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Blood serum phosphorescence intensity in subacute exposure to ethylene glycol propylene epoxide
Интенсивность фосфоресценции сыворотки крови при субтоксическом воздействии этиленгликольпропиленэпоксида

На сегодняшний день одним из самых мощных источников загрязнения биосферы химическими веществами, которые способны оказывать отрицательное воздействие на здоровье населения, являются предприятия химии органического синтеза. Ежегодно этими производствами синтезируются десятки и сотни тысяч новых химических соединений, которые несут потенциальную опасность для человека. Это в полной мере относится и к химическим комбинатам по выпуску ,,Лапроксидов” к которым относится этиленгликольпропиленэпоксид. Данное химическое соединения широко используются для получения эпоксидных смол, лаков, эмалей, красок и др. и нашло применение во многих отраслях народного хозяйства – строительстве, машиностроении, электрохимии, нефтедобыче, сельском хозяйстве. Отсутствие прогностической характеристики потенциальной опасности лапроксидов для теплокровных животных и человека, послужило основанием изучения патофизиологических механизмов развития структурно-метаболических нарушений в условиях длительного субтоксического воздействия на организм.

Известно, что при формировании патологического состояния происходит нарушение липидного, углеводного, минерального, витаминного и, в первую очередь, белкового обмена [1, 2]. Поэтому, определение структурно-метаболической активности белков имеет важное значение в ранней диагностике, патогенетической терапии, разработке прогностических критериев выздоровления и реабилитации. Перспективным методом ранней диагностики функциональной активности белков сыворотки крови может быть измерение интегральной интенсивности фосфоресценции сыворотки крови [3]. Учитывая высокую чувствительность и информативность, фосфоресценция позволяет определить наличие патологии на уровне изучения электронных возбужденных состояний молекул, фотохимических реакций, динамики быстрых молекулярных переходов, структуры и свойств химических и биологических систем. Множественные исследования свойств белков при развитии метаболических нарушений указывают на качественные их отличия от белков соответствующих нормальных тканей. По мере развития патологии, все больше проявляются особенности и различия белкового обмена и их конформационной компактной структуры.


Цель: изучение влияния этиленгликольпропиленэпоксида на показатели интенсивности фосфоресценции сыворотки крови белых крыс при длительном субтоксическом воздействии.

Материалы и методы исследования.

Программа исследования предусматривала определение интенсивности фосфоресценции сыворотки крови животных, которые подвергались пероральному воздействию эпоксидсодержащим олигоэфиром в дозах 1/10; 1/100 и 1/1000 ДЛ50. В работе был использован этиленгликольпропиленэпоксид, имеющий товарное название ,,Лапроксид”, молекулярной массы 500 (Л-500). Животным на протяжении 45 суток с помощью металлического зонда вводились внутрижелудочно утром, до их кормления, водные растворы этиленгликольпропиленэпоксида из расчета 1/10; 1/100; 1/1000 ДЛ50. Среднесмертельная доза (ДЛ50) на белых крысах была установлена на уровне 5,75 г/кг массы животного. Контрольной группе вводились соответствующие объемы питьевой воды. Всего было использовано 40 белых крыс, по 10 животных в каждой группе, при соблюдении правил гуманного отношения к животным и требований ,,Европейской конвенции о защите позвоночных животных, которые используются для научных и других целей” – Страсбург, 1985г. 

Определение интенсивности люминол-зависимой фосфоресценции сыворотки крови выполнялось после возбуждения ее источником света спектрофлуориметрическим методом следующим образом: на кварцевую пластину размером 5 х 45 мм наносили 50 мкл сыворотки крови и 10 мкл 3 % раствора люминола, после чего пластину помещали в термостат. При температуре 30 ˚С образцы сыворотки крови высушивались на протяжении 20 минут с образованием твердой пленки, затем помещались в фосфороскоп люминесцентного комплекса и измерялась интенсивность фосфоресценции. Источником возбуждающего света была ртутная лампа ДРК-120. С помощью монохроматора ДМР-4 выделяли спектральные линии с такими длинами волн: λвозб.=297; 313; 334; 365; 404 и 434 нм. Кванты света поглощались пленкой сыворотки крови с дальнейшим излучением квантов фосфоресценции, которые регистрировались с помощью фотоэлектронного умножителя (ФЭУ-130). В основу изучения интенсивности фосфоресценции сыворотки крови были положены методические рекомендации МЗ Украины ,,Визначення інтегральної інтенсивності фосфоресценції протеїнів сироватки крові як прогностичної основи ранньої діагностики онкопатології і ступеня тяжкості перебігу захворювання” – Киев, 2011. Статистическая обработка полученных результатов осуществлялась с использованием критерия Стьюдента-Фишера.

Результаты исследования и их обсуждение.

Изучение влияния лапроксида Л-500 на показатели интенсивности фосфоресценции сыворотки крови обнаружило повышение ее уровней при всех исследуемых спектральных длинах волны возбуждения: 297; 313; 334; 365; 404 и 434 нм. Так, Л-500 при длине волны возбуждения 297 нм увеличивал интенсивность фосфоресценции на 64,55 % и 115,7 %, при 313 нм на 48,29 % и 81,06 %, при 334 нм на 21,6 % и 37,93 %, при 365 нм на 62,43 % и 80,4 %, при 404 нм на 269,76 % и 310,07 %, при 434 нм на 218,41 % и 261,61 %, соответственно под воздействием 1/100 и 1/10 ДЛ50. Лапроксид Л-500 в дозе 1/1000 ДЛ50 не влиял на интенсивность фосфоресценции сыворотки крови в условиях субтоксического воздействия (табл.).

Определение высоких уровней интенсивности фосфоресценции сыворотки крови в ультрафиолетовой и видимой областях спектра света указывает на изменение конформационных свойств белковых молекул, которые связаны с окислительной модификацией протеинов и развитием мембранной патологии. Структурная перестройка белков обусловлена потерей компактной организации макромолекулы, высвобождением фосфоресцирующих аминокислотных остатков тирозина и триптофана. Это свидетельствует о нарушении структурно-функциональной организации белков сыворотки крови, белков-ферментов, белков-гормонов и др. Длина волны возбуждения λвозб. = 404 нм на которой отмечались наиболее высокие отличия в уровнях фосфоресценции между опытными и контрольными группами, отвечает максимуму спектра поглощения гемоглобина и может указывать на потерю этим белком компактной структуры и функциональной активности, что может быть следствием развития тканевой гипоксии и мембранной патологии. Повышение у видимой спектральной области света (λ=404 - 434 нм) интенсивности фосфоресценции сыворотки крови может указывать на увеличение в ней уровня внеэритроцитарного гемоглобина, нарушение его конформационных свойств, а также увеличение содержания геминов (λвозб. = 404 нм) [4, 5]. 
Таблица

Влияние лапроксида Л-500 в субтоксических дозах на показатели интенсивности фосфоресценции сыворотки крови в условиях подострого эксперимента

	Длина волны возбуждающего света (λвозб. нм)
	Группа наблюдения, интенсивность фосфоресценции (имп/с), М±m, доза ДЛ50

	
	Контроль

(n=10)
	1/10

(n=10)
	1/100

(n=10)
	1/1000

(n=10)

	297
	3187,2±65,4
	6875,4±42,6*
	5244,6±68,2*
	3205,7±84,3

	313
	305,8±12,3
	553,7±21,6*
	453,5±23,7*
	324,5±31,8

	334
	643,4±26,5
	887,5±20,3*
	782,4±29,5*
	676,4±38,6

	365
	1738,7±43,6
	3136,7±48,2*
	2824,3±43,7*
	1775,8±47,4

	404
	518,3±22,4
	2125,4±39,7*
	1916,5±26,8*
	536,4±24,5

	434
	576,2±24,8
	2083,6±30,5*
	1834,7±23,5*
	583,7±31,2


Примечание: * различия достоверные  р ≤ 0,05

Эти данные позволяют судить о том, что лапроксид Л-500 потенцирует развитие свободнорадикальной мембранной патологии, которая может лежать в основе формирования гипохромной анемии и мембранной патологии. Известно, что фотоны ультрафиолетового спектра света поглощаются в основном ароматическими аминокислотами (тирозин λпогл. = 280 нм, триптофан λпогл .= 230 нм), белками (λпогл. = 280 – 300 нм), нуклеиновыми кислотами и нуклеотидами (λпогл .= 260 нм). Повышение интенсивности фосфоресценции сыворотки крови при спектральных волнах возбуждения 297 нм и 313 нм может указывать на увеличение в сыворотке крови вышеуказанных макромолекул и потерю ими структурно-функциональных свойств [3, 6, 7]. Увеличение фосфоресценции сыворотки крови экспериментальных животных может свидетельствовать о существенном снижении внутримолекулярной подвижности белков в местах локализации остатков триптофана, тирозина. Причиной такого повышения жесткости микроокружения триптофановых остатков является стабилизация структуры белка в инактивированном состоянии, сопряженного с разворачиванием макроструктуры полипептидных цепей и отражает функциональную активность белков сыворотки крови.

Выводы: 

1. Обнаружено существенное усиление интенсивности фосфоресценции сыворотки крови у групп животных подвергавшихся пероральному воздействию этиленгликольпропиленэпоксида в дозах 1/10 и 1/100 ДЛ50 при спектральных линиях возбуждающего света 297; 313; 334; 365; 404 и 434 нм. 

2. Наличие высоких уровней интенсивности фосфоресценции свидетельствует о том, что этиленгликольпропиленэпоксид в субтоксических дозах 1/10 и 1/100 ДЛ50 потенцируют образование значительного количества реакционноспособных молекул, которые обладают свойствами вести цепные реакции окисления липидов, белков, нуклеиновых кислот и других биологических субстратов. 

3. Лапроксид Л-500 способен изменять конформационные свойства протеинов, нуклеиновых кислот и нуклеотидов, а также их функциональную активность, в основе чего лежит формирование свободнорадикальной мембранной патологии. 

4. В 1/1000 ДЛ50 этиленгликольпропиленэпоксид не оказывал влияния на показатели интенсивности фосфоресценции сыворотки крови.
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