
стояния в активное. Результаты настоящей работы позволяют сделать 
вывод, что структурный переход хроматина в активированное состоя­
ние может определяться в ходе его сборки на синтезирующейся клетке 
иедометнлироааиной Л НК. Исследование белкового состава хромати­
на, сформированного на недометнлированной ДНК. может пролить 
свет на причины аномалий в его структуре.

ЛИТЕРАТУРА

I. Бурьянов Я. И., Кирьянов Г. И Итоги науки и техники, серии «Молекулярная 
биология». М., 23. 1987

2. Ванюшин Б. Ф. Успехи совр. биологии. 77, 68—90. 1974.
3. Кирьянов Г И,, Смирнова Т Я Исаева .7 В.. Ванюшин Б. Ф.. Бурьянов Я. И 

Биохимия, 46. 1437—1495, 1981.
4. Кирьянов Г. И.. Смирнова 7. А. Манамшьян Т. .!.. Ходосовская Я. .И. Биохи­

мия. 52. 11. 1855—1865, 1987.
5. Кирьянов Г. И.. Смирнова Г. Л.. Atami,ишфяи Г. Я . Хобосовская .4 .И, Биохи­

мии. 52. 12 963-990. 1937.
6. Ходосовская Я, АГ. Исаева .7 И., Смирнова Т Л, .Исшлизд.та Г. Я. Кирьянов 

Г. Л.. Ванюшин Б. •!>. И.-в ЛИ СССР. сер. биолог., 268 273 М. 1986
7. Hlldtbrantt С. Е.. Walters И. .1. Biochem. Biophvs, Kes-, (.'or anir.. . i ’ - < • 
I чате. .

8. Jones P. Л..  S. M. Xiacl. A-. ids Res.. 29,li 2.H7 194.Utyi.tr
9. Kuo Л1-. Mandel J.. Ch.i>nbt>n P. Nu.l. A, .d- Res.. 7. 21 > . 2Ц j. 1 >79
10. Mandel J. L.. Chiwtbfin P. Xu-. I. A. .J-. Res. 7. 2 .81 2103. 197".
11. Taylor L\. Gu/tta'ea R. V'.. Erlanger H. I'.. Milter O. J. Pio.:. Xai. Acad. Sri, 

USA. 76. 46-- 4 1 J, 1-1.
Поступило 3.11 1988 г..

Биолог, ж. Армения, 1 41. № 4. 1988 УДК 539.283 ■> 546.562 ♦ 386:543.253

ИЗУЧЕНИЕ КОМПЛЕКСОВ МЕДИ (И) С ГЛУТАМИНОВОМ
К И СЛ ОТОИ МЕ ГОДО М Э11Р

Р. Л. ЛСАТУРЯН 
• •* ' 

Ереванский физический hhcihtj I КА?) СССР, табиратория •адиаиноиной бнифили.и

Методом ЭПР юучзлн комплексообразование межд\ мелью (И; и глута­
миновой кислотой в святи с известной по данным литературы противоопу­
холевой активностью их на штаммах саркомы 5-37 животных. В йг- 
виенмостн от pH выделены и илентнфкцироцаны грн типа комплексов, 
два 1-1 хогоры« лабильны. а третий стабилен при нейтральных֊ к щелочных 
.та՛!-, пнях pH. Проышоопухоленой акгниностыо могут обладать и основ 
ном комплексы типа III. Высказывается предположение, что ирнмененн. 
метода ЕХАЕ5 спектроскопии при изучении структуры этих комплексон 
позволит непосредственно наблюдать эффект Яна-Теддера

(II/ It linifft/ibputi՛-
qnjuipntJfi, П[‘{'։ ''ujJujAujjb rjitiutjlubnifljujL uttfjut [ЬЬ/г/՛, gnigti'i'l.pntit 4 'uilfiuni- 
nntgpuijfih uilj<^lii^ni{ljntii uwplfitdtu S—37 ^arnntnJ ntnnig />■»///'/' 1{ЬЬг/1чЪ[’Ъ1<р1< 
Guiduipt

pH ֊/<ff urtivtuu։t[li{ It r։/tn2t[l.{ Lil IfndUf(I.fiihljt(i f.pt.y n^ah-
gpg Lftljtiujp Lit, /inlj i.fttiti/fqp 1/utf/iiL I,՝ pH/. '’["Ihtujpii

tjLu/fnnti
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ՀակաՈէՈէԱրյրային ակտիվոհծյամp կարող >, օժտված //>եձք ГДմնականօւմ երրորղ 
տիպի կոմպյերսրւ հն^աղրվում Լ, օր EXAFS սպեկտրոսկոպիայի dԼիօղի կի- 
րաոո>մր այղ կոմսյլԼքսնԼրի կաոուցվածքի Ո4/ո<ւքնաււիրության համար հնարավո- 
րուք/յուն կտա անմիջականորեն ղիտէպ Յան֊ &ե((երի էֆեկւոր-

The formation of copper (П)—glutamic .Kid complexes has been studied 
by the ESR method in connection w th the literature dat-. on their antitu- 
::>our activity on animal tumour .strains of sarkoma S—37. Depending ott 
pH there have been extracted and identified three types of oinplexes . 
two of which are labile and the third one Is suibic with pH being neut­
ral and alkaline. Antitumour activity can have mainly complexes of type 
3. It is presumed that the study of the strut Hire of these complexes by 
the method oi EXAFS spectroscopy will allow to observe directly the 
Jahn Feller effect.

LX AI'S спектроскопия—£-7W«cip ерперезерхгонкая сгруктг/рп елгктроа ЭПР— 
ффект Яна-Т՛' >-u’pti

Известно | 16], что некоторые комплексные соединения платины, в част­
ности. цис-Р I (N1 IsJsCG. обладают противоопухолевыми свойствами. Од­
нако сильное побочное действие—почечная недостаточность—ограни­
чивает их применение. Поиски новых противоопухолевых средств с ме­
нее выраженными побочными действиями привели к синтезу комплек­
сов меди (II) с фенил антраниловой кислотой и ее производными [4, 5, 
10]. а также с аминокислотами [6—8]. Координационным соединени­
ям меди (II) с «-аминокислотами придается большое значение, так как 
они, являясь липндорас] коримыми, могу г транспортировать медь (11) 
через плазматическую и другие мембраны [7. 9]. Кроме того, эти ком­
плексы являются модельными системами для большинства активных 
центров медьсодержащих белков и ферментов [7]. В работе [6] пред­
ставлены данные о противоопухолевой активности комплексов меди (II) 
с глутаминовой кислотой на штаммах саркомы S-37 живо~ныхг 
вызывающих торможение роста опухоли на 40 60%. Механизм 
этого эффекта неясен. Для понимания функции этих комплексов важ­
но изучить их структуру. Первый шаг в этом направлении сделан [3] 
при теоретическом изучении электронной структуры ком • лехены •. сое­
динений меди (II) с а-аминокислотамн.

Целью наших исследовании являлось изучение методом ЭПР струк­
туры комплексов меди (11) с глутаминовой кислотой и применение за­
тем метода EXAFS спектроскопии для получения структурных пара­
метров этих комплексов, как это было сделано нами , im комплексов- 
медь (II) —альбумин [II, 12].

.Иигериил и методика Использовали Լ-глутаминоную кисло; у (•Rcattal». Вен­
грия} <ч» и соль СиС!2.2 И2О <чда». Исходный раствор меди (Л) готовили в смеси 
дистиллят; метанол с объемной стехпомечри.'й 1:1 н концентрацией 5 мУ, Комплекс-! 
готовили при 50° на магнитной Мешалке и имели мольную ст.-?. ом-., ряю медь (li): 
1лугаминовая кислота. 1:2.

Измерения pH проводили на стандартом рИ-мёхре иша эН-673 с ошибкой изме­
рения = 0.025; откалиброванном по стандартным буферным .. твора». Буферные 
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растворы лля исходных комплексна не яспользогылн но избежание комплексообразо­
вания мели (111 с компонентами буфера. Необходимые значения pH получали добав 
леншм малых количеств 0.1 Н НС1 к 0,611 ХаОН.

Спектры ЭПР регистрировали на ЭПР спектрометре <\’агзап»-Е-4 при комка ­
ной температуре и —190°.

Результаты и обсуждение. На рис. I представлены спектры ЭПР 
при ■•юмнагнин температуре (спектры «. б. в. г. <), с) и при — 190 е (спек­
тры и, б', в', г', д'. е') комплексов меди (II) с глутаминовой кислотой 
при различных значениях pH Поп pH меньше изоэлектрической точки 
(.|утамлн(1В"И кне.юты (р! 3.08), р.чшмм 2,2 (спектр и), наблюдается 
синглетный спектр шириной около 1-1,0 мТ

На пер ։ы:՛! взгляд можно предположить, что это сигнал гидратнро֊ 
ванной меди (II). Однако ;акись этого же образца при -190՝ (спектр 
о') показывает присутствие четырех компонент СТС (отмечены цифра 
ми /, 2, 3 и 4) с величиной Л ֊ 11.2 -0.1 мТ и значениями §։ —2.427

Л'/|-

Рис. 1. Рис. 2.
Ряс. 1. Спектры ЭПР комплексов медь (Щ-глутзмниовзя кислота пр;։ ком­
наткой температуре (спектры «. 6, н. г, д. е) и 190э (спектры и' б'.

г'. <>'. е'1 Значения pH; с. 2.2; б, б'—3.6. е. в'—5.1; г. г'—7.5; 
о, д’—10,4; 1-. е' 12.5 Цифры над сиехфаки укалывают на компоненты 
сверхтонкой сфуктуры Чат. спектра повторно записана при усилении 
:■ 4 рача большем Стрел,;։; пол спектрам.։ б и о укалывают на компо­

ненту спектра, которая растет с увеличением pH.
Рис. 2. Значения е-тензоров комплексов медь (11)—глутаминовая кисло­

та Для I. II и 111 типов комплексов в зависимости от р.11.

0,001 и g х= 2,094±0,001 (рис. 2). Расщепление компонент СТС в обла­
сти магнитного поля, когда ось комплексов мель (II)- глутаминовая 
кислота параллельна направлению магнитного поля, указывает на им 
мобилизацию меди (II). На это указывает также запись того же рас-
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тора при комнатной температуре, в спектре которого (спектр а) ни­
ши пик в области магнитного пиля 312 мТ, связанный с незначитель­

ной иммобилизацией меди (II) глутаминовой кислотой. Эта точка зре­
ния подтверждается и малой величиной константы СТС, равной И,2мТ, 
н большими значениями £ =2,4274:0,001 и ц . =2,094՜ 0.001 (рис. 2). 
В соответствии с данными работы [14] по исследованию комплексов 
кобальт (II) —1 истиднн методом ЯМР авторы при значении pH, рав­
ном I, когда изоэлектрическая точка гистидина равна 7,6, считают, что 
кобальт (II) наряду с пятью лигандными молекулами воды должен 
быть координирован с атомом кислорода карбоксильной руины в каче­
стве шестого лиганда. Криме того, учитывая приведенный в этой же 
работе эмпирический ряд, в соответствии с которым кобальт (II) с рос­
том pH вначале предпочитает связываться с молекулами воды, а затем, 
ко мере роста pH, с карбоксильными и аминными группами, можно 
считать, что при pH ниже изоэлектрической точки глутаминовая кисло­
та Координирована г медью карбоксильной группой в аксиальном по­
ложении (рис. За). Обозначим их в виде комплексов типа 1.

6

ЛЛ I/\°нго_____ он3
Си("> /

Ус-о 

^0

|>с^. 
z^ z' 

"Л"/՜՜՜

________ NH.
СиМ/')сн Vz Си(н)л

Г
। г^сн.

■

Рис. 3. Схема։ичссхие структуры комплексен медь 01)— глутамииоиая 
кислота՜ «—комплекс типа 1. б—тйпа II, ь rnr:a 111

При дальнейшем повышении pH в спектре ЭПР при комнатной 
темпера։уре.-.(с֊пек։р б) появляется сверхтонкая структура с величиной 
изотропного сверхтонкого взаимодействия, равной 5,7 мТ, При 190՜՝ 
спектр 6՛ этого же раствора изменяется таким образом, ч.о компонен­
ты СТС 1 и 2 комплексон типа I уменьшаются в, наряду с ними, 
появляются компоненты СТС- 5,6 и 7. Кроме того, в ибла. и маг­
нитного поля около 320 мТ появляется дополнительный инк Какое 
изменение спектров говорит о го.м, что при увеличении pH от 2,2 до З.б 
появляется другой тип комплексов наряду с комплексами типа I, при­
чем соотношение их концентраций примерно равное.

При повышении р11 до 5,1 в спектре при комнатной темпера л, >е про­
исходят резкие изменения: сильно увеличивается витенсивнисп. правой 
крайней компоненты (она о:мечена на спектрах стрелкой), на которой 
появляется сунерсверхтонкая структура из трех компонент с зео.ичииой 
расщепления 1,0 0,05 мТ (число компонент л величину расщепления 
удалось обнаружить в специальных условиях ж и; и спектров ЭПР). 
Значение изотропного д-фактора равно 2,114, а изотропное свсрхлшкое 
расщепление рак н<, 6,0 • 0,05 мТ. Запись >тогод гвора три — 190֊
(спек'р в') показывает полную грансформтлино предыдущего спектра



6' Запись сигнала ЭЦР в области, когда ось комплексов параллельна 
направлению внешнего магнитного поля при большем усилении, пока­
зала, что в спектре в' наблюдаются компоненты СТС от трех типов 
цен।ров; соотношение между их концентрациями :аково, что манд । 
мальную из них имеет центр, у которого компоненты СТС имеют нуме­
рацию 5, 6, 7 и 8: компоненты СТС с номерами 9. 10 и // и тех* более 
/. 2 н ') имеют явно меньшую интенсивное:ь В связи со сказанным в 
спектр в' основной вклад вносит новый тип комплексов с ком: шентам.։ 
СТС 5, 6. 7 и 8. .

Значение Ав этого типа комплексов (тип И) равно уже 15.7 мТ В 
по; пендвкулЕпной сриеннщип комплексов наблюдается суперсверхюп- 
кая структура гоже из грех.компонент с величиной расщеплет:.: \ I *
2,3±Д1 мТ. Спектр и.мее аксиальную симметрию с § ։ — 2,313 — 0,001 
н £ = 2.074±0,001 (рис. 2). Увеличение константы СТС до 16.7 мТ, 
уменьшение от 2.427 д< 2.313 к ц ՝ т 2.094 до 2,074 (рис. 2), а так­
же число суперсперхтонкнх компонент как в изотропном спектре при 
комнатной температуре, так и в перпендикулярной ориентации при 
—19(1’ указывают на такую структуру, в которой один из экваториаль­
ных лигандов должен быть атомом азо.а. Кроме того, в соответствии 
е требованиями упомянутого выше эмпирического ряда при данных 
значениях pH медь (II) должна связываться с большим количеств >м 
карбоксильных групп, ։ем с молекулами вод; Учитывая, чт՛՛ :анн.։ •

а комплексов медь (II)—г. •. «слота должна быть
не очеш стабильной, так как она сохраняется в о и мал՛.՛ г ин герца .՛.՛ 
значений pH (от 4 до 5). мы можем пре.ыижн. с 1р: к:\р_. комплексы 
типа II в виде, приведенном на рис 36.

Дальнейшее увел। <снне pH до 7,5 криво и к ьтиой грансд 
цин спектров как при комнатной температуре (спектр с), гак и при 
— 190’ (спектр г'). При комнатной гемпера|уре резко изменяется соот­
ношении между компонентами сверхтонкой структуры, возникающей в 
результате взаимодействия неспаренного электрона атома меди (II) с-՛ 
своим ядром (1=3/2) происход: : их уширение с уменьшением магнит­
ного поля. Причины о но явления были рассмотрены Мак Конне. < м 
еще в 1956 г. 115].

Детальная запись спектра ЭПР в специальных условиях показала, 
что на самой интенсивней ..омнонеите СТС поя-залась суперсверхгонкая 
структура из 5 компонент с величиной расщепления 1,05 ±0,05 мТ. Кро­
ме того, увеличилась и атропная константа сверхтонкого взаимодейст- 
ния от 6,0 мТ до 6,9 мТ и изменилось значение изотропного £-фактора 
от 2,114 до 2.125.: 0,001.

В спектре ЭПР этого же раствора при 190 присутствую: в основ­
ном ко\:поненты СТС I номерами 9, !0 и II В области магнитной՛ по­
ля несколько больше 320 мТ появилась дополнительная компонента, 
свидетельствующая о анизотропии "-тензора по осям х о у. Значение 
константы СТС в параллельной ориентации (Л ։ ) увеличилось от 15,7± 
0.1 до 17,0±0,1 мТ, а значение £; уменьшилось от 2,313 0,00 .՝. ՛
2,261±0,001, что указывает на рост лигандного поля (рис. 2) Анизо­
тропные значения ^-тензора по осям х и у имеют значения: цд = 2.011-
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0.001 и = 2.062±0,002 (рис. 2). В перпендикулярной ориентации ком֊ 
клексов медь (И) । лутами.човая кислота, то есть когда ось комплексов 
перпендикулярна внешнему магнитному полю, наблюдается 5 супер- 
с.всрхтовкнх компонент спектра с величиной расщеплении А =1,1 — 
0,1 мТ. Эта величина примерно в два раза меньше, чем А .ля к< ' щек- 
сов типа 2, для которых А =2,3±0,1 мТ. г<|

Эти данные, наряду с количеством компонент супсрсверхтойкой 
структуры, позволяют однозначно считать, что спектры г и г' д лжны 
соответствовать таким комплексам медь (11) -глутаминовая кислбтЗ, 
в которых медь (11) взаимодействует с двумя эквивалентными амин­
ными группами этой кислоты.

Такое предположение подтверждается также требованием эм на­
чесною ряда работы [Н], в соответствии с которым с ростом pH 
медь (11) должна предпочитать связываться с аминной группой б лыве, 
чем с карбоксильной и гем более с молекулами воды. Кроме того, по­
вышены pH от 7.5 до 12.5, как это видно из спектров д д'. е, ег 
(рис. I). приводит к увеличению концентрации -лих комплексов, е. в 
диапазоне pH. ко։..а концентрация иоиов водорода увеличивается в 
100 000 раз. никаких изменений в структуре этих комплексов не проис­
ходит. Это говорит о том, что в этом диапазоне pH должны образовы­
ваться очень ус очи! ивы о и стабильные комплексы пп.1 111, ит , ; ;-вя- 
днмомх, связано с необходимостью принимать состояние с минимальной 
энергией. Для сравнения комплексы тина I и II являются очень неста­
бильными. так как они сохраняются в очень малых интервалах значе­
ний pH (рис, 2).

Таким сразом, требования стабильности к пре,и;ол;..асмой струк- 
V. ре комплексов типа 111, эквивалентного взаимодействия с двумя сим­
метричными атомами азота двух аминных групп, которые должны на- 
ходигыя н экваториальной плоскости, а гакже требование эм пириче­
скою ряда [14] позволяют считать, что структура кс-малслсик типа 111 
। мест вид, представленный на рис. Зв.

Противоопухолевая активность комплексов медь (II) глутаминов 
Пся кислота при нейтральных значениях pH в отношении различных 
ш.зммов перевиваемых клеток саркомы 8-37 (на 40—60 , ормтженле 
роста опухоли) |6] должна быть обусловлена, на наш взгляд. актив­
ностью только комплексов типа 111, так как комплексы типа I к II не­
стабильны и существуют лишь при кислых значениях pH.

.Можно предположить, чю комплексы типа III являются «лпиушке- 
миз» свободных супероксидных радикалов, находящихся в -.збыгхе а ра- 
новых клетках [131. чем и может быть обусловлена их противоопухо­
левая активность.

Анализ спектров ЭПР н' и ,՛' (рис. 1) при низкой гем юратуре по­
казывает, что проиицпло превращение спектра в' с аксиальной с; ммет- 
। ей 1'кр\.кеппя в спектр г' с ромбической симметрией ՛ :-:р\ ■кет; я т. е. 
е:.ммг рн:: окружения понизилась с повышением pH от 5,1 до 7,5. Та­
кой конфи։՛ рационный переход, на наш взгляд, должен бы:ь « ' слов- 

՛■• !.- Г.СрЗ» [1,2], 
эдрпческис милексы меди (II) к тетрагональному искажению из-за 
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увеличения расстояния между аксиальными лигандными атомами кис­
лорода двух симметричных карбоксильных групи нп вертикальной оси 
Z и центральным а; >мом меди (11)

Такой эффект Яна-Теллера можно прямо наблюдать методом 
EXAFS спектроскопии 112] с использованием синхротронного излуче­
ния накопителя электронов на комплексах гипа 1(1.
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ИЗМЕНЕНИЯ В СОСТАВЕ БЕЛКОВ НЕКОТОРЫХ ЯДЕРНЫХ 
СТРУКТУР ПЕЧЕНИ КРЫС ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ
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Изучен белковый состав ядсриы.х мембран, фракции поровых комплси 
сои и «дсриого матрикса клеток печени крыс при воздействии гидрокорти­
зона. Более существенные изменения в белковом составе язблюдаютси но 
фракции пороаых комплексов и ядерном матриксе. Примечательно, ito 
HjapoKopiн:։Он вызывает уменьшение содеписиин средней паюсы ламик-
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