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ГРАФИЧЕСКОЕ ОПИСАНИЕ ДИНАМИЧЕСКИ РАВНОВЕСНОГО 
СОСТОЯНИЯ МЕМБРАННЫХ БЕЛКОВ

В СОСТАВЕ МАКРОСТРУКТУРЫ

Г .1 МНАЦАКАНЯН. Л С. КАЛАЧ ЯН. К. А. ШАГННЯН**.
Т Н АКОПЯН'* I 4 АРУТЮНЯН*'

Институт экспериментальной биологии АН Армении. Ереван, 
••Институт ботаники АН Армении. Ереван

С помощью метода двухкоординатной экстракции составлены трехкоордк- 
натные диаграммы состояния белков мембран эритроцитов кур. По форме 
сечении липни полувыходов изученные белки подразделены ни три груп­
пы. Обсуждается причинная связь между физико химическими закономер­
ностями комплексообразования белок—мембрана к графическими особен­
ностями диаграмм. Показано, что диаграммы являются индивидуальны­
ми характеристиками конкретного белка

fm֊t UllflUtnJ tub J tlpnrJHlf IfOl/flfl/Lf kit CtAllfJt l(i[rp{ingfii/'bli- 

fl (i <lujt[iu)>lhuj/։b uu/}iuiuiffni.<)bl‘iifi iintutfn.iprjpbuiiti «/ (i £ и If vuj /ill fiJiwqfiuiHfbfu 

Puin IfflUUlL/flfl tfA/t iU UI if UI Л fill fl ft fl ntonufbuitipfti/n/] llll/fll/HJltinirjllLpp piatfuth-

iffif 111 bfibft [uJpfi-. Pbbiufilfifn.J I. i։tiffiaiuitfniii-ffu>ntubff Ij ni/ицЬрии։ qn pugJ ■>/!< 

fyfiqflhutpfiJftuiffuAi tfiphu/fWipniPjHihlilipfi It ijfituiffiutuLb/ifi tffiuifyfilfiulfutb utrtwbi- 

bui‘iiiitilfriif)]mhblifift и/1иш£шлш1)иЛ lpn»i(u Snt/g I, ap rjftuitfpuiJfibpp

‘iiub ij fi it inti nil! bb intf^uij iiiiffitniutfnigft mpm/b pbntPuttjputlfutbbbppi

With the help of two-coordinaic extraction method the (bree-coordination 
diagrams of hen erytrocyte membrane prate ns’ state were constructed. 
According to the form of half exit line sections the examined proteins were 
subdivided Into three groups. The causal connection between the physico-che­
mical peculiarities of protein-membrane complex formation and graphical 
regularities of the diagrams K d scussed It is shown that the diagrams 
arc quite indivi-1՛* •' for a given protein.
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Эритроциты кур?—белки мембран трехкоординатная диаграмма—•сечение трех­
мерной константы диссоциации.
Один из главных подходов при исследовании тидкой структуры мем­
бран основывается на изучении характера взаимодействия мембран 
ных белков .между собой ,։ с окружающими их липидами. Принципи­
альная роль гидрофобных взаимодействий зля поддержания стабиль­
ной конформации биомембран выдвинула на первый план работы по 
изучению физико-химических особенностей гидро։!;.֊-'ных Селкоз мем­
бран [4], определению степени их внедрения в бис л ой Дл> лих це­
лей в основном используются теоретические подходы [5, 7. 8]. напри­
мер, метод дискриминантного анализа мембранных белков [7], осно 
ванный на суммарном учете сродства аминокислот к гидрофобной сре­
де или мембране. Метод позволяет из суммы вероятностей нахожде­
ния различных аминокислотных остатков в составе трансмембранного 
сегмента или вне его оперировать понятием «ннедримость» н бислой 
уже для целого белка. Предложены также и методы прямой иденти­
фикации [6, 10], основанные на применении флюоресцентных зондов, 
позволяющие по характеру сигнала определить физико-химические осо­
бенности молекулярного окружения метки. В плане подобных иссле­
дований представляется важным изучение статуса белков л составе 
мембранной структуры. Под термином «ста։ус» белка мы понимаем 
нативное структурно-функциональное состояние белка, которое дости­
гается совокупностью физико-химических условий среды Изучение 
характера взаимодействия белков с мембраной, оценка степени инте­
грированности белка в липидный бислой. выявление физико-химиче­
ских сдвигов в самом белке и в его ближайшем молекулярном окруже­
нии при энзиматических и лиганд-рецептор них взаимодействиях и дру 
гие подобные аспекты исследований. на наш взгляд, являются важны­
ми тля описания статуса белка .ч составе общей структуры Предло­
женный нами ранее метод двухко.-рлинитной экстракции [1]. позволя­
ющий оценивать сродство белков к мембранной структуре, является 
весьма чувствительным при выявлении малейших физико-химических 
сдвигов в структуре мембран. Суть метода включается в том. что 
мембранные белки экстрагируются при комбинированном воздействии 
двух различных солюбилизирующих агентов. вл няни՛.՛ которых на на 
гивную структуру белка или мембраны неоднотянно. Детальное изу­
чение особенностей экстракции белка показывает, что этот процесс 
строго индивидуален [I]. способ графического описания перехода бел­
ков из состава мембраны в экстрагирующую среду является важным 
условием, позволяющим проводить математическую обработку .тайных 
и их систематизацию. Мы надеемся, что разработанный метод позво 
лит выявить новые структурно-функциональные особенности комплек­
са белок—мембрана с оценкой соотношения вкладов различных сил, 
поддерживающих белок в составе мембраны

Материал и методика. Плазматические мембраны куриных зрнтроши^д аыдсля- 
лн по методике, описанной а прелылущен статье |1]. Солюбилизацию мембранных 
белков в трех двухкомяонентных системах 1трнтон X 100—\’аС1. тритон Х-100—-моче 
айна, ХаСЬмочевина/ проводили следующим образом. Экстракцию белкуй из мембран 
кого матрикса проводили и трех разных системах, каждая щ которых содержала 16 
отдельных проб В каждую пробу помещали 100 мкл мспензни мембран (400 мк.
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мембранного белка) и юбзклйлн по 100 мкл какой-либо >п нар экстрагирующих ком­
понент для получения 16 типов солюбилизирующих сред, н которых обсгпечивается 
возрастание концентраций тритона X 100 (0. 0.05. 0.25. 1,25%). \’аС1 (0. 0.1-1. 0.35. 
0,7 М) в мрчеаивы (0 I. 2. 4 АЬ Экстракцию белков из мембраны проводили при 
температуре 0' в течение I ч при ис.чрерынном перемешивании. Солюбилизирован­
ные белки иделкли от мембранного । .ттоа центрифугированием при JOIXfOxg в те­
чение 1 ч Н.ч каждые 75 мкл надосадка добавляли 25 мкл буфера для электрофоре­
за. содержащего 500 мМ трис-HCI (pH 6,8). 10%-ный р-меркаптоэтанол 4%-ны՜։ 
ДДС-Na, 20%-ный глицерин Пробы кипятили 3 мил и вднссийк на ПААТ Электро­
форез в ПААГ с ДДС. дсиснтомстрнровэнме белковых полос, измерение гелей и рас­
чет проводили как описано ранее [I].

Результаты и обсуждение. Методический подход, описанный на­
ми ранее [1], основывается на двухкоординатной экстракции белков 
нз .мембранного матрикса. Идея метода заключается и том. что мем­
брана (или какой-либо ipyroft структурпо-оргаивзованный объект) 
разбивается на NXn идентичных образцов, которые подвергаются воз­
действию растворов, содержащих возрастающие концентрации пары 
экстрагирующих ингредиентов А и В гак. что в каждом образце экс­
тракции имеем конкретные значения концентраций реагентов А и В. 
После экстракции проводятся отделение растворимых фракций, после­
дующий их элоктроофрез и сканирование электрофореграмм Для каж­
дого конкретного белка данные выхода в экстрагирующий раствор (ин­
тенсивность пика белка на электрофореграмме), полученные с набора 
образцов, помещаются в определенную таблицу, названную нами «таб­
лицей—диаграммой» или «диаграммой состояния белка», на которой 
по точкам 50%-ноги выхода белка по отношению к абсолютному мак­
симуму выхода проводится так называемая «линия пол увы хода», опи­
сывающая особенности процесса диссоциации белка с материнской 
структуры. В работах по изучению белков хрома։ина [2. 3] результа 
ты двухкоординатной экстракции представлены в вид? «поверхностей 
экстракции в трехмерном пространстве», описывающих детали процес­
са д’вухкоордннатнон экстракции того или иного белка в конкретных 
условиях.

Раисе |1] с помощью описанного метода были выявлены харак­
терные группы белков в щухкоординатиой солюбилизирующей систе­
ме \'аС1-рН В настоящем сообщении для более летального изучения 
поведения белков при их экстракции в выявления особенностей ком- 
ыексообразОвання белок мембрана метод усовершенствовался таким 
образом, что экстракцию проводили в трех разных двухкомпонеитных 
системах (NaCI- -тритон, NaCI мочевина, тритон—мочевина) и полу­
ченные результаты суммировали на единой диаграмме. На рис. I в ка­
честве примера представлены профили треков № 15 электрофоре­
грамм мембранных белков, экстрагированных в отмеченных системах 
Результаты обрабатывали в следующей последовательности. Данные 
скани резания для каждого белка вписывали в соответствующие 
^таблицы-диаграммы», прочерчивали линии полувыходов на каждой 
диаграмме и последние помешали на плоскости трехкоорлинатнопт 
пространства. В результате был։։ получены гак называемые «трех­
координатные диаграммы» (рис. 2). Нз рисунка видно, что на «трех- 
координатной диаграмме» линии пол увы ходов являются как бы сече­
нием некой поверхности на плоскостях трехмерного пространства с
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ваиы на остальных треках.



координатами X. У. X. Эта поверхность несет з себе определенный фи­
зико-химический смысл (представляет собой графическое изображение 
трехмерной константы диссоциации) и является специфической харак 
теристи’кой для данного белка

Рис. 2 Спо.об составлении трсхкоординотнмх диаграмм. а) В качестве 
(грн.мгра на диухк<н>рд|!нат1кн'| плоскости гритсс։- .ХаС1 11релетаклены чис­
ловые значения высот пикси белка полосы № II и проведена линия полу- 
выхода | I ] Аналогичным образом линии полувкходон для систем ХяСД 
мочевина н тритон- мочевина г.роилдены на двух других плоскостях. Ли­
шь. полувыходав соединены яоеледсватслъко дли графической целостно 

етн рисунка 6} Схематическая форма нредставленик рисунка а);

Использование в работе возрастающих концентраций таких реаген­
тов. как мочевина, ЭДаС1. тритон, преследовало цель перевести белок 
из связанного состояния а растворимое -.а счет разнородных эффектов, 
а именно разворачивания структур 1:֊?лков высшего порядка («-спира­
лей, |1-структур) в результате ослабления водородных связей, вызван­
ных мочевиной, уменьшения вклада элс-ктростатнческих взаимодей­
ствий экранированием поногсвиых групп, обусловленных повышением 
ионной силы, разрушения липидного Знслоя н результате мицеллообра- 
•ювания под воздействием тритона Х-100.

В предыдущей работе пики белков в системе Х1аС1-рН были про­
нумерованы согласно профилю одного из треков. Однако в изучаемых 
в настоящей работе двухкоор. лиатных экстрагирующих системах 
при электрофорезе были выявлены новые белковые полосы и пришлось 
ввести иную нумерацию. На треках № 15 рис. I пронумерованы все бел­
ки. их аналоги найдены на всех остальных треках трех электрофоре­
грамм. Мы считаем, что выявленные для бе.к.^пых полос закономерно­
сти отражают поведение индивидуального белка

На рис. 3 представлены «трехкозрдинатные диаграммы» белков, 
идентифицированных на треках .Х!? 15 рис 1- Обработка данных выхо­
да для каждого белка и анализ формы сечений трехмерных констант 
диссоциации позволил сгруппировать белки в три класса.

I Белки. сечения трехмерных констант диссоциации которых име­
ют замкнутую форму.
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Представители этого класса—белки №№ 8. 9. 12—14. 19, 20. 22 
24, 27. Их высвобождение имеет выраженную зависимость от концен­
траций тритона. ХаС1 и мочевины. Можно сказать что эти белки ста 
билизируются в обшей структуре как ндрофебными и электростати­
ческими взаимодействиями, гак и водородными связями. Зависимость 
выхода от мочевины достаточно сильная, уже при концентрации 1 М в 
среде происходит диссоциация этих белков. Выход, зависящий от кон­
центрации соли, почти у всех белков этого классу наблюдается при ле-

Рис. 3. Трехкоордииатвыс диаграммы и сечения грсхмгрных констант дне 
социзций белков согласно нумерации на треках рисунка 1. Для нагляд­
ности н схематизации данных числовые значения и другие описательные 
детали опущены Для белков I, 3. 4 диаграммы не составлены из-за пе­

рекрывания их полос.

реходе от 0,35 М к 0,7 М соловой среде, и лишь у двух белков (№№ 12, 
14) имеет место снижение порога кониснтраци.1 Х’аС1, требуемой для 
50%-ной солюбилизации. Практически все белки одинаково реагиру­
ют на повышение концентрации тритона. 50%-иын выход в среду обна­
руживается уже при достаточно низкой концентрации тритона—0,05%. 
лишь для двух белков (№№ 14, 23) требуется повышение концентрации 
тритона до 0,25%. а белок № 27 едкие;венный в этом классе, который 
высвобождается при переходе концентраций тритана от 0.25 к 1,25%.

Комбинированное, воздействие на мембран} пар экстрагирующих 
агентов существенно не влияет на ни 1 диаграмм 50%-ного выхода для 
б.лков №№ 12. 14, 19, 20, 23,27. и лишь внутри каждой гвухкоординат 
ной диаграммы заметны тенденции к некоторому усилению пли умень­
шению выхода при сочетании двух неоднотипных воздействии.

«Трехкоорднватные диаграммы» тля белков №№8. 9, 13. 22. 24в 
системе .ХаО-тритон имеют характерное «ушко» Это указывает на 
то, что физиологические концентрации ХаС1 являются стабилизирую* 
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щи-мн и щже наличие в среде «эффективной» или «Диссоциирующей* 
концентрации детергента не способно нарушить связей белка со струк­
турой. Следует отметить, что в отношении остальных белков. з случае 

которыми комбинированное воздействие соли и тритона не меняет ви­
да диаграммы .обнаруживается некоторое снижение выхода при 0,14М 
н реже при 0,35 М Х'аС!

В целом об этих белках можно сказать ч го он л являются мембране 
ассоциированными. Ассоциация осуществляется «а счет взаимодей­
ствия с липидами, и котором в гой или иной степени участвуют как гид 
рофобные и ионные, так и водородные связи.

2 Белки .сечения трехмерных констант диссоциации которых име­
ют односторонне открытую форму.

В этот класс входят белки №№ 5—7. II. 16—18, 21, 25. 26, 29. Ха­
рактерным для них является то, что одна из трех экстрагирующих коор­
динат «неэффективна» в извлечении белка из мембранного матрикса. 
Для белков №Л?5—7. И, 16—18. 21, 29 таковой является тритон,т-е. 
нарушение гидрофобных взаимодействий ла уровне бнелоя не воздей­
ствует на стабильность связей этих белков с мембранным остовом. В 
первом приближении можно сказать, чю мы имеем дело с пернферкче 
сними белками, которые сохраняют стабильность связей с мембраной 
гри удалении интегральных белков 19]. Для белков №№ 25. 26 «не­

эффективной» координатой является соль. Скорее всего эти белки 
достаточно глубоко пронизывают липидный бислой и нарушенном од­
них лишь электростатических взаимодействий невозможно извлечь их 
.чз структуры.

Белки этого класса можно раздели и. на два типа:
I. Белки, для которых комбинированное воздействие «эффективной» 
координаты с «неэффективном» не меняет формы линии полувыхода 
(белки №№5, 17. 18).
2. Белки, для которых комбинированное воздействие «неэффективной» 
координаты с «эффективной» или пары «неэффективных» координат да­

ет качественный эффект, выраженный в наличии заметного изгиба па 
сечсниг трехмерной константы лиссопиацни (№№ 6. II. 16. 21.25,26. 
29) . Например, для белков №?№ 6. II, 16. 1,25% три гон сам г.о себе не 
является экстрагирующим параметром. 0,35 М \гаС1 в среде также не­
достаточен для высвобождения указанных белков, но наложение этих 
ингредиентов вносит определенные структурные изменения либо в самом 
белке, либо в его окружении, в результате чего белок переходит а 
раствор.

). Белки течения трехмерных констант диссоциации которых имена 
двусторонне открытую форму.

Представители этого класса—белки №№ 2, 10, 15, 28. Они явля­
ются однокомпонситно-зависимыми. Для белков №№ 2. 10. 15 мочеви­
на является единственным параметром, изменением которого можно пе­
ревести их из связанного состояния в свободное, для белка № 2 она яв­

ляется фактором высвобождения уже при концентрации I М в среде, 
для № 10—2 М, а для № 15—3 ЛА. Для полосы № 28 экстрагирующей 
координатой является соль.
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С другой стороны, для полос .\?.\՛? 2. 10. 18 сочетание двух других 
координат, которые сами по себе являются «неэффектнвнымыи», в отно­
сительно высоких концентрациях обеспечивает структурный переход из 
связанного состояния в свободное

Таким образом, двумерные । трехмерные константы диссоциации 
являются особыми физико-химическими характеристиками белков в ин- 
тср.:;:.тг конкретных значений двух нлн трех параметров экстрагирую­
щих сред Анализ «трехмерных диаграмм» свидетельствует также о 
том. что кроме пар белковых полос 8. 9 н 19. 20 (которые, по-видимому, 
являются субъединицами двух исходных белков) остальные полосы на 
диаграммах Обнаруживают весьма специфичные ливни полувыходов. В 
принципе с помощью настоящего метода белки могут быть, с одной сто­
роны. классифицированы ас типу взаимодействия г материнской струн 
турой (отмеченны։ выше типы шаграмм! а с другой—охарактеризова­
ны вплоть до индивидуальных отличий с помощью конкретных диа­
грамм. Причем графический способ описания в этом случае может быть 
более упрощен, а именно внешние от линий полувыходов точки могут 
быть опущены как на рис 26.

Введенные в настоящей работе понятия. такие как «диаграммы со­
стояния белка». «лития полу вых ода», «поверхность экстракции». «дву­
мерная н грехморная константа тиссоцпацни-, Ссечение липин полувы- 
ходов» представляют новые но.можностл для. более углубленной и ле­
гальной характеристики сродства мембранных белков по сценке сово­

купности сил, стабилизирующих белков в I >ставе мембраны.
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