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ИЗУЧЕНИЕ ВЛИЯНИЯ ГАНГЛИОЗИДОВ НА СТРУКТУРНУЮ 
ЛАБИЛЬНОСТЬ КОМПОНЕНТОВ БИОМЕМБРАН МЕТОДОМ

ФЛУОРЕСЦЕНТНОГО АНАЛИЗА

Э. Е. МХЕЯН. Э. С. СЕКОЯН, С. А БАДЖИНЯН, 
О. П. СОЦКИП, С. Э. АКОПОВ

Установлено, что ганглиозиды повышают интенсивность флуоресценции 1-а։шлн1ь։- 
1;:-фталнп-8-сул1.фоната (АНС՜), связанного с сывороточным альбумином человека, 
между тем как квантовый выход флуоресценции триптофа нилов белка они уменьшают. 
Указанные эффекты возрастают с увеличением концентрации ганглиозидов и удлине
нием времени их контакта с сывороточным альбумином человека. Путем конформаци
онных и >мемений ганглиозиды вызывают сокращение расстояния между тирозином и 
триптофаном, а также между триптофаном и поверхностно расположенными зондами, 
что свидетельствует о приближении триптофана к поверхности белковой глобулы. 
Кроме того, они способствуют росту квантового выхода флуоресценции АНС.՜, свя
занного с липосомами.

Изучение мембранных механизмов, обеспечивающих проявление био
логической активности ганглиозидов, в том числе обнаруженного впер
вые нами их вазоконстрикторного действия [1], позволило установить, 
что нейрональные ганглиозиды обнаруживают способность вызывать 
конформационные изменения микросомальных мембран. Одновременны 
нами была выявлена возможность внедрения гидрофобной части, молеку
лы ганглиозидов вглубь мембраны при их длительном контакте с мик
росомами мозга п печени и выдвинуто предположение о роли медленных 
конформационных изменений в белках [2].

В настоящем исследовании ставилась задача дальнейшего изучения 
механизмов действия ганглиозидов на мембранные структуры путем 
флуоресцентного анализа, влияния их на сывороточный альбумин чело
века (САЧ) и липосомы из яичного лецитина. Целесообразность про
ведения подобных исследований обусловлена гем. что. как свидетель
ствуют данные литературы. САЧ и липосомы могут служить моделями 
белковой и липидной фа:։ биологических мембран [31.

Материал и методика, Использовал։՛ сыаороточный альбумин человека фирмы 
сКеапа!» и липосомы, полученные из яичного .тсиити ::՛ но методу Пападьеонллоса н 
Миллера [1] Опыты проведены с помощью отрицательно заряженного зонда 1-акн- 
-ниояафтзлин-8>сульфовата (АНС՝" ) и регистрации собственной флуоресценции трни- 
тофанпло^ белка. Спектры флуоресценции снимали па спектрофлуорометре MPF-2A 
фирмы «Hitachi» (Япония), с автоматической коррекцией на чувствительность; спек
тры поглощения—на спектрофотометре USP-2. В тех случаях, когда оптическая 
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плотность превышала 0,1. .учитывался эффект внутреннего фильтра |_5], Кизнтопык 
выход флуоресценции измерялся относительным методом [б]. Эффективность пере
лога энергии и случае миграции с тирозина на триптофан рассчитывалась по формуле

___11 'Ч^.!_ г71 в остальных случаях ио формуле ՛; ——- [8] Ган-
1 11 ‘ ч.
глкозпды выделяли из серого вещества головного мозга людей, погибших от несчаст
ных случаен, по методу Богоча в нашей модификации [9]:

Результаты и обсуждение. На рис. 1 представлены данные о влиянии 
ганглиозидов на флуоресценцию Л НС՜, связанного с САЧ. в условиях 
различной продолжительности контакта ганглиозидов с белком (рис. 1).

Рис. I. Рис. 2.
Рис. I Влияние г.-шглпо ядон (2-КГ’ ммоль) ни интенсивность флуорес
ценции ЛИС связанного с САЧ, в зависимости от времени инкуба

ции их с белком.
Рис. 2 Тушение ганглиозидами флуоресценции триптофанилов САЧ а за

висимость от концентрации (I) п времени их контакта с белком (2).

Как следует из । рафика, ганглиозиды в начальный момент кон
такта с белком вызывают некоторое тушение флуоресценции зонда, 
затем этот эффект сменяется усиленном флуоресценции, которая дос
тигает максимума к 30-й мин инкубации ганглиозидов с белком. Че
рез 24 час. после преинкубации отмечается еще больший рост нг- 
генсявности флуоресценции зонда. Потенцирующий эффект после 30-й 
мин инкубации белка с ганглиозидами растет с увеличением концентра
ции последних в среде. При этом имеет место взаимодействие двух проти
воположных эффектов: увеличение константы связи и уменьшение коли
чества центров связывания. Равнодействующая этих двух сил в регист
рируется нами в виде увеличения интенсивности флуоресценции зонда, 
чем в можно объяснить се относительно малый рост. По-вндимому. в на
чальный момент контакта ганглиозидов с белком превалирует эффект из
менения заряда белка, затем, в результате медленных конформационных 
изменений, происходит изменение константы связи с ростом квантового 
выхода флуоресценции белка и тушащий эффект сменяется протшюпо- 
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ложным. Измерение квантового выхода белка относительно триптофана 
подтверждает подобное предположение, при этом указанный показатель 
при концентрации ганглиозида 10 4 ммоль возрастает на 5. 2-10՜1 —на 
10 и 4-Ю՜4 ммоль—на 13%.

Нами изучалось также влияние ганглиозидов на флуоресценцию трн- 
птофанилов белка. Как следует из рис. 2 (кр. 1), под воздействием ган
глиозидов происходит выраженное падение квантового выхода флуорес
ценции гринтофаинлов. примем тушащий эффект возрастает с ростом их 
концентрации в среде (рис. 2). Обращает на себя внимание, что указан
ная зависимость, выраженная в Штерн-Фольмеровскпх координатах, 
представлена не прямой, а изогнутой линией, что свидетельствует либо 
о наличии двух пли более видов центров связывания, либо о коопера
тивности связывания ганглиозидов с белком. Тушащий эффект ган
глиозидов усиливается но мере увеличения времени их контакта с бел
ком (рис. 2, кр. 2). что подтверждает предположение о медленных кол 
формационных изменениях в САЧ.

В последующих опытах изучалось изменение эффективности мигра
ции энергии с тирозина на триптофан белка, а также с триптофана бел
ка на зонды АНС՜ и акридиновый оранжевый (АО’). Согласно дан
ным таблицы, ганглиозиды (2-Ю՜4 ммоль) вызывают повышение эффек
тивности миграции энергии с тирозина на триптофан, одновременно на
блюдается аналогичный эффект в отношении переноса энергии с трип
тофана на АНС՜ и АО4՜ (табл ). Эти данные указывают на уменьше-

Т а 6 л к и л 
I Вменение эффективности миграции энергии под воздействием тлнглиозидоп (н- (>)

Донор .Акцептор Кош роль Г.пн лиозплы. 
2-10՜ ! ммоль

Ганглиозиды, 
4-10՜՜՜1 ммоль

Триптофан АНС" 0,31-0.02 0.39*0,02 0.37+0,03
Триптофан АО4 0.1 К+0,02 0,27+0.01 0,29+0.01
Тирозин триптофан 0,21*0.018 0,26- 0.03 0,25+0,02

ине расстояния между указанными элементами. Поскольку использован
ные нами заряженные зонды в отличие от нейтральных не проникают в 
гидрофобные карманы белковой глобулы, а находятся близко к поверх
ности. | 10], полученные результаты можно интерпретировать как выход 
единственного триптофанила белка на поверхность белковой глобулы. Об 
этом свидетельствует и длинноволновый едв։н максимума флуоресцен
ции, говорящий о повышении полярности окружения триптофанила [II], 
что связано, ио-видимому, с увеличенном доступа полярного растворите
ля — воды - к триптофанилу белка.

Интересные данные получены в экспериментах с изучением влияния 
ганглиозидов на флуоресценцию АНС՜, связанного с липосомами из 
яичного лецитина. Как следует из рис. 3. под воздействием ганглиозидов 
происходит значительное увеличение квантового выхода флуоресценции
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зонда (рис 3). Для изучения характера связывания АНС с липосомами 
нами были построены графики Скэтчарда .12] Концентрацию связанно
го и свободного зонда рассчитывали но Добреиову |13] Как следует из 
рис. -I, график Скэтчарда представляет собой прямую линию, что свиде
тельствует о наличии всего одного вида центров связывании ->иг.а с ли
посомами. Константа связи АНС՜* с липосомами составляла 3-10 4 
ЛА-՜1, что приблизительно равно константе связи для ТИС՜ [14]. Кон
центрация центров связывания составляла 10' Моль. Под воздеЙстием 
ганглиозидов концентрация центров связывания практически не изме
нялась. а константа связи возрастала до 7* 10՜4 АА

Рис. 3. Рис. 4.
Рис 3. Рост кнантового выхода флуоресценция связанного с липосомами 

АНС. ~по ։ действием различных концентраций ганглиозидов.
Pm՛ I Связывание ЛИС <• липосомами и <>тсутстщгс ганглнолиди ՛. (I) 

и при коицептрлшш их 2-10 ? ммоль 1.2) (график Скэтчзрдз).

Следовательно, ганглиозиды вызывают значительные конформацион
ные изменения в липосомах. Нрелнкубация их в течение 1 чае. нс вызы
вала существенных сдвигов в характере влияния ганглиозидов на ли 
иосомы. После 2-1-часовой иреинкубацин при 3 -1° наблюдалось сни
жении активирующего действия ганглиозидов иа флуоресценцию свя
занного с липосомами АНС՜ на 48Jdzl.8% (Р<0.05).

Сопоставляя приведенные здесь данные с результатами, получен
ными нами ранее, можно заметить однонаправленность и сходство эф
фектов ганглиозидов на биологические мембраны. САЧ и липосомы. 

Во всех случаях наблюдается рост квантового выхода флуоресценции 
\НС՜ с увеличением констан 1ы связывания зонда. Наиболее выра
жение, этот эффект проявляется на биологических мембранах и липо
сомах. в меньшей степени на белке Следовательно, ганглиозиды, ио- 
видимому. имеют сродство и к белковым и к липидным компонентам 
мембран. Это в свою очередь дает основание считать, что они могут 
тействовать иа участках белково-липидных контактов, тем более что 

•• этими участками мембран, по имеющимся литературным данным, 
связывается и АНС՜ [15].

Ереванский государственный медицинский институт, 
кафедра обшей и клинической химии, кафедра фармакологии

Поступило 10 V 1978 г.
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ԴԱՆԴԼԻՈ ԶԻԳՆԵՐԻ ԱՋԴԵՑՈԻԹՅԱՆ Ո1Վ|Ո1«ՄՆԱՍԻՐՈԻԹՅՈԻՆ(!
ՈԻՈ ՄԱՄԻՐԱՆՆԵՐԻ ԿՈՄՊՈՆԵՆՏՆԵՐԻ ԿԱՌՈՒՑՎԱԾՔԱՅԻՆ ԼԱՈԻԼՈԻՌՅԱՆ 

ՎՐԱ՝ Ֆ1.ՈԻՈՐԵԱՑԵՆՏ ԱՆԱԼԻԶԻ ՄԻՋՈՑՈՎ

l> b. ՄԽհՏԱՆ. է. IL 111ւԿ113ԱՆ, II. Ա. ՐԱՋԻՆՅԱՆ. 0. Պ. ՍՈ8ԿԻ, Ս. է. ՃԱԿՈՊՈՎ

Օացահայտված է, որ սանդէիողիդնհրր մեծացնում են մ արդկանց շիճու
կային ալբումինի Հեա կապված 1 - անիք ինանսէֆի)ալին—8—սւււ/!իս/նսյսւի 
■ի(Ոէ .որԼս ցհն ցիա յի ինտենոիվուի)/ունր, մինչդեո դան դլի ո ղի դն երի ազդեցու
թյան ներրո սպիտակուրի ւոիպտո!իսւնիյների ֆլուորեսցհնցիայի րվանտս/յին 
ելրր նվազում է։ կներդիայի մ ի դրա ցի ո.՛ յի ուսումնասիրությունը ցտյց Լ ‘пт- 
լիս, որ դանղքիոզիդնևբր կոնֆորմացհոն փոփոխուի) յունների մ իջււցով կրթ' 
եւուոում հն իքիողինի ե արիորո ոիանի միջև եղած ա ար ած nt ի1 լուն ր, որը կա
րելի Լ դիտեք որպես <ո ր ի պ ա ոփ ան իւ մոտեցում դհոլի ոսլիա ակէէւցալին դ/որու- 
չայի մուկերեиրւ

Ստացված տվյալները վկայում են որ ղանոլիէողիէդնհրր Նպաստում են 
(իւդոսոմների ',ետ կապված զոնդի ֆլոսւրեսւյենցիայի րէի անտէսյին ե/ըի մե
ծաց մա նըւ

THE INELUENCE OF GANGLIOSIDES ON THE STRUCTURAL 
INSTABILITY OF BIOWEMRANE COMPONENTS BY THE METHOD 

OF FLUORESCENT ANALYSIS
E. E. MKHEIAN, E. S. SEKO1N. S. A. BADGINIAN. 

CL I». SOTSKII. S. E. AKOPOV

The influence of gangliosides on the conformation of albumen and 
liposom has been studied. It has been indicated that gangliosides change 
the conformation of albumen molecules, whereas triptofan proteins trans
pass to the surface of the globule.

It has also been determined Inal gangliosides cause conic.»:mating 
compensation in liposorns of the egg lecitine.
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