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Изучено влияние субтоксических доз лапроксидов Л-303 и Л-500 в условиях длительного поступления в организм белых крыс на белковые и клеточные компоненты мембран: свободнорадикальные процессы, перекисное окисление липидов и окислительную модификацию белков. Установлено, что лапроксиды в 1/100 ДЛ50 и, в меньшей мере 1/1000 ДЛ50 способны стимулировать свободнорадикальные процессы, ПОЛ, окислительную модификацию белков, которые лежат в основе развития мембранной патологии, характеризующейся нарушением структурно-метаболических и физико-химических  свойств мембран: текучести, вязкости, гидрофобного объема, заряда, проницаемости, поверхностной плотности, толщины бислоя и др. 
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Постановка проблемы. Устойчивость внутренней среды организма является достаточно надежным критерием оценки функционирования различных органов, систем и функций организма. Незначительные химические, физико-химические сдвиги в организме могут свидетельствовать о структурно-метаболических нарушениях, которые сопровождаются расстройствами со стороны интегративных систем контроля гомеостаза. Перед исследователями и клиницистами возникают вопросы оценки адаптационных реакций на внешние и внутренние возбуждающие или угнетающие факторы. При этом, важным является изучение обмена веществ и энергии по метаболическим мониторинговым показателям различных видов обмена (белкового, углеводного, минерального, липидного и нуклеинового) на фоне исследования функционального состояния интегративных систем, обеспечивающих контроль за материальными, энергетическими и информационными потоками метаболических процессов. 

Анализ последних исследований и публикаций. В соответствии с термодинамическими представлениями, клетка и организм могут существовать и приспосабливаться к таким условиям среды, при которых в биологической системе возможно установление стационарного потока физико-химических процессов. Основная роль при этом, в обеспечении гомеостаза принадлежит, в первую очередь, клеточным мембранным надмолекулярным комплексам, ответственным за вхождение и выход из клетки энергетических, субстратных и информационных потоков [1, 2]. С этих позиций основной причиной нарушения гомеостаза может быть структурно-метаболическая дезорганизация мембран и как следствие, формирование различных патологических состояний и болезней. Наиболее частой причиной метаболически обусловленной патологии является нарушение окислительно-востановительных процессов, в основе развития которых лежит активация свободнорадикальных реакций, индуцирующих перекисное окисление липидов (ПОЛ) и повреждение мембран. Среди этиологических факторов потенцирующих радикалообразование могут быть ионизирующее, электромагнитное и ультрафиолетовое излучение, токсины биологического происхождения, химические вещества, соли тяжелых металлов, продукты обмена веществ, никотин, алкоголь, недостаточность витаминов, эмоциональный стресс, вредные условия производства и др. [1, 2, 3]. 

Ведущую роль в системе антирадикальной защиты играют биоантиоксиданты, которые сдерживают развитие окислительных радикальных реакций и повреждение мембранных структурных комплексов [4]. Исследования показывают, что процессы радикалообразования и антиокислительная активность представляют собой единую сопряженную динамическую оксидантно-антиоксидантную систему, которая позволяет на молекулярном уровне судить о структурно-функциональном состоянии клетки и целостного организма. 

Постановка задания. Использовать принцип системно-антисистемного взаимодействия для оценки оксидативных процессов и нарушения структурно-метаболического состояния мембран в условиях длительного субтоксического воздействия химических факторов на организм.

Работа выполнена в рамках научно-исследовательской темы ХНМУ ,,Изучение механизмов биологического действия простых полиэфиров в связи с проблемой охраны окружающей среды” (№ государственной регистрации 0110U001812). 

Цель: изучение влияния субтоксических доз лапроксидов в условиях длительного поступления в организм на белковые и клеточные компоненты мембран: свободнорадикальные процессы, ПОЛ и окислительную модификацию белков.

Материалы и методы исследования.


Выбор группы эпоксидсодержащих олигоэфиров был обоснован большими объемами производства, широким контактом с населением, отсутствием прогностической характеристики потенциальной их опасности для человека и теплокровных животных, а также необходимостью обоснования патофизиологических механизмов развития структурно-метаболических нарушений при условии длительного поступления в организм в субтоксических дозах. В качестве объектов исследования использовались ксенобиотики с регламентированными физико-химическими свойствами имеющие товарное название ,,Лапроксиды” марок: триглицидиловый эфир полиоксипропилентриола молекулярной массы 303 (Л-303) и этиленгликольпропиленэпоксид молекулярной массы 500 (Л-500). На основании параметров острой токсичности данная группа веществ является малотоксичной, некумулятивной и не обладающей видовой и половой чувствительностью [3]. Среднесмертельные дозы (ДЛ50) были установлены на уровнях 5,75 и 26,7  г/кг массы животного, соответственно для Л-303 и Л-500. Программа научного эксперимента предусматривала проведение подострого опыта на половозрелых белых крысах популяции Вистар массой 180-190 г. Животные на протяжении 45 суток подвергались пероральному воздействию ксенобиотиками в дозах 1/100 и 1/1000 ДЛ50. Вещества в виде водных растворов вводились внутрижелудочно с помощью металлического зонда утром натощак. Контрольная группа получала такие же объемы питьевой воды. В каждой группе насчитывалось по 10 животных. Всего было использовано 50 белых крыс при соблюдении биоэтики и принципов ,,Европейской конвенции о защите позвоночных животных, которые используются для научных и других целей” – Страсбург, 1985г. 


Учитывая особые физико-химические свойства лапроксидов, а именно наличие в их структуре гидрофильных групп и гидрофобных радикалов, было изучено их влияние на белковые и клеточные компоненты мембран: свободнорадикальные процессы, ПОЛ и окислительную модификацию белков, в соответствии с общепринятыми методическими рекомендациями [4, 5, 6, 7, 8, 9]. Статистическая обработка полученных результатов осуществлялась с использованием методов вариационной статистики по Стьюденту-Фишеру.


Результаты собственных исследований.


Результаты изучения влияния лапроксидов на свободнорадикальные процессы и ПОЛ выявили усиление интенсивности спонтанной хемилюминесценции (СХЛ), FeCl3-индуцированной хемилюминесценции (FeCl3-ИХЛ), а также люминол-зависимой FeCl3-индуцированной хемилюминесценции (ЛЗ FeCl3-ИХЛ) (табл. 1). Так, Л-303 в 1/100 и 1/1000 ДЛ50 повышал интенсивность СХЛ, соответственно на 105,04 % и 74,26 %, а лапроксид Л-500 на 116,08 % и 85,67 %. Усиление СХЛ может свидетельствовать о том, что исследуемые ксенобиотики в данных дозах способны стимулировать свободнорадикальные процессы и ПОЛ. Эти суждения подтверждались существенным повышением интенсивности FeCl3-ИХЛ и ЛЗ FeCl3-ИХЛ, что указывает на накопление в организме свободных радикалов, перекисей, гидроперекисей, активных форм кислорода, которые способны  инициировать цепной свободнорадикальный процесс, перекисное окисление липидов, белков, в мембранах клеток, а также липопротеинах крови. 

Изучение интенсивности фосфоресценции сыворотки крови выявило усиление этих процессов при всех исследуемых длинах волн 297, 313, 334, 365, 404 и 434 нм, как под воздействием  1/100, так и 1/1000 ДЛ50. Наиболее высокие уровни интенсивности фосфоресценции отмечались при длине волны 404нм. Так, лапроксид Л-303 в 1/100 ДЛ50 усиливал интенсивность фосфоресценции на 175,23 %, а в 1/1000 ДЛ50 на 147,28 %. Лапроксид Л-500 повышал эти процессы на 199,48 % и 158,51 %, соответственно, у групп животных токсифицированных 1/100 и 1/1000 ДЛ50 (табл. 2).


Анализ показывает, что усиление свободнорадикальных процессов, ПОЛ и фосфоресценции сопряжено с образованием под влиянием лапроксидов значительного количества реакционноспособных молекул, которые имеют высокие уровни триплетных возбужденных состояний. Наличие большого количества молекул, обусловленных неспаренными электронами, может свидетельствовать об изменении конформации белковых молекул, присутствующих в сыворотке крови, которые возникли как следствие окислительной модификации под влиянием активных форм кислорода. Известно, что агрегация белков, потеря компактной структурно-функциональной организации, приводит к существенному повышению жесткости микроокружения триптофановых остатков, и сопряжено с повышением фосфоресценции. Усиление интенсивности фосфоресценции при инактивации и потере компактной структуры белков, отмечается в условиях их разворачивания и приобретения первичной структуры. Эти данные указывают, что лапроксиды способны изменять в 1/100 и 1/1000 ДЛ50 структурно-функциональное состояние протеинов и их биологическую активность. Как было установлено, при длине волны возбуждения λ возб. = 404 нм, отмечалась наиболее высокая разница в уровнях фосфоресценции между контрольной группой и токсифицированными животными. Данная длина возбуждения отвечает максимуму спектра поглощения гемоглобина и может свидетельствовать про потерю этим белком компактной структуры и функциональной активности, что может быть результатом активации свободнорадикальных процессов и ПОЛ, ведущих к развитию тканевой гипоксии. Вместе с тем, следует отметить, что усиление в длинноволновой области (404 нм и 434 нм) интенсивности фосфоресценции сыворотки крови, может отражать повышение уровня внеэритроцитарного гемоглобина и содержания геминов (400 нм), как результат развития, под влиянием лапроксидов, мембранной патологии.


Результаты показали, что на фоне увеличения интенсивности хемилюминесценции и фосфоресценции, обнаруживается повышение содержания в сыворотке крови малонового диальдегида (МДА), диеновых конъюгатов (ДК), 2,4-динитрофенилальдогидразонов (2,4-ДНФАГ) и 2,4-динитрофенилкетогидразонов (2,4-ДНФКГ) под влиянием лапроксидов в  1/100 ДЛ50. 1/1000 ДЛ50 не влияла на состояние окислительной модификации белков в подостором опыте (табл. 3).


Установлено, что ксенобиотики в 1/100 ДЛ50 повышали в сыворотке крови содержание МДА на 142,62 % и 125,4 %; ДК на 113,46 % и 106,93 %; 2,4-ДНФАГ на 104,2 % и 109,34 %; 2,4-ДНФКГ на 88,3 % и 86,38 %, соответственно, в группах животных токсифицированных  Л-303 и Л-500. Эти данные позволяют судить о стимуляции ПОЛ и окислительной модификации белков, которые хорошо согласуются с результатами хемилюминесцентного и фосфоресцентного анализа и подтверждают в комплексе установленных нарушений, влияние лапроксидов на структурно-метаболическое состояние мембран и их физико-химические свойства. 

В ходе проведенных исследований было установлено, что лапроксиды снижают текучесть плазматических мембран эритроцитов и лимфоцитов, а также коэффициент эксимеризации пирена по сравнению с группой контрольных животных (табл. 4).

Физико-химическому воздействию в большей мере были подвержены эритроцитарные мембраны, в которых существенные изменения установлены в липидном бислое и в зоне белок-липидных контактов. В лимфоцитах снижение текучести мембран затрагивало, преимущественно, липидный бислой. Кроме этих изменений отмечалось и повышение погруженности белков в липидный бислой мембран эритроцитов и лимфоцитов. Эти структурно-функциональные нарушения физико-химических свойств мембран можно экстраполировать на активность мембрано-структурированных ферментов, выполняющих энергетическую, медиаторную, транспортную и трансдукторную функцию, что является прогностически значимым показателем возможного изменения внутриклеточного метаболизма под влиянием исследуемых лапроксидов.

Снижение текучести мембран лимфоцитов и в большей мере, эритроцитов указывает на значительное увеличение их вязкости, нарушение поверхностной плотности, толщины бислоя, распределение атомных и молекулярных групп относительно нормали к мембране, латеральной диффузии, гидрофобного объема, радиальной функции распределения в плоскости бислоя, параметров порядка для липидных цепей и др. [7, 9]. Изучение интенсивности флуоресценции зонда 1-анилино-8-нафталин-сульфата (1,8-АНС) в лимфоцитах и эритроцитах, отражающей изменение поверхностного заряда плазматических мембран, выявило значительное ее снижение у опытных групп животных. Падение уровня флуоресценции указывает об изменении поверхностного заряда плазматических мембран, физико-химических свойств и возможном развитии их гиперполяризации. Анализ литературы [5, 7, 9] показывает, что падение уровня флуоресценции может быть связано также и с увеличением полярности мембран за счет дегидратации белковых молекул и накопления воды в мембранных структурах. Гидратированная мембрана может легко поглощать небольшие негидратированные молекулы, в том числе холестерин, полиамины и др., что делает ее более вязкой и плотной [5, 7]. Повышение вязкости и плотности мембран сопряжено со снижением диффузии молекулярного кислорода в бислой мембраны клетки, что влечет за собой развитие гипоксии. Исследования показывают, что в гидратированных мембранах может повышаться скорость абсорбции ими холестерина и снижаться энергия его абсорбции. Все эти данные свидетельствуют о том, что лапроксиды в субтоксических дозах приводят к глубоким структурно-метаболическим нарушениям в мембранах внутриклеточного метаболизма, и сопряжено это с формированием мембранной свободнорадикальной патологии.

Изучение ионной проницаемости эритроцитарных мембран обнаружило усиление самопроизвольного и индуцированного валиномицином выхода ионов К+ из клеток красной крови (табл. 5). Исследования обнаружили, что Л-303 в 11,75 раза усиливал скорость самопроизвольного выхода ионов К+ из эритроцитов. При этом, скорость индуцированного выхода ионов К+ валиномицином  из эритроцитов  увеличивала эти процессы в 2,13 раза. Суммарное количество ионов К+ на 1 млн. эритроцитов повышалось в 4,92 раза. Сходная динамика была присуща и для лапроксида Л-500. Обнаружена прямая связь между токсичностью и нарушением ионной проницаемости эритроцитарных мембран. 

Вывод. Результаты исследований показали, что лапроксиды в 1/100 ДЛ50 и, в меньшей мере, 1/1000 ДЛ50 способны стимулировать свободнорадикальные процессы, перекисное окисление липидов, окислительную модификацию белков, которые лежат в основе развития мембранной патологии, характеризующейся нарушением структурно-метаболических и физико-химических их свойств: текучести, вязкости, гидрофобного объема, заряда, проницаемости, поверхностной плотности, толщины бислоя и др. 

Перспективы дальнейших исследований. Эти изменения могут формировать развитие тканевой гипоксии и политропные структурно-метаболические нарушения в различных органах и тканях, что может быть темой дальнейших исследований.

Таблица 1.

Влияние лапроксидов на интенсивность биохемилюминесценции сыворотки крови в подостром опыте (имп/сек)

	Показатели
	Группа наблюдения, ДЛ50 (М±m)

	
	Контроль

(n=10)
	Л-303
	Л-500

	
	
	1/100

(n=10)
	1/1000

(n=10)
	1/100

(n=10)
	1/1000

(n=10)

	СХЛ
	136,8±7,4
	280,5±16,3*
	238,4±12,8*
	295,6±18,2*
	254,0±14,5*

	FeCl3-ИХЛ
	710,4±18,5
	1728,6±23,7*
	1510,3±17,4*
	1786,3±27,4*
	1583,6±19,8*

	ЛЗ FeCl3-ИХЛ
	1286,5±37,4
	2237,4±46,5*
	1983,7±32,5*
	2315,4±38,7*
	2210,5±21,6*


Примечание: * различия достоверные  р ≤ 0,05 
Таблица 2.

Влияние лапроксидов на интенсивность фосфоресценции сыворотки крови в подостром опыте (имп/сек)

	Спектры возбуждения (нм)
	Группа наблюдения, ДЛ50 (М±m)

	
	Контроль

(n=10)
	Л-303
	Л-500

	
	
	1/100

(n=10)
	1/1000

(n=10)
	1/100

(n=10)
	1/1000

(n=10)

	297
	4223,6±48,4
	5134,5±43,7*
	4920,6±38,8*
	5116,7±32,4*
	4875,3±46,5*

	313
	3207,4±31,8
	3987,2±26,3*
	3526,4±31,7*
	3995,4±37,3*
	3624,3±32,4*

	334
	625,7±21,3
	1026,5±14,8*
	857,3±16,2*
	1138,6±23,6*
	957,5±12,8*

	365
	1870,2±30,5
	2502,3±19,7*
	2193,5±18,6*
	2623,4±32,5*
	2124,7±43,5*

	404
	408,6±12,7
	1124,6±17,5*
	1010,4±14,8*
	1223,7±21,6*
	1056,3±22,4*

	434
	615,3±14,8
	1020,3±15,7*
	960,5±12,7*
	985,7±18,3*
	970,4±16,2*


Примечание: * различия достоверные  р ≤ 0,05 
Таблица 3.

Влияние лапроксидов на состояние ПОЛ и окислительную модификацию белков в подостром опыте

	Показатели
	Группа наблюдения, ДЛ50 (М±m)

	
	Контроль

(n=10)
	Л-303
	Л-500

	
	
	1/100

(n=10)
	1/1000

(n=10)
	1/100

(n=10)
	1/1000

(n=10)

	МДА (мкмоль/л), сыворотка
	6,1±0,47
	14,8±0,97*
	5,86±0,63
	13,75±1,23*
	6,23±0,84

	ДК (мкмоль/л), сыворотка
	24,5±1,65
	52,3±4,1*
	23,7±1,52
	50,7±3,8*
	22,9±1,82

	2,4-ДНФАГ (ед. опт. плотн/г белка, λ – 370 нм), сыворотка
	21,4±1,74
	43,7±3,5*

	20,6±1,58
	44,8±2,7*
	22,7±1,43

	2,4-ДНФКГ (ед. опт. плотн/г белка, λ – 380 нм), сыворотка
	25,7±1,83
	48,4±4,1*
	54,8±2,15
	47,9±3,6*
	26,3±1,76


Примечание: * различия достоверные  р ≤ 0,05 
Таблица 4.

Влияние лапроксидов на текучесть мембран клеток крови в подостром опыте (коэффициент эксимеризации λ-испуск. – 470 нм / λ-испуск. – 393 нм)

	Группа наблюдения
	Лимфоциты 
	Эритроциты 

	
	Белок-липидные контакты
	Липидный бислой
	Белок-липидные контакты
	Липидный бислой

	Контроль
	3,84±0,22
	3,78±0,24
	2,92±0,16
	2,87±0,14

	Л-303
	1,65±0,14*
	1,74±0,12*
	1,40±0,09*
	1,54±0,11*

	Л-500
	1,48±0,13*
	1,68±0,14*
	1,37±0,12*
	1,52±0,15*


Примечание: * различия достоверные  р ≤ 0,05 
Таблица 5.

Влияние лапроксидов на самопроизвольный и индуцированный валиномицином выход К+ из эритроцитов (мин.) в подостром опыте под влиянием 1/100 ДЛ50

	Группа наблюдения
	Скорость самопроизвольного выхода ионов К+ из эритроцитов
	Скорость индуцированного валиномицином выхода ионов К+ из эритроцитов
	Суммарное количество ионов К+ на 1 млн. эритроцитов

	Контроль
	0,56±0,03
	6,7±0,53
	18,2±1,47

	Л-303
	6,58±0,63*
	14,3±1,28*
	89,63±5,25*

	Л-500
	6,44±0,47*
	13,6±1,14*
	87,52±4,66*


Примечание: * различия достоверные  р ≤ 0,05 
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Вплив лапроксидів на структурно-метаболічний стан мембран в умовах тривалої субтоксичної дії.

Кучерявченко М.О., Ніколаєва О.В., М.Г. Щербань, Резуненко Ю.К.

Вивчено вплив субтоксичних доз лапроксидів Л-303 та Л-500 в умовах тривалого надходження до організму білих щурів на білкові та клітинні компоненти мембран: вільнорадикальні процеси, перекисне окислення ліпідів і окислювальну модифікацію білків. Встановлено, що лапроксиди у 1/100 ДЛ50 та в меншій мірі у 1/1000 ДЛ50 здатні стимулювати вільнорадикальні процеси, ПОЛ, окислювальну модифікацію білків, що лежать в основі розвитку мембранної патології, яка характеризується порушенням структурно-метаболічних та фізико-хімічних  властивостей мембран: текучості, в'язкості, гідрофобного об`єму, заряду, проникності, поверхневої щільності, товщини біслоя та ін.

Ключові слова: лапроксиди, ксенобіотики, мембрана патологія.

The effect of laproxides on structural metabolic condition of membranes in response to prolonged subtoxic exposure

Kucheriavchenko M., Nikolaeva O., Scherban N., Rezunenko U.

Chemical industrial plants employing organic synthesis have become the main chemical contaminators over the last 20-30 with the constant increase in volume and range of manufactured products, creating a real danger of deterioration in environmental conditions and public health. Taking into account the growing chemical load on biosphere, it is of critical importance to assess homeostatic function state in pre-nosologic determination and diagnose the effect of xenobiotics on the development of typical pathological responses in subtoxic doses and in prolonged exposure of hematothermal animals and humans. The above is also entirely true of a new group of chemical substances, namely epoxide-containing oligo-ethers, which are widely used in different branches of national economy, for instance bases for deriving epoxide resins, varnishes, enamels, plastic, paints etc. Lack of data concerning potential danger of these compounds in scientific literature conditions the necessity to study the mechanisms of their biological action and stages of pathological reactions for successful pathogenic correction of metabolic disorders.

The aim of the research was to study the effect of subtoxic doses of  epoxide-containing oligo-ethers in prolonged exposure on protein and cellular membranous components, particularly free radical processes, lipid peroxidation and oxidative modification of proteins.

The object of the research involved xenobiotics with specified physicochemical properties under the trade name “Laproxides”, namely triglycidyl ether of polyoxypropylene triol with molecular weight 303 (L-303) and ethylene glycol propylene epoxide with molecular mass 500 (L-500). According to acute toxicity indicators, this group of substances is considered to be low toxic, non-cumulative and neither species nor sex sensitive. Median lethal doses (DL50) were established at the levels of 5.75 and 26.7 g/kg of animal’s weight, for L-303 and L-500 correspondingly. The program of scientific analysis included subacute trial on mature white Wistar rats weighing 180-190 g. The animals were exposed to peroral exposure of xenobiotics in doses of 1/100 and 1/1000 DL50 for 45 days. Substances were administered endogastrically as aqueous solutions with the employment of metal feeding tube on an empty stomach in the morning.

The research showed that physicochemical effect was chiefly exerted on red blood cell membranes, which underwent the most significant changes in lipid bilayer and in the area of protein-lipid contacts. A reduction in lymphocyte membrane fluidity was observed predominantly in lipid bilayer. Apart from these changes, there was also an increase in protein absorption into the lipid bilayer of erythrocyte and lymphocyte membrane. These structural functional disorders of physical and chemical features of membranes can be attributed to the activity of membrane-structured enzymes, carrying out energetic, mediator, transport and transductor function, which is a significant prognostic indicator of possible alteration of intracellular metabolism under the influence of laproxides being investigated.

The reduction in lymphocyte membrane fluidity and to a larger extent, in erythrocyte membrane fluidity indicates a significant increase in their viscosity, impairment of surface density, bilayer thickness, distribution of atomic and molecular groups in relation to standard line towards the membrane, lateral diffusion, hydrophobic volume, radial function of distribution in bilayer plane, indicators of order for lipid chains etc. 

Laproxides in 1/100 DL50 and to a lesser extent in 1/1000 DL50 were shown to induce free radical processes, lipid peroxide oxidation, oxidative modification of proteins, triggering the development of membrane pathology, characterized by a disorder of their structural metabolic and physicochemical properties: fluidity, viscosity, hydrophobic volume, charge, permeability, surface density, bilayer thickness etc. These changes can result in the development of tissue hypoxia and polytropic structural metabolic disorders in different organs and tissues.


Key words: laproxides, xenobiotics, membrane abnormality.

