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Устлкаплепа примам мвнсими-ть процесса подавления адсорбции вируса 
ВЭМК ни I. клетках «»т степени ф сфорллнрчнаиия белкой плаампгнчсгкоЛ 
мембраны,

4.'( Ո,ղղա1փ Հապ ՎԷՄԿ I- 1՝։ՒէՆէւր1' 4fu'
պր-9^Ւ <■ M р-^цплг/. ֆոս^րք,

f՝*

A stiaicht dependence Is established between tt*e levels plasmatic 
membrane proteins phosphorylation .:ti I inhibition ա In v|fu* ad-.nrpiioii 
on L֊ce|lv,

Jlcl'HK мембранные белки -фс форилироялям.

Дпуспиральные РНК известны как индукторы интерферона, стиму­
ляторы первичного и вторичного иммунного ответа, модуляторы ряда 
биохимических реакций Ранее нами на нейронах [3]. тромбоцитах 
кошки и человека [6] было показано, что РНК. ДНК и в особенности 
деРНК являются активаторами мембранных функций клетки; в ос­
нове их действия лежат процессы, связанные с повышением в клетке 

вня цАМФ, активацией трансмембранных токов же։ рацелл юл яр­
кого Са2л активацией фосфолипазы А2 [12], более выраженных при 
использовании ДНК. РНК, деРНК в форме Са-преципитата. ДеРНК 
существенно повышает степень фосфорилирования белкой плазма­
тической мембраны клеток, полученный спектр мол. масс фосфо­
рилированных белков в целом близок к таковым белков мембранной 
фракции по цАМФ-завнсимому фосфорилированию [4,7]; взанмо» 
действие деРНК с плазматической мембраной клетки высокоспеци- 
фнчио. факторы связывания на поверхности клеток представлены 
протеинами, по своим характеристикам взаимодействие лсРНК—мем­
брана аналогично лиганд-рецептор взаимодействию [5J. Одним из 
ранних эффектов взаимодействия лсРНК с мембраной является акти­
вация фосфолипазы А2 с накоплением в мембране, клетке ненасы­
щенных жирных кислот и лизоформ фосфол и пилой, обладающих вы­
раженными иммувомодулирующимн свойствами Одновременно на­
копление ненасыщенных жирных кислот и лизоформ фосфолипидов, 
обладающих детергентными мембранолитческими св<;йс։пами. по­
вышает подвижность в мембранном фосфол и пн дном бнелое, способ­
ствует кластеризации внутримембранных белков, локальным пере­
стройкам липидного матрикса мембраны в микроокружении рецеп-

Сокращение: деРНК—двуспнральндя РИК 
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торов, нарушению их функции. По пашн.м данным, такие перестройки 
в микроокружении рецептора вируса энцефаломиокардита мышей, 
осповакцииы, вызываемые деРНК. могут, гоо-видммому, ингибировать 
сорбцию вируса на клетке на 75—90% [4. 5].

В данном исследовании представлены результаты изучения вклада 
фосфорилирования белков плазматической мембраны клеток L-929 
в ингибирование процесса сорбции вируса ВЭМК

Материал и методика ДеРНК ьыделил» из дрожжей Sattlwromtfces cerewae, 
Тотальную фракцию РНК осаждали спиртом., «аггнаряли 2Х«$-$С֊- и обрабатывали 
РНКазой (50 мкг/мл) Двуспцральпую 1’11 К выделяли на колонке <■ немодкфшщрован- 
ной целлюлозой элюцией буфером TES (0.01м \аО. 0.001 м ЕДТА 0.05 М г|жсНС1. 
1'Н 6.9; с 15% ։аиол>։, Фракцию, содержащую дсРНК. осаждали спиртом

Фракционирование мозга крыс проводили гомогенизацией тотальной мозговой 
ткань в 5-крагпом объеме 10 мМ трисНС! буфера (pH 7.5), содержащего 0,32 М саха 
розу jj 1 мМ MgCI2. Очистку и выделение нейрональных плазматических мембран 
проводили по методу, описанному ранее [9| При выделении цитозольной фракции 
гомогенизацию проводили в буфере, не содержащем сахарозу, и цснг|я-фугнрива.ти 
при lOOOQOXg и течение 30 минут Концентрация» белка во фракциях игределяли п>> 
Лоури [11] и слектрофотометрнрованием [2]

Фосфорилирование белков мозга проводил:: следующим образом Инкубнрона:: 
пая смесь содержала 50 мМ трисНС! (pH 7-.5.I. И 7'5 мМ MgC.. <1 М |»2Р] 
АТР <С ! "..Кн/нмоль), 100 бе ц улч;. г..: ,\ иа.о:;.;:л раалн пых , ИНДО) ранил

деРНК и без нее.
Через определенные промежутки времени реакцию останавливали добавлением 

50%-ной ТХУ до конечной концентрации 5% и реакционную смесь наносили на мем 
бранные фильтры с дальнейшей 3-кратной отмывкой 5%-нон ТХУ.

При получении меченного [ЗН]-уридином вируса ВЭМК использовали 2-часовую 
однослойную культуру независимой линии клеток L-929. которую Заражали вирусом 
ВЭМК в разведении 10—2. Адсорбцию проводили при 37° н течение 1 часа После ад 
сорбции монослой промывали средой 199 и клетки инкубировали в той же среде с до 
бавленнсм 10%-нбй сыворотки и [Ж] уридина и концентрации 100 мхКи/мл в течение 
24 часов Культуральную в прус содержащую среду осветляли при ЮОООХй » течение 
90мин при 4°. Виру- осаждали центрифугированием при 30 ООП пб/мнн и течение 2 ча 
сов. Осадок ресуспендировалп в буфере TES (0.01 М rp.tcHCI, pH 7.4; 0.1 'А .ХаС). 
0,001 М ЕДТА). наносили ла 2D՜,),-ную сахарозу .. центрифугировал при Зб 000 об/м-.ч* 
и течение 1.5 1։а: Осадок вируса еуеиеилироня.ш и среде 199.

Активность яденилатцнкла>ы «шределяли но методу [12]. активность фосфодиэсте- 
разы цАМФ—по методу [ I ]

Активацию аденилвтииклазы в клетках 1.-929 видупировали обработкой клеток 
фо|кколнном

Результаты и обсуждение. При исследован։ и л возможной» влияния 
деРНК на процесс фосфорилирования в изолированной мембранной 
фракции мозга крыс получена кинетика процесса, представленпая 
па рисунке. Как видно, в присутствии деРНК наблюдается значи­
тельное фосфорилирование белков мембранной фракции, уровень ко­
торого. однако, после определенного времени прекращае увеличи­
ваться и даже несколько снижается. Поскольку этот эффект имеет 
место как в присутствии деРНК, так и в среде без нее, можно пред­
положить. что снижение уровня фосфорилирования связано в первую 
очередь с действием протеннфосфатаз.

Данные о фосфорилирования в различных клеточных фракциях 
представлены в табл. 1. из которой также следует, что стимуляция 
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дсРНК-протеннкиназной активности относительно более выражена 
(55%) в мембранной фракции. Как известно [10], цАМФ-завней мыс 
протеннкиназы в мозге быка в крысы примерно поровну распреде­
ляются между цитозолем и тотальной фракцией, содержащем мем­
браны и органеллы клетки.

!3

Кинетика эндогенного фосфорилирования 
мембранной фракции мозга крысы в при­
сутствии дс РНК (1) и в среде без нее (2).

-т----- •---- 1---------- --------- г
10 20 30 45 60 мин

Таблица I. Фосфорилирование клеточных фракций .мозга крысы

Фракция

Фосфорилирование, мк моль * ? мин 
на 1 мг белка

- дсРЛК д - Р!!. К

Стопит. Продай 
а т'З и КГПВЦЦ1К

Цитозоль 2.72 7.4 2.7 2»
Мембраны 7.52 12.7!) 1.6 55՛
Ядра 4.61 5.16 1.12 20

Сходство спектров молекулярных масс фосфорилированных бел­
ков при дсРНК-зависимом и цАМФ-зависимом фосфорилировании дает 
основание полагать, что деРНК индуцирует процессы, приводящие 
к повышению уровня цАМФ и, таким образом, включает аденилат- 
циклазную систему, активирует протеинкиназу цАМФ, обеспечивая 
регуляцию фосфорилирования белков плазматической мембраны нерв­
ных клеток.

Представлялось существенным выяснить механизмы увеличения 
содержания цАМФ в клетках мозга крыс. Как видно из данных 
табл. 2, активность аденилатциклазы в присутствии деРНК сущест­
венно по изменялась.

Можно было предположить, что ингибируется система гидролиза 
цАМФ. Проведенные эксперименты показали, что дсРПК ингибирует 
фосфодиэстсразу цАМФ, причем действует на КМ-зависимую акти­
вацию, но не на базальную активность. Таким образом, ингибирование 
КМ-за виси мой активации фосфодиэстеразы цАМФ обеспечивает, по՛
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Таблица 2. Влияние деРНК 
циклических нуклеотидов

на активность аденнлатциклазы и фосфодкэстеразы

Активность аде- 
килатцнклазы. 

нмп/мин/100 мкг 
белка

Активность фосфохиэстеразы, 
активируемой КМ

"““'“"вых.00 “КГ * ингибирования

К..ждОй измерение—среднее 5 эксперпм •

Контроль 3485 100 6582 100
лсРНК 3116 90 2202 67

3225 49

видимому. повышение уровня нА՝* > в клетках, которое обеспечивает 
•активацию пАМФ-ззвиснмы* ■ неиикнназ. В поль:л данного заклю 
чения свидетельствует ••.о.г.-.чщный нами при действии деРНК сяскт 
молекулярных масс фосфорилируемых белков плазматической мем. 
•бравы. в целом б низкий молекулярным массам белков, фосфорит ;՛ 
руем ։х системой цАМФ-зависимой протеинкипазы в плазматнческ ՛ 
мембранах клеток мозга быка и свиньи.

Ранее было показано, что фосфорилирование мембраны ирипо ՛՛ 
К подавлению сродства хеморецепторсв к синаптически:։ медиа г .՝՛՛• ч ՛. 
имеющим пептидную природу [8] По аналогии с изаимодействп.м 
рецеяторов-лн анд предполагалось, что взаимодействие вирус мсм- 
брана также будет находиться в зависимости от степсн’! фосфорн.1и- 
ров. ..ля белков плазматической мембраны.
Таблица 3 Влияние деРНК на адсорбцию вируса ВЕМ( на клетках 1.-929

• РН< ‘ 3՜ и.
пре.-. .,1|. иуки и :;< । 1-

г.откн В"»- 1՝Н|-.|1И и
и •■ г: мал

.ч рож же­
лая КЯТ!СрНП>։ 

}’;1|--,|ц։дии
:1’.1П М' И

КоПТ| о ь 0 ! Ч;։(> . 13 3’.0
1 МВ;։ 4993 12481

15 мин 10318 806 >
30 мни 10432 10729

1 ч ЫЛ8 11508
3 ч 10916 9140

Клетки предобсабатывались деРНК в течение 0. 1. 15, 30 мин I и 2 ч, далее лро- 
ь : (Сорбция вируса в течение 1 часа. Каждое определение—среднееизмерений.

Как видно из данных табл 3, деРНК (в процентах от контроля) 
существенно снижает (на 74—45%) адсорбцию вируса ВЭМК на плаз­
матической мембране клеток Е-929. Использованная в тех же кон­
центрациях деРНК, гидролизованная до моно-., ди-, тетрануклеотидов, 
практически не проявляет эффекта.

Если относительно «поздний» эффект (Зч) подавления адсорбции 
вируса па 30—45% может быть объяснен н конечном итоге индукцией 
интерферона, ;о «ранние» эффекты деРНК—подавление адсорбции вн- 
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руса на плазматической мембране (I мин—1 ч)—могут свидетельство­
вать. по-видимому, о наличии другого механизма, действующего в усло­
вия.՝ отсутствия интерферона, на уровне меж молекулярных взаимо- 
действий внутри плазматической мембраны.-

’ целью установления прямой зависимости процесса подавления 
адсорбции вируса на клетке, от степени фосфорилирования белков плаз­
матической мембраны мы изучали процесс сорбции вируса ВЭМК на 
спазматической мембране клеток 1.-929, предварительно обработанных 
фстрскодино.м, активатором фермента аденилагциклизм.
Таблица 4. Сорбция вируса ВЭМК на фибробластах мыши в присутствии 

форсколнна и деРНК

Время позденстпия л-.РНК или форсколнна

Препарат 1 мин 15 ми i 30 мин

% о: контроля

Конгр-ль 100 !<R> 100 IC > ICO
Фор'. Ku.lHII 60 60 65 65 70
ДеРНК 40 40 40 ■0 45

Полученные результаты (табл. 1) свидетельствуют, чю активация 
аденнлатциклазы, повышение в клетке уровня цАМФ и, как следствие, 
увеличение уровня фосфорилирования плазматических мембран՜ вызы­
вают подавление адсорбции вирус.: ВЭМК на поверхности клеток 1.-929.

Таким образом, можно сделать вь:в..д об определенном вкладе про­
цесса фосфорилирования белков плазма!ической мембраны ? тесенси- 
тизацию клеточной поверхности к адсорбции вируса.

Авторы благодарят д. б. и. С. Н. Айрапетяна за участие в обсужде­
нии полученных данных о роли фосфорилирования и десешчнизации 
сродства плазматических мембран к сорбции парусов
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МЕХАНИЗМЫ РЕГУЛЯЦИИ ИНДУЦИРОВАННОЙ
ОКИСЛЯЮЩИМИ АГЕНТАМИ Са? -ЗАВИСИМОЙ 

КАЛИЕВОЙ ПРОВОДИМОСТИ ЭРИТРОЦИТОВ

.4. В. ГЮЛЬХАНДАНЯН. Г Я ГЕОКЧЛКЯН

Г.,енаи кий филиал Всесоюзного научного центра хирурги; АМН СССР

Показано у։.н.т։ние г.од влиянием Са$1 калкеиой проводимости эрнтроцн 
тов человека, индуцированной онн^ляюишм агентами: элехтрондонормой 
системой аскорбат I ФМС и перйодатом Х.ч Научены эффекты ингибито­
ров энергетических процессов. «читноксндантив. некоторых фенольных сое 
диненкй и SH-реагентов на 0.2--зависимый выход К+, В отличие от дей­
ствия перйодата, образующего поры в мембранах, Сз?--зависимый калие 
вый канал, активируемый аскорбатом • ФМС. функционально связан с 
окислнтсльнс-восстаионительнымп компонентами мембран. Сделан вывод 
о существовании различных механизмов։ регуляции выхода К՛ из клеток

8»4ց >. արված, որ մար/քկային Հրիարոբխոեերոէմ (.3^' ա<յղերու/քյա<էր ավերս - 
նո։մ /. կայիրոմի ■>1ւ/էրրր>}ակաՆուք{յունր . ս><1ս>չացվա<\ որօիդացոէւ նյութերով՝ 
(Jհկտրirjrbձրի >յոնորա/ին սիստեմով ասկորրասւ ֆենա ւյինմե11ոսր4ք!իւսս> / 3>Մ//) և 
\ճ ս/ե ր յո րյա ս: ով:

11ւսոէմնասիրված Լ Էներէչեաիկ իՆՀիրիսւրւրների, անտիորսի/րսնտների, ։4'ո, 
ֆենոյային միարւոմնկրի ե 81 I - <>ե ա t/ենտնհրի էֆեկտներ յ: (..՜|՜ կախված 1\ ‘ 
ձ/Ժ •//’*"' !' uiai‘ւրերսւ/ljnil։ սքհրյորյատ/ւ սւրյդեցրրւթյա J,, ւրւ,;, ան՛ցքեր I, 0/niUfUlrf- 
նամ կ1.նոսւիադաՆւ)ՆԼրո\մ. (՛ՀՕ -կախված կայիոէմի կանարր, о: I/ in խ[ա$ վա ծ 
։սսկօրրասւ-~ՖՄՍ ■ ով, ֆունկցիոնալ կասյվւսծ I, կենսաքէա/յսւնքէների «րսի/յավե - 
րականւ/նււ <սն կօմս/ոեենս/ների Հ1,Աւ< է1ն(1 այրվէէւմ /. որ tjnjntfi ւուն ունեն յ: չի չների րյ 
l\ f ե1քի տարբեր կարւյավորման մեխանիդմներւ

The increase by Ca4- of potassium conductivity of human erythrocytes, 
Induced by oxidating agents, electron donor system ascorbate phenazine 
(PMS) and periodate Na was shown. The eflects of inhibitors of energe­
tic processes, antioxidants, some phenol compounds and SH—reagents on 
CaJ+ - dependent K- efflux were investigated. In contrast to the perio­
date, forming pores in membranes, Caff+—dependent K- channel activa­
ted by ascorbate -| PMS is functionally connected with membrane redox 
components. We concluded, that different regulatory mechanisms of K« 
efflux from cells exist.

Сокращения: ФМС фепазянметосульфат. ПОЛ -перекисное окисление липидоз, 
ГБК—тнобарбитуровая кислота, МДА малоновый диальдегид. ДЦКД—N.N'-ahuiik- 
логексн.жарбодннмнд. ДХФ1 ’Ф —днхлорфенолнндофеиол, ПХМБ—парахлормеркуро- 
бензоат. SITS—1-ацетамидо-4<нзотиоцнаностильбен-2,2/-дисульфокбвая кислота.
ПЛДН—нмкотинамндаденнидивуклеотид восстановленный.
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