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Исследовали интенсивность процессов перекисного окисления липидов,
микровязкость свободных и аннулярных липидов, степень полliризации
мембранных белков в норме и при у-облулении в дозе до l03 Гр. Установлена
взаимосвязь мй(,цу уровнем радиационного поражения липидного компонента
мембран и стgпенью струкг}рной жесткости мембранных белков.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА : ионизируюцее излrIение, эритроцитарные мембраны,
вязкость аннулярньж и свободных липидов, поляризация флуоресценции
белков,

Биологические мембраны представJuIют собой кооперативные струкryры, в

которых любые струкryрные изменения отдельных компонентов вызывают
наруцение структуры мембраны в целом I1] Изменение микровязкости,

упорядоченности, упаковки, а также состава фосфолипидов влияют на
конформашионное состояние и взаимодействие мембранных белков [2]. Поэтому
представляло интерес проанализировать эффект радиационно-индуцируемых
изменений липидной составляющей мембраны на структуру мембранньгх белков.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Плазматические мембраны эритроцитов, свободные от гемоглобина, выделяли
из донорской крови по методу [3].

Флуоресцентные исследования проводили на спектрофлуориметре KHitachi-850>
(Япония) в термоgmтируемых при 25ОС кварцевых кюветах.

микровязкость липидов, непосредственно контактирующих с белковыми
глобулами интегральньгх белков (аннулярные липиды) и свободных липидов,
УДаЛенных от глобул белка на расстояние более 3нм, опредеJuIли с помощью
флуоресцентного зонда пирена (конечная концентрация зонда 15мкМ) [4]. При этом
относительную вязкость липидов, уда,тIенных от интегральных белков на расстояние

F"
интенсивность флуоресценции мономеров пирена при 373нм, F"- интенсивность

флуоресценции эксимеров пирена при 493нм.
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относитеЛьнуrо вязКость аннуляl]ньж липидов, определяли путем возбуждения
пиреt{а посредством индуктивно-резонансного переноса энергии с остатков
тlrиптофана мембранньгх белков (},*:285нм) и изменениЯ степени эксимериЗации.

Соотноше"r* & рассчитывали по формуле:
lro

п а?q _ n 1?ц
F-л" Гrr, - Fр 

vlvLJ Jl! l J

- з7з
l *Ёtцsз- lZgз пQrц _ п1-7ц,W|UL.J - VlJ-lJ

где: Fз7з * i,IHTeHcr.IBHocTb флуоресценции при 373нм;

Fцsз- интенсивность флуоресценции при 493нм;

F!э з- ИНТеНСИВНОСТь флУОресценции остатков триптOфана мембранных
белков ilосле добавления пирена при З7Знм,

Ft g з, PI НТеНСИВНОСть флуоресцен ци и остатко в триптофана плембранных

белков пOсле добавленрiя пирена при 49Знм;
сх,* отепени эксимеризащии пирена при lu:319HM.

ФлуоресценциЮ 0статкOВ триптофана мембранных белков после добавления
пирена при 37Знпц (л&r) * пр[i 493нм (Ffr.) определяли по следующим
зависиI\4остям:

fr, = 0,224.FРзzв

Еfэз=0,007.Flzв
где: j7r26* интенсивнооть флуоресценции остатков триптофана пяембранных

белков после добавления пирена прrl 32бнм.
поляризациlо флуоресценции триптофансlвьiх остатков мембранных белков

0пределялИ прИ },".,6:285нп.t, lфп:З2Oньа. Степень поляризации флуоресценции
рассчитывали по форплуле [5]:

F_Fт,г=
F-+F

F - интенсИвностЬ флуоресченции, когда поляризатор и анализатор
ориентированы параллельно;

F - интенСивностЬ флуоресценции, когда поляризатор и анализатор скрещены
под прямым углом,

о динамике процессов перекисного окисления липидов судили по
интенсивности накопленlш малонового диальдегида (мдА). Солержание MflA
определяЛи в реакцИи с 2-тиобарбитуровОй кислотОй на спектрофотометре СФ-4б
при 535 нм (a:1,56xlO'M-'сM-'; ;61" Концентрацию белка определяли по

с{.+1
__]__
сх,+1

методУ [7]. Препараты мембран эритроцrrтов (0,5мг белка в lпдл 5mМ трис-НС1
буфереa рН 6,б) облучали на }lзотопной установке <<Исследователь) (оо со) в дозах
l0, 102, 5*102, 103 Гр. Выч1.lсленttе коэффициента корреляции (r) осуществляли,
использчя программный пакет статистической обработки,
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МОЖнО видеть (Рис.1), что воздейсгвие ионизирующего излучениJI на
плазматические мембраны эритроцитов стимулирует процессы Пол, что
подтверждает имеющиеся данные литераryры [8]. обращает на себя внимание

нмолей ЦЦА/
мт белка х10-3
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Рис.l. Влияние ионизир},ющего излrIения на содержание мдА (l) и степень по.lJIризации
(Р) белков эритроцитарных мембран (2)

двухфiвный характер процесса: при облучении в дозе i02 Гр содержание МЦД
возрастает На |4yо, по сравнению С необлученным контролем, а при увеличении
дозы от l02 до 103 Гр содержание МЩА возрастает на |33О/о (р<0,05).

об-rц"rение эритроцитарньж мембран приводит к изменению микрOвязкости
липидного компонента мембран (Рис,2), При этом xapalrтepнa более высокая

гм,/гэ

10 100 1000 10000

.Щоза, Гр

Рис. 2. Изменение микровязкОсти аннулярных (l) и свободных (2) липидов при
воздействии радиации на плазматические мембраны эритроцитов.
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Роэть :*rпидов и белков в радиационном поражении. " "

}Il1кровязкссть анну,тIрных лип}iдов, по сравнениrо со свободными липидами на
i-l;iccTL-iяHi{;; бо_-lее З нм от интегральных белков, ч,lго хорошо согласуется с
по,тi,ченныlIi{ ранее данными [9_|" Облучение мембран в дозе 1ОЗ Гр приводит к
Еозраgтанlllю ]\1Ilкровязкостр1 свободных липидов на 42аh (р<0,05), а аннулярньж
лilпilJов на 4Зоlо (р<0,05), по сра,внениlо с необпучaппо,* контролем. Расчетные
ве,iт}{чiiны коэфФlrциента кOрреЛяцtiи ме}кДу содерж;нием М/{д 

" 
1.arпроr"зкость}0

_:jiiп}{.]ногс коi!.{понента составляет для аннулярньж липидов 0,911, л длясвободных липидов r:0,9б0. Это свидетельствует о тOм, что липопероксидация
ненасыщенньiх мембранных лI{пидов пI]ивOдит к возрастанию I\4икровязкости
аннулярных и свободньж лI.1пидов [i0].

Инфорп,lативным пOдхOдом к исследовани}о структурной динамики паембранных
белков является определеt{ие поляризаL{}{и флуоресценции триптофанlrлов t1l j.Определенrте пOляризации флуоресценции триптофановых 

"arurno, белкtэв
эрi{троциТарньпХ шrембраН показывает (Рис.1), чтО при облryчении в дозе trOЗ Гр
величина Р уьяеньшlается в 4,4 раза по сравнению с необпу.пЬ"по,пц контl]олем" что
указывает на ограниченi{е пOдвижности белковых триптофанилOв, то есть наповыLfiение струкryрной жесткост}l белков эритроцитарных паембран [12]определен}tе величины коэффициента корреляции между 

'накоплениеrи 
МщА ивеличиной Р (-0"993) позволяет предположить, что характер радиационногопорахtения белков эритроцитарных п.rембран в значительной степ*"й опрaделяется

радиационно-индуцированными процессами ПОЛ [l З]
Известно [ l4], что перекиси лI{пидов индуцрIруют образование

]l{ежмолекулярных сшивок между продуктами ПоЛ и белками, а мLlкрOвязкость
Лl'iПИДНОГО КОNlПОНеНТа МеМбРаН ВЛИЯеТ на структурную подвижность белков [l5l.На взаимOсвязь мех{ду изменением микровязкости аннулярньж и свободных
л]lпидов и величиной поляризации флуоресценции белковых триптофанилов
указывают величины коэффициента корреляции: -0,942 и -0,98l, соотвgгственно.
Очевидно, радиацt{онно-индуцi{руемые процессы ПОЛ эритрс)цитарньж мембран
играют существенную рOль ts радиационном нарушении структурного состояния
мембранных белков эритроцитов.

tsыtsоды

радиационное поражение эритроцитарньiх мембран проявляется
мрIкровязкос,т,и аннУлярных и свободных липидов, обусловленное
индуцированнымt{ процессами Псл и, как следстви9. повышение
жесткости мембранньж белков.

в повышении

радиационно-
структурной

можно полагать, что повышение структурной жесткости белков при гамма-облучении плазматической мембраны эрLlтроцитов связано с возрастанием
микрOвязкостИ аннулярньЖ липрIдов, обусловленной процессами радиационно-
и ндуцируепtо й ли поперOксидацiаи,
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