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Х-облучение эритроцитарных мембран и цитохрома Ь558Ш in vitro 
стимулирует агрегацию последнего и снижает его Օշ՜ - 
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Под воздействием Х-лучей (рентгеновское облуче
ние) происходит радиолиз воды с образованием ак
тивных форм кислорода in vitro и in vivo [1-12], а фер
менты антиоксидантного действия оказывают защит
ный эффект [18-20]. Облучение Х-лучами эритроци
тов стимулирует липидную пероксидацию эритроци
тарных мембран и снижает их текучесть [13, 17]. Осо
бая роль в процессе денатурации эритроцитарных 
мембран придается О2՜ и Н2О2 [13], которые наряду с 
нитроксильным радикалом (NO՞) являются сигналь
ными молекулами оксидативного повреждения [16]. 
При этом NO' способен превратить оксигемоглобин 
(оксиНЬ) в метНЬ во внутрисосудистом пространстве 
головного мозга крыс, что является нежелательным 
фактором для кислородного гомеостаза в мозговой 
ткани [14, 22]. Превращение оксиНЬ в метНЬ наблю
дается и в водных растворах под воздействием NO՛, 
образующихся из органических нитритов [10]. Однако 
по предварительным результатам [2], эритроцитарный 
мембранный цитохром Ь558Ш (этот белок является 
ФАД, NO'-содержащим и НАДРН-зависимым Օշ- 
продуцирующим гликогемопротеином), наоборот, 
превращает метНЬ в оксиНЬ in vitro [21]. С другой 
стороны, цитохром Ь558Ш очень чувствителен к воз
действию Н2О2 [3], уровень которого в самих эритро
цитах при Х-облучении повышается. Однако вопрос о 
механизме прямого воздействия Х-лучей на состояние 
цитохрома bSJ8III - нового функционально
структурного элемента мембран эритроцитов пока 
остается нерешенным.

Материал и методы

Цитохром Ь558Ш выделяли из человеческих эрит
роцитарных мембран (по 10 мл) и очищали биотехно
логическим способом [8] без использования детерген
та в качестве солюбилизирующего агента эритроци

тарных мембранных белков [4] до электрофоретиче- 
ски гомогенного состояния и растворяли в 0.01 М ка
лий-фосфатном буфере (КФБ), pH 7.4. Другую пор
цию эритроцитарных мембран очищали (промывали) 
0.04 М КФБ до полного удаления следов НЬ и элемен
тов плазмы и смешивали с 0.1 М КФБ. Далее образцы 
препаратов цитохрома Ь358Ш и эритроцитарных мем
бран (по 10 мл) подвергали облучению Х-лучами 
(доза - 1.75, 3.5 и 5.25 Гр) in vitro. НАДРН-зависимую 
Օշ՜-продуцирующую активность цитохрома Ե558111 
определяли нитротетразолиевым синим тестом (НТС). 
За единицу Օշ՜ -продуцирующей активности прини
мали то количество цитохрома Ьз58Ш, которое вызы
вает 50% увеличение образования формазана (при 560 
нм) в результате восстановления НТС супероксидны
ми радикалами (Օշ՜). Удельная О2՜-продуцирующая 
активность цитохрома Ь558Ш [2] была определена в 
расчете на 1 мл этого гемопротеина. МетНЬ-восста- 
навливающую активность цитохрома Ь338Ш определя
ли спектрофотометрическим методом путем регистра
ции плотности оптического поглощения оксиНЬ (при 
555 нм), образующегося под воздействием определен
ного количества этого гемопротеина (поглощение 
метНЬ при 565 нм равнялось 1.0, а поглощение цито
хрома Ь558Ш при 530 нм в реакционной смеси состав
ляло 0.02) [21]. Эта реакционная смесь нагревалась в 
кварцевых кюветах при 36° в течение 4-5 ч, затем без 
смешивания реакционной смеси регистрировался оп
тический спектр поглощения оксиНЬ при 555 нм.

Оптические спектры поглощения и кинетические 
кривые образования оксиНЬ регистрировали на спек
трофотометре “Specord М-40” (Германия) с длиной 
оптического пробега 1 см.

Результаты и обсуждение

В отличие от необлученных эритроцитарных мем
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бран. при их облучении Х-лучами часть полученного 
из них цитохрома Ь558Ш переходит в нерастворимый в 
0.04 М КФБ осадок (происходит агрегация этого ге
мопротеина). При увеличении доз облучения повы
шается доля осажденного цитохрома Ь858. Этот осадок 
растворяется при pH 9.5 (после диализа против воды с 
соответственной нейтрализацией этого цитохрома).

Его оптический спектр поглощения в основном совпа
дает со спектром цитохрома Ь558, не осевшего при об
лучении Х-лучами (рис. 1 а,б.). Хотя отношение Ащг/ 
А53о уменьшалось в 1.5-1.7 раза, после облучения X- 
лучами в аналогичном режиме раствора цитохрома 
Ьз;8Ш in vitro явления самоагрегации или потери рас
творимости не происходит. Однако плотность

Рис.1. Плотность оптических поглощений агрегированного (а) и неагрегированного (б) цитохрома ЬицШ из мембран 
эритроцитов после облучения этих мембран in vitro и растворов цитохрома Ь5581П различными дозами Х-лучей:

а - для цитохрома bJJ8III после солюбилизации его осадка при pH 9.5 с дальнейшим диализом против воды и 
центрифугирования;

б- 1 -для неагрегированного цитохрома Ь558Ш из облученных эритроцитарных мембран;
2 - для облученного цитохрома ЬзяШ.

поглощения полосы Соре (при 412 нм) несколько сни
жалась (А412/А530 уменьшалось в 1.2-1.3 раза). По- 
видимому, в результате радиолиза воды in vitro обра
зовавшаяся Н2О2 несколько уменьшает нативность 
цитохрома Ь558Ш [3]. Усиление агрегации цитохрома 
b558III из облученных эритроцитов, возможно, связано 
с некоторым превращением (покраснением) цитохро
ма Ь558Ш (это белок кислого характера [7]) в цитохром 
Ь՝5581П (это белок сильнокислого характера, плохо 
растворимый в 0.4 М КФБ [9]). Фактически, Х-лучи 
изменяют нативность тех групп, которые ответствен
ны за растворимость цитохрома ЬззвШ. Эффект пре
вращения цитохрома Ь558Ш в цитохром Ь'558П1 наблю
дается и при некоторых разновидностях злокачествен
ных новообразований (рак грудной железы [5] и сар
кома-45 [6]). НАДРН-зависимая Օշ՜-продуцирующая 
активность цитохрома Եյյ8ա в облученных эритроци
тарных мембранах (в гетерогенной фазе) снижается 
больше, чем при облучении препарата цитохрома 
bsselll (рис.2). С другой стороны, метНЬ- 
восстанавливающая активность (скорость образования 
оксиНЬ) заметно снижена у цитохрома Ь538Ш, полу
ченного из облученных эритроцитов (рис.З). Можно 

констатировать, что с повышением доз Х-облучения 
из-за усиления перекисного окисления фосфолипид
ных остатков эритроцитарных мембран происходит 
снижение текучести этих мембран и увеличение агре
гации цитохрома Ь558Ш с уменьшением его Օշ՜- про
дуцирующей и метНЬ-восстанавливающей активно
сти, что свидетельствует в пользу нового механизма 
оксидативного повреждения эритроцитарных мембран 
при облучении Х-лучами.

Способность цитохрома bjs8ffl восстанавливать 
метНЬ, скорее всего, связана с NO՛, который, находясь 
в лигандном окружении Fe+3 цитохрома Ь558Ш, может 
входить в комплексное соединение с метНЬ [5, 6] и 
восстанавливать его. В отличие от других NO'- 
продуцирующих систем цитохром Ь558Ш в эритроци
тах превращает метНЬ в оксиНЬ. Это, несомненно, 
положительный эффект, т.к. при злокачественных 
новообразованиях уровень метНЬ в эритроцитах на 
20-30% возрастает [11]. МетНЬ не способен перено
сить к клеткам молекулярный кислород, что приводит 
к определенной степени анемии и нарушению кисло
родного гомеостаза организма.
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Рис.2. НАДРН-зависимая Օշ՜-продуцирующая активность 
нитохрома bjjxIII:
I - из облученных эритроцитарных мембран;
2 - из облученных растворов цитохрома Ь558Ш

Рис.З. Скорость образования оксиНЬ (555 нм) после 
восстановления метНЬ под воздействием цитохрома Ьи։Ш:
1 - под воздействием водных растворов цитохрома bjsjIII 
после облучения различными дозами Х-лучей;
2 - под воздействием цитохрома Ьи։1П, полученного из 
облученных различными дозами Х-лучей эритроцитарных 
мембран

Можно заключить, что в соответствующих местах 
локализации эритроцитарных мембран толерантность 

цитохрома Ь558Ш против Х-лучей больше in vitro, чем 
in vivo.

Поступила J2.01.04

էրիթրոցիտների թաղանթների եւ ցիտոքրոմ Ь$58П1ф in vitro X-Ճառագայթահարումը խթանում է 
ցիտոքրոմ Ե558ա-ի ագրեգացումը եւ նվազեցնում նրա Օշ՜- գոյացման եւ մետհեմոգլոբիմի 

վերականգնման ակտիվությանը

Ռ.Մ.Սիմոհյաե, Գ.Մ.Սիմոնյան,Մ.Ա.Բաբայան, Մ.Ա.Սիմոնյան

էրիթրոցիտների թաղանթների և ցիտոքրոմ ЬзгвШф 
in vitro X-Ճառագայթահարման դոզաների աճին 
զուգընթաց (1.75, 3.5, 5.25 Գրեյ) խթանվում է ցիաո- 
քրոմ Ь55«Шф ագրեգացումը և նվազում նրա ՆԱԴ₽11- 
կախյալ Օշ -գոյացման և tihuiHb վերականգնման 
ակտիվությունները: Ընդ որում, ջրային լուծույթում 
ցիտոքրոմ Ե55«ա-ի դիմադրողականությունը Х-ճա- 

ռագայթահարման հանդեպ ավելին է, քան էրիթրո
ցիտների թաղանթներում:

Բերված երևույթները կարեփ է դիտարկել որպես 
էրիթրոցիտների թաղանթների և ցիտոքրոմ ЬззвШф X- 
ճառագայթահարմամբ հարուցված օքսիդատիվ 
վնասման նոր մեխանիզմներ:

X- irradiation in erythrocyte membranes and cytochrome Ь558Ш in vitro results in the 
increase in aggregation of cytochrome b558 Ш and decrease in its Օշ՜ -producing and 

methemoglobin reducing activities

R.M. Simonyan, G.M. Simonyan, M.A. Babayan, M.A.Simonyan

During elevation of the dosage of in vitro X-irradiation 
(1.75, 3.5, 5.25 Gr) of erythrocyte membranes and cyto
chrome bssjIII, increase in the aggregation and decrease in

NADPH-depending Օշ՜-producing and metHb-reducing 
activities of cytochrome bsjglll take place. Moreover, the 
tolerance to X-irradiation of cytochrome bssgHI is higher 
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in water solution than in erythrocyte membranes. These 
phenomena can be considered as new mechanisms of oxi

dative damage in vitro of X-irradiated erythrocyte mem
branes and cytochrome bssjIII.
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