
1 л 6.in ца 2. Скорость оседания необработанных и обработанных ультразвуком эри
троцитов групп кровя А (II) п В (111)

СОЗС 0.9

титр 1 32 титр 1.8 тигр 1,64 титр 1,16

4 8 7 8
6 13 5 7
3 5 5 6
1 7 13 16

10 15 5 7
10 12 6 9
8 10 7 9

'•±2.78 10.375+V24 6.8С>±2.61 S S w-3.09

При ультразвуковой обработке эритроцитов донорской крови изме
ряется показатель экспрессии антигенов, что приводит к достаточно вы- 
раженным изменениям морфологии, СОЭ эритроцитов, однако ЭФ11. 
эффективный объем, проницаемость ионов К1 и сродство к кислороду 
практически не меняются.

ЛИТЕРАТУРА

1. Нирдзян Л. A.. Akw Р I . Н.испевич AI, ՛>!., Койфлтк .Я. .И. Корнева З. И. Биос} н- 
энка. 31, 2, 269-273. 198G.

2. Palade G. Е. I. Е.хр. Med., . ՜. 265 288. j $2.
3. Plnamuafi S.. Gaiiengit։ Р. Е. and Mazza I'. I.'::ra- о r.՝.d in .Med.&B;<՝I., A. (i, 1982.
4 Sabatini D. D., />'<; s/Г A՜., R 1. I. Cell Biol.- 17. 11—58, 1963.

Поступило 18. Nil 1987 r.

Биолог, ж. Армении, т. -11. Nj 5, 1988 УДК 612.714.14

СТРУКТУРНО-ФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ состояния 
АКТОМИОЗИНОВОГО КОМПЛЕКСА НА РАЗНЫХ 
СТАДИЯХ РЕАКЦИИ СУПЕРНРЕЦИПИТАЦИИ

Б. А ТИКУНОК

Институт кардиологии нм, .1 А Оганесяна .М3 АрмССР, Ереван

Показано, что двухегадийноегь СПИ и АТФэзы скелстиомышечного нату
рального актомиозина является результатом синхронного вовлечения и по
следовательного «срабатывания» в этих реакциях двух типов функциональ
но неэквивалентных белковых комплексов. Варьируя ионной силой раство
ра, можно сдвигать равновесие в ст арину одного либо другого типа акто
миозиновых макромолекул. каждому н.ч которых соответствуем определен
но» структурное состояние как до начали, так и после окончания указан
ных реакций. Предполагается. что эти структурно-функциональные со
стояния актомиозина являются отражением наличия н растворе комплекса 
актина с двумя типами миозиновых конформеров

Сокращения: СПИ—суперпрекияигания, НАМ натуральный эм томной и н. АО—ак- 
ждиновый-оранженыя.
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Հույր տրված, րրր կմախքային մկանների րնւսկան ակտոմիրրզինի ՍՊՊ և ԱՏ&ա- 
դայի երկուսւոի փոփոխությունը այդ ոեակցիաներում ֆունկցիոնայ տեսակետից 
՞2 կկվիվա/ենտ էհկս՚ոմ իոդինի երկհ» տիպի կ։էմպ(ե րսնե րի սինխրոն Ննրղրավմ .յյե 

է։ r միացմանս հետևանք Հէ Լուծույթի իոՆական ումի փոփոխումով
կւ՚-՚րե/ի / հավասարսրկշոությունր տեդափոիւեյ երկու սպիւոակոէցային կոմպյեքս- 
ների toyu կամ այն տիպի կողմը, որոնցից յուրաքանչյուրին համապատասխանում 
Լ որոշակի կառուցվածքային վիմակ ինչպես նչվաք ոեակցիանե րի սկզբում. այս֊ 
պես Լ( դրանց ավարտից Հետո: Ենթադրվում որ ակտոմիողինի Աւյդ կառուց
ված բա յին֊կ՚՚ունկըիոնա/ վիճակները արտահայտում են /ntintjflnuT երկու տիպի 
միողինային կոնֆորմերների հես՛ ակտինի կոմպ/երւ/ի ներկայությունը։

Il Ins been -.հ iwn that s=.:nuitan՛.՛ jus drawing tn >?? and ATPase and 
consecutive works of two types of nctomyosin oinplcx Is caused by ibe 
two stages proceeding In both reactions. The differences in the con for
mations (or configurations) and In surface charge distribution lor this 
two types o: actomyosin complex has been established It is proposed 
• hat the- two stales of actomyosin Indicate the (act n two difference 
myosins coil for mere) ■. o ntplex presence tn solution

C,Kt>.iCrn>. ՛<? "mu«(w—fi\rO.uuMuf<— cyncpnnetiuttnrawp. -/1T'i’nza—uontian cum

Предположения о том. что многостадийное протекание СПП может 6ыте 
обусловлено неоднородностью актомиозиновых pact воров [5, 13] ли
бо прохождением фермент-субстратпым комплексом ряда промежуточ
ных состояний [6. К). II]. до последнего времени остаются недоказан
ными.

Нами ранее было показано, что. варьируя ионной силой раствора, 
можно вызвать противоположные изменения в кинетике отдельных ста
дий СНП и АТФазы натурального актомиозина [2]. Было высказано 
предположение о гом, что на разных стадиях в эти реакции вступают 
два типа актин-миозиновых комплексов с различными механизмами 
функционирования.

Б настоящей рабби* предпринят попытка обосновать эту точку 
зрения путем сопоставления некоторых структурных параметров акте 
миозиновых макромолекул в условиях, обусловливающих их различное 
функциональное поведение.

Л/пге;швл и мечеднки. НАМ получали по описанному методу [8] и.- бедренныг, 
мышц беспородных белых крыс. Чисгсиу прспарачоа белка проверяли злсктрофорсги 
чески [12]. а кош’.'-чп рацию определяли ни А2ЙО с помощью калибровочных кривых.

Кинетические . ......... и СПП и АТФалы ПЛАТ регистрировали на установке, собран
ной но схеме [I]. н графический расчет харакгеристич-скнх параметров из разных 
стадиях реакций производили согласно описанному ранее методу [2]

Измерения проводили о сантиметровых кюветах при суммарном объеме пробы 
7 мл. В состав реакционной среды входили следующие компоненты: 20 мМ трис-НС1 
(pH .35). 4 мМ 2-меркиптозтянола. 0.5 мМ АТФ. 0,05 мМ М"С12. I мг,.мл НАМ. Спех 
три УФ-абсорбиин НАМ и сиети поглощен ня катонного красителя АО записывай 
при 25° на спектрофотометре ЗресоМ М-40 (ГДР) IЬ кубаииснная среда содержала 
20 м.М трнс-НС.1 (pH 7.35). 4 мМ 2-.мс։ркапгозтанола. 0.4 мг.։'мл НАМ. АО применялся 
в конечной концентрации 10 у,'.мл.

Результаты и обсуждение. Снижая либо повышая ионную силу 
раствора относительно значений, близких к физиологическим, можно 
добиться одностзднйности СПП и АТФазнои реакции НАМ (рис. I) 
Вследствие большей продолжительности второй, более медленной ста 

384



дни этих реакций она разграничивается по времени наступления с пер
вой, благодаря чему становится возможным проследить их поочеред
ное появление при совмсстш м протекании.

Более того, при условии двухстаднйности СПП увеличение оптиче
ской плотности белковой суспензии в ходе второй стадии происходит 
п'.'ск завершения первой, т. с. на фоне более высокой плотности раство
ра. Это обеспечивает «наседание» второй стадии СПП на первую и раз
деляет их по шкале оптической плотности (рис. 1, а). .Аналогичные рас
суждения справедливы и в отношении кинетики высвобождения неорга
нического фосфата в ходе ЛТФазной реакции (рис. I, б).

Рис. I. Кине.яче.:к.ч՛.- кряные СПП <а) и 
АТ&азы <61 скелетных ниши крыс. I 
0.075 МКСч 2-0,13 М КС!. 3-0,175 М 
К1՜ Стрелками Обозначь՛ мом«ян добав

ления АТФ.

Полученные результаты свидетельствуют о существовании двух ти
пов актомиозиновых комплексов, сильно различающихся то функцио
нальным характеристикам. Их синхронное вовлечение в реакции СПП 
к АТФазы обусловливает по рассмотренному выше механизму двухста- 
дайность кинетики этих процессов.

Следует отметить, что при ионной силе 0.13 степень каждой из от
дельных стадий СПП составляет ровно половину .максимальных значе
ний этого параметра, характерных для соответствующих однофазных 
кинетических кривых. Поскольку степень СПП пропорциональна ко
личеству вступивших в реакцию актомиозиновых макромолекул, на ос
новании полученных соотношении можно рассчитать, что при указанной 
ионной силе раствора примерно половина белковых единиц находится 
о одном, а половина—в другом функциональном состоянии.

для ответа на вопрос, чго представляют из себя эти функциональ
ные состояния и различаются ли структуры соответствующих нм бел
товых Комплексов, нами были изучены оптические характеристики пре
парагов НАМ до и после взаимодействия с А ГФ при различных ионных 
Д'.нДШЯХ.

Как следует из рис. 2 а, изменение ионной силы сопровождается 
появлением двух максимумов УФ-лбе >рбции НАМ. Верный находите! 
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при значениях ионной силы, близких к 0.075, а второй—в области 0.2, 
т е. их положение совпадает с положением соответствующих макси
мумов степеней одноименных стадий Cl 111. а также АТФазной реакции 
препаратов НАМ [2]. На основании этих данных .можно предполо
жить, чю два структурных состояния белка соответствуют рассмотрен
ным выше двум типам функционально неэквивалентных актомиозино
вых комплексов. В таком случае мы вправе также говорить о том. что 
функциональные характеристики этих типов белковых комплексов оп
ределяются исходно их структурным состоянием.

Рис 2. Зависимость величины УФ абсорбции (а) и полол; инн спс-ктра.п. 
ноги максимума (б) НАМ скелетных мыши крыс от концентрации КС1. 
Сплошные и пунктирные кривые соответственно до и после гидролиза 
ЛТФ По оси абсцисс—концентрация К<-1 (М). По осям ординат а—.мак

симум УФ-абсррбцни белка. 6—длина полны (н.мк

Обращает на себя внимание равенство двух максимумов УФ-аб
сорбции белка. Это может показаться странным, поскольку функцио
нальные характеристики соответствующих им актомиозиновых комплек
се-։ существенно различаются. По-ввдимому, методом УФ-спектро
скопия не представляется возможным уловить ге тонкие структурные 
различия, которые обусловливаю г функциональные особенности акто
миозиновых макромолекул. Не исключено также, что в основе увели
чения поглощения белка н ультрафиолете при низких и высоких ионных 
силах лежат различные, структурные перестройки, приводящие к оди
наковому конечному оптическому эффекту.

Рост УФ-абсорбцин по мере перехода актомиозиновых макромоле
кул преимущественно в одно или другое структурно-функциональное 
состояние сопровождается также коротковолновым (иа 1—1,5 нм) сдви
гом спектрального максимума (рис. 2 6/ Эго может послужить указа
нием на то, что в этих состояниях белковому комплексу отвечает более 
развернутая конформация либо меньшая степень агрегации актомиозй- 
новых макромолекул.

О справедливости такого предположения свидетельствует также 
увеличение светопоглощения связанного с актомиозином ЛО при ион
ных силах, близких к 0,075 и 0,2 (рис. 3). Это происходит в основном 
за счет увеличения относительного вклада (а значит, и числа) мономе
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ров красителя которые главным образом сорбируются рассредото
ченными на поверхности белковых макромолекул анионными группи
ровками (в отличие от мономеров, полимерные формы .АО сильнее вза
имодействуют с блочно расположенными группами, несущими электро
статический заряд [3!). Следовательно, при переходе в любое из двух 
функциональных состояний актомиозиновый комплекс претерпевает та
кие структурные изменения, которые обусловливают более диффузное 
распределение заряда на поверхности его белковых компонентов.

Рис. 3. :Iтмснсннс отношения максимумов свегопоглоцення связанных । 
НАМ ске.ч-. । .1.1.ч мыши крыс одномерных и полимерных форм ЛО при раз
личных концентрациях КС; По осн абсцисс—конце։։ 1 рання КО (М); по 

осн ординат—Л45С/465.

После «отработки» на СПП максимум УФ-абсорбции НАЛА и пер
вом структурном состоянии значительно снижается (рис. 2, а). Эго мо
жет быть результатом маскировки поверхностных хромофоров белко
вых компонентов комплекса вследствие его уплотнения в ходе первой 
стадии СПП. Вторая стадия реакции, очевидно, не сопровождается 
столь значительными конформационными перестройками, поскольку ве
личина УФ-абсорбиии в области высоких значении ионных сил одинако
ва н препаратах НАЛА как до. так и после гидролиза АТФ.

Полученные результаты представляется целесообразным рассм«» 
реп в свете современных представлений о существовании двух струк
турных форм миозина [7], также способных переходить друг о друга, в 
частности, при изменении ионной силы [9]. В таком случае можно 
предположить, что обнаруженные структурно-функциональные состоя
ния актомиозина представляют собой комплексы актина с .’■ну мя фор
мами миозиновых макромолекул (конформеров—по [4]). Доказа
тельство этого предположения позволило бы в новом качестве рассмот
реть вопросы, связанные с молекулярными механизмами реакции СНП, 
а также степенью адекватности ее процессу мышечного сокращения,

В рзегвцре ЛО находится н мономернс..1 и полимерной формах, саек;^ильные 
максимумы которых рйешхтфкены и области 4!;6 и 465 нм соответственно.
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ИССЛЕДОВАНИЕ:ТРАНСКРИПЦИИ В КЛЕТКАХ 
/:. coli ПОЛУЧЕННОЙ ПЛАЗМИДЫ p.lZA GH

Г. К. ШАХБЛЗЯН. К. ш. БАБЛЯН. // С. АМБАРЦУМЯН. Ж. И. АКОПЯН

Институт экспериментальной биологии АН АрмССР. Ереван. 
Бурастанская экспериментальная совхоз-лаборатория, .АрмССР

Получена рекомбинантная плазмида pJZA-GH. содержащая длинные кон
цевые повторы вируса саркомы Рауса и структурную часть гена гормона 
роста быка. Анализ РНК. выделенной из Е. coli, несущей плазмид} pJZA- 
GH. покачал наличие последовательности, гибриднзующсйся с геном гор- 
мо«а роста быка.

Սւ/44էյվԼւ Լ ոէ-կ/ւմքինանա յ՚դ pJZA-(jH. "րր պւսրոձակւէԼմ Լ 1Ււսոսւ[ւ սար-
կահս/ի վ[ւրոս>քւ վերջնային երկար կրկնսւ1)յէոՆՆհր հ ցոՀքի աևքէ Հորմոնի հենի 
ււարու կտօշրա յին մաս։ pi ZA-GH պյսէղմիրյ կրո՛յ Е. 1՚օ1ւ~իր) անջատված IHiP֊/i 
ւսեալիզր րո՚յց Լ տվեչ ցույի աճի Հորմոնի րյենք։ հետ ‘“իրրիդիհարյվոդ •‘.այորրրո- 
կ ան ութ յ անների աոկայւս Pjn։ նր ։

A recombinant plasmid pJ7.A—GH. containing long terminal repeat of 
Rous sarcoma virus and bovine growth hormone gene sequences is const
ructed. RNA molecules, Isolated from E. coli cells, bearing pJ7.A -Gil 
plasmid, contain sequences homologous to bovine growth hormone gene.
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