випадку зменшення вмісту SS-груп небілкового походження було більш значним ніж SН-груп. Отже, і в даному випадку використання SH-груп у ході пристосувальних реакцій відбувалось більш інтенсивно ніж SS-груп, що очевидно є ознакою єдності механізмів адаптаційної перебудови тіотропних механізмів білкової і небілкової ланок. Підтвердженням цього припущення були результати розрахунків ТДС між SН- і SS-групами небілкового походження, величина якого зростала порівняно з показниками 18-денних ембріонів на 18,6%.

Цікавими, з вище висловлених позицій, були результати дослідження функціонального стану глутатіонової редокс-системи (табл. 3.2).

Як свідчать наведені дані у 18-денних ембріонів вміст відновленного глутатіону у тканинах тонкої кишки становив 22,3±1,33 мкмоль/г, як активність глутатіонпероксидази і глутатіон-S-трансферази відповідно 65,8±3,94 і 42,2±2,11 мкмоль/г. У 2-денних щурят було виявлено, що вміст відновленого глутатіону у тонкій кишці проявляв тенденцію до зниження порівняно з аналогічними значеннями у 18-денних щурят, але виявлені відхилення не носили достовірний характер. У цей же час у тонкій кишці 2-денних інтактних щурят спостерігалось посилення активності глутатіонпероксидази і глутатіон-S-трансферази, показники якої переважали рівень 18-денних ембріонів відповідно на 12,3 і 15,7%. Враховуючи відомі дані, що глутатіонова система відіграє важливу роль у забезпеченні неспецифічної резистентності [217] то зрозуміло, що посилення активності глутатіонпероксидази і глутатіон-S-трансферази, очевидно, є ознакою пристосування діяльності кишечнику до нових умов існування. Тенденція до зниження вмісту відновленого глутатіону, очевидно, обумовлена посиленим використанням його у глутатіонпероксидазній і у глутатіон-S-трансферазній реакціях.

Таблиця 3.2. - Стан глутатіонової редокс-системи у тонкій кишці зародків та

2-денних щурят, отриманих від інтактних самців і самок

(М±m,мкмоль/г тканини тонкої кишки; n=10)
Умови

експерименту
GSH
ГП
гт

18-денні зародки
22,3±1,33
65,8±3,94
42,2±2,11

2-денні щурята
21,5±1,08*

96,7
73,9±4,43*

112,3
48,8±2,44*

115,7

*Р<0,05 стосовно показників 18-денних ембріонів

На сьогодні відомо [205], що ацетилхолінестераза містить SН-групи, тому при можливому вільно радикальному окислені сульфгідрильних груп не виключена можливість інактивації ферменту. Останнє може в свою чергу призвести до змін передачі нервового імпульсу і відповідно до порушення діяльності тонкої кишки. У зв’язку з вищенаведеним ми вважали доречним провести дослідження активності цього ферменту у кишці на різних етапах онтогенезу. Внаслідок таких досліджень встановлено, що активність ацетилхолінестерази у тонкій кишці у 18-денних зародків дорівнювала 367,8±18,4 мкмоль/г (табл. 3.3). 

Таблиця 3.3 - Активність ацетилхолінестерази у тонкій кишці зародків 

і 2-денних щурят, отриманих від інтактних самців і самок ,

(М±m, мкмоль/г тканини тонкої кишки; n=10)
Умови

експеременту
Активність ацетилхолінестерази

18-денні зародки
367,8 ± 18,4



2-денні щурята
461,9 ± 27,7*                              125,6



*Р< 0,05 стосовно показників 18-денних ембріонів

Дослідження активності ацетилхолінестерази у тонкій кишці у 2-денних щурят показали, що вона зростала порівняно з аналогічними значеннями у 18-денних ембріонів. Таке посилення активностіацетилхолінестерази, очевидно направлено на адаптацію тонкої кишки донових умов існування та посилення його моторики у зв’язку з надходженням до неї екзогенних продуктів у вигляді молока.

Внаслідок проведених досліджень було встановлено, що показники які характеризують тіол-дисульфідну систему тканин тонкої кишки 14-денних щурят мали неістотні відмінності від аналогічних у 2-денних тварин, але водночас були також виявлені деякі розбіжності у їх значеннях у самців і самок (табл.3.4).

Так, встановлено, що у 14-денних самців вміст у тонкій кишці білкових SH-груп практично не відрізнявся від показників 2-денних щурят, але порівняно з 18-денними ембріонами він був нижчим на 15,7. Водночас вміст білкових SS-груп був нижчим за показники як 2-денних щурят, так і у 18-денних ембріонів. Характерним було і те, що показники ТДС у 14-денних самців практично не відрізнялись від аналогічних у 18-денних ембріонів і були достовірно нижчими за аналогічні у 2-денних щурят. У тонкій кишці 14-денних інтактних самок вміст білкових SН-груп був вищим за аналогічні показники самців на 15,6%, а SS-груп практично не відрізнявся від значень останніх. Внаслідок цього збільшення вмісту SH-груп у тонкій кишці самок сприяло зростанню коефіцієнту співвідношення SH- і SS-груп на 12,7% порівняно з самцями. Поряд з цим звертає на себе увагу і той факт, що вміст SH- і SS-груп небілкового походження у тонкій кишці 14-денних інтактних самок практично не відрізнявся від аналогічних показників у самців. Таким чином, наведені факти свідчать про те, що у тонкій кишці 14-денних інтактних самок рівновага у реакціях тіол-дисульфідного обміну зміщена у бік накопичення відновлених продуктів. Останнє, очевиднo, є свідченням про потенційно більш потужну систему неспецифічної резистентності 14-денних самок порівняно з одновіковими самцями.

Таблиця 3.4. - Вміст сульфгідрильних і дисульфідних груп у тонкій кишці

самців і самок, отриманих від інтактних щурів

(М±m, мкмоль/г тканини тонкої кишки; n=10)
Умови експеременту
Білкові
Небілкові

Вік тварин
Стать
SH-
SS-
ТДС
SH-
SS-
ТДС

14-денні
Самці
5,32±0,27*

84,3
1,21±0,06*

85,6
4,39±0,22*

100,2
0,34±0,017*

89,5
0,14±0,007*

93,4
2,42±0,12*

95,7


Самки
6,15±0,31**

115,6
1,24±0,06

103,3
4,95±0,25**

112,7
0.31±0,015

92,4
0,15±0,008

106,3
2,06±0,10

85,1

1-місячні
Самці
4,0±0,19*

63,4
0,77±0,05*

53,5
5,19±0,26*

118,5
0,26±0,012

68,4
0,12±0,006

85,2
2,16±0,11

85,3


Самки
4,4±0,22***

71,5
0,63±0,03***

50,8
6,98±0,35***

141,0
0,29±0,015

93,5
0,10±0,005***

66,7
2,9±0,15***

140,7

3-місячні
Самці
4,51±0,22**

84,7
0,69±0,03**

57,02
6,54±0,33**

148,9
0,37±0,02

108,8
0,10±0,005**

71,4
3,7±0,19**

152,9


Самки
4,25±0,21***

69,1
0,96±0,05***

77,4
4,42±0,22***

89,3
0,26±0,01***

83,9
0,11±0,008***

73,3
2,4±0,12***

116,5

6-місячні
Самці
3,61±0,18**

67,9
0,53±0,03

43,8
6,8±0,34**

154,9
0,46±0,023**

135,3
0,16±0,008**

114,3
2,9±0,14**

119,8


Самки
3,95±0,20***

64,2
0,90±0,05***

72,6
4,38±0,22***

88,5
0,48±0,024***

154,8
0,13±0,0065***

86,7
3,6±0,18***

174,8

Продовження таблиці 3.4

Умови експеременту
Білкові
Небілкові

Вік тварин
Стать
SH-
SS-
ТДС
SH-
SS-
ТДС

12-місячні


Самці
2,81±0,14**

52,8
0,72±0,04**

59,5
3,9±0,20**

88,8
0,52±0,026**

152,9
0,15±0,007

107,1
3,47±0,17**

143,4


Самки
3,20±0,16***

52,03
1,09±0,05***

87,9
2,9±0,15***

58,6
0,68±0,03***

219,3
0,13±0,006***86,7
5,23±0,26***

253,9

(*Р< 0,05 стосовно 18-денних зародків

(**Р< 0,05 стосовно 14-денних самців

(***Р<0,05 стосовно 14-денних самок

Вищеописані особливості функціонування тіол-дисульфідної системи у самок і самців можливо пояснюються впливом на організм щурят статевих гормонів, які вони отримували від матері та наявністю рецепторів до цих гормонів у щурят жіночої статі.

У результаті проведених досліджень також були встановлені деякі статеві та вікові відмінності функціонального стану глутатіонової редокс-системи у тонкій кишці 14-денних щурят (табл. 3.5). При цьому у тонкій кишці 14-денних самців вміст відновленого глутатіону був нижчим від аналогічних значень 18-денних ембріонів на 16,3 % і практично не відрізнявся від 2-денних щурят. У цей же час активність глутатіонпероксидази і глутатіон-S-трансферази у тонкій кишці 14-денних самців проявляла деяку тенденцію до посилення порівняно з показниками 2-денних щурят і водночас переважала значення 18-денних ембріонів відповідно на 25,4 і 28,3 %.

Дослідження вмісту відновленого глутатіону у тонкій кишці 14-денних самок практично не відрізнявся від аналогічних показників одновікових самців. Паралельно з цим спостерігалось посилення активності глутатіонпероксидази і глутатіон-S-трансферази у тканинах кишечнику 14-денних самок порівняно з аналогічними показниками одновікових самців відповідно на 13,3 і 16,7 %. І в даному випадку отримані результати дослідження стану глутатіонової редокс-системи свідчать про те, що самки мають більш потужну неспецифічну резистентність порівняно з самцями. 

Таблиця3.5. - Стан глутатіонової редокс-системи у тонкій кишці самців і

самок, отриманих від інтактних щурів

(М±m, мкмоль/г тканини тонкої кишки; n=10)
Умови експерименту
GSH
ГП
ГТ

14-денні
самці
18,66±0,93*

83,7
82,51±4,12*

125,4
54,14±2,71*

128,3


самки
20,,2± 1,01

108,3
93,48±4,67**

113,3
63,18±3,15**

116,7

1-місячні
самці
26,8±1,34*

120,3
77,9±3,9*

118,4
50,7±2,54*

120,2


самки
26,7±1,33***

132,2
120,2±6,01***

128,6
82,2±4,1***

130,1

3-місячні
самці
17,4±0,87

93,4
81,4±4,06

98,6
55,9±2,8

103,3


самки
23,3±1,16***

115,3
109,1±5,45***

116,7
71,26±3,56***

112,8

6-місячні
самці
19,9±0,99

106,7
85,2±4,26

103,3
54,1±2,85

105,5


самки
22,2±1,11***

110,1
102,6±7,18

109,8
68,6±4,8

108,6

12-місячні
самці
14,96±0,75*

80,2
77,1±3,85

93,4
49,4±2,46

91,2


самки
17,2±0,86***

85,2
91,89±6,43

98,3
60,1±3,00

95,2

*Р< 0,05 стосовно 18-денних ембріонів
**Р< 0,05 стосовно 14-денних самців
***Р< 0,05 стосовно 14-денних самок

Активність ацетилхолінестерази у тонкому кишечнику 14-денних ембріонів на 23,4% і при цьому практично не відрізнялась від аналогічних значень у дводенних щурят(табл. 3.6).

У тонкій кишці 14-денних інтактних самок активність ацетилхолінестерази переважала показники одновікових самців на 10,8%.

Таблиця 3.6. - Активність ацетилхолінестерази у тонкій кишці самців і самок,

отриманих від інтактних щурів

(М±m, мкмоль/г тканини тонкої кишки; n=10)
Умови експерименту
Активність АХЕ

14-денні
Самці
453,86±22,69*123,4


Самки
502,0±25,09**110,6

1-місячні
Самці
494,3±24,7*134,4


Самки
610,4±30,5***121,6

3-місячні
Самці
492,0±24,6108,4


Самки
554,03±27,7***110,3

6-місячні
Самці
479,3±23,96105,6


Самки
565,3±28,3***112,6

12-місячні
Самці
352,2±17,6**77,6


Самки
447,8±22,4***89,2

*Р< 0,05 стосовно 18-денних ембріонів

**Р< 0,05 стосовно 14-денних самців

***Р< 0,05 стосовно 14-денних самок

Ще більш глибокі відмінності тіол-дисульфідного обміну у віковому і статевому аспекті було виявлено при подальших дослідженнях проведених на інтактних самцях і самках щурів. Внаслідок таких досліджень було встановлено (табл. 3.4), що вміст SH- і SS-груп білкового походження у тонкій кишці 1-місячних самців знижувався порівняно з аналогічними значеннями тварин попередніх етапів дослідження і був нижчим за показники 18-денних ембріонів відповідно на 36,6 і 46,5%. При цьому за рахунок більш істотного зниження вмісту SS-груп відбувалось зростання показників тіол-дисульфідного співвідношення, які переважали значення 18-денних ембріонів на 18,5%. Виявлені відхилення вмісту високомолекулярних тіолових сполук супроводжувались змінами низькомолекулярних сірковмістних сполук. Свідченням останнього було зниження вмісту SH- і SS-груп небілкового походження у тонкій кишці 1-місячних самців порівняно з аналогічними значеннями на усіх попередніх етапах дослідження і стосовно до показників 18-денних ембріонів вони дорівнювали відповідно 68,4 та 85,2. Внаслідок таких змін вмісту SH- і SS-груп небілкового походження спостерігалось зниження показників тіол-дисульфідного співвідношення на 14,7% відносно аналогічних значень у 18-денних ембріонів. Такий зсув ТДС відбувався за рахунок більш глибоких змін вмісту SH-груп небілкового походження. 

Дослідження стану глутатіонової редокс-системи у тонкій кишці 1-місячних щурів-самців також дозволили виявити ряд відмінностей від аналогічних значень тварин на усіх попередніх етапах онтогенезу. Суть цих змін полягав в тому, що вміст відновленого глутатіону у тонкій кишці 1-місячних щурів-самців був вищим за попередні показники, переважаючи значення 18-денних ембріонів на 20,3%. Паралельно з означеним встановлено, що активність глутатіонпероксидази і глутатіон-S-трансферази зросла відносно аналогічних значень 18-денних ембріонів відповідно на 18,4 і 20,2%. Наведені факти свідчать про те, що функціональний стан глутатіонової редокс-системи у тканинах тонкої кишки 1-місячних щурів-самців переходить на більш високий стаціонарний рівень, що, очевидно, є необхідною умовою забезпечення фізіологічних процесів в останньому. Підтвердженням цього припущення були результати дослідження активності ацетилхолінестерази у тонкій кишці 1-місячних інтактних щурів-самців. Внаслідок цих досліджень встановлено, що активність ацетилхолінестерази у тонкій кишці 1-місячних самців також зростала відносно усіх попередніх показників і при цьому переважала рівень 18-денних ембріонів на 3,4% (табл. 3.6).

Не менш істотними були зміни вмісту тіолових сполук які спостерігались і у тонкій кишці 1-місячних самок порівняно з нащадками тварин на попередніх етапах. Як свідчать наведені результати досліджень вміст тіолових SH- та SS-груп досить істотно знижувався порівняно з аналогічними показниками 14-денних самок і стосовно останніх відповідно дорівнював 71,5 і 50,8%. За рахунок змін спостерігалось збільшення коефіцієнту тіол-дисульфідного співвідношення на 41,0%. Водночас необхідно підкреслити, що виявлені зміни вмісту високомолекулярних тіолових сполук у тонкій кишці 1-місячних самок мали деякі відмінності порівняно з аналогічними у одновікових самців. Так, у самок вміст SH-груп був вищим ніж у самців на 10%, а SS-груп нижчим на 18,2%. У зв'язку з цим тіол-дисульфідне співвідношення високомолекулярних сірковмістних сполук у самок було на 34,5%. Отже, на даному етапі досліджень у самок спостерігається деяка перевага показників вмісту SH-груп і більш низька кількість SS-груп порівняно з самцями. Останнє, є ознакою наявності статевого диморфізму тіол-дисульфідного обміну у тонкій кишці самців і самок щурів. Дослідження вмісту у тонкій кишці 1-місячних самок SH- і SS-груп небілкового походження також дозволили виявити цілий ряд особливостей у віковому та статевому відношенні. При цьому вміст небілкових SH-груп у тонкій кишці 1-місячних самок практично не відрізнявся від аналогічних показників у самок попереднього етапу і водночас на 11,5% переважав показники самців цього віку. Паралельно з цим вміст SS-груп небілкового походження у тонкій кишці 1-місячних самок знижувався, порівняно з попереднім терміном, на 33,3% і був нижчим, ніж у самців цього віку на 16,7%. За рахунок такого зниження вмісту SS-груп небілкового походження тіол-дисульфідне співвідношення збільшувалось на 40,7% відносно попередніх значень, на 34,3% переважало аналогічні значення у одновікових самців.

Таким чином, наведені факти свідчать про наявність статевих відмінностей у вмісті низькомолекулярних тіолових сполук та характерних змін на різних етапах онтогенезу.

При дослідженні стану глутатіонової редокс-системи у тонкій кишці 1-місячних самок було встановлено (табл. 3.5), що вміст відновленого глутатіону зростав по відношенню до показників 14-денних тварин на 32,2%, але при цьому практично не відрізнявся від аналогічних значень у самців цього віку. Означені зміни відновленого глутатіону супроводжувались посиленням активності глутатіонпероксидази та глутатіонтрансферази порівняно з показниками 14-денних самок, відповідно на 28,6 і 30,1%. При цьому слід також підкреслити, що активність глутатіонпероксидази і глутатіонтрансферази у тонкій кишці 1-місячних самок була вищою за аналогічні значення самців цього віку, відповідно на 54,3 і 62,1%. Встановлено, що у тонкій кишці 1-місячних самок спостерігалось посилення активності ацетилхолінестерази порівняно з показниками 14-денних тварин на 21,6% і одночасно вона була вищою за аналогічні значення 1-місячних самців на 23,5%.

Таким чином, враховуючи існуючи дані [11, 26, 187,191] які надають характеристику метаболічним процесам в організмі у залежності від віку та статі ми вважаємо, що виявлені зміни можуть бути обумовлені початком статевого дозрівання щурів та гормональними перебудовами, характерними для самців і самок, які визначеним чином впливають на різні ланки метаболізму, у тому числі, і обмін сірковмістних сполук.

При подальших дослідженнях встановлено, що у тканинах тонкої кишки 3-місячних самців щурів вміст білкових SH- збільшувався порівняно з показниками 1-місячних тварин на 12,7%, але відносно значень 18-денних ембріонів та 14-денних щурят був нижчим відповідно на 28,5 і 15,3%. Паралельно з цим спостерігалось зменшення вмісту білкових SS-груп відносно показників 18-денних ембріонів, 2-денних, 14-денних щурят та 1-місячних тварин, що в свою чергу сприяло збільшенню значення коефіцієнту тіол-дисульфідного співвідношення на 48,9% порівняно з аналогічними показниками 14-денних самців. Що стосується вмісту у тонкій кишці 3-місячних самців SH-груп небілкового походження, то їх кількість практично не відрізнялась від показників 14-денних щурят і водночас збільшувалась відносно значень 1-місячних тварин. У цей час вміст SS-груп небілкового походження проявляв тенденцію до поступового зниження. Виявлені зміни вмісту і кількісних взаємовідносин між SH- і SS-групами небілкового походження сприяли збільшенню величини коефіцієнту тіол-дисульфідного співвідношення на 52,9% відносно 14-денних щурят. Вміст відновленого глутатіону у тканинах тонкої кишки 3-місячних самців практично не відрізнявся від показників 14-денних щурят і водночас був нижчим на 35,1% відносно значень 1-місячних тварин. У тонкій кишці 3-місячних щурів активність глутатіонпероксидази і глутатіонтрансферази також практично не відрізнялась від аналогічних значень 14-денних щурят і в той же час проявляла тенденцію до посилення відносно значень 1-місячних. Особливо сказане стосується активності глутатіон-S- трансферази, величина якої зростала на 10,2% відносно 1-місячних тварин. 

Активність ацетилхолінестерази у тонкій кишці 3-місячних самців також не відрізнялась від 14-денних та 1-місячних щурят і в той же час була достовірно нижча, ніж у 2-денних тварин і на 25,3% переважала показники 18-денних ембріонів.

Під час досліджень вмісту SH-груп білкового походження у тонкій кишці

3-місячних інтактних самок встановлено, що їх кількість була достовірно нижчою за показники 18-денних ембріонів, 2-денних і 14-денних щурят і практично не відрізнялась від показників попереднього терміну. У той же час необхідно підкреслити, що вміст SH-груп у 3-місячних самок був дещо нижчим ніж в одновікових самців. Паралельно з виявленими вище змінами спостерігали збільшення вмісту SS-груп білкового походження порівняно з аналогічними у попередньому терміні, але він був достовірно нижчим за показники 18-денних ембріонів, 2- та 14-денних щурят. Таке збільшення вмісту дисульфідних груп сприяло зниженню показників тіол-дисульфідного співвідношення на 10,7%, порівняно з показниками самок попереднього віку та на 59,6% відносно одновікових самців. На даному етапі досліджень також було виявлено, що вміст SH-груп небілкового походження у тонкій кишці 3-місячних самок був достовірно нижчим за показники 14-денних тварин цієї статі і стосовно 1-місячних знижувався на 10,4%. Окрім цього виявлено, що вміст небілкових SH-груп у тонкій кишці 3-місячних самок був нижчим ніж у одновікових самців на 29,8 %. Вміст SS-груп небілкового походження у тонкій кишці 3-місячних інтактних самок був нижчим за показники 14-денних тварин цієї статі на 26,7% і практично не відрізнявся від аналогічних у одновікових самців. При цьому тіол-дисульфідне співвідношення було достовірно нижчим, ніж у 1-місячних самок та одновікових самців. Вміст відновленого глутатіону у тонкій кишці 3-місячних самок на 15,3% переважав показники 14-денних тварин цієї статі і одночасно був достовірно нижчим, ніж у 1-місячних самок та проявляв тенденцію до збільшення порівняно з одновіковими самцями. Необхідно зазначити, що активність глутатіонпероксидази і глутатіон-S-трансферази у тонкій кишці 3-місячних самок стосовно до показників 14-денних самок відповідно дорівнювала 116,7 і 112,8% і водночас вона була достовірно вищою, ніж у одновікових самців. Активність ацетилхолінестерази у тонкій кишці 3-місячних самок достовірно знижувалась відносно попередніх показників, але водночас була на 10,3% вища за 14-денних самок і на 12,6% переважала рівень одновікових самців.

При подальших дослідженнях встановлено, що вміст білкових SH-груп у тонкій кишці 6-місячних самців знижувалась відносно показників 14-денних тварин цієї статі на 32,1% і був також достовірно нижчим ніж у 1- і 3-місячних. Паралельно з цим відбувалось зниження також вмісту білкових SS-груп у тонкій кишці 3-місячних самців порівняно з показниками усіх попередніх термінів. Такі зміни вмісту сульфгідрильних і дисульфідних груп сприяли збільшенню коефіцієнту ТДС на 54,9% порівняно з показниками 14-денних самців. Досить істотних змін у тонкій кишці 3-місячних самців зазнав і вміст небілкових SH- і SS-груп. Так, вміст небілкових SH-груп у тонкій кишці 6-місячних самців зростав відносно показників 14-денних тварин на 35,3%, а SS-груп на 14,3%. У свою чергу таке збільшення вмісту SH- і SS-груп небілкового походження сприяло зростанню ТДС на 19,8% відносно показників 14-денних щурів, але одночасно спостерігали його зниження відносно 3-місячних тварин. Вміст відновленого глутатіону у тонкій кишці 6-місячних інтактних самців не відрізнявся від аналогічних значень 14-денних самців. Саме на рівні показників 14-денних самців знаходилась і активність глутатіонпероксидази і глутатіон-S-трансферази. Слід також наголосити, що активність зазначених ферментів також не відрізнялась від показників 3-місячних інтактних тварин.

Активність ацетилхолінестерази у тонкій кишці 6-місячних інтактних самців практично не відрізнялась від аналогічних показників 14-денних та 3-місячних тварин цієї статі і була водночас достовірно нижчою за значення 1-місячних.

Дослідження тіол-дисульфідного обміну у тонкій кишці 6-місячних інтактних самок показали, що вміст білкових SH-груп був нижчим за показники тварин на усіх попередніх етапах онтогенезу, але водночас переважав рівень одновікових самців. Вміст білкових SS-груп у тонкій кишці 6-місячних інтактних самок також був нижчим за показники, ніж у 14-денних тварин, і водночас переважав рівень одновікових самців на 69,8%. Вміст небілкових SH-груп у тонкій кишці 6-місячних самок на 54,8% переважав аналогічні значення 14-денних тварин цієї статі, і при цьому практично не відрізнявся від показників одновікових самців. Окрім цього, у тонкій кишці 6-місячних самок виявилось, що вміст SS-груп небілкового походження був нижчим за показники 14-денних тварин на 13,3% і 27,6%, ніж у одновікових самців. За рахунок зниження вмісту небілкових SS-груп коефіцієнт ТДС переважав показники 14-денних тварин на 74,8% і 55,0% значення одновікових самців. Вміст відновленого глутатіону у тонкій кишці 6-місячних самок на 10,1% був вищим за показники 14-денних тварин і практично не відрізнявся від аналогічних значень одновікових самців. Активність глутатіонпероксидази і глутатіон-S-трансферази у тонкій кишці 6-місячних самок практично не відрізнялась від значень 14-денних тварин, але при цьому достовірно переважала показники одновікових самців. Активність ацетилхолінестерази у тонкій кишці 6-місячних інтактних самок практично не відрізнялась від показників 3-місячних тварин, але достовірно переважала аналогічні значення у одновікових самців.

Таким чином, виявлені коливання вмісту високо- та низькомолекулярних тіолових сполук у тканинах кишки щурів-самців різного віку свідчать про різний функціональний стан тіол-дисульфідної системи та різну буферну ємність тіол-залежної ланки антиоксидантної системи. Стосовно тіолзалежних механізмів життєдіяльності: виходячи з отриманих результатів можна припустити, що вона у період статевого дозрівання активується. Очевидним є і те, що зменшення вмісту білкових SH-груп, представлених, в основному, в активних центрах, за фізіологічних умов є свідченням залучення їх у більший мірі до метаболічних процесів. Паралельне розщеплення білкових дисульфідних зв’язків у реакціях тіол-дисульфідного обміну призводить до утворення нових функціонально активних SH-груп. Необхідно звернути увагу на те, що збільшення редокс-потенціалу відбувалось не за рахунок дисульфідних груп, а внаслідок зниження вмісту сульфгідрильних. Останнє, очевидно, є ознакою того, що білкові SH-групи використовуються у фізіологічних реакціях, а не перетворюються до дисульфідних груп внаслідок окислювальної модифікації. Зміни вмісту небілкових сульфгідрильних груп, які, в основному, представлені глутатіоном, можуть бути ознакою активації реакцій перекисного окислення ліпідів з утворенням побічних продуктів обміну речовин, які містять вільні радикали, і як наслідок, активацією ферментів глутатіонової редокс-системи і, зокрема глутатіонпероксидази і глутатіон-S-трансферази. Вище наведені факти у значній мірі підтверджуються певною стабілізацією вмісту білкових та небілкових сульфгідрильних та дисульфідних груп після досягнення статевої зрілості. Слід також підкреслити, що при досягненні статевої зрілості у тканинах тонкої кишки самців і самок були виявлені найбільш чіткі відмінності стану тіол-дисульфідної системи. На наш погляд різний рівень показників, які характеризують тіол-дисульфідну систему у самців і самок при досягненні ними статевої зрілості, лежить в основі статевозалежних особливостей функціонування механізмів неспецифічної резистентності пристосовуватись доумов оточуючого середовища, які постійно змінюються. Це припущення, у певній мірі, підтверджує незначну відмінність між вмістом тіолових сполук у самців і самок до їх статевого дозрівання.

Нарешті, неабияке значення має стан неспецифічної резистентності організму під час старіння. Наші дослідження дозволили встановити, що у старих щурів-самців віком один рік вміст у тонкій кишці білкових SH-груп був нижчим за аналогічні показники 6-місячних на 22,2%, а SS-груп збільшувався на 35,8%. Слід також підкреслити, що співвідношення білкових SH-груп до SS-груп у цих самців було нижчим за показники 6-місячних тварин на 42,7%. Вміст SH-груп небілкового походження у тонкій кишці 6-місячних інтактних самців практично не відрізнявся від аналогічних значень 6-місячних тварин, а SS-груп переважав рівень останніх на 15,4%. Внаслідок росту небілкових SS-груп коефіцієнт ТДС зростав відносно аналогічних значень 6-місячних щурів на 19,7%. Вміст відновленого глутатіону у тонкій кишці 12-місячних інтактних самців знижувався відносно показників попереднього стану досліджень на 24,8%. Достовірного зниження відносно показників 6-місячних інтактних самців зазнавала і активність глутатіонпероксидази та глутатіон-S-трансферази.

Активність ацетилхолінестерази у 12-місячних самців була нижчою від аналогічних значень 6-місячних тварин на 26,5%. Дослідження вмісту білкових SH-груп у тонкій кишці 12-місячних інтактних самок показали, що їх кількість достовірно знижувалась, а SS-груп зростала відносно показників 6-місячних тварин. Такі зміни вмісту сульфгідрильних та дисульфідних груп білкового походження призводили до зниження редокс-потенціалу на 33,8% стосовно 6-місячних самок. На даному етапі досліджень було встановлено, що вміст SH-груп білкового походження у тонкій кишці 12-місячних самок переважав показники 6-місячних тварин на 41,66%, тоді як SS-груп практично не відрізнявся від останніх. Важливим є і той факт, що за рахунок різкого зростання вмісту SH-груп при стабільній кількості SS-груп тіол-дисульфідне співвідношення збільшувалось відносно 6-місячних тварин на 45,3%. У тонкій кишці 12-місячних інтактних самок вміст відновленого глутатіону зменшувався відносно показників 6-місячних інтактних тварин на 21,6%. Активність глутатіонпероксидази і глутатіон-S-трансферази також зменшувалась відносно аналогічних значень у 6-місячних інтактних самок. На даному етапі досліджень у тонкій кишці 12-місячних інтактних самок активність ацетилхолінестерази також була на 20,8% нижча за аналогічні значення у 6-місячних тварин.

Таким чином, наведені вище факти свідчать про те, що у процесі старіння відбувались зміни функціонального стану різних ланок тіол-дисульфідної системи та активності ацетилхолінестерази, свідчили про зниження неспецифічної резистентності організму та посилення інволюційних змін у тонкій кишці. Підтвердження зрушень функціонального стану тонкої кишки, було пригнічення активності ацетилхолінестерази внаслідок чого знижувалось проведення нервових імпульсів і інтенсивність перистальтики. Окрім цього у процесі старіння організму спостерігали, посилення статевих відмінностей функціонального стану тіол-дисульфідної системи.

Враховуючи вищенаведені факти, а також порівняно меншу амплітуду коливань вмісту тіолових сполук різного походження у самок порівняно з самцями на різних етапах онтогенезу, можна думати про більшу резистентність, при наймі до змін внутрішнього середовища, компонентів тіол-дисульфідної системи самок, що ймовірно пов’язане з необхідністю виносити та народити потомство, отже і необхідністю при цьому ефективно захищати від дії несприятливих факторів оточуючого середовища не тільки себе, а й майбутнє потомство. 

Підсумовуючи наведені факти можна з великим ступенем вірогідності говорити про наявність статевих відмінностей вмісту SH- та SS-груп високо- та низькомолекулярного походження у тканинах тонкої кишки у динаміці їх змін з віком. Останнє надає можливість висловити припущення про різні у самців і самок, механізми функціонування тіолзалежних систем, як за умов фізіологічного онтогенезу, так і при дії несприятливих факторів оточуючого середовища. З цих позицій у першу чергу привертає на себе увагу тіол залежна ланка антиоксидантної системи та інших систем, що забезпечують механізми неспецифічної резистентності організму. На жаль в доступній літературі ми не знайшли відомостей, щодо особливостей функціонального стану тіол- дисульфідної системи у нащадків, попередники яких зазнали тривалого впливу несприятливих факторів довкілля і зокрема іонізуючої радіації у низьких дозах.

3.2. Особливості функціонального стану тіол-дисульфідної системи у тонкій кишці щурів, які зазнали тривалого впливу γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр

Внаслідок проведених досліджень встановлено, що тривале γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр призводить до неоднозначних по глибині і направленості змін вмісту сульфгідрильних та дисульфідних груп у тонкій кишці самців і самок. Так, через 12 діб після завершення дії іонізуючої радіації вміст білкових SH-груп у тканинах тонкої кишки статевозрілих самців віком 3 місяці дорівнювала 75,6% стосовно аналогічних показників одновікових інтактних самців. Такі зміни супроводжувались підвищенням на 25,8% рівня білкових SS-груп. Наслідком такої ситуації був досить істотний зсув редокс-потенціалу тканин тонкої кишки самців у бік окислення продуктів (табл. 3.7).

Виходячи з існуючих даних про механізми, які ініціюються в організмі тварин та людини іонізуючими випромінюваннями, виявлені зрушення можна пояснити окисленням вільними радикалами білкових SH-груп до SS-груп. При цьому необхідно зазначити, що виявлені зміни, з одного боку, можуть бути природною реакцією білкової частини тіолзалежних механізмів резистентності організму на дію несприятливих факторів оточуючого середовища. З іншого боку, вони можуть свідчити про те, що відбувалось пошкодження білкових молекул, які не входять до зазначеної системи, але містять активні SH-групи. Останнє вказує на можливість радіаційноіндукованого ураження різноманітних тіолзалежних процесів, які забезпечують життєдіяльність організму на фізіологічному рівні. 

Окрім цього на 12-добу після γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр у 3-місячних самців спостерігалось збільшення на 28,3% вмісту небілкових SH-груп порівняно з інтактними тваринами. Паралельно з цим на 95,6% збільшувалась кількість і небілкових SS-груп, що, у свою чергу, приводило до зниження редокс-потенціалу за рахунок зсуву тіол-дисульфідного співвідношення у бік окислення форм небілкових тіолових сполук. На 12-добу після тривалого γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр у тонкій кишці 3-місячних самок відбувалось зниження вмісту білкових SH-груп на 25,4% порівняно з одновіковим контролем. Паралельно з означеним відбувалось збільшення вмісту SS-груп білкового походження на 38,7% порівняно з показниками інтактних самок цього віку. При цьому відбувалось зниження тіол-дисульфідного співвідношення SH-груп білкового походження, яке відносно контролю дорівнювало 53,8%. Отже, і в даному випадку іонізуюча радіація призводила до окислювальної модифікації білкових SH-груп до SS-груп.

Таблиця 3.7. - Вміст сульфгідрильних і дисульфідних груп у тонкій кишці

самців і самок щурів, опромінених у сумарній дозі 0,75 гр

(М±m, мкмоль/г тканини тонкої кишки; n=10)*

Умови експерименту
Білкові
Небілкові

Вік тварин
Термін після впливу
Стать
SH-
SS-
ТДС
SH-
SS-
ТДС

3 міс.
Конт-роль
самці
4,51±0,22
0,69±0,03
6,54±0,33
0,37±0,02
0,10±0,005
2,9±0,15



самки
4,25±0,21
0,96±0,05
4,42±0,22
0,26±0,01
0,11±0,008
2,4±0,12


12 доба
самці
3,41±0,17

75,6
1,66±0,08

240,3
2,5±0,10

31,3
0,47±0,02

128,3
0,20±0,01

195,6
2,35±0,11

81,0



самки
3,17±0,18

74,6
1,33±0,07

138,7
2,38±0,11

53,8
0,51±0,025

195,4
0,17±0,008

152,3
3,0±0,15

125,0

6 міс.
Конт-роль
самці
3,61±0,18
0,53±0,03
6,8±0,34
0,46±0,023
0,16±0,008
2,9±0,14



самки
3,95±0,20
0,90±0,05
4,38±0,22
0,48±0,024
0,13±0,0065
3,6±0,18


3 міс.
самці
2,5±0,20

69,3
0,80±0,04

151,4
3,1±0,16

45,6
0,63±0,031

138,9
0,26±0,013

164,7
2,42±0,12

83,4



самки
2,59±0,13

65,6
1,47±0,07

163,3
1,76±0,09

40,2
0,7±0,034

145,6
0,22±0,01

168,4
3,18±0,16

88,3

12-міс
Конт-роль
самці
2,81±0,14
0,72±0,04
3,9±0,20
0,52±0,026
0,15±0,007
3,47±0,17



самки
3,20±0,16
1,09±0,05
2,9±0,15
0,68±0,03
0,13±0,006
5,23±0,26


6 міс.
самці
2,06±0,10

73,3
1,04±0,05

144,2
1,98±0,10

50,8
0,74±0,036

141,5
0,24±0,01

160,2
3,08±0,15

88,8



самки
2,24±0,11

70,2
1,65±0,08

151,3
1,35±0,068

46,55
0,99±0,05

146,7
0,21±0,01

163,3
4,7±0,23

89,9

*Р< 0,05 в усіх випадках стосовно одновікового контролю.

Останнє надає можливість припустити, що, по-перше, ємність антирадикальних тіолзалежних буферних систем білкового походження зменшувалась. По-друге, збільшення вмісту порівняно міцніших дисульфідних зв'язків у молекулах білків призводить до зменшення мобільності останніх, і внаслідок цього функціональної активності. З цього приводу слід звернути увагу на виявлені відмінності у реагуванні тіол-дисульфідної системи самців і самок на тривале γ-опромінення в сумарній дозі 0,75 Гр при цьому, якщо кількісно та за своєю направленістю зміни білкових SH-груп майже однакові і у самців і у самок опромінених у дозі 0,75 Гр, то самців за цих умов кількість дисульфідних груп білкового походження зростає більше як у 2 рази ніж у самок. Останнє призводить до того, що вміст білкових SS-груп у тканинах тонкої кишки самців на 20% вищий ніж у самок, внаслідок чого редокс-потенціал у самок на 16,1% вищий ніж у самців.

Звертає на себе увагу, і той факт, що у деякій мірі відрізнялись радіаційно індуковані зміни небілкових SH- і SS-груп у 3-місячних самців і самок на 12 добу після ураження. Так, наприклад на 12-добу після радіаційного ураження у тканинах тонкої кишки самок спостерігали збільшення вмісту небілкових сульфгідрильних груп на 95,4% порівняно з потомством 3-місячних інтактних самок. У самців приріст небілкових SS-груп за означених умов був нижчим ніж у самок. У цей же час приріст небілкових SS-груп у самців переважав аналогічні показники самок. Виходячи з тих позицій, що за умов опромінення у низьких дозах радіорезистентність корелює з високим рівнем небілкових сульфгідрильних груп, то можна припустити більшу радіорезистентність самок порівняно з самцями.

Цей факт підтверджується і результатами подальших досліджень. Внаслідок таких досліджень було встановлено, що через 3 місяці після γ-опромінення самців у тканинах тонкої кишки вміст SH-груп білкового походження становив порівняно з показниками одновікового контролю 69,3%. Паралельно з цим вміст білкових SS-груп у тканинах тонкої кишки самців, що зазнали тривалого впливу γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр на 51,4% переважала показники одновікового контролю. Такий низький рівень білкових SH-груп у тонкій кишці самців призводив до зниження тіол-дисульфідного співвідношення на 54,4% порівняно з одновіковим контролем. Вміст небілкових SH-груп у тонкій кишці самців через 3 місяці після радіаційного ураження в сумарній дозі 0,75 Гр зростав порівняно з контролем на 64,7%. Оскільки приріст SS-груп небілкового походження значно вищий, то внаслідок цього тіол-дисульфідне співвідношення було нижчим за показники контролю на 16,6%. Через три місяці, по завершенні γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр, у тонкій кишці самок вміст білкових SH-груп знижувався порівняно з контролем на 34,4%. У цей же час вміст білкових SS-груп у тонкій кишці опромінених самок переважав рівень одновікового контролю на 63,3%. Тіол-дисульфідне співвідношення сірковмістних сполук білкового походження у даному випадку дорівнювало відносно одновікового контролю 40,2%. Що стосується небілкових SH-груп, то їх кількість у тонкій кишці опромінених самок через три місяці після опромінення переважала рівень контролю на 45,6%. Вміст SS-груп небілкового походження у тонкій кишці опромінених самок на цей час також переважав рівень одновікового контролю і стосовно останнього дорівнював 168,4%. І в даному випадку тіол-дисульфідне співвідношення було нижчим за контроль на 11,7%.

Через 6 місяців після тривалого тотального γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр вміст білкових SH-груп у тонкій кишці 12-місячних самців відносно до одновікових інтактних тварин дорівнював 73,3%. Водночас вміст білкових SS-груп у тонкій кишці цих самців зростав порівняно з одновіковим контролем на 44,2%. Таке різке зростання вмісту білкових SS-груп викликало різкий зсув редокс-потенціалу у бік окислених продуктів, рівень якого був нижчим ніж у одновікових інтактних самців на 49,2%. У тонкій кишці 12-місячних опромінених самців вміст небілкових SH-груп переважав рівень інтактних тварин на 41,5%. Кількість SS-груп у тонкій кишці цих самців також переважала рівень інтактних тварин і стосовно останніх дорівнювала 160,2%. Редокс-потенціал небілкових сіркомістних сполук на цей час дорівнював 88,8%. На даному етапі досліджень також було виявлено, що вміст білкових SH-груп у тонкій кишці самок стосовно до контролю дорівнював 70,2%. Окрім цього було також встановлено, що у тонкій кишці самок через 6 місяців після опромінення вміст білкових SS-груп зростав відносно одновікового контролю на 51,3%. За рахунок такого підвищення вмісту білкових SS-груп редокс-потенціал у цих тварин знижувався до 46,6% відносно аналогічних показників інтактних самок цього віку. Дослідження вмісту у тонкій кишці 12-місячних опромінених самок SH-груп білкового походження виявило, що їх кількість переважала рівень контролю на 46,7%, а SS-груп на 63,3%. І у даному випадку співвідношення небілкових SH-до SS-груп було нижчим за показники одновікового контролю.

Таким чином, в результаті проведених досліджень було встановлено цілий ряд характерних особливостей тіол-дисульфідного обміну у тонкій кишці, які в певній мірі залежали від терміну, який пройшов після завершення дії іонізуючої радіації, віку та статі тварин. Так як, і у самців, і у статевозрілих самок різного віку та у різні терміни після опромінення відбувались більш значні зрушення небілкових тіолів і менш значні білкових. Очевидно, що таке явище пояснюється безпосередньою участю низькомолекулярних тіолових сполук у формуванні радіорезистентності за умов впливу низьких доз іонізуючої радіації і формуванні відповіді організму на її дію. Окрім цього очевидним є і той факт, що виявлені зміни тіол-дисульфідного обміну у різних за віком самців і самок чітко визначають їх провідну роль у процесах інволюції і старінні. Зміст вмісту небілкових сполук у тканинах тонкої кишки можуть також свідчити про інтенсифікацію синтезу низькомолекулярних сполук, що спостерігаються за умов впливу на організм несприятливих факторів, у тому числі, іонізуючої радіації. З іншого боку, певний внесок у збільшення вмісту низькомолекулярних тіолів у тканинах тонкої кишки можуть вносити небілкові SH-групи, що утворились внаслідок радіаційноіндукованих денатураційних змін білкових молекул. Менш суттєві зрушення білкової ланки тіол-дисульфідної системи, очевидно, пояснюються захисною дією небілкових SH-груп по відношенню до білкових з одного боку, з іншого тим, що сульфгідрильні та дисульфідні групи входять до складу не тільки білків антиоксидантної системи.

Підтвердженням висловлених припущень були результати досліджень функціонального стану глутатіонової редокс-системи (табл. 3.8). Як свідчать наведені дані через 12 діб після радіаційного ураження в сумарній дозі 0,75 Гр у тонкій кишці 3-місячних самців вміст відновленого глутатіону зростав відносно показників одновікових інтактних тварин на 15,6%. У цей же час спостерігалось зниження активності глутатіонпероксидази і глутатіон-S-трансферази у тонкій кишці щурів-самців на 19,9 і 24,4% порівняно з одновіковим контролем. Через 3 місяці після завершення γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр у тонкій кишці щурів 6-місячного віку спостерігалось збільшення вмісту відновленого глутатіону як по відношенню до показників тварин попереднього віку, так і контролю і при цьому переважав останній на 12,4%.

Активність глутатіонпероксидази та глутатіон-S-трансферази у тонкій кишці щурів 6-місячного віку через 3 місяці після тривалого γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр практично не відрізнялась від аналогічних значень 3-місячних опромінених тварин і була нижчою за одновіковий контроль відповідно на 29,8 і 31,1%. Дослідження вмісту відновленого глутатіону у тонкій кишці 12-місячних щурів-самців через 6 місяців після тривалого γ-опромінення в сумарній дозі 0,75 Гр показали, що його кількість була вищою за контроль на 16,7% і на 22,1% нижча за аналогічні показники тварин попереднього етапу досліджень.

Було також встановлено, що через 6 місяців після радіаційного ураження активність глутатіонпероксидази і глутатіонтрансферази у тонкій кишці 12-місячних самців знижувалась відносно контролю відповідно на 34,7 і 29,9%.

Отже, наведені вище факти свідчать про те, що тотальне γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр викликало досить стійкі зміни функціонального стану глутатіонової редокс-системи у тонкій кишці самців різного віку на протязі 6 місяців після ураження. Ці зміни свідчать про те, що відбуваються зниження неспецифічної резистентності тварин на тривалий час після ураження.

Таблиця 3.8 - Стан глутатіонової редокс-системи у тонкій кишці самців і

самок щурів, опромінених у сумарній дозі 0,75 Гр

(М±m, мкмоль/г тканини тонкої кишки; n=10)
Умови експерименту
GSH
ГП
ГТ

Вік тварин
Термін після

впливу
Стать




3 місяця
Контроль
Самці
174,4±0,87
81,4±4,06
55,9±2,8



Самки
23,3±1,16
109,1±5,45
71,26±3,56


12 доба
Самці
20,1±1,01*

115,6
66,0±3,3*

81,1
42,3±2,11*

75,6



Самки
29,3±1,46*

125,6
116,4±5,8

106,7
68,3±3,4

95,8

6 місяців
контроль
Самці
19,9±0,99
85,2±4,26
54,1±2,85



Самки
22,2± 1,11
102,6±7,18
68,6±4,8


3 місяця
Самці
22,4±1,12*

112,4
59,8±2,99*

70,2
37,3±1,86*

68,9



Самки
27,3±1,12*

123,1
87,8±4,39*

85,6
54,4±2,72*

79,3

12 місяців
Контроль
Самці
14,96±0,75
77,1±3,85
49,4±2,46



Самки
17,2±0,86
91,89±6,43
60,1±3,00


6 місяців
Самці
17,46±0,87*

116,7
50,3±2,5*

65,3
34,6±1,73*

70,1



Самки
21,96±1,1*

127,7
75,5±3,78*

82,2
51,4±2,6*

85,6

*Р< 0,05 стосовно одновікового контролю.

Радіаційно індуковані зрушення глутатіонової редокс-системи у тонкій кишці самок носили дещо інший характер. Так, через 12 діб після тотального γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр, вміст відновленого глутатіону у тонкій кишці 3-місячних самок переважав рівень одновікового контролю на 25,6%. Слід також підкреслити, що виявлені зміни відновленого глутатіону у самок були вищими від аналогічних показників у одновікових опромінених самців на 45,8%. Активність глутатіонпероксидази і глутатіонтрансферази у тонкій кишці 3-місячних самок через 12 діб після завершення γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр практично не відрізнялась від попередників інтактних тварин. І, в даному випадку, показники активності глутатіонпероксидази і глутатіон-S-трансферази самок залишались вищими від аналогічних у самців. Через 3 місяці після радіаційного ураження у сумарній дозі 0,75 Гр встановлено, що у тонкій кишці 6-місячних самок вміст відновленого глутатіону переважав показники одновікового контролю на 23,1% і був дещо нижчим за рівень 3-місячних опромінених тварин, але виявлена різниця не носила достовірного характеру. В абсолютних показниках вміст відновленого глутатіону у тонкій кишці 6-місячних опромінених самок був вищим за аналогічні значення одновікових самців. Що стосується активності глутатіонпероксидази і глутатіон-S-трансферази, то вона у тонкій кишці 6-місячних самок, через 3 місяці після γ-опромінення, була нижчою за одновіковий контроль відповідно на 14,4 і 20,7%. При цьому слід зазначити, що показники активності ферментів у самок цього віку залишались також достовірно вищими від аналогічних у самців. Вміст відновленого глутатіону на 6-й місяць по завершені тривалого впливу тотального γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр у тонкій кишці 12-місячних самок переважав рівень одновікового контролю на 27,7%, але при цьому був нижчим від аналогічних нащадків попередньої вікової групи опромінених самок на 24,3%. В результаті проведених досліджень було встановлено, що у тонкій кишці 12- місячних самок через 6 місяців після γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр, активність глутатіонпероксидази і глутатіон-S-трансферази залишалась нижчою за показники одновікових інтактних тварин відповідно на 17,8 і 14,4%.

Таким чином, наведені вище результати досліджень є свідченням того, що тотальне γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр призводить до глибоких і стійких змін функціонального стану глутатіонової редокс-системи у тонкій кишці у різні терміни після ураження та у різних вікових групах самців та самок. Важливим є і той факт, що незважаючи на досить тривалий час, що пройшов після радіаційного ураження (6 міс) зберігаються істотні відхилення вмісту відновленого глутатіону та активності глутатіонпероксидази і глутатіон-S-трансферази. При цьому важливим є і те, що на всіх етапах після радіаційного ураження вміст відновленого глутатіону і активність глутатіонпероксидази і глутатіон-S-трансферази у тонкій кишці самців був значно нижчим ніж у одновікових самок. Очевидно, що цим пояснюється більш висока радіорезистентність самок.
Оскільки відомо, що ацетилхолінестераза відноситься до тіолових ферментів, то дослідження її активності у тонкій кишці після тривалого γ-опромінення може у значній мірі висвітлити зміни холінергічної іннервації тонкої кишки. В результаті проведених досліджень встановлено (табл. 3.9), що активність ацетилхолінестерази у тонкій кишці щурів 3-місячного віку через 12 діб після тривалого впливу тотального γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр посилювалась порівняно з попередниками одновікового контролю на 68,8%. У тонкій кишці одновікових опромінених самок активність ацетилхолінестерази також посилювалась відносно показників інтактних тварин, переважаючи останні на 31,4%. Слід підкреслити одну деталь, незважаючи на те, що за фізіологічних умов активність ацетилхолінестерази значно вища у самок ніж у самців, то після γ-опромінення на 12 добу вона у останніх переважала на 14,1% показники перших. Через три місяці після тотального впливу γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр активність ацетилхолінестерази у тонкій кишці самців переважала аналогічні показники одновікового контролю на 50,6%.

Дослідження активності ацетилхолінестерази у тонкій кишці 6-місячних самок через три місяці після радіаційного ураження показали, що вона посилювалась відносно одновікового контролю на 19,6%.

І у даному випадку інтенсивність посилення активності ацетилхолінестерази у тонкій кишці опромінених самців була дещо вищою від аналогічних значень одновікових самок.

На шостий місяць після завершення дії тривалого γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр активність ацетилхолінестерази у тонкій кишці 12-місячних самців посилювалась на 36,7% порівняно з одновіковим контролем. У цей час у 12-місячних опромінених самок активність ацетилхолінестерази у тонкій кишці переважала рівень одновікового контролю на 10,5%. Для цього етапу досліджень характерним було те, що показники активності ацетилхолінестерази у тонкій кишці самців і самок в абсолютних показниках на даному етапі практично не відрізнялись.

Таблиця 3.9. - Активність ацетилхолінестерази у тонкій кишці самців і самок,

опромінених у сумарній дозі 0,75 Гр.

(М±m, мкмоль/г тканини тонкої кишки; n=10)
Умови експерименту
Активність ацетилхолінестерази

Вік тварин
Термін після

впливу
Стать


3 місяця
контроль
самці




самки
554,03±27,7


12 доба
самці
830,5±41,5*168,8



самки
728,0±36,4*131,4

6 місяців
контроль
самці
479,3±23,96



самки
565,3±28,3


3 місяця
самці
721,8±36,1*150,6



самки
676,1±33,8*119,6

12 місяців
контроль
самці
352,2±17,6



самки
447,8±22,4


6 місяців
самці
481,5±24,1*136,7



самки
494,8±24,7*110,5

*Р< 0,05 стосовно одновікового контролю..

Аналіз отриманих результатів досліджень показав, що найбільш істотних змін активність ацетилхолінестерази зазнавала у тонкій кишці самців та самок через 12 діб по завершенні дії іонізуючого фактора, а для усіх наступних етапів дослідження характерним було її поступове зниження. Але при цьому необхідно підкреслити, що в усіх випадках вона достовірно переважала контроль. Враховуючи динаміку змін активності ацетилхолінестерази в процесі старіння тварин ми дійшли висновку, що тривала дія іонізуючої радіації у сумарній дозі 0,75 Гр сприяє посиленню інволюційних змін функціонального стану тонкої кишки.

3.3. Вплив тривалого тотального γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр на стан тіол-дисульфідного обміну у тонкій кишці самців і самок щурів

Проведені дослідження (табл. 3.10) дозволили виявити істотні зміни вмісту тіолових сполук у тканинах тонкої кишки статевозрілих щурів-самців після тривалого тотального γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр. Так, на 12 добу після завершення дії радіаційного фактору, вміст білкових сульфгідрильних груп у тонкій кишці щурів-самців знижувався порівняно з аналогічними значеннями інтактних тварин на 15,3%.У цей же час у тонкій кишці опромінених самців вміст білкових У цей же час у тонкій кишці опромінених самців вміст білкових дисульфідних груп практично не відрізнявся від показників одновікового контролю. Паралельно з цим відбувалось збільшення кількості низькомолекулярних сульфгідрильних груп на 35,6% порівняно з показниками інтактних тварин, тоді як вміст дисульфідних груп небілкового походження практично не відрізнявся від останніх. Внаслідок таких змін тіол-дисульфідні співвідношення високомолекулярних сполук знижувалось стосовно до показників інтактних тварин на 11,3%. Що стосується низькомолекулярних тіолових сполук, то співвідношення SH- до SS- у даному випадку переважало показники одновікового контролю на 72,4%.

Таблиця 3.10 – Вміст сульфгідрильних і дисульфідних груп у тонкій кишці

самців і самок щурів, опромінених у сумарній дозі 1,0 Гр

(М±m, мкмоль/г тканини тонкої кишки; n=10)
Умови експерименту
Білкові
Небілкові

Вік

тварин
Термін після

впливу
стать
SH-
SS-
ТДС
SH-
SS-
ТДС

3 місяця
Конт-роль
самці
4,51±022
0,69±0,03
6,54±0,33
0,37±0,02
0,10±0,005
2,9±0,15



самки
4,25±0,21
0,96±0,05
4,42±0,22
0,26±0,01
0,11 ±0,008
2,4±0,12


12 доба
самці
3,82±0,19*

84,7
0,66±0,033

96,7
5,8±0,29*

88,7
0,45±0,02*

121,3
0,09±0,005

92,2
5,0±0,30

172,4



самки
3,71±0,18*

87,3
1,54±0,08*

160,3
2,17±0,1*

49,1
0,35±0,017*

135,6
0,10±0,006

91,3
3,5±0,18

145,8

6 місяців
Конт-роль
самці
3,61±0,18
0,53±0,03
6,8±0,34
0,46±0,23
0,16±0,008
2,9±0,14



самки
3,95±0,20
0,90±0,05
4,38±0,22
0,48±0,024
0,13±0,0065
3,6±0,18


3 місяця
самці
2,57±0,13*

71,2
0,45±0,02

85,6
5,7±0,28*

83,8
0,44±0,022

95,6
0,19±0,009

118,3
2,3±0,11

79,3



самки
3,2±0,16

82,2
1,27±0,06*

140,6
2,52±0,13*

57,5
0,53±0,03

110,8
0,11 ±0,007

92,3
4,8±0,24

133,3

12 місяців
Конт-роль
самці
2,81±0,14
0,72±0,04
3,9±0,20
0,52±0,026
0,15±0,007
3,47±0,17



самки
3,20±0,16
1,09±0,05
2,9±0,15
0,68±0,03
0,13±0,006
5,23±0,26


6 місяців
самці
1,79±0,11*

63,6
0,98±0,048*

135,8
1,82±0,09*

46,7
0,46±0,03*

88,4
0,2±0,009*

130,3
2,3±0,14*

66,3



Самки
2,4±0,14*

75,4
1,08±0,05

99,3
2,22±0,11*

76,5
0,62±0,04

90,8
0,14±0,01

108,8
4,43±0,27*

84,7

*Р< 0,05 стосовно одновікового контролю.

Наведені факти дозволяють нам вважати, що виявлені зміни, очевидно, обумовлені виникненням радіаційноіндукованими конформаційними змінами, які запобігають взаємодії SS-груп з молекулами відповідних субстратів необхідних для їх відновлення.

Слід також підкреслити, що такі глибокі конформаційні зміни білкових молекул призводить до зниження їх специфічної функціональної активності і навіть до повної її втрати [10].

Дещо іншою була реакція у відповідь на дію тривалого γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр у самок. Так, через 12-діб після γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр у тканинах тонкій кишці статевозрілих самок спостерігалось зниження вмісту білкових сульфгідрильних груп на 12,7% і ці результати були близькими до аналогічних у одновікових самців. Поряд з означеним на даному етапі досліджень у тонкій кишці 3-місячних опромінених самок різко зростав вміст білкових дисульфідних груп, який стосовно до контролю дорівнював 160,3%. Виявлені зміни співвідношення між білковими сульфгідрильними та дисульфідними групами викликали зменшення редокс-потенціалу білків тканин тонкої кишки 3-місячних опромінених самок на 50,9% порівняно з одновіковими здоровими самками. Паралельно з цим спостерігались збільшення вмісту у тонкій кишці небілкових сульфгідрильних груп на 35,6% порівняно з одновіковим контролем, тоді ж кількість дисульфідних небілкових груп практично не відрізнялась від останнього.

Отже, зміни білкових сульфгідрильних груп тканин тонкої кишки у відповідь на дію тривалого тотального γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр у самців і самок виявились майже однаковими, у той час зрушення вмісту білкових дисульфідних груп значно відрізнялись. Характер виявлених змін надає можливість зазначити, що у радіаційно-уражених самок активність високомолекулярної тіол-залежної ланки антиоксидантної системи є вищою ніж у самців. Більш активною на даному етапі досліджень була також низькомолекулярна тіол-дисульфідна система. У цьому плані інформативними також є і відмінності показників тіол-дисульфідного обміну тканин тонкої кишки самців, опромінених в дозі 1,0 Гр, які зазнавали змін порівняно з самцями опроміненими у дозі 0,75 Гр. Кількість білкових SS-груп зменшилась у 2,5 рази внаслідок чого редокс-потенціал виріс на 132%.

У той же час, у самок зміни деяких показників мали протилежний характер. Так, у самок на 12-ту добу після опромінення у дозі 1,0 Гр, порівняно з опроміненими у дозі 0,75 Гр, вміст білкових SH-груп виріс на 17,0%, рівень білкових SS-груп на 15,7%, що в свою чергу викликало зниження редокс- потенціалу. Отже, встановленні відмінності змін тіол-дисульфідної системи свідчать про більш інтенсивний перебіг реакцій тіол-дисульфідного обміну у самок, опромінених у дозі 1,0 Гр порівняно самцями. Слід також звернути увагу і на реакцію кількості небілкових SH- та SS-груп тканин тонкої кишки самців і самок на 12-у добу після опромінення у дозах 1,0 і 0,75 Гр.

Так, концентрація низькомолекулярних SH-груп у тканинах тонкої кишки самок на 12-у добу після опромінення у дозі 1,0 Гр була на 31,4% нижча ніж у самок, опромінених у дозі 0,75 Гр. У самців аналогічних груп статистично достовірні відмінності не були виявлені, але тенденція до зменшення, у опромінених у дозі 1,0 Гр, відслідковувалась. Що стосується дисульфідних груп небілкового походження, то їх кількість у тонкій кишці самок, опромінених у дозі 1,0 Гр, була на 55,0%, а самців на 41,2% нижчою, ніж у тварин, опромінених у дозі 0,75 Гр. Таким чином, виходячи з тих позицій, що вміст небілкових SH-груп за умов тривалого γ-опромінення добре корелює з радіорезистентністю, означені зміни є однією з ознак помітного виснаження небілкової тіолзалежної ланки антиоксидантної системи. Враховуючи той факт, що рівень небілкових SH-груп у самок виріс значно більше ніж у самців порівняно з контролем, можна припустити більшу радіорезистентність самок до тривалого низькодозового опромінення.

Підтвердженням були результати дослідження стану тіол-дисульфідної системи у тканинах тонкої кишки самців і самок через три місяці після завершення γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр. Внаслідок таких досліджень   встановлено, що вміст SH-груп білкового походження у тканинах тонкої кишки знижувався відносно показників одновікового контролю на 28,8% і водночас був нижчим за значення самців попереднього етапу на 32,8%. Кількість дисульфідних груп білкового походження у тонкій кишці самців через три місяці після опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр, стосовно до одновікового контролю, дорівнювала 85,6% і водночас була нижчою від показників попереднього етапу на 31,8%. Досить істотних змін на даному етапі досліджень зазнавало і тіол-дисульфідне співвідношення, показники якого стосовно до контролю, дорівнювали 83,8%, що майже в двічі було вищим від аналогічних значень у самців на 12-ту добу після радіаційного ураження. Вміст сульфгідрильних груп небілкового походження у тонкій кишці самців через три місяці тривалої дії тотального γ-опромінення у сумарній дозі самців 1,0 Гр практично не відрізнявся від показників одновікового контролю та значень тварин на 12-ту добу після опромінення. Навпаки на цей час у тонкій кишці самців вміст дисульфідних груп небілкового походження зростав і переважав при цьому рівень одновікового контролю на 18,3%. Зростання вмісту небілкових SS-груп сприяло зниженню тіол-дисульфідного співвідношення порівняно з одновіковими інтактними самцями на 20,7%, і більш як у двічі воно було нижчим від рівня самців на 12-ту добу після радіаційного ураження.

Через три місяці після тривалого тотального γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр у тонкій кишці самок вміст сульфгідрильних груп білкового походження був нижчим за контроль на 17,8%. При цьому необхідно підкреслити, що виявлені зрушення були значно нижчими ніж у одновікових опромінених самців і переважали показники останніх на 24,5%. Кількість дисульфідних груп білкового походження у тонкій кишці самок через три місяці після радіаційного ураження знижувалась відносно показників попереднього терміну на 17,5%, але при цьому переважала рівень контролю на 40,6%. Достатньо низький рівень сульфгідрильних груп та високий дисульфідних сприяв зниженню редокс-потенціалу порівняно з контролем на 42,5%, але з показниками попереднього терміну він досить істотно зростав. У опромінених самок цього віку вміст сульфгідрильних груп у тонкій кишці був вищим за контроль на 10,8%, а дисульфідних не відрізнявся від останнього. При цьому характерним було і те, що редокс-потенціал переважав контроль на 33,3%.

Таким чином, наведені факти, ще раз свідчать про те, що тривале тотальне γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр сприяє досить стійким і істотним змінам у тіол-дисульфідної системи тонкої кишки і виявленні зрушення були більш суттєвими у самців.

Проведений порівняльний аналіз отриманих результатів дослідження стану тіол-дисульфідної системи у тонкій кишці самців і самок через три місяці після γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 і 0,75 Гр дозволив виявити цілий ряд особливостей. Вміст білкових SH-груп у самців після опромінення у дозах 1,0 і 0,75 Гр практично не відрізнялись, тоді як кількість дисульфідних груп майже вдвічі була вищою у самців при опромінені 0,75 Гр. Важливим на наш погляд є і той факт, що редокс-потенціал у самців через три місяці після γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр був нижчим у 1,8 раза. Кількість небілкових SH-груп у самців через три місяці після γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр практично не відрізнялась від контролю, але, водночас, була нижчою за показники самців, опромінених в дозі 0,75 Гр, на 30,8%. Звертає на себе увагу і той факт, що вміст небілкових дисульфідних груп у тонкій кишці самців після γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр був достовірно нижчим від аналогічних у опромінених у дозі 0,75 Гр. Дещо нижчим був і редокс-потенціал у самців через три місяці після γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр. При співставленні отриманих результатів дослідження у самок, через три місяці після тривалої дії γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 і 0,75 Гр, також були виявлені деякі розбіжності. Так, наприклад, у тонкій кишці самок через три місяці після γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр вміст білкових SH-груп був на 23,5% вищим ніж в опромінених у дозі 0,75 Гр самок цієї вікової групи. Одночасно кількість SS-груп білкового походження у тонкій кишці самок через три місяці після γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр була нижча ніж у самок опромінених у дозі0,75 Гр. Що стосується небілкової ланки тіол-дисульфідної системи, то на даному етапі досліджень вміст SH- і SS-груп у самок через три місяці після γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр, був достовірно вищим ніж у опромінених в дозі 1,0 Гр.

Таким чином, підводячи підсумок отриманим результатам дослідження, ми дійшли висновку, що за умов тривалого γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр на 3-й місяць після ураження спостерігається зниження функціональної активності тіол-дисульфідної системи і особливо низькомолекулярної її ланки і у самців, і у самок, порівняно з показниками опромінених у дозі 0,75 Гр. І у даному випадку спостерігались більш істотні відхилення у самців. Очевидним є і той факт, що досить помітно відбувалось виснаження тіол-дисульфідного обміну, що було ознакою зниження неспецифічної резистентності організму цих тварин.

Через три місяці після завершення дії γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр вміст SH-груп білкового походження у тонкій кишці 12-місячних самців стосовно до одновікового контролю дорівнював 63,6%, а SS-груп - 135,8%. За рахунок такого росту вмісту білкових SS-груп редокс-потенціал білкової молекули знижувався і становив стосовно інтактних самців цього віку 46,7%. На даному етапі досліджень у тонкій кишці радіаційноуражених самців вміст SH-груп небілкового походження також знижувався, як по відношенню до аналогічних значень попереднього терміну, так і стосовно одновікового контролю, дорівнюючи при цьому 88,4%. Паралельно з означеним спостерігали підвищення вмісту небілкових SS-груп на 30,3% порівняно з показниками одновікових неопромінених самців. Після зростання співвідношення низькомолекулярних тіолових сполук було і відповідне зниження редокс-потенціалу на 33,7% стосовно контролю. Досить істотні відхилення були виявлені при порівнянні показників тіол-дисульфідної системи у тонкій кишці самців через 6 місяців після тривалого γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 і 0,75 Гр. Так, наприклад, вміст білкових SH-груп у тонкій кишці самців опромінених у сумарній дозі 1,0 Гр був на 13,2% нижчим, ніж в опромінених у дозі 0,75 Гр, а SS-груп на 46,9%, але при цьому редокс-потенціал практично не відрізнявся. Характерним було і те, що у тонкій кишці самців через 6 місяців після завершення тривалої дії іонізуючої радіації у сумарній дозі 1,0 Гр, вміст SH-груп небілкового походження був на 35,2% нижчим, ніж у опромінених в дозі 0,75 Гр, а SS-груп на - 16,7%. Редокс-потенціал при цьому у самців через 6 місяців після опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр, переважав показники опромінених одновікових тварин у дозі 1,0 Гр на 33,9%.

Таким чином, аналіз отриманих результатів досліджень свідчить про те, що тривале γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр викликає більш глибокі зміни тіол- дисульфідної системи у тонкій кишці самців, ніж в дозі 0,75 Гр. Особливо чітко така різниця відслідковується у більш віддалені періоди після радіаційного ураження, що, очевидно, обумовлюється помаркуванням дії радіації і інволюційних процесів з одного боку і з іншого виснаженням буферної ємкості антирадіаційних механізмів,внаслідок більш потужного γ-опромінення.

Проведені дослідження стану білкової та небілкової ланок тіол-дисульфідної системи у тонкій кишці самок через 6 місяців по завершенні тривалої дії іонізуючої радіації у сумарній дозі 1,0 Гр також дозволили виявити цілий ряд особливостей та відмінностей порівняно з одновіковими самцями. Так, наприклад, через 6 місяців по завершенні тривалої дії γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр вміст білкових SH-груп у тонкій кишці 12-місячних самок був нижчим за показники одновікового контролю на 24,6%, а SS-груп практично не відрізнявся від останнього. При цьому звертає на себе увагу, що в абсолютних значеннях вміст білкових SH-груп у самок був вищим на 34,1%, а SS-груп на 10,2% від значень опромінених у цій дозі одновікових самців. Редокс-потенціал через 6 місяців після γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр у самок був нижчим за показники одновікового контролю на 23,5%, але при цьому переважав показники самців цієї вікової групи на 21,9%.

Характерним для цього етапу досліджень було і те, що у тонкій кишці опромінених самок вміст SH- і SS-груп небілкового походження практично не відрізнявся від показників одновікового контролю, але рівень редокс-потенціалу залишався нижчим за останній на 10,1%. Усі зазначенні показники позитивно відрізнялись у самок порівняно з аналогічними у самців. Отже, наведені факти свідчать про те, що тривале γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр навіть через 6 місяців після його завершення призводить до глибоких змін у тіол-дисульфідній системі тонкоїкишки самок.

Проведений аналіз результатів дослідження показав, що у 12-місячних, опромінених в дозі 1,0 Гр, вміст у тонкій кишці SH-груп білкового походження практично не відрізнявся від аналогічного у опромінених у дозі 0,75 Гр, а кількість SS-груп білкового походження у цей час у самок, опромінених у дозі 1,0 Гр, була нижчою ніж у опромінених у дозі 1,0 Гр, була нижчою ніж у опромінених у дозі 0,75 Гр на 34,5%. Характерним було і те, що у самок, опромінених у дозі 0,75 Гр, на 6-й місяць по його завершенні вміст небілкових SH- і SS-груп достовірно переважав показники одновакових самок, опромінених у дозі 1,0 Гр.

Таким чином, отримані результати досліджень показують, що тривале фракціоноване γ-опромінення у низьких дозах викликає тривалі і стійкі зрушення у тіол-дисульфідній системі, компоненти якої окрім іншого, відповідають за резистентність організму до дії несприятливих факторів оточуючого середовища. Причому, очевидним є і той факт, що виявлені зміни торкаються не лише тканин тонкої кишки, а і організму в цілому. Характерним є і те, що тривале тотальне γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр викликає більш істотні зрушення ніж у дозі 0,75 Гр і особливо це проявляється у більш віддалені терміни після його дії. Очевидно, останнє є наслідком виснаження буферної ємності антирадикальних процесів. Слід також наголосити, що резистентність тканин тонкої кишки до впливу іонізуючого випромінювання у самок значно вища ніж у самців.

Досить цікавим з приводу висловлених вище припущень були результати досліджень стану глутатіонової редокс-системи у тонкій кишці самців та самок у різні періоди після тривалого γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр. В наслідок таких досліджень встановлено (табл. 3.11), що на 12-ту добу після тривалого тотального впливу γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 вміст відновленого глутатіону у тонкій кишці самців переважав показники контролю на 26,7%. Паралельно з цим спостерігали посилення активності у тонкій кишці цих самців глутатіонпероксидази на 10,3% і глутатіон-S-трансферази на 11,6%, порівняно з показниками одновікових неопромінених щурів. 

Таблиця 3.11 - Стан глутатіонової редокс-системи у тонкій кишці самців і

самок, опромінених у сумарній дозі 1,0 Гр

(М±m, мкмоль/г тканини тонкої кишки; n=10)
Умови експерименту
GSH
ГП
ГТ

Вік тварин
Термін після

Впливу
стать




3 місяця
контроль
самці
174,4±0,87
81,4±4,06
55,9±2,80



самки
23,30±1,16
109,10±5,45
71,26±3,56


12 доба
самці
22,4±1,11*

128,7
89,80±4,48*

110,3
62,40±3,11*

111,6



самки
32,36±1,62*

138,9
128,52±6,42*

117,8
85,60±4,30*

120,1

6 місяців
контроль
самці
19,9±0,99
85,2±4,26
54,1±2,85



самки
22,2± 1,11
102,6±7,18
68,6±4,8


3 місяця
самці
20,6±1,02

103,4
55,6±2,78*

65,3
32,5±1,63*

60,1



самки
25,66±1,28*

115,6
72,02±3,60*

70,2
50,50±2,52*

73,6

12 місяців
контроль
самці
14,96±0,75
77,10±3,85
49,40±2,46



самки
17,2±0,86
91,89±6,43
60,1±3,0


6 місяців
самці
13,10±0,65*

87,4
54,60±2,73*

70,8
35,22±1,76*

71,3



самки
17,8±0,90

103,3
70,39±3,52*

76,6
41,40±2,07*

68,9

*Р< 0,05 стосовно одновікового контролю.

При цьому звертає на себе увагу той факт, що вміст відновленого глутатіону у тонкій кишці 3-місячних самців опромінених у дозі 1,0 Гр був вищим за показники одновікових тварин, які зазнали впливу іонізуючої радіації у сумарній дозі 0,75 Гр. Слід також підкреслити, що активність глутатіонпероксидази і глутатіон-S-трансферази у тонкій кишці 3-місячних самців, опромінених у дозі 1,0 Гр, також достовірно переважала аналогічні значення опромінених у дозі 0,75 Гр. У тонкій кишці 3-місячних самок на 12-ту добу після γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр вміст відновленого глутатіону переважав показники одновікового контролю на 38,9%, що також було на 44,5% вище ніж у одновікових самців, опромінених у цій дозі. Активність глутатіонпероксидази і глутатіонтрансферази у тонкій кишці 3-місячних самок на 12-ту добу після опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр, переважала рівень одновікового контролю відповідно на 17,8 і 20,1%, що також було вищим показників одновікових самців, опромінених у цій дозі. Необхідно також звернути увагу, що і у 3-місячних самок на 12-ту добу, після тривалого впливу γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр, усі показники глутатіонової редокс-системи у тонкій кишці достовірно переважали аналогічні у опромінених у дозі 0,75 гр. Через три місяці по завершенні тривалої дії іонізуючої радіації у сумарній дозі 1,0 Гр вміст відновленого глутатіону у тонкій кишці 6-місячних самців знижувався, відносно показників попереднього терміну, і стосовно до контролю дорівнював 103,4%.

Паралельно з означеним у тонкій кишці, цих самців спостерігали зниження активності глутатіонпероксидази та глутатіон-S-трансферази як по відношенню до попередніх значень, так і стосовно контролю відповідно на 34,7 і 39,9%. При порівнянні отриманих результатів дослідження вміст відновленого глутатіону та активності глутатіонпероксидази і глутатіон-S-трансферази у тонкій кишці самців через три місяці після опромінення у дозі 1,0 Гр було встановлено, що виявлені зміни значно переважають аналогічні, опромінених у дозі 0,75 Гр. У 6-місячних самок через три місяці після радіаційного ураження у дозі 1,0 Гр вміст відновленого глутатіону у тонкій кишці стосовно одновікового контролю дорівнював 115,6%. Слід підкреслити, що показники вмісту відновленого глутатіону у цих самок були нижчими за аналогічні значення самок попереднього терміну на 20,7%. Активність глутатіонпероксидази і глутатіон-S-трансферази у цьому випадку була нижчою за показники контролю, відповідно на 29,8 і 26,4%. Співставлення отриманих результатів після γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр показали, що вміст відновленого глутатіону, активність глутатіонпероксидази і глутатіон-S-трансферази у тонкій кишці самок через три місяці після γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр були достовірно вищими. Останнє було свідченням того, що у цього етапу досліджень у опромінених в дозі 1,0 Гр самок відбувається виснаження функціональної спроможності глутатіонової редокс-системи і різке зниження неспецифічної резистентності. Через 6 місяців після завершення дії іонізуючої радіації у сумарній дозі 1,0 Гр вміст відновленого глутатіону у тонкій кишці 12-місячних самців достовірно знижувався відносно аналогічних його значень на усіх попередніх етапах досліджень і при цьому стосовно до контролю дорівнював 87,4%. Паралельно з цим спостерігалось також зниження активності глутатіонпероксидази і глутатіон-S-трансферази як по відношенню до показників попередніх етапів дослідження, так і контролю і, стосовно останнього, дорівнювала відповідно 70,8 і 71,3%. Окрім цього виявлені зміни вмісту відновленого глутатіону і активності глутатіонпероксидази та глутатіон-S-трансферази у тонкій кишці самців через 6 місяців після опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр були значно більшими, ніж за умов опромінення у дозі 0,75 Гр.

Вміст відновленого глутатіону у тонкій кишці самок через 6 місяців після радіаційного ураження у сумарній дозі 1,0 Гр, практично, не відрізнявся від одновікових інтактних тварин, але при цьому був достовірно нижчим за його значення в усіх попередніх термінах досліджень. Ще однією характерною особливістю було і те, що вміст відновленого глутатіону в опромінених в дозі 1,0 Гр 12-місячних самок був вищим за показники одновікових радіаційноуражених самців. Активність глутатіонпероксидази і глутатіон-S-трансферази у тонкій кишці самок через 6 місяців після γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр також знижувалась і, стосовно до контролю, відповідно дорівнювала 76,6 і 68,9%, але в обох випадках вона була вищою за показники у самців. Також слід наголосити, що усі виявлені зміни функціонального стану глутатіонової редокс-системи у тонкій кишці самок через 6 місяців після радіаційного ураження в дозі 1,0 Гр носили більш виразний характер, ніж при опромінені у дозі 0,75 Гр.

Таким чином, наведені результати досліджень свідчать, що тривале тотальне γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр, призводить до глибоких і стійких змін функціонального стану, суть якого полягає в активації цієї системи на початкових етапах з наступним гальмуванням. При цьому також чітко відслідковується статевий диморфізм у проявах радіоіндукованих змін функціонального стану цієї системи.

Дослідження активності ацетилхолінестерази у тонкій кишці самців через 12 діб після радіаційного ураження, показали (табл. 3.12), що вона переважала показники одновікового контролю на 80,5% і при цьому була вищою ніж у самців цього віку, опромінених у сумарній дозі 0,75 Гр. У тонкій кишці 3-місячних самок через 12 діб після радіаційного ураження в сумарній дозі 1,0 Гр активність ацетилхолінестерази переважала рівень одновікового контролю на 52,2% і при цьому була нижчою ніж у радіаційноуражених самців цієї вікової групи. Слід також підкреслити, що виявлені зміни активності ацетилхолінестерази через 12 діб після радіаційного ураження у сумарній дозі 1,0 Гр активність ацетилхолінестерази у тонкій кишці самців та самок різко знизилась відносно попередніх значень, але при цьому переважала рівень одновікового контролю відповідно на 20,4 і 10,6%. Таким чином, аналіз проведених досліджень активності ацетилхолінестерази у тонкій кишці самців і самок, опромінених у сумарній дозі 1,0 Гр, дозволяє нам виділити три періоди її функціональної спроможності. Для першого періоду характерним є різка активація ферменту, направлена, очевидно, на ліквідацію наслідків дії радіації.

Таблиця 3.12 - Активність ацетилхолінестерази у тонкій кишці самців і самок

щурів, опромінених у сумарній дозі 1,0 Гр

(М±m, мкмоль/г тканини тонкої кишки; n=10)
Умови експерименту
Активність ацетилхолінестерази

Вік тварин
Термін після

впливу
Стать


3 місяця
контроль
самці
492,0±24,6



самки
554,03±27,7


12 доба
самці
888,06±44,40*180,5



самки
843,2±42,16*152,2

6 місяців
контроль
самці
479,3±23,96



самки
565,3±28,3


3 місяця
самці
577,1±28,85*

120,4



самки
625,22±31,26*

110,6

12 місяців
контроль
самці
352,2±17,6



самки
447,8±22,4


6 місяців
самці
283,90±14,19*

80,6



самки
395,4±19,80*

88,3

*Р< 0,05 стосовно одновікового контролю.

Характерним є і те, що активність ацетилхолінестерази у тонкій кишці самців через три місяці після γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр була на 20,1% нижча ніж при опроміненні у сумарній дозі 0,75 Гр. У самок ці показники майже не відрізнялись. Через 6 місяців після тривалої дії γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр активність ацетилхолінестерази у тонкій кишці самців і самок знижувалась як по відношенню до показників усіх попередніх термінів, так і контролю і дорівнювала, стосовно останнього, відповідно 80,6 і 88,3%. Виявлені зміни були нижчими ніж у опромінених самців і самок цього віку 0,75 Гр відповідно на 69,6 і 25,13%.

Для другого періоду характерним є відносна стабілізація її активності і навіть нормалізація. Для третього періоду характерним є різке пригнічення активності ферменту, що, очевидно, є ознакою виснаження неспецифічної резистентності організму. Характерним є також і дозова, термінова та статева залежність виявлених змін.

Резюме до 3 розділу. У цьому розділі наведені результати досліджень стану тіол-дисульфідної, глутатіонової редокс-системи та активності ацетилхолінестерази у тонкій кишці самців і самок різного віку як за фізіологічних умов, так і за умов дії тривалого γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 і 1,0 Гр. Під час досліджень встановлено, що за фізіологічних умов існують наявні чіткі статеві та вікові відмінності функціонального стану досліджених систем. Встановлено, що тривале тотальне γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 та 1,0 Гр викликає досить стійкі та глибокі зміни функціонального стану досліджених процесів. Чітко відслідковується залежність виявлених змін від терміну, що пройшов після радіаційного ураження, дози γ-опромінення та статі тварин. Доведено, що самки є більш радіорезистентними ніж самці.

Матеріали, викладені в розділі 3 висвітлені у публікаціях  [№14, № 15, №16, №17, №18, №19, №20] списку використаних джерел.

РОЗДІЛ 4

ОСОБЛИВОСТІ СТАНУ ТІОЛ-ДИСУЛЬФІДНОЇ СИСТЕМИ І АКТИВНОСТІ АЦЕТИЛХОЛІНЕСТЕРАЗИ У ТКАНИНАХ

ТОНКОЇ КИШКИ НА РІЗНИХ ЕТАПАХ ОНТОГЕНЕЗУ ВИВОДКУ, ОТРИМАНОГО ВІД РАДІАЦІЙНОУРАЖЕНИХ САМЦІВ ТА САМОК

Проведені дослідження тіол-дисульфідної системи за умов дії радіаційного фактору виявили суттєві зрушення її показників у самців і самок щурів (розділ 3). Причому ці зрушення зберігалися й після завершення дії іонізуючого фактору. Тобто, початкові етапи онтогенезу першого покоління опромінених тварин будуть протікати за умов, що відрізняються від фізіологічних. Але на сьогодення мало що відомо про особливості функціонування тіолзалежних адаптаційних механізмів у нащадків самців і самок, які підлягали тривалій дії іонізуючих опромінень у низьких дозах. У зв’язку з вищенаведеним, нами проведені дослідження стану тіол-дисульфідної системи на різних етапах онтогенезу виводку, отриманого від γ-опромінених самців і самок.

4.1. Особливості стану тіол-дисульфідної системи у пізньому ембріогенезі та ранньому постнатальному періоді у тонкій кишці виводку, отриманого від інтактних щурів

У результаті проведених досліджень (табл. 4.1) було встановлено, що за фізіологічних умов кількість білкових сульфгідрильних груп у тканинах тонкої кишки 2-денних щурят мала незначну тенденцію до зниження відносно показників 18-денних зародків.

Однак, виявлені відмінності не були статистично достовірні. Паралельно з цим, вміст білкових дисульфідних груп у тканинах тонкої кишки 2-денних щурят був значно нижчим і складав 70,1% відносно зародків інтактних тварин. Означені зміни призводили до зміщення на 22,8% співвідношення білкових сульфгідрильних груп до дисульфідних у бік відновлених продуктів. Отже, характер виявлених змін вмісту тіолових сполук у тканинах тонкої кишки щурят, у перші дні після народження, може свідчити на користь активації адаптаційних механізмів. Тенденція до зниження вмісту білкових SH-груп вказує на їх використання у ході пристосування до якісно нових умов оточуючого середовища. Різке зниження вмісту дисульфідних груп може бути одним з механізмів поповнення кількості сульфгідрильних груп за рахунок розриву дисульфідних зв'язків у реакціях тіол-дисульфідного обміну. Підтримання вмісту сульфгідрильних груп білкового походження у тканинах тонкої кишки дводенних щурят на незмінному рівні у перші дні після народження свідчить про достатню функціональну спроможність білкової ланки тіолзалежних механізмів неспецифічної резистентності.

Таблиця 4.1 - Вміст сульфгідрильних і дисульфідних груп у тонкій кишці

зародків та 2-денних щурят, отриманих від інтактних

самців і самок

(М±m, мкмоль/г тканин тонкої кишки; n=10)

Умови

експерименту
Білкові
Небілкові


SН-
SS-
ТДС
SН-
SS-
ТДС

18-денні

зародки
6,31±0,31
1,44±0,09
4,38±0,26
0,38±0,02
0,15±0,009
2,53±0,15

2-денні

Щурята
5,89±0,29

93,3
1,01±0,05*

70,2
5,83±0,30*

133,1
0,33±0,019*

85,7
0,11±0,007*

71,1
3,0±0,18*

118,6

Примітка.*Р<0,05 стосовно показників 18-денних ембріонів.

Те саме можна сказати і про небілкову ланку, виходячи з відсутності статистично достовірних змін вмісту у тканинах тонкої кишки 2-денних щурят небілкових SH-груп порівняно з 18-денними зародками. Хоча, була виявлена незначна тенденція до їх зниження. Отже, і в даному випадку використання SH-груп у ході пристосувальних реакцій відбувалось більш інтенсивно ніж SS-груп, що очевидно є ознакою єдності механізмів адаптаційної перебудови тіотропних механізмів білкової і небілкової ланок. Підтвердженням цього припущення були результати розрахунків ТДС між SН- і SS-групами небілкового походження, величина якого зростала порівняно з показниками 18-денних ембріонів на 18,6%.

Цікавими, з вище висловлених позицій, були результати дослідження функціонального стану глутатіонової редокс-системи (табл. 4.2).

Таблиця 4.2 - Стан глутатіонової редокс-системи у тонкій кишці зародків

та 2-денних щурят, отриманих від інтактних самців і самок

(М±m, мкмоль/г тканини тонкої кишки; n=10)
Умови

експерименту
GSH
ГП
ГТ

18-денні зародки
22,3±1,33
65,8±3,94
42,2±2,11

2-денні щурята
21,5±1,08*

96,7
73,9±4,43*

112,3
48,8±2,44*

115,7

*Р<0,05 стосовно показників 18-денних ембріонів

Як свідчать наведені дані у 18-денних ембріонів вміст відновленого глутатіону у тканинах тонкої кишки становив 22,3±1,33 мкмоль/г, як активність глутатіонпероксидази і глутатіон-S-трансферази відповідно 65,8±3,94 і 42,2±2,11 мкмоль/г. У дводенних щурят було виявлено, що вміст відновленого глутатіону у тонкій кишці проявляв тенденцію до зниження порівняно з аналогічними значеннями у 18-денних зародків, але виявлені відхилення не носили достовірний характер. У цей же час у тонкій кишці 2-денних інтактних щурят спостерігалось посилення активності глутатіонпероксидази і глутатіон-S-трансферази, показники якої переважали рівень 18-денних ембріонів відповідно на 12,3 і 15,7%. Враховуючи відомі дані, що глутатіонова система відіграє важливу роль у забезпеченні неспецифічної резистентності, то зрозуміло, що посилення активності глутатіонпероксидази і глутатіон-S-трансферази, очевидно, є ознакою пристосування діяльності кишечнику до нових умов існування. Тенденція до зниження вмісту відновленого глутатіону очевидно обумовлена посиленим використанням його у глутатіонпероксидазній і у глутатіон-S-трансферазній реакціях.

Як показали попередні дослідження (розділ 3.1, 3.2), що ацетилхолінестераза містить SН-групи, тому при можливому вільно радикальному окислені сульфгідрильних груп не виключена можливість інактивації ферменту. Останнє може в свою чергу призвести до змін передачі нервового імпульсу і відповідно до порушення діяльності тонкої кишки. У зв’язку з цім проведені дослідження активності цього ферменту у кишці на різних етапах онтогенезу. Внаслідок таких досліджень встановлено (табл. 4.3), що активність ацетилхолінестерази у тонкій кишці у 18-денних зародків дорівнювала 367,8±18,4 мкмоль/г.

Таблиця 4.3 - Активність ацетилхолінестерази у тонкій кишці зародків і

2-денних щурят, отриманих від інтактних самців і самок.

(М±m, мкмоль/г тканини тонкої кишки; n=10)
Умови

експерименту
Активність ацетилхолінестерази

18-денні зародки
367,8 ± 18,4

2-денні щурята
461,9 ± 27,7*

125,6



*Р< 0,05 стосовно показників 18-денних ембріонів

Дослідження активності ацетилхолінестерази у тонкій кишці у 2-денних щурят показали, що вона зростала порівняно з аналогічними значеннями у 18-дених ембріонів. Таке посилення активності ацетилхолінестерази, очевидно направлено на адаптацію тонкої кишки до нових умов існування та посилення його моторики у зв’язку з надходженням до неї екзогенних продуктів у вигляді молока.

Таким чином було встановлено, що показники які характеризують тіол-дисульфідну систему тканин тонкої кишки 14-денних щурят мали неістотні відмінності від аналогічних у 2-денних тварин, але водночас були також виявлені деякі розбіжності у їх значеннях у самців і самок (табл. 4.4). 

Таблиця 4.4 - Вміст сульфгідрильних і дисульфідних груп у тонкій кишці

самців і самок, отриманих від інтактних щурів

(М±m, мкмоль/г тканини тонкої кишки; n=10)
Умови експерименту
Білкові
Небілкові

Вік тварин
Стать
SH-
SS
ТДС
SH-
SS
ТДС

14-денні
самці
5,32±0,27*

84,3
1,21±0,06*

85,6
4,39±0,22*

100,2
0,34±0,017*

89,5
0,14±0,007*

93,4
2,42±0,12*

95,7


самки
6,15±0,31**

115,6
1,24±0,06

103,3
4,95±0,25**

112,7
0.31±0,015

92,4
0,15±0,008

106,3
2,06±0,10

85,1

1-місячні
самці
4,0±0,19*

63,4
0,77±0,05*

53,5
5,19±0,26*

118,5
0,26±0,012

68,4
0,12±0,006

85,2
2,16±0,11

85,3


самки
4,4±0,22***

71,5
0,63±0,03***

50,8
6,98±0,35***

141,0
0,29±0,015

93,5
0,10±0,005***

66,7
2,9±0,15***

140,7

3-місячні
самці
4,51±0,22**

84,7
0,69±0,03**

57,02
6,54±0,33**

148,9
0,37±0,02

108,8
0,10±0,005**

71,4
3,7±0,19**

152,9


самки
4,25±0,21***

69,1
0,96±0,05***

77,4
4,42±0,22***

89,3
0,26±0,01***

83,9
0,11±0,008***

73,3
2,4±0,12***

116,5

6-місячні
самці
3,61±0,18**

67,9
0,53±0,03

43,8
6,8±0,34**

154,9
0,46±0,023**

135,3
0,16±0,008**

114,3
2,9±0,14**

119,8


самки
3,95±0,20***

64,2
0,90±0,05***

72,6
4,38±0,22***

88,5
0,48±0,024***

154,8
0,13±0,0065***

86,7
3,6±0,18***

174,8

12-місячні


самці
2,81±0,14**

52,8
0,72±0,04**

59,5
3,9±0,20**

88,8
0,52±0,026**

152,9
0,15±0,007

107,1
3,47±0,17**

143,4


самки
3,20±0,16***

52,03
1,09±0,05***

87,9
2,9±0,15***

58,6
0,68±0,03***

219,3
0,13±0,006***

86,7
5,23±0,26***

253,9

(*Р< 0,05 стосовно 18-денних зародків,

(**Р< 0,05 стосовно 14-денних самців,

(***Р<0,05 стосовно 14-денних самок.

Так, встановлено, що у 14-денних самців вміст у тонкій кишці білкових SH-груп практично не відрізнявся від показників 2-денних щурят, але порівняно з 18-денними ембріонами він був нижчим на 15,7%.

Водночас вміст білкових SS-груп був нижчим за показники як 2-денних щурят, так і у 18-денних ембріонів. Характерним було і те, що показники ТДС у 14-денних самців практично не відрізнялись від аналогічних у 18-денних ембріонів і були достовірно нижчими за аналогічні у 2-денних щурят. У тонкій кишці 14-денних інтактних самок вміст білкових SН-груп був вищим за аналогічні показники самців на 15,6%, а SS-груп практично не відрізнявся від значень останніх. Внаслідок цього збільшення вмісту SH-груп у тонкій кишці самок сприяло зростанню коефіцієнту співвідношення SH- і SS-груп на 12,7% порівняно з самцями. Поряд з цим звертає на себе увагу і той факт, що вміст SH- ​і SS-груп небілкового походження у тонкій кишці 14-денних інтактних самок практично не відрізнявся від аналогічних показників у самців.

Таким чином, наведені факти свідчать про те, що у тонкій кишці 14-денних інтактних самок рівновага у реакціях тіол-дисульфідного обміну зміщена у бік накопичення відновлених продуктів.

Останнє, очевиднo, є свідченням про потенційно більш потужну систему неспецифічної резистентності 14-денних самок порівняно з одновіковими самцями. Вищеописані особливості функціонування тіол-дисульфідної системи у самок і самців можливо пояснюються впливом на організм щурят статевих гормонів, які вони отримували від матері та наявністю рецепторів до цих гормонів у щурят жіночої статі.

Підсумовуючи наведені факти можна з великим ступенем вірогідності говорити про наявність статевих відмінностей вмісту SH- та SS-груп високо- та низькомолекулярного походження у тканинах тонкої кишки у динаміці їх змін з віком. Останнє надає можливість висловити припущення про різні у самців і самок, механізми функціонування тіолзалежних систем, як за умов фізіологічного онтогенезу, так і при дії несприятливих факторів оточуючого середовища. З цих позицій у першу чергу привертає на себе увагу тіол залежна ланка антиоксидантної системи та інших систем, що забезпечують механізми неспецифічної резистентності організму. Тому нами були досліджені зміни тіол-дисульфідної системи на різних етапах розвитку самців і самок щурів, отриманих від попередників, що підлягали впливові тривалого тотального γ-опромінення у низьких дозах.

4.2. Особливості функціонального стану тіол-дисульфідної системи у тонкій кишці щурів, які зазнали тривалого впливу γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр

Внаслідок проведених досліджень встановлено, що тривале γ-опромінення.
у сумарній дозі 0,75 Гр призводить до неоднозначних по глибині і направленості змін вмісту сульфгідрильних та дисульфідних груп у тонкій кишці самців і самок. Так, через 12 діб після завершення дії іонізуючої радіації вміст білкових SH-груп у тканинах тонкої кишки статевозрілих самців віком 3 місяці дорівнювала 75,6% стосовно аналогічних показників одновікових інтактних самців. Такі зміни супроводжувались підвищенням на 25,8% рівня білкових SS-груп. Наслідком такої ситуації був досить істотний зсув редокс-потенціалу тканин тонкої кишки самців у бік окислення продуктів (табл. 4.5). Виходячи з існуючих даних про механізми, які ініціюються в організмі тварин та людини іонізуючими випромінюваннями, виявлені зрушення можна пояснити окисленням вільними радикалами білкових SH-груп до SS-груп. При цьому необхідно зазначити, що виявлені зміни, з одного боку, можуть бути природною реакцією білкової частини тіолзалежних механізмів резистентності організму на дію несприятливих факторів оточуючого середовища. З іншого боку, вони можуть свідчити про те, що відбувалось пошкодження білкових молекул, які не входять до зазначеної системи, але містять активні SH-групи. Останнє вказує на можливість радіаційноіндукованого ураження різноманітних тіолзалежних процесів, які забезпечують життєдіяльність організму на фізіологічному рівні.

Таблиця 4.5. - Вміст сульфгідрильних і дисульфідних груп у тонкій кишці

самців і самок щурів, опромінених у сумарній дозі 0,75 гр

(М±m, мкмоль/г тканини тонкої кишки; n=10)*
Умови експерименту
Білкові
Небілкові

Вік
тварин
Термін після
впливу
Стать
SH-
SS-
ТДС
SH-
SS-
ТДС

3 міс.
Конт-роль
Самці
4,51±0,22
0,69±0,03
6,54±0,33
0,37±0,02
0,10±0,005
2,9±0,15



Самки
4,25±0,21
0,96±0,05
4,42±0,22
0,26±0,01
0,11±0,008
2,4±0,12


12 доба
Самці
3,41±0,17

75,6
1,66±0,08

240,6
2,5±0,10

38,2
0,47±0,02

127,0
0,20±0,01

195,6
2,35±0,11

81,0



Самки
3,17±0,18

74,6
1,33±0,07

138,7
2,38±0,11

53,8
0,51±0,025

195,4
0,17±0,008

152,3
3,0±0,15

125,0

6 міс.
Конт-роль
Самці
3,61±0,18
0,53±0,03
6,8±0,34
0,46±0,023
0,16±0,008
2,9±0,14



Самки
3,95±0,20
0,90±0,05
4,38±0,22
0,48±0,024
0,13±0,0065
3,6±0,18


3 міс.
Самці
2,5±0,20

69,3
0,80±0,04

150,9
3,1±0,16

45,6
0,63±0,031

136,9
0,26±0,013

169,2
2,42±0,12

83,4



Самки
2,59±0,13

65,6
1,47±0,07

163,3
1,76±0,09

40,2
0,7±0,034

145,6
0,22±0,01

168,4
3,18±0,16

88,3

12-міс
Конт-роль
Самці
2,81±0,14
0,72±0,04
3,9±0,20
0,52±0,026
0,15±0,007
3,47±0,17



Самки
3,20±0,16
1,09±0,05
2,9±0,15
0,68±0,03
0,13±0,006
5,23±0,26


6 міс.
Самці
2,06±0,10

73,3
1,04±0,05

144,4
1,98±0,10

50,8
0,74±0,036

142,3
0,24±0,01

160,2
3,08±0,15

88,8



Самки
2,24±0,11

70,0
1,65±0,08

151,3
1,35±0,068

46,6
0,99±0,05

146,6
0,21±0,01

161,5
4,7±0,23

89,9

*Р< 0,05 в усіх випадках стосовно одновікового контролю.

Окрім цього на 12-добу після γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр у 3-місячних самців спостерігалось збільшення на 28,3% вмісту небілкових SH-груп порівняно з інтактними тваринами. Паралельно з цим на 95,6% збільшувалась кількість і небілкових SS-груп, що, у свою чергу, приводило до зниження редокс-потенціалу за рахунок зсуву тіол-дисульфідного співвідношення у бік окислення форм небілкових тіолових сполук. На 12-добу після тривалого γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр у тонкій кишці 3-місячних самок відбувалось зниження вмісту білкових SH-груп на 25,4% порівняно з одновіковим контролем.

Паралельно з означеним відбувалось збільшення вмісту SS-груп білкового походження на 38,7% порівняно з показниками інтактних самок цього віку. При цьому відбувалось зниження тіол-дисульфідного співвідношення SH-груп білкового походження, яке відносно контролю дорівнювало 53,8%. Отже, і в даному випадку іонізуюча радіація призводила до окислювальної модифікації білкових SH-груп до SS-груп. Останнє надає можливість припустити, що, по-перше, ємність антирадикальних тіолзалежних буферних систем білкового походження зменшувалась, по-друге, збільшення вмісту порівняно міцніших дисульфідних зв'язків у молекулах білків призводить до зменшення мобільності останніх, і внаслідок цього функціональної активності. З цього приводу слід звернути увагу на виявлені відмінності у реагуванні тіол-дисульфідної системи самців і самок на тривале γ-опромінення в сумарній дозі 0,75 Гр при цьому, якщо кількісно та за своєю направленістю зміни білкових SH-груп майже однакові і у самців і у самок опромінених у дозі 0,75 Гр, то самців за цих умов кількість дисульфідних груп білкового походження зростає більше як у 2 рази ніж у самок. Останнє призводить до того, що вміст білкових SS-груп у тканинах тонкої кишки самців на 20% вищий ніж у самок, внаслідок чого редокс-потенціал у самок на 16,1% вищий ніж у самців.

Звертає на себе увагу, і той факт, що у деякій мірі відрізнялись радіаційноіндуковані зміни небілкових SH- і SS-груп у 3-місячних самців і самок на 12 добу після ураження. Так, наприклад, на 12-добу після радіаційного ураження у тканинах тонкої кишки самок спостерігали збільшення вмісту небілкових сульфгідрильних груп на 95,4% порівняно з потомством 3-місячних інтактних самок. У самців приріст небілкових SS-груп за означених умов був нижчим ніж у самок. У цей же час приріст небілкових SS-груп у самців переважав аналогічні показники самок. Виходячи з тих позицій, що за умов опромінення у низьких дозах радіорезистентність корелює з високим рівнем небілкових сульфгідрильних груп, то можна припустити більшу радіорезистентність самок порівняно з самцями.

Цей факт підтверджується і результатами подальших досліджень. Внаслідок таких досліджень було встановлено, що через 3 місяці після γ-опромінення самців у тканинах тонкої кишки вміст SH-груп білкового походження становив порівняно з показниками одновікового контролю 69,3%. Паралельно з цим вміст білкових SS-груп у тканинах тонкої кишки самців, що зазнали тривалого впливу γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр на 51,4% переважала показники одновікового контролю. Такий низький рівень білкових SH-груп у тонкій кишці самців призводив до зниження тіол-дисульфідного співвідношення на 54,4% порівняно з одновіковим контролем. Вміст небілкових SH-груп у тонкій кишці самців через 3 місяці після радіаційного ураження в сумарній дозі 0,75 Гр зростав порівняно з контролем на 64,7%. Оскільки приріст SS-груп небілкового походження значно вищий, то внаслідок цього тіол-дисульфідне співвідношення було нижчим за показники контролю на 16,6%. Через три місяці, по завершенні γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр, у тонкій кишці самок вміст білкових SH-груп знижувався порівняно з контролем на 34,4%. У цей же час вміст білкових SS-груп у тонкій кишці опромінених самок переважав рівень одновікового контролю на 63,3%. Тіол-дисульфідне співвідношення сірковмістних сполук білкового походження у даному випадку дорівнювало відносно одновікового контролю 40,2%. Що стосується небілкових SH-груп, то їх кількість у тонкій кишці опромінених самок через три місяці після опромінення переважала рівень контролю на 45,6%. Вміст SS-груп небілкового походження у тонкій кишці опромінених самок на цей час також переважав рівень одновікового контролю і стосовно останнього дорівнював 168,4%. І в даному випадку тіол-дисульфідне співвідношення було нижчим за контроль на 11,7%.

Через 6 місяців після тривалого тотального γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр вміст білкових SH-груп у тонкій кишці 12-місячних самців відносно до одновікових інтактних тварин дорівнював 73,3%. Водночас вміст білкових SS-груп у тонкій кишці цих самців зростав порівняно з одновіковим контролем на 44,2%. Таке різке зростання вмісту білкових SS-груп викликало різкий зсув редокс-потенціалу у бік окислених продуктів, рівень якого був нижчим ніж у одновікових інтактних самців на 49,2%. У тонкій кишці 12-місячних опромінених самців вміст небілкових SH-груп переважав рівень інтактних тварин на 41,5%. Кількість SS-груп у тонкій кишці цих самців також переважала рівень інтактних тварин і стосовно останніх дорівнювала 160,2%. Редокс-потенціал небілкових сіркомістних сполук на цей час дорівнював 88,8%. На даному етапі досліджень також було виявлено, що вміст білкових SH-груп у тонкій кишці самок стосовно до контролю дорівнював 70,2%. Окрім цього було також встановлено, що у тонкій кишці самок через 6 місяців після опромінення вміст білкових SS-груп зростав відносно одновікового контролю на 51,3%. За рахунок такого підвищення вмісту білкових SS-груп редокс-потенціал у цих тварин знижувався до 46,6% відносно аналогічних показників інтактних самок цього віку. Дослідження вмісту у тонкій кишці 12-місячних опромінених самок SH-груп білкового походження виявило, що їх кількість переважала рівень контролю на 46,7%, а SS-груп на 63,3%. І у даному випадку співвідношення небілкових SH-до SS-груп було нижчим за показники одновікового контролю.

Таким чином, в результаті проведених досліджень було встановлено цілий ряд характерних особливостей тіол-дисульфідного обміну у тонкій кишці, які в певній мірі залежали від терміну, який пройшов після завершення дії іонізуючої радіації, віку та статі тварин. Так як, і у самців, і у статевозрілих самок різного віку та у різні терміни після опромінення відбувались більш значні зрушення небілкових тіолів і менш значні білкових. Очевидно, що таке явище пояснюється безпосередньою участю низькомолекулярних тіолових сполук у формуванні радіорезистентності за умов впливу низьких доз іонізуючої радіації і формуванні відповіді організму на її дію. Окрім цього очевидним є і той факт, що виявлені зміни тіол-дисульфідного обміну у різних за віком самців і самок чітко визначають їх провідну роль у процесах інволюції і старінні. Зміст вмісту небілкових сполук у тканинах тонкої кишки можуть також свідчити про інтенсифікацію синтезу низькомолекулярних сполук, що спостерігаються за умов впливу на організм несприятливих факторів, у тому числі, іонізуючої радіації. З іншого боку, певний внесок у збільшення вмісту низькомолекулярних тіолів у тканинах тонкої кишки можуть вносити небілкові SH-групи, що утворились внаслідок радіаційноіндукованих денатураційних змін білкових молекул. Менш суттєві зрушення білкової ланки тіол-дисульфідної системи, очевидно, пояснюються захисною дією небілкових SH-груп по відношенню до білкових з одного боку, з іншого тим, що сульфгідрильні та дисульфідні групи входять до складу не тільки білків антиоксидантної системи.

Підтвердженням висловлених припущень були результати досліджень функціонального стану глутатіонової редокс-системи (табл. 4.6). Як свідчать наведені дані через 12 діб після радіаційного ураження в сумарній дозі 0,75 Гр у тонкій кишці 3-місячних самців вміст відновленого глутатіону зростав відносно показників одновікових інтактних тварин на 15,6%. У цей же час спостерігалось зниження активності глутатіонпероксидази і глутатіон-S-трансферази у тонкій кишці щурів-самців на 19,9 і 24,4% порівняно з одновіковим контролем. Через 3 місяці після завершення γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр у тонкій кишці щурів 6-місячного віку спостерігалось збільшення вмісту відновленого глутатіону як по відношенню до показників тварин попереднього віку, так і контролю і при цьому переважав останній на 12,4%.

Активність глутатіонпероксидази та глутатіон-S-трансферази у тонкій кишці щурів 6-місячного віку через 3 місяці після тривалого γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр практично не відрізнялась від аналогічних значень 3-місячних опромінених тварин і була нижчою за одновіковий контроль відповідно на 29,8 і 31,1%.

Таблиця 4.6 - Стан глутатіонової редокс-системи у тонкій кишці

самців і самок щурів, опромінених у сумарній дозі 0,75 Гр

(М±m, мкмоль/г тканини тонкої кишки; n=10)
Умови експерименту
GSH
ГП
ГТ

Вік тварин
Термін після

впливу
Стать




3 місяця
Контроль
Самці
174,4±0,87
81,4±4,06
55,9±2,8



Самки
23,3±1,16
109,1±5,45
71,26±3,56


12 доба
Самці
20,1±1,01*

115,6
66,0±3,3*

81,1
42,3±2,11*

75,6



Самки
29,3±1,46*

125,6
116,4±5,8

106,7
68,3±3,4

95,8

6 місяців
контроль
Самці
19,9±0,99
85,2±4,26
54,1±2,85



Самки
22,2±1,11
102,6±7,18
68,6±4,8


3 місяця
Самці
22,4±1,12*

112,4
59,8±2,99*

70,2
37,3±1,86*

68,9



Самки
27,3±1,12*

123,1
87,8±4,39*

85,6
54,4±2,72*

79,3

12 місяців
Контроль
Самці
14,96±0,75
77,1±3,85
49,4±2,46



Самки
17,2±0,86
91,89±6,43
60,1±3,00


6 місяців
Самці
17,46±0,87*

116,7
50,3±2,5*

65,3
34,6±1,73*

70,1



Самки
21,96±1,1*

127,7
75,5±3,78*

82,2
51,4±2,6*

85,6

*Р< 0,05 стосовно одновікового контролю.

Дослідження вмісту відновленого глутатіону у тонкій кишці 12-місячних щурів самців через 6 місяців після тривалого γ-опромінення в сумарній дозі 0,75 Гр показали, що його кількість була вищою за контроль на 16,7% і на 22,1% нижча за аналогічні показники тварин попереднього етапу досліджень. Було також встановлено, що через 6 місяців після радіаційного ураження активність глутатіонпероксидази і глутатіонтрансферази у тонкій кишці 12-місячних самців знижувалась відносно контролю відповідно на 34,7 і 29,9%.

Отже, наведені вище факти свідчать про те, що тотальне γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр спричинило досить стійкі зміни функціонального стану глутатіонової редокс-системи у тонкій кишці самців різного віку на протязі 6 місяців після ураження. Ці зміни свідчать про те, що відбуваються зниження неспецифічної резистентності тварин на тривалий час після ураження.

Радіаційно індуковані зрушення глутатіонової редокс-системи у тонкій кишці самок носили дещо інший характер. Так, через 12 діб після тотального γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр, вміст відновленого глутатіону у тонкій кишці 3-місячних самок переважав рівень одновікового контролю на 25,6%. Слід також підкреслити, що виявлені зміни відновленого глутатіону у самок були вищими від аналогічних показників у одновікових опромінених самців на 45,8%. Активність глутатіонпероксидази і глутатіонтрансферази у тонкій кишці 3-місячних самок через 12 діб після завершення γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр практично не відрізнялась від попередників інтактних тварин. І, в даному випадку, показники активності глутатіонпероксидази і глутатіон-S-трансферази самок залишались вищими від аналогічних у самців. Через 3 місяці після радіаційного ураження у сумарній дозі 0,75 Гр встановлено, що у тонкій кишці 6-місячних самок вміст відновленого глутатіону переважав показники одновікового контролю на 23,1% і був дещо нижчим за рівень 3-місячних опромінених тварин, але виявлена різниця не носила достовірного характеру. В абсолютних показниках вміст відновленого глутатіону у тонкій кишці 6-місячних опромінених самок був вищим за аналогічні значення одновікових самців. Що стосується активності глутатіонпероксидази і глутатіон-S-трансферази, то вона у тонкій кишці 6-місячних самок, через 3 місяці після γ-опромінення, була нижчою за одновіковий контроль відповідно на 14,4 і 20,7%. При цьому слід зазначити, що показники активності ферментів у самок цього віку залишались також достовірно вищими від аналогічних у самців. Вміст відновленого глутатіону на 6-й місяць по завершені тривалого впливу тотального γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр у тонкій кишці 12-місячних самок переважав рівень одновікового контролю на 27,7%, але при цьому був нижчим від аналогічних нащадків попередньої вікової групи опромінених самок на 24,3%. В результаті проведених досліджень було встановлено, що у тонкій кишці 12-місячних самок через 6 місяців після γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр, активність глутатіонпероксидази і глутатіон-S-трансферази залишалась нижчою за показники одновікових інтактних тварин відповідно на 17,8 і 14,4%.

Таким чином, наведені вище результати досліджень є свідченням того, що тотальне γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр призводить до глибоких і стійких змін функціонального стану глутатіонової редокс-системи у тонкій кишці у різні терміни після ураження та у різних вікових групах самців та самок. Важливим є і той факт, що незважаючи на досить тривалий час, що пройшов після радіаційного ураження (6 міс) зберігаються істотні відхилення вмісту відновленого глутатіону та активності глутатіонпероксидази і глутатіон-S-трансферази. При цьому важливим є і те, що на всіх етапах після радіаційного ураження вміст відновленого глутатіону і активність глутатіонпероксидази і глутатіон-S-трансферази у тонкій кишці самців був значно нижчим ніж у одновікових самок. Очевидно, що цим пояснюється більш висока радіорезистентність самок.
Оскільки відомо, що ацетилхолінестераза відноситься до тіолових ферментів, то дослідження її активності у тонкій кишці після тривалого γ-опромінення може у значній мірі висвітлити зміни холінергічної іннервації тонкої кишки. В результаті проведених досліджень встановлено (табл. 4.7), що активність ацетилхолінестерази у тонкій кишці щурів 3-місячного віку через 12 діб після тривалого впливу тотального γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр посилювалась порівняно з попередниками одновікового контролю на 68,8%. У тонкій кишці одновікових опромінених самок активність ацетилхолінестерази також посилювалась відносно показників інтактних тварин, переважаючи останні на 31,4%. Слід підкреслити одну деталь, незважаючи на те, що за фізіологічних умов активність ацетилхолінестерази значно вища у самок ніж у самців, то після γ-опромінення на 12 добу вона у останніх переважала на 14,1% показники перших.

Таблиця 4.7 - Активність ацетилхолінестерази у тонкій кишці самців і самок,

опромінених у сумарній дозі 0,75 Гр.

(М±m, мкмоль/г тканини тонкої кишки; n=10)
Умови експерименту
Активність ацетилхолінестерази

Вік тварин
Термін після

впливу
Стать


3 місяця
контроль
Самці
492,0±24,6



Самки
554,03±27,7


12 доба
Самці
830,5±41,5*168,8



Самки
728,0±36,4*131,4

6 місяців
контроль
Самці
479,3±23,96



Самки
565,3±28,3


3 місяця
Самці
721,8±36,1*150,6



Самки
676,1±33,8*119,6

12 місяців
контроль
Самці
352,2±17,6



Самки
447,8±22,4


6 місяців
Самці
481,5±24,1*136,7



самки
494,8±24,7*110,5

*Р< 0,05 стосовно одновікового контролю.

Через три місяці після тотального впливу γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр активність ацетилхолінестерази у тонкій кишці самців переважала аналогічні показники одновікового контролю на 50,6%. Дослідження активності ацетилхолінестерази у тонкій кишці 6-місячних самок через три місяці після радіаційного ураження показали, що вона посилювалась відносно одновікового контролю на 19,6%. І у даному випадку інтенсивність посилення активності ацетилхолінестерази у тонкій кишці опромінених самців була дещо вищою від аналогічних значень одновікових самок.

На шостий місяць після завершення дії тривалого γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр активність ацетилхолінестерази у тонкій кишці 12-місячних самців посилювалась на 36,7% порівняно з одновіковим контролем. У цей час у 12-місячних опромінених самок активність ацетилхолінестерази у тонкій кишці переважала рівень одновікового контролю на 10,5%. Для цього етапу досліджень характерним було те, що показники активності ацетилхолінестерази у тонкій кишці самців і самок в абсолютних показниках на даному етапі практично не відрізнялись.

Аналіз отриманих результатів досліджень показав, що найбільш істотних змін активність ацетилхолінестерази зазнавала у тонкій кишці самців та самок через 12 діб по завершенні дії іонізуючого фактора, а для усіх наступних етапів дослідження характерним було її поступове зниження. Але при цьому необхідно підкреслити, що в усіх випадках вона достовірно переважала контроль. Враховуючи динаміку змін активності ацетилхолінестерази в процесі старіння тварин ми дійшли висновку, що тривала дія іонізуючої радіації у сумарній дозі 0,75 Гр сприяє посиленню інволюційних змін функціонального стану тонкої кишки.

4.3. Вплив тривалого тотального γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр на стан тіол-дисульфідного обміну у тонкій кишці самців і самок щурів

Проведені дослідження (табл. 4.8) дозволили виявити істотні зміни вмісту тіолових сполук у тканинах тонкої кишки статевозрілих самців і самок-щурів після тривалого тотального γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр. Так, на 12 добу після завершення дії радіаційного фактору, вміст білкових сульфгідрильних груп у тонкій кишці щурів-самців знижувався порівняно з аналогічними значеннями інтактних тварин на 15,3%. У цей же час у тонкій кишці опромінених самців вміст білкових дисульфідних груп практично не відрізнявся від показників одновікового контролю. Паралельно з цим відбувалось збільшення кількості низькомолекулярних сульфгідрильних груп на 35,6% порівняно з показниками інтактних тварин, тоді як вміст дисульфідних груп небілкового походження практично не відрізнявся від останніх.

Внаслідок таких змін тіол-дисульфідні співвідношення високомолекулярних сполук знижувалось стосовно до показників інтактних тварин на 11,3%. Що стосується низькомолекулярних тіолових сполук, то співвідношення SH- до SS-груп у даному випадку переважало показники одновікового контролю на 72,4%. Наведені факти дозволяють нам вважати, що виявлені зміни, очевидно, обумовлені виникненням радіаційноіндукованими конформаційними змінами, які запобігають взаємодії SS-груп з молекулами відповідних субстратів необхідних для їх відновлення.

Таблиця 4.8 - Вміст сульфгідрильних і дисульфідних груп у тонкій кишці

самців і самок щурів, опромінених у сумарній дозі 1,0 Гр

(М±m, мкмоль/г тканини тонкої кишки; n=10)
Умови експерименту
Білкові
Небілкові

Вік

тварин
Термін після

впливу
Стать
SH-
SS-
ТДС
SH-
SS-
ТДС

3 місяця
Конт-роль
самці
4,51±022
0,69±0,03
6,54±0,33
0,37±0,02
0,10±0,005
2,9±0,15



самки
4,25±0,21
0,96±0,05
4,42±0,22
0,26±0,01
0,11 ±0,008
2,4±0,12


12 доба
самці
3,82±0,19*

84,7
0,66±0,033

96,7
5,8±0,29*

88,7
0,45±0,02*

121,3
0,09±0,005

92,2
5,0±0,30

172,4



самки
3,71±0,18*

87,3
1,54±0,08*

160,3
2,17±0,1*

49,1
0,35±0,017*

135,6
0,10±0,006

91,3
3,5±0,18

145,8

Продовження таблиці 4.8.

6 місяців
Конт-роль
самці
3,61±0,18
0,53±0,03
6,8±0,34
0,46±0,23
0,16±0,008
2,9±0,14



самки
3,95±0,20
0,90±0,05
4,38±0,22
0,48±0,024
0,13±0,0065
3,6±0,18


3 місяця
самці
2,57±0,13*

71,2
0,45±0,02

85,6
5,7±0,28*

83,8
0,44±0,022

95,6
0,19±0,009

118,3
2,3±0,11

79,3



самки
3,2±0,16

82,2
1,27±0,06*

140,6
2,52±0,13*

57,5
0,53±0,03

110,8
0,11 ±0,007

92,3
4,8±0,24

133,3

12 місяців
Конт-роль
самці
2,81±0,14
0,72±0,04
3,9±0,20
0,52±0,026
0,15±0,007
3,47±0,17



самки
3,20±0,16
1,09±0,05
2,9±0,15
0,68±0,03
0,13±0,006
5,23±0,26


6 місяців
самці
1,79±0,11*

63,6
0,98±0,048*

135,8
1,82±0,09*

46,7
0,46±0,03*

88,4
0,2±0,009*

130,3
2,3±0,14*

66,3



самки
2,4±0,14*

75,4
1,08±0,05

99,3
2,22±0,11*

76,5
0,62±0,04

90,8
0,14±0,01

108,8
4,43±0,27*

84,7

*Р< 0,05 стосовно одновікового контролю.

Слід також підкреслити, що такі глибокі конформаційні зміни білкових молекул призводить до зниження їх специфічної функціональної активності і навіть до повної її втрати [18].

Дещо іншою була реакція у відповідь на дію тривалого γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр у самок. Так, через 12-діб після γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр у тканинах тонкій кишці статевозрілих самок спостерігалось зниження вмісту білкових сульфгідрильних груп на 12,7% і ці результати були близькими до аналогічних у одновікових самців. Поряд з означеним на даному етапі досліджень у тонкій кишці 3-місячних опромінених самок різко зростав вміст білкових дисульфідних груп, який стосовно до контролю дорівнював 160,3%. Виявлені зміни співвідношення між білковими сульфгідрильними та дисульфідними групами викликали зменшення редокс-потенціалу білків тканин тонкої кишки 3-місячних опромінених самок на 50,9% порівняно з одновіковими інтактними самками. Паралельно з цим спостерігались збільшення вмісту у тонкій кишці небілкових сульфгідрильних груп на 35,6% порівняно з одновіковим контролем, тоді ж кількість дисульфідних небілкових груп практично не відрізнялась від останнього.

Отже, зміни білкових сульфгідрильних груп тканин тонкої кишки у відповідь на дію тривалого тотального γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр у самців і самок виявились майже однаковими, у той час зрушення вмісту білкових дисульфідних груп значно відрізнялись. Характер виявлених змін надає можливість зазначити, що у радіаційно-уражених самок активність високомолекулярної тіолзалежної ланки антиоксидантної системи є вищою ніж у самців. Більш активною на даному етапі досліджень була також низькомолекулярна тіолдисульфідна система. У цьому плані інформативними також є і відмінності показників тіолдисульфідного обміну тканин тонкої кишки самців, опромінених в дозі 1,0 Гр, які токож зазнали змін порівняно з самцями опроміненими у дозі 0,75 Гр. Кількість білкових SS-груп зменшилась у 2,5 рази внаслідок чого редокс-потенціал виріс на 132%.

У той же час, у самок зміни деяких показників мали протилежний характер. Так, у самок на 12-ту добу після опромінення у дозі 1,0 Гр, порівняно з опроміненими у дозі 0,75 Гр, вміст білкових SH-груп виріс на 17,0%, рівень білкових SS-груп на 15,7%, що в свою чергу викликало зниження редокс- потенціалу. Отже, встановленні відмінності змін тіол-дисульфідної системи свідчать про більш інтенсивний перебіг реакцій тіол-дисульфідного обміну у самок, опромінених у дозі 1,0 Гр порівняно з самцями. Слід також звернути увагу і на реакцію кількості небілкових SH- та SS-груп тканин тонкої кишки самців і самок на 12-у добу після опромінення у дозах 1,0 і 0,75 Гр.

Так, концентрація низькомолекулярних SH-груп у тканинах тонкої кишки самок на 12-у добу після опромінення у дозі 1,0 Гр була на 31,4% нижча ніж у самок, опромінених у дозі 0,75 Гр. У самців аналогічних груп статистично достовірні відмінності не були виявлені, але тенденція до зменшення, у опромінених у дозі 1,0 Гр, відслідковувалась. Що стосується дисульфідних груп небілкового походження то їх кількість у тонкій кишці самок, опромінених у дозі 1,0 Гр, була на 55,0%, а самців на 41,2% нижчою, ніж у тварин, опромінених у дозі 0,75 Гр. Таким чином, виходячи з тих позицій, що вміст небілкових SH-груп за умов тривалого γ-опромінення добре корелює з радіорезистентністю, означені зміни є однією з ознак помітного виснаження небілкової тіолзалежної ланки антиоксидантної системи. Враховуючи той факт, що рівень небілкових SH-груп у самок виріс значно більше ніж у самців порівняно з контролем, вказує на більшу радіорезистентність самок до тривалого низькодозового опромінення.

Підтвердженням були результати дослідження стану тіол-дисульфідної системи у тканинах тонкої кишки самців і самок через три місяці після завершення γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр. Внаслідок таких досліджень встановлено, що вміст SH-груп білкового походження у тканинах тонкої кишки знижувався відносно показників одновікового контролю на 28,8% і водночас був нижчим за значення самців попереднього етапу на 32,8%. Кількість дисульфідних груп білкового походження у тонкій кишці самців через три місяці після опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр, стосовно до одновікового контролю, дорівнювала 85,6% і водночас була нижчою від показників попереднього етапу на 31,8%. Досить істотних змін на даному етапі досліджень зазнавало і тіол-дисульфідне співвідношення, показники якого стосовно до контролю, дорівнювали 83,8%, що майже в двічі було вищим від аналогічних значень у самців на 12-ту добу після радіаційного ураження. Вміст сульфгідрильних груп небілкового походження у тонкій кишці самців через три місяці тривалої дії тотального γ-опромінення у сумарній дозі самців 1,0 Гр практично не відрізнявся від показників одновікового контролю та значень тварин на 12-ту добу після опромінення. Навпаки на цей час у тонкій кишці самців вміст дисульфідних груп небілкового походження зростав і переважав при цьому рівень одновікового контролю на 18,3%. Зростання вмісту небілкових SS-груп сприяло зниженню тіол-дисульфідного співвідношення порівняно з одновіковими інтактними самцями на 20,7%, і більш як у двічі воно було нижчим від рівня самців на 12-ту добу після радіаційного ураження. Через три місяці після тривалого тотального γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр у тонкій кишці самок вміст сульфгідрильних груп білкового походження був нижчим за контроль на 17,8%. При цьому необхідно підкреслити, що виявлені зрушення були значно нижчими ніж у одновікових опромінених самців і переважали показники останніх на 24,5%. Кількість дисульфідних груп білкового походження у тонкій кишці самок через три місяці після радіаційного ураження знижувалась відносно показників попереднього терміну на 17,5%, але при цьому переважала рівень контролю на 40,6%. Достатньо низький рівень сульфгідрильних груп та високий дисульфідних сприяв зниженню редокс-потенціалу порівняно з контролем на 42,5%, але з показниками попереднього терміну він досить істотно зростав. У опромінених самок цього віку вміст сульфгідрильних груп у тонкій кишці був вищим за контроль на 10,8%, а дисульфідних не відрізнявся від останнього. При цьому характерним було і те, що редокс-потенціал переважав контроль на 33,3%.

Таким чином, наведені факти, ще раз свідчать про те, що тривале тотальне γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр сприяє досить стійким і істотним змінам тіол-дисульфідної системи тонкої кишки і виявленні зрушення були більш суттєвими у самців.

Проведений порівняльний аналіз отриманих результатів дослідження стану тіол-дисульфідної системи у тонкій кишці самців і самок через три місяці після γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 і 0,75 Гр дозволив виявити цілий ряд особливостей. Вміст білкових SH-груп у самців після опромінення у дозах 1,0 і 0,75 Гр практично не відрізнялись, тоді як кількість дисульфідних груп майже вдвічі була вищою у самців при опромінені 0,75 Гр. Важливим на наш погляд є і той факт, що редокс-потенціал у самців через три місяці після γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр був нижчим у 1,8 раза. Кількість небілкових SH-груп у самців через три місяці після γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр практично не відрізнялась від контролю, але, водночас, була нижчою за показники самців, опромінених в дозі 0,75 Гр, на 30,8%. Звертає на себе увагу і той факт, що вміст небілкових дисульфідних груп у тонкій кишці самців після γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр був достовірно нижчим від аналогічних у опромінених у дозі 0,75 Гр. Дещо нижчим був і редокс-потенціал у самців через три місяці після γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр. При співставленні отриманих результатів дослідження у самок, через три місяці після тривалої дії γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 і 0,75 Гр, також були виявлені деякі розбіжності. Так, наприклад, у тонкій кишці самок через три місяці після γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр вміст білкових SH-груп був на 23,5% вищим ніж в опромінених у дозі 0,75 Гр самок цієї вікової групи. Одночасно кількість SS-груп білкового походження у тонкій кишці самок через три місяці після γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр була нижча ніж у самок опромінених у дозі 0,75 Гр. Що стосується небілкової ланки тіол-дисульфідної системи, то на даному етапі досліджень вміст SH- і SS-груп у самок через три місяці після γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр, був достовірно вищим ніж у опромінених в дозі 1,0 Гр.

Таким чином, підводячи підсумок отриманим результатам дослідження, ми дійшли висновку, що за умов тривалого γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр на 3-й місяць після ураження спостерігається зниження функціональної активності тіол-дисульфідної системи і особливо низькомолекулярної її ланки і у самців, і у самок, порівняно з показниками опромінених у дозі 0,75 Гр. І у даному випадку спостерігались більш істотні відхилення у самців. Очевидним є і той факт, що досить помітно відбувалось виснаження тіол-дисульфідного обміну, що було ознакою зниження неспецифічної резистентності організму цих тварин.

Через три місяці після завершення дії γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр вміст SH-груп білкового походження у тонкій кишці 12-місячних самців стосовно до одновікового контролю дорівнював 63,6%, а SS-груп 135,8%. За рахунок такого росту вмісту білкових SS-груп редокс-потенціал білкової молекули знижувався і становив стосовно інтактних самців цього віку. 46,7%. На даному етапі досліджень у тонкій кишці радіаційноуражених самців вміст SH-груп небілкового походження також знижувався, як по відношенню до аналогічних значень попереднього терміну, так і стосовно одновікового контролю, дорівнюючи при цьому 88,4%. Паралельно з означеним спостерігали підвищення вмісту небілкових SS-груп на 30,3% порівняно з показниками одновікових неопромінених самців. Після зростання співвідношення низькомолекулярних тіолових сполук було і відповідне зниження редокс-потенціалу на 33,7% стосовно контролю. Досить істотні відхилення були виявлені при порівнянні показників тіол-дисульфідної системи у тонкій кишці самців через 6 місяців після тривалого γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 і 0,75 Гр. Так, наприклад, вміст білкових SH-груп у тонкій кишці самців опромінених у сумарній дозі 1,0 Гр був на 13,2% нижчим, ніж в опромінених у дозі 0,75 Гр, а SS-груп на 46,9%, але при цьому редокс-потенціал практично не відрізнявся. Характерним було і те, що у тонкій кишці самців через 6 місяців після завершення тривалої дії іонізуючої радіації у сумарній дозі 1,0 Гр, вміст SH-груп небілкового походження був на 35,2% нижчим, ніж у опромінених в дозі 0,75 Гр, а SS-груп на 16,7%. Редокс-потенціал при цьому у самців через 6 місяців після опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр, переважав показники опромінених одновікових тварин у дозі 1,0 Гр на 33,9%.

Таким чином, аналіз отриманих результатів досліджень свідчить про те, що тривале γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр спричиняє більш глибокі зміни тіол-дисульфідної системи у тонкій кишці самців, ніж в дозі 0,75 Гр. Особливо чітко така різниця відслідковується у більш віддалені періоди після радіаційного ураження, що, очевидно, обумовлюється дією радіації і інволюційних процесів з одного боку, і з іншого, виснаженням буферної ємкості антирадіаційних механізмів,внаслідок більш потужного γ-опромінення.

Проведені дослідження стану білкової та небілкової ланок тіол- дисульфідної системи у тонкій кишці самок через 6 місяців по завершенні тривалої дії іонізуючої радіації у сумарній дозі 1,0 Гр, також дозволили виявити цілий ряд особливостей та відмінностей порівняно з одновіковими самцями. Так, наприклад, через 6 місяців по завершенні тривалої дії γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр вміст білкових SH-груп у тонкій кишці 12-місячних самок був нижчим за показники одновікового контролю на 24,6%, а SS-груп практично не відрізнявся від останнього. При цьому звертає на себе увагу, що в абсолютних значеннях вміст білкових SH-груп у самок був вищим на 34,1%, а SS-груп на 10,2% від значень опромінених у цій дозі одновікових самців. Редокс-потенціал через 6 місяців після γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр у самок був нижчим за показники одновікового контролю на 23,5%, але при цьому переважав показники самців цієї вікової групи на 21,9%.

Характерним для цього етапу досліджень було і те, що у тонкій кишці  опромінених самок вміст SH- і SS-груп небілкового походження практично не відрізнявся від показників одновікового контролю, але рівень редокс-потенціалу залишався нижчим за останній на 10,1%. Усі зазначенні показники позитивно відрізнялись у самок порівняно з аналогічними у самців. Отже, наведені факти свідчать про те, що тривале γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр, навіть через 6 місяців після його завершення, призводить до глибоких змін у тіол-дисульфідній системі тонкої кишки самок.

Проведений аналіз результатів дослідження показав, що у 12-місячних, опромінених в дозі 1,0 Гр, вміст SH-груп білкового походження у тонкій кишці практично не відрізнявся від аналогічного у опромінених у дозі 0,75 Гр, а кількість SS-груп білкового походження у самок, опромінених у дозі 1,0 Гр, у той же час була нижчою ніж у опромінених у дозі 0,75 Гр на 34,5%. Характерним було і те, що у самок, опромінених у дозі 0,75 Гр, на 6-й місяць по його завершенні, вміст небілкових SH- і SS-груп достовірно переважав показники одновікових самок, опромінених у дозі 1,0 Гр.

Таким чином, отримані результати досліджень показують, що тривале фракціоноване γ-опромінення у низьких дозах викликає тривалі і стійкі зрушення у тіол-дисульфідній системі, компоненти якої окрім іншого, відповідають за резистентність організму до дії несприятливих факторів оточуючого середовища. Причому, очевидним є і той факт, що виявлені зміни торкаються не лише тканин тонкої кишки, а і організму в цілому. Характерним є і те, що тривале тотальне γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр спричиняє більш істотні зрушення ніж у дозі 0,75 Гр і особливо це проявляється у більш віддалені терміни після його дії. Очевидно, останнє є наслідком виснаження буферної ємності антирадикальних процесів. Слід також наголосити, що резистентність тканин тонкої кишки до впливу іонізуючого випромінювання у самок значно вища ніж у самців.

Досить цікавим з приводу висловлених вище припущень були результати досліджень стану глутатіонової редокс-системи у тонкій кишці самців та самок у різні періоди після тривалого γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр. Було встановлено (табл. 4.9), що на 12-ту добу після тривалого тотального впливу γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр вміст відновленого глутатіону у тонкій кишці самців переважав показники контролю на 26,7%.

Таблиця 4.9 - Стан глутатіонової редокс-системи у тонкій кишці самців і

самок, опромінених у сумарній дозі 1,0 Гр

(М±m, мкмоль/г тканини тонкої кишки; n=10)
Умови експерименту
GSH
ГП
ГТ

Вік тварин
Термін після

Впливу
Стать




3 місяця
контроль
самці
174,4±0,87
81,4±4,06
55,9±2,80



самки
23,30±1,16
109,10±5,45
71,26±3,56


12 доба
самці
22,4±1,11*

128,7
89,80±4,48*

110,3
62,40±3,11*

111,6



самки
32,36±1,62*

138,9
128,52±6,42*

117,8
85,60±4,30*

120,1

6 місяців
контроль
самці
19,9±0,99
85,2±4,26
54,1±2,85



самки
22,2± 1,11
102,6±7,18
68,6±4,8


3 місяця
самці
20,6±1,02

103,4
55,6±2,78*

65,3
32,5±1,63*

60,1



самки
25,66±1,28*

115,6
72,02±3,60*

70,2
50,50±2,52*

73,6

Продовження таблиці 4.9

12 місяців
контроль
самці
14,96±0,75
77,10±3,85
49,40±2,46



самки
17,2±0,86
91,89±6,43
60,1±3,0


6 місяців
самці
13,10±0,65*

87,4
54,60±2,73*

70,8
35,22±1,76*

71,3



самки
17,8±0,90

103,3
70,39±3,52*

76,6
41,40±2,07*

68,9

*Р< 0,05 стосовно одновікового контролю.

Паралельно з цим спостерігались посилення активності у тонкій кишці цих самців глутатіонпероксидази на 10,3% і глутатіон-S-трансферази на 11,6%, порівняно з показниками одновікових неопромінених щурів.При цьому звертає на себе увагу і той факт, що вміст відновленого глутатіону у тонкій кишці 3-місячних самців опромінених у дозі 1,0 Гр, був вищим за показники одновікових тварин, які зазнали впливу іонізуючої радіації у сумарній дозі 0,75 Гр. Слід також підкреслити, що активність глутатіонпероксидази і глутатіон-S-трансферази у тонкій кишці 3-місячних самців, опромінених у дозі 1,0 Гр, також достовірно переважала аналогічні значення опромінених у дозі 0,75 Гр. У тонкій кишці 3-місячних самок на 12-ту добу після γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр, вміст відновленого глутатіону переважав показники одновікового контролю на 38,9%, що також було на 44,5% вище ніж у одновікових самців, опромінених у цій дозі.

Активність глутатіонпероксидази і глутатіонтрансферази у тонкій кишці 3-місячних самок на 12-ту добу після опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр, переважала рівень одновікового контролю відповідно на 17,8 і 20,1%, що також було вищим показників одновікових самців, опромінених у цій дозі.

Необхідно також звернути увагу, що і у 3-місячних самок на 12-ту добу, після тривалого впливу γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр,усі показники глутатіонової редокс-системи у тонкій кишці достовірно переважали аналогічні у опромінених у дозі 0,75 гр.

Через три місяці по завершенні тривалої дії іонізуючої радіації у сумарній дозі 1,0 Гр вміст відновленого глутатіону у тонкій кишці 6-місячних самців знижувався, відносно показників попереднього терміну, і стосовно до контролю дорівнював 103,4%. Паралельно з означеним, у тонкій кишці цих самців, спостерігали зниження активності глутатіонпероксидази таглутатіон-S-трансферази як по відношенню до попередніх значень, так і стосовно контролю відповідно на 34,7 і 39,9%. При порівнянні отриманих результатів дослідження вміст відновленого глутатіону та активності глутатіонпероксидази і глутатіон-S-трансферази у тонкій кишці самців через три місяці після опромінення у дозі 1,0 Гр було встановлено, що виявлені зміни значно переважають аналогічні, опромінених у дозі 0,75 Гр. У 6-місячних самок через три місяці після радіаційного ураження у дозі 1,0 Гр вміст відновленого глутатіону у тонкій кишці стосовно одновікового контролю дорівнював 115,6%. Слід підкреслити, що показники вмісту відновленого глутатіону у цих самок були нижчими за аналогічні значення самок попереднього терміну на 20,7%. Активність глутатіонпероксидази і глутатіон-S-трансферази у цьому випадку була нижчою за показники контролю, відповідно на 29,8 і 26,4%. Співставлення отриманих результатів після γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр показали, що вміст відновленого глутатіону, активність глутатіонпероксидази і глутатіон-S-трансферази у тонкій кишці самок через три місяці після γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр були достовірно вищими. Останнє було свідченням того, що у цьому етапі досліджень у опромінених в дозі 1,0 Гр самок відбувається виснаження функціональної спроможності глутатіонової редокс-системи і різке зниження неспецифічної резистентності. Через 6 місяців після завершення дії іонізуючої радіації у сумарній дозі 1,0 Гр вміст відновленого глутатіону у тонкій кишці 12-місячних самців достовірно знижувався відносно аналогічних його значень на усіх попередніх етапах досліджень і при цьому стосовно до контролю дорівнював 87,4%. Паралельно з цим спостерігалось також зниження активності глутатіонпероксидази і глутатіон-S-трансферази як по відношенню до показників попередніх етапів дослідження, так і контролю і, стосовно останнього, дорівнювала відповідно 70,8 і 71,3%. Окрім цього виявлені зміни вмісту відновленого глутатіону і активності глутатіонпероксидази та глутатіон-S-трансферази у тонкій кишці самців через 6 місяців після опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр були значно більшими, ніж за умов опромінення у дозі 0,75 Гр.

Вміст відновленого глутатіону у тонкій кишці самок через 6 місяців після радіаційного ураження у сумарній дозі 1,0 Гр, практично, не відрізнявся від одновікових інтактних тварин, але при цьому був достовірно нижчим за його значення в усіх попередніх термінах досліджень. Ще однією характерною особливістю було і те, що вміст відновленого глутатіону в опромінених в дозі 1,0 Гр 12-місячних самок був вищим за показники одновікових радіаційноуражених самців. Активність глутатіонпероксидази і глутатіон-S-трансферази у тонкій кишці самок через 6 місяців після γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр, також знижувалась і, стосовно до контролю, відповідно дорівнювала 76,6 і 68,9%, але в обох випадках вона була вищою за показники у самців. Також слід наголосити, що усі виявлені зміни функціонального стану глутатіонової редокс-системи у тонкій кишці самок через 6 місяців після радіаційного ураження в дозі 1,0 Гр носили більш виразний характер, ніж при опромінені у дозі 0,75 Гр. Таким чином, наведені результати досліджень свідчать, що тривале тотальне γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр, призводить до глибоких і стійких змін функціонального стану, суть якого полягає в активації цієї системи на початкових етапах з наступним гальмуванням. При цьому також чітко відслідковується статевий диморфізм у проявах радіоіндукованих змін функціонального стану цієї системи.

Дослідження активності ацетилхолінестерази (табл. 4.10) у тонкій кишці самців через 12 діб після радіаційного ураження, показали, що вона переважала показники одновікового контролю на 80,5% і при цьому була вищою ніж у самців цього віку, опромінених у сумарній дозі 0,75 Гр. У тонкій кишці 3-місячних самок через 12 діб після радіаційного ураження в сумарній дозі 1,0 Гр, активність ацетилхолінестерази переважала рівень одновікового контролю на 52,2% і при цьому була нижчою ніж у радіаційноуражених самців цієї вікової групи. Слід також підкреслити, що виявлені зміни активності ацетилхолінестерази через 12 діб після радіаційного ураження у сумарній дозі 1,0 Гр, активність ацетилхолінестерази у тонкій кишці самців та самок різко знизилась відносно попередніх значень, але при цьому переважала рівень одновікового контролю відповідно на 20,4 і 10,6%. Характерним є і те, що активність ацетилхолінестерази у тонкій кишці самців через три місяці після γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр була на 20,1% нижча ніж при опроміненні у сумарній дозі 0,75 Гр. У самок ці показники майже не відрізнялись.

Таблиця 4.10 - Активність ацетилхолінестерази у тонкій кишці самців і самок

щурів, опромінених у сумарній дозі 1,0 Гр

(М±m, мкмоль/г тканини тонкої кишки; n=10)
Умови експерименту
Активність ацетилхолінестерази

Вік тварин
Термін після

впливу
Стать


3 місяця
контроль
самці
492,0±24,6



самки
554,03±27,7


12 доба
самці
888,06±44,40*180,5



самки
843,2±42,16*152,2

6 місяців
контроль
самці
479,3±23,96



самки
565,3±28,3


3 місяця
самці
577,1±28,85*                       120,4

120,4



самки
625,22±31,26*                     110,6

110,6

12 місяців
контроль
самці
352,2±17,6



самки
447,8±22,4


6 місяців
самці
283,90±14,19*                      80,6

80,6



самки


395,4±19,80*                        88,3

88,3

*Р< 0,05 стосовно одновікового контролю.

Через 6 місяців після тривалої дії γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр активність ацетилхолінестерази у тонкій кишці самців і самок знижувалась як по відношенню до показників усіх попередніх термінів, так і контролю і дорівнювала, стосовно останнього, відповідно 80,6 і 88,3%. Виявлені зміни були нижчими ніж у опромінених самців і самок цього віку 0,75 Гр відповідно на 69,6 і 25,13%.

Таким чином, аналіз проведених досліджень активності ацетилхолінестерази у тонкій кишці самців і самок, опромінених у сумарній дозі 1,0 Гр, дозволяє нам виділити три періоди її функціональної спроможності. Для першого періоду характерним є різка активація ферменту, направлена, очевидно, на ліквідацію наслідків дії радіації. Для другого періоду характерним є відносна стабілізація її активності і навіть нормалізація. Для третього періоду характерним є різке пригнічення активності ферменту, що, очевидно, є ознакою виснаження неспецифічної резистентності організму. Характерним є також і дозова, термінова та статева залежність виявлених змін.

Проведені дослідження виявили статеві та вікові закономірності у змінах тіол-дисульфідної системи на різних етапах онтогенезу щурів. Особливо привертає увагу стан тіол-залежних систем, які забезпечують неспецифічну резистентність у період новонародженості, статевого дозрівання, статевої зрілості, старіння. Характер виявлених змін у тіол-дисульфідній системі тканин тонкої кишки новонароджених щурят свідчать про активацію систем адаптації. Підтримання, при цьому, високого рівня функціональноактивних білкових SH-груп на незмінному рівні, зростання тіол-дисульфідного співвідношення свідчить про достатню функціональну спроможність.

Під час досліджень стану тіол-дисульфідної, глутатіонової редокс-системи та активності ацетилхолінестерази у тонкому кишечнику самців і самок різного віку встановлено, що за фізіологічних умов існування наявні чіткі статеві та вікові відмінності функціонального стану дослідженних систем. Також встановлено, що, тривале тотальне γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 та 1,0 Гр викликає досить стійкі та глибокі зміни функціонального стану досліджених процесів. Чітко відслідковується залежність виявлених змін від терміну, що пройшов після радіаційного ураження, дози γ-опромінення та статі тварин. Доведено, що самки є більш радіорезистентними ніж самці.

Матеріали, викладені в розділі 4, висвітлені у публікаціях [№ 21, № 22, № 218, № 219] списку використаних джерел.

АНАЛІЗ ТА ОБГОВОРЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕНЬ

У дисертації наведене теоретичне узагальнення і нове вирішення проблеми успадкованих наслідків тривалого впливу на організм ссавців іонізуючого випромінювання у малих дозах, що виявляється у з’ясуванні закономірностей змін тіол-дисульфідній системі тканин тонкої кишки у пізньому ембріогенезі та постнатальному онтогенезі щурів-нащадків опромінених попередників, та їх ролі у зрушеннях тканин тонкої кишки. Отриманні результати дослідження можуть бути використані для розробки методів корекції негативних проявів радіаційноіндукованих ушкоджень геному в організмі нащадків, опромінених попередників.

У доступній літературі відомості про вікові та статеві особливості тіол-дисульфідної системи вкрай обмежені, а існуючі не дозволяють всебічно охарактеризувати згадані особливості. Отже, не можна виключити різний характер її реагування у різновікових та різностатевих тварин на вплив різних за інтенсивністю та природою факторів зовнішнього середовища. 

Проведені дослідження виявили статеві та вікові закономірності у змінах тіол-дисульфідної системи на різних етапах онтогенезу щурів. Особливо привертає увагу стан тіолзалежних систем, які забезпечують неспецифічну резистентність у період новонародженості, статевого дозрівання, статевої зрілості, старіння. Характер виявлених змін у тіол-дисульфідній системі тканин тонкої кишки новонароджених щурят свідчить про активацію систем адаптації. Підтримання, при цьому, високого рівня функціональноактивних білкових SH-груп на незмінному рівні, зростання тіол-дисульфідного співвідношення свідчить про достатню функціональну спроможність тіолзалежних систем, які забезпечують неспецифічну резистентність організму.

Надалі, до початку періоду статевої зрілості, більшість показників, що характеризують тіол-дисульфідну систему не відрізнялись у самців і самок. Виключенням був такий інтегральний показник, як співвідношення білкових SH- до SS-груп, що може бути пояснене тим, що статева диференціювання функцій тонкої кишки починається вже в ембріональний період. При цьому, слід звернути увагу на переважання у самок вмісту SS-груп, порівняно з самцями, а у самців - білкових SH-груп. Переважання у самок за фізіологічних умов SS-груп, на нашу думку, може свідчити про більш високі функціональні резерви тіолзалежних систем неспецифічної резистентності. Останнє припущення узгоджується з даними літератури про наявність різко підвищених тонічних здібностей адаптивних систем у самців і переважання адаптивних резервів у самок [14].

Підсумовуючи вищесказане, можна, з великим ступенем вірогідності, стверджувати наявність різних механізмів функціонування тіолзалежних систем самців і самок за фізіологічних умов. У першу чергу привертає увагу тіолзалежна ланка антиоксидантної системи та інших систем, які забезпечують неспецифічну резистентність організму, і статеві особливості їх функціонування за умов дії несприятливих факторів оточуючого середовища, зокрема радіації.

Як показав аналіз літературних джерел (розділ І), існують поодинокі дані про вплив малих доз іонізуючої радіації на стан тіол-дисульфідної системи ссавців. Разом з тим, доведена неправомірність екстраполяції дозової залежності радіаційноіндукованих ушкоджень від великих доз радіації в область малих. Тому, на відміну від змін, що виникають у тіол-дисульфідній системі за умов дії великих доз γ-опромінення, малі дози можуть викликати якісно і кількісно інші зрушення у зазначеній системі. Дійсно, проведені дослідження виявили певну закономірність у зрушеннях тіол-дисульфідної системи за умов дії малих доз радіації, яка відрізняється від такої при значних дозах.

Так, направленість змін білкової ланки тіол-дисульфідної системи тканин тонкої кишки не відрізнялася при опроміненні у дозі 0,75 та 1,0 Гр, те саме можна сказати і про небілкову ланку. А саме, зменшення концентрації білкових сульфгідрильних груп, збільшення рівня дисульфідних, зниження редокс-потенціалу, зростання вмісту небілкових SH-груп. Характер цих зрушень може свідчити про вільнорадикальне окислення SH-груп, і перетворення їх у дисульфідні у реакціях тіол-дисульфідного обміну. Внаслідок цього відбувається зсув редокс-потенціалу у бік окислених продуктів.

Як зазначалося раніше (Розділ І), основні біологічні функції SH- та SS-груп можна поділити на структурні, функцію підтримання окислювально-відновного балансу клітин, включення і виключення певних типів біологічної активності [11, 12, 19]. Тобто, зазначені зрушення можуть свідчити про те, що у опромінених тварин знижується буферна ємкість білкової ланки тіолзалежних антирадикальних систем; що у свою чергу призводить до зниження неспецифічної резистентності організму [139]. Зменшення вмісту білкових SH-груп може викликати і обумовити зменшення функціональної активності тіолових ферментів. Збільшення вмісту білкових дисульфідних груп може призводити до конформаційних зрушень у білкових молекулах, які, не виключено, супроводжуються змінами їх активності [18, 68]. Отже, виявлені радіаційноіндуковані зрушення у тіол-дисульфідній системі можуть безпосередньо або опосередковано викликати негативні зміни вже на клітинному рівні. Це можливо, враховуючи роль сіркомістких функціональних груп у структурі хроматину, клітинних мембран, клітинному поділі. 

Привертають до себе увагу кількісні відмінності у концентрації сіркомістких функціональних груп у тканинах тонкої кишки самців і самок, опромінених у дозі 0,75 та 1,0 Гр. Так, у самців майже в чотири рази інтенсивніше відбувалося збільшення вмісту дисульфідних груп білкового походження, ніж у самок. На нашу думку, це вказує на більш значний зсув рівноваги у бік окислених продуктів у реакціях тіол-дисульфідного обміну. Отже, однаковий за інтенсивністю вплив іонізуючої радіації потребує для нейтралізації його наслідків більшої активності тіолзалежних систем неспецифічної резистентності. Завдяки, в основному, коливанням рівня дисульфідних груп у самців менший порівняно з самками редокс-потенціал, отже менша буферна ємкість тіолзалежних систем неспецифічної резистентності.

Як відомо, радіорезистентність ссавців корелює, за умов дії малих доз радіації, з рівнем небілкових тіолових сполук [18]. Отже, можна припустити більшу радіорезистентність самок, порівняно з самцями.

Слід зауважити, що іонізуюче випромінювання у дозі 0,75 Гр призводить до майже однакового зниження вмісту білкових SH-груп у тканинах тонкої кишки самців і самок. Природно, ці зміни супроводжуються процесами направленими на відновлення вмісту SH-груп. З цього приводу привертає увагу більш інтенсивне зростання концентрації небілкових SH-груп у тканинах тонкої кишки самок. На нашу думку, це свідчить про більшу радіорезистентність самок. 

Як виявили проведенні дослідження іонізуюче випромінювання у дозі 0,75 Гр спричинило більш глибокі зміни показників тіол-дисульфідної системи самців. Так, відмічалося зростання вмісту дисульфідних груп, завдяки чому знижувався редокс-потенціал. Але, вміст сульфгідрильних груп білкового походження не змінювався. Тобто, тривале опромінення викликало окислення   SH- до SS-груп, але, завдяки дії репаративних систем, кількість білкових сульфгідрильних груп не змінювалась. У свою чергу, у самок, опромінених у дозі 0,75 Гр, не зважаючи на зростання вмісту дисульфідних груп, редокс-потенціал залишався незмінним. Останнє забезпечувалося підвищенням концентрації SH-груп білкового походження. Тобто, захисні механізми забезпечують підтримання належного вмісту SH-груп і навіть реактивне його збільшення, підтримання буферної ємкості тіолзалежних систем неспецифічної резистентності.

Таким чином, тривале тотальне γ-опромінення самців і самок щурів у сумарній дозі 0,75 Гр призводило до суттєвих зрушень показників тіол-дисульфідної системи тканин тонкої кишки. У сукупності ці зрушення можуть свідчити про більшу радіорезистентність самок порівняно з самцями. Слід зазначити, що у самців опромінення у сумарній дозі 0,75 Гр спричинило більш глибокі морфофункціональні зрушення у тканинах тонкої кишки ніж у самок.

· свою чергу, у тканинах тонкої кишки самців і самок, опромінених у дозі 1,0 Гр, за напрямком відбувалися зміни схожі на такі у тварин, опромінених у дозі 0,75 Гр. Кількісно означені зміни у тканинах тонкої кишки самців були дещо іншими, ніж у самок, опромінених у дозі 0,75 Гр. Привертає увагу відсутність достовірних змін вмісту сульфгідрильних груп у тканинах тонкої кишки, а наявність лише тенденції до їх збільшення. На нашу думку, це може бути пояснено суттєвими конформаційними радіаційноіндукованими зрушеннями у білкових молекулах, змінами мікрооточення тіолових функціональних груп. Тому, ми вважаємо, що виявлені зміни не можуть бути показником меншої ушкоджуючої дії γ-опромінення у сумарній дозі 1,0 Гр на тіол-дисульфідну систему, порівняно з таким при опроміненні у дозі 0,75 Гр. На користь останнього можуть свідчити більш глибокі морфофункціональні зрушення тканин тонкої кишки самців, опромінених у дозі 1,0 Гр. До того ж у тканинах тонкої кишки самців, опромінених у дозі 1,0 Гр, порівняно з одностатевими тваринами, опроміненими у дозі 0,75 Гр, виявлено більш значне зниження буферної ємкості білкової і небілкової ланок тіолзалежних систем неспецифічної резистентності.

У той же час, привертає увагу той факт, що у тканинах тонкої кишки самок, порівняно з самцями, опроміненими у дозі 1,0 Гр, відбувається більш значне зростання вмісту білкових сульфгідрильних груп, зниження редокс-потенціалу, що може свідчити про більше виснаження білкової частини тіол-дисульфідної системи, і більшу ушкоджуючу дію опромінення у зазначеній дозі на тканини тонкої кишки самок. Але, привертає увагу і те, що зберігається майже на такому ж рівні, як і у інтактних тварин, співвідношення небілкових сульфгідрильних груп між самцями та самками. У тканинах тонкої кишки самок виявлені менш глибокі зрушення у тіол-дисульфідній системі, ніж у самців. Так, велике значення для організму має реактивне зростання вмісту білкових сульфгідрильних груп, підтримання редокс-потенціалу на незмінному рівні. 

Як показали проведені дослідження, буферна ємкість білкової ланки тіол-дисульфідної системи наближена до контрольних показників у зародків тварин, опромінених у дозі 0,75 Гр, в той час, як у зародків, отриманих від опромінених у дозі 1,0 Гр, відбувається значне її виснаження. Причому, у зародків першої групи зменшення вмісту білкових сульфгідрильних груп супроводжувалося зменшенням дисульфідних груп. Тобто, у цьому випадку відбувається компенсація вмісту SH-груп за рахунок відновлення дисульфідних груп. Тобто, по-перше, розвиток зародку за нефізіологічних умов призводить до змін у його тіол-дисульфідній системі. По-друге, включаються системи репарації, які, наскільки це можливо, підтримують гомеостаз у білковій ланці тіол-дисульфідної системи.

У той же час, у ембріонів тварин, опромінених у дозі 1,0 Гр, концентрація білкових SH-груп теж знижується, порівняно з інтактними зародками, причому інтенсивніше ніж у зародків тварин, опромінених у дозі 0,75 Гр. Слід звернути увагу на те, що зменшення вмісту білкових SH-груп супроводжувалося зростанням кількості SS-груп. Тобто, рівновага у реакціях тіол-дисульфідного обміну була зсунута у бік окислених продуктів. Отже, інтенсивність процесів відновлення SS-груп була значно меншою, чим у тканинах тонкої кишки зародків самок, опромінених у дозі 0,75 Гр. Кардинально відрізнявся і вміст небілкових SH-груп у тканинах тонкої кишки. Якщо у зародків, отриманих від опромінених у дозі 0,75 Гр тварин, вміст небілкових SH-груп зростав, то у отриманих від щурів опромінених у дозі 1,0 Гр зменшувався, що свідчило про виснаження небілкової ланки тіолзалежних механізмів резистентності у останніх.

Тобто, у зародків, отриманих від опромінених у дозі 0,75 і 1,0 Гр щурів, несприятливі умови оточуючого середовища призводять до суттєвих змін у тіол-дисульфідній системі. Але, у першому випадку відбувається активація систем неспецифічної резистентності, яка спрямована на підтримку рівноваги у тіол-дисульфідній системі. У другому, така активація відсутня. Тобто, тривале тотальне γ-опромінення самців і самок перед спарюванням призводить до значних структурно-функціональних зрушень у тіол-дисульфідній системі їх нащадків, причому виражена їх залежність від дози опромінення.

У результаті проведених досліджень, дійсно, були виявлені відмінності у стані тіол-дисульфідної системи інтактних новонароджених щурят і щурят, отриманих від опромінених попередників. Якщо означені процеси у інтактних новонароджених щурят супроводжувалися зростанням буферної ємкості білкової ланки тіолзалежних систем резистентності організму, то у новонароджених щурят, отриманих від опромінених попередників, відбувалося значне її зниження. Відбувався значний зсув рівноваги у реакціях тіол-дисульфідного обміну у бік окислених продуктів, при чому, у новонароджених щурят, отриманих від опромінених у дозі 1,0 Гр тварин, він був більш вираженим. Якісно іншою була і реакція небілкової ланки тіол-дисульфідної системи новонароджених щурят, отриманих від опромінених попередників, у ході пристосування до нових умов оточуючого середовища. У цих тварин відбувалося виснаження небілкової ланки тіолзалежних систем неспецифічної резистентності тканин тонкої кишки, при чому глибина його була більшою у щурят-нащадків тварин, опромінених у сумарній дозі 1,0 Гр.

На наступних етапах онтогенезу у самців і самок, отриманих від опромінених попередників виявлена більша інертність тіол-дисульфідної системи, виходячи з порівняно меншої амплітуди коливань у різні вікові періоди вмісту SH-груп білкового походження. Причому глибина зрушень була більше виражена у самців. Тобто, зменшувалась активність не тільки тіолзалежних систем неспецифічної резистентності, а і усіх шляхів обміну речовин в яких активну участь приймають тіолові сполуки. Паралельно з цим у нащадків опромінених щурів значно вищим був вміст дисульфідних груп білкового походження, що може свідчити про більш високу активність вільнорадикальних процесів в організмі цих тварин, недостатню їх регуляцію. Можна припустити генетично детермінований синтез білкових молекул з більшою кількістю дисульфідних зв'язків. Як відомо, зростання у білках кількості більш міцних дисульфідних зв'язків зменшує їх функціональну активність. У сукупності описані зрушення призводили до того, що практично на всіх досліджуваних етапах онтогенезу у нащадків опромінених тварин редокс-потенціал тканин тонкої кишки був нижчим, ніж у одновікових одностатевих щурів. На нашу думку це може свідчити про знижену буферну ємкість систем неспецифічної резистентності, отже меншу резистентність таких організмів до дії несприятливих факторів різної природи.

Слід звернути увагу на деякі особливості зрушень показників тіол-дисульфідної системи експериментальних тварин. По-перше, опромінення самців і самок перед спарюванням призводить до більш виражених негативних наслідків у їх нащадків-самців і менш виражених у самок. По-друге,зростання дози опромінення попередників викликає у їх нащадків більш глибокі зрушення як у тіол-дисульфідній системі також й активності ацетилхолінестерази.

ВИСНОВКИ

У дисертаційній роботі вирішується невідомі раніше патофізіологічні механізми порушення морфофункціонального статусу тонкої кишки потомків, отриманих від попередників після хронічного γ-опромінення у низьких дозах, реалізації радіаційних ефектів опромінення батьків в організмі їх потомків. Результати проведених експериментальних досліджень нададуть можливість теоретично обгрунтувати та розробити способи метаболічної корекції.

1. За фізіологічних умов тіол-дисульфідна система тканин тонкої кишки характеризується високим вмістом білкових і небілкових сульфгідрильних груп, високим редокс-потенціалом білкових молекул. Встановлено, що у 18-денних ембріонів вміст білкових SН- і SS-груп у тонкій кишці відповідно дорівнював 6,31±0,31 і 1,44±0,09 мкмоль/г тканини, а тіол-дисульфідне співвідношення 4,38±0,26. Кількість небілкових SН- і SS-груп у тонкій кишці 18-денних інтактних ембріонів дорівнювала відповідно 0,38±0,02 і 0,15±0,09 мкмоль/г, коефіцієнт ТДС при цьому становив 2,53±0,15 Адаптація до нових умов оточуючого середовища у новонароджених інтактних щурят супроводжується активацією тіол-залежних систем неспецифічної резистентності.

2. У інтактних тварин у постнатальному розвитку відбувається поступове зниження вмісту у тканинах тонкої кишки білкових і небілкових SH-груп, надалі їх вміст збільшується і зберігається на певному рівні на протязі більшої частини життя. Вміст білкових дисульфідних груп у тканинах тонкій кишці 2-денних щурят достовірно знижувався відносно показників 18-денних ембріонів інтактних тварин і стосовно останніх дорівнював 70,2%. Кількість білкових SS-груп на всіх досліджуваних етапах онтогенезу у тканинах тонкої кишки практично не змінюється. З початком періоду статевого дозрівання вміст тіол залежних функціональних груп у тканинах тонкої кишки самців і самок суттєво відрізняється, що свідчить про статеву диференціацію тіол-дисульфідної системи. Самцям притаманний більш високий вміст білкових SH-груп, самкам – білкових SS-груп у тканинах тонкої кишки. Наведене свідчить про більш високу функціональну активність тіол залежних систем, але менші їх функціональні резерви у самців.

3. На 12-ту добу по завершенні опромінення, у тканинах тонкої кишки відбувається виснаження тіолзалежних систем неспецифічної резистентності, причому в більшій мірі при опроміненні у дозі 1,0 Гр ніж 0,75 Гр. На 12-ту добу після радіаційного ураження у тканинах тонкої кишки самок спостерігали збільшення вмісту небілкових сульфгідрильних груп на 95,4% порівняно з потомством 3-місячних інтактних самок. Глибина зрушень у тканинах тонкої кишки самців більша, ніж у самок, не дивлячись на те, що у самців за фізіологічних умов функціональна активність тіолзалежних систем неспецифічної резистентності порівняно висока. У сукупності це свідчить про більшу радіорезистентність самок порівняно з самцями.

4. У ембріонів опромінених тварин буферна ємкість тіолзалежних систем неспецифічної резистентності менша ніж у інтактних ембріонів. У новонароджених щурят-потомків опромінених тварин пристосування до нових умов оточуючого середовища супроводжується різким зміщенням у бік окислених продуктів реакцій тіол-дисульфідного обміну і виснаженням тіолзалежних систем неспецифічної резистентності. Більш глибокі і стійкі зрушення виявлені у нащадків тварин, які були опромінені в сумарній дозі 1,0 Гр.

5. В онтогенезі тварин, отриманих від самців і самок, що зазнали тривалого впливу тотального γ-опромінення у сумарній дозі 0,75 і 1,0 Гр, направленість вікових змін білкових SH-груп співпадає з такими у інтактних тварин, але вони є меншими за амплітудою. При цьому, практично в усіх досліджуваних групах тварин, тканини тонкої кишки містили більше SS-груп і мали нижчий редокс-потенціал. У сукупності виявлені зрушення вказують на більшу інертність білкової ланки тіол-дисульфідної системи і меншу буферну ємкість тіолзалежних систем неспецифічної резистентності щурів, отриманих від опромінених тварин. 

6. Збільшення дози і тривалості опромінення попередників призводить до більш глибоких зрушень морфофункціональних властивостей тканин тонкої кишки потомства. Відмінності показників тіол-дисульфідного обміну тканин тонкої кишки самців, опромінених в дозі 1,0 Гр, зазнавали змін порівняно з самцями опроміненими у дозі 0,75 Гр. Кількість білкових SS-груп зменшилась у 2,5 рази внаслідок чого редокс-потенціал виріс на 132%. У той же час, у самок зміни деяких показників мали протилежний характер. Так, у самок на 12-ту добу після опромінення у дозі 1,0 Гр порівняно з опроміненими у дозі 0,75 Гр вміст білкових SH-груп виріс на 17,0%, рівень білкових SS-груп на 15,7%, що в свою чергу викликало зниження редокс-потенціалу. Глибина структурних зрушень у тканинах тонкої кишки нащадків опромінених щурів залежить від стану тіол-дисульфідної системи організму останніх. Більш глибокі зрушення тіол-дисульфідної системи тонкої кишки у самців порівняно з самками.

7. Результати проведенних експериментальних досліджень дають можливість теоретично обгрунтувати та розробити способи метаболічної корекції порушень тонкої кишки у щурів та їх нащадків після опромінення.
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