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БИОЛОГИЧЕСКОЕ ДЕЙСТВИЕ ГРАВИТАЦИОННОГО НОЛЯ

С. С. ОГАНЕСЯН

Рассмотрено н.чияпне длительного и кратковременного воздействия гравитацион
ного поля и uepeiру::ох ня биологические объекты Анализируются современные дан
ные о возможном действии грннитаииочких сил и:։ эволюцию животного мира, фор- 
мообразовятельные процессы, а также внутриклеточные явления. На основе дан
ных, полученных н условиях воздействия на животных невесомости и хронических гра- 
питацновлых перегрузок и течение двух- трех недель, обсуждаются механизмы адап
тации мышечной системы и роль генетического аппарата клеток в регуляции белково
го состава мышечных волокон.

Среди абиогенных факторов биогеоценоза важную роль играет 
гравитационное поле земли. Будучи неотъемлемой составной частью 
среды обитания, гравитация осуществляет свое действие двояким об
разом. ибо является векторной силой. Следовательно, изменения ее ве
личины отражаются как на размере животных, так и на симметричнос
ти строения тела. Действие гравитационных сил исследуется в двух 
аспектах. Многочисленные работы посвящены физиологическому дей
ствию постоянной и кратковременной гравитационных перегрузок или 
невесомости [1—6]. Не меньше внимания привлекает изучение значе
ния гравитации в формировании видов в эволюционном развитии жи
вотного мира [7—9]. Проблема возможного влияния гравитационных 
сил на микроуровне остается нерешенной.

Некоторые авторы полагают, что окружающие нас объекты услов
но можно разделить на два мира: «Ньютоновский мир.» крупных тел. 
поведение которых определяется гравитационными силами, и «мир 
микросистем Дживса», где взаимоотношения объектов зависят н ос
новном от молекулярных сил и колебаний температуры. Такое разде
ление предложил Вент [10] па основе оценки подверженности макро 
и мнкрообъектов влиянию сил различной природы. Весьма привлека
тельно представление Вернадского [II], что жизнь проявляется в двух 
физически различных пространствах: в поле тяготения живем мы, а в 
поле молекулярных сил—мельчайшие организмы. Слабость гравита
ционных сил по сравнению с силами взаимодействия молекул, такими 
как электростатическое. ван-дер-ваальсовое взанмодейггвие, позволяют 
исключить прямое воздействие гравитации на поведение и развитие 
микрообъектов и течение процессов жизнедеятельности на молекуляр
ном уровне, однако вопрос об их влиянии на клеточном уровне еще не 
решен.

661



Современные представления о роли тяготения как фактора, опре
деляющего размеры и форму тела животных, в свою очередь влияющих 
на интенсивность энергообмена и развитие отдельных органов-систем, 
основаны на теории геометрического подобия [о. 12, 13]. Еще Галилей 
[14] в своих трудах ио механике установил зависимость между разме
ром тела и ускорением его свободного падения.

Х = аи֊\ (1)
где а и р являются постоянным.՛!. а X размером тела. Это уравнение 
легло в основу описания механического подобия, используемого также 
для живых и растительных объектов;

У = ах\ (2)
где а и Ь являются постоянными, у и х- морфо-физиологическими 
параметрами, определяемыми особенностями биологического объекта. 
Из уравнения (2) следует, что изменение масштаба животного приво
дит к изменению его линейных размеров не пропорционально увеличе
нию масштаба, а по степенной зависимостн <>г их численного значения. 
Интересно отмстить.-что зависимость интенсивности .энергообмена от 
веса тела животного описывается подобным типом выражения:

р = а\У\ (3)1
где 0֊ мощность дыхания, \У вес тела, а и Ь- постоянные.

Высказывание Галилея о невозможности бесконечного увеличения 
масштаба животных организмов в постоянном поле тяготения основы
валось на вероятности разрушен ня тела под нагрузкой растущею веса 
Таким образом, чтобы сохранился данный вид при изменениях линей
ных размеров тела животного должна изменяться также физическая 
природа биологических тканей. Так. увеличение лилейных размеров 
тела животного приводит к росту нагрузки пропорционально кубу уве
личения размеров, в го же время прочность структур скелета (пло
щадь поперечного разреза костей) растет лишь пропорционально 
квадрату линейных размеров [15] Развивая эти представления. Фей- 
май [16] указывает, что масштаб тела животных нс только ограничи
вается гравитацией сверху, но и снизу атомарно-молекулярной приро
дой тканей Такой вывод весьма существен, ибо мы являемся свидете
лями нахождения в космическом пространстве п на метеоритах амино
кислот. предшественников аденинов и других орг анических соедини* 
пни. состоящих из легких элементов с простыми электронными орби
тами. Не значит ли это. чго существование на других планетах живых 
объектов, сильно отличающихся по размерам и физической природе от 
земных существ, маловероятно?

Уменьшение размеров гола животных чревато упрощением орга
низма, исчезновением некоторых органов, особенно тех, которые свя
заны с биомеханической функцией и обеспечением деятельности мыши, 
составляющих большую часть массы тела Повышенная гравитация па 
больших планетах в таком случае должна привести к изменению ка- 
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честна опорных и механохнмическнх систем, участвующих в локомо» 
пни. С другой стороны, длительное пребывание в невесомости или на 
планетах с меныпей величиной поля тяготения может привести к про
тивоположным результатам.

Рассмотрение проблемы геометрического подобия именно в этом 
аспекте привело к использованию понятия «критический размер» в 
биологии. Одним из первых приложений этого понятия к биологичес
ким явлениям является работа Рашевского [17]. где предложена ги
потеза. объясняющая деление клетки как результат достижения ею 
своего критического размера, когда нарушается оптимальное соотно
шение поверхности клетки и ее объема. Ввиду постоянства скорости 
диффузии веществ через мембрану уменьшение величины соотношения 
ее и объема клетки приводит к уменьшению потока энергии, что в свою 
очередь создает «голод» в области ядра и стимулирует деление клетки, 
заканчивающееся восстановлением нормального значения величины 
соотношения поверхность/объем.

В таких случаях используется размерный коэффициент пропорци
ональности, для учета значения изменений массы и площади поверх
ности объекта. Физический смысл этого коэффициента, определяемого 
графически по |,кр, заключается в том, что у крупномасштабных объек
тов факторы, связанные с объемом, численно превосходят таковые, свя
занные с поверхностью при достижении объектов своего предельного 
размера. Иначе говоря, для тел. близких по масштабу к клеткам жи
вотных и растений, вариации объема имеют менее определяющее зна
чение, чем поверхности. Именно с этой позиции использован метод ге
ометрического подобия для оценки ряда явлений в животном и расти
тельном мире. Так. Гюнтер [19 -21], основываясь на л-теореме [18] 
н применив теорию геометрическою подобия в биологии, нашел ряд 
зависимостей, сходных с аллометрическими представлениями Гекели 
[22]. В этих исследованиях оказалось полезным введение дополнитель
ного числа основных единиц для характеристики поведения инертной 
гравитационной массы, где совершаются химические процессы. Соглас
но Дюльдину [18]. в поле тяготения ширина, высота и длина живых 
объектов приобретают различный физический смысл, что позволяет 
вместо скалярной ввести различные размерности. Тогда в гравитаци
онном поле, в противоположность невесомости, все эти направления не 
будут эквивалентны, и изменение масштаба организма будет сопро
вождаться изменением его качества, т. е. нарушится физическое подо
бие при изменениях геометрического подобия тел. Смит [23], основы
ваясь на законе Коупа, считает, что увеличение масштаба некоторых 
видов животных в процессе эволюции сделало невозможной их адап
тацию к земным условиям, в то же время консервативность их физичес
кой природы привела к вымиранию этих видов, лишь некоторые из 
них, вернувшись в водную среду, как, например голубые киты, могли 
продолжить снос существование.
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В одном кз последних обзоров [15] рассмотрены важнейшие вон 
рисы гравитационной биологии, такие как образование специфических 
рецепторных органов у растений и животных, чувствительных к изме
нению величины гравитационного поля Экспериментальный материал, 
полученный с помощью биоспутников земли [6]. указывает па боль-, 
тую зависимость ряда биологических явлений (направление роста 
растений, частота мутационных изменений хромосом, рост и деление 
клеток) от кратковременного влияния невесомости, хотя еще невозмож
но исключить действие других факторов космического полета.

В настоящей работе важно рассмотреть вопрос об опосредованном 
влиянии гравитационных сил из активность генетического аппарата и 
генный контроль над синтезом белков. Тут необходима оценка значе
ния непосредственного воздействия изменений в величине поля тяготе
ния на состояние наследственного аппарата клеток. Предложены не
которые представления, рассматривающие действие гравитационных 
сил на субклеточном уровне. Поллард [21] 1! Кондо [25] теоретичес
ки рассмотрели возможность воздействия гравитации на статистичес
кое распределение н тепловое движение внутриклеточных частиц. Ен- 
саняном [26] проведены некоторые эксперименты для оценки действия 
невесомости на течение электрохимических процессов и показано боль
шое значение фактора тепловой конвекции. Распределение митохон
дрий и других внутриклеточных частиц, согласно Полларду [24], мо
жет изменяться при умеренных колебаниях гравитационного поля, хо
тя в условиях невесомости инутриклеючиое распределение частиц ос
тается постоянным. Однако нельзя считать этот вопрос решенным да
же в первом приближении, требуются специальные эксперименты и 
земных и космических условиях. При предварительном рассмотрении 
можно получить некоторую информацию, сравнивая величину грави
тационных сил с электростатическими силами взаимодействия моле
кул. Учитывая, что величина гравитационных сил в этих масштабах 
явлений составляет около 10՜’6 часть электростатического взаимодей
ствия, обычно отрицают какое-либо ощутимое воздействие их на моле-: 
куляриом уровне. Например, для частиц размером меньше 0.05 мк диф
фузионные силы и тепловое движение превосходят по значимости дейст
вие. ноля гяготепия, равного 250.000 С։. Влияние же механических сил 
и гравитационном ноле, равном земному, па статистическое распреде
ление макромолекул в цитоплазме оказалось чиачительно меньше. чем 
на клеточные органеллы, размер которых достигает нескольких мик
рон [24]. Естественно, нужно учитывать возможность направленного; 
движения частиц н клетке в связи с наличием цитоплазматических со-, 
кращающихся трубочек и других структурированных систем, осущест
вляющих векторно-тензорное движение внутриклеточных >>рганел£ и 
частиц. Однако в указанных работах не учтены эти моменты. Таким об
разом, здесь цитоплазматическая сеть и структурированность цитоплаз
матического матрикса противодействуют случайному распределению и 
влиянию гравитации. Частичная оценка значения двух типов сил при
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вела к выводу уравнения статистического распределения частиц внут
ри клетки в поле тяготения՛

п/п0 = (4)
где и число частиц в объеме, հ расстояние перемещения частиц в 
поле притяжения. п0 — число частиц в единице объема при исходном 
уровне, 0 —объем частицы, (р—1) ֊ разность плотности частицы и 
среды. Расчёты показали, что п/пс для митохондрий составляет 9X10՜ 
а для ядрышка 7 X 10 й. Отсюда следует, что для организмов диа
метром более 1 мм гравитационное воздействие может иметь большое 
значение.

Еще в начале нашего века было предложено [28] разделить все 
организмы на две группы но влиянию на них поля притяжения. Впо
следствии было показано, что изолированные клетки в культуре ткани 
не реагируют на ускорения вплоть до 200 Շ [29]. Результаты наблюде
ний на кораблях типа «Союз» окончательно не ответили на вопрос о 
прямом влиянии невесомости на частоту мутаций и аберраций хрома
тидного и хромосомного типа [6]. Они скорее подтвердили возмож
ность действия комплекса факторов космического полета, среди кото
рых нужно отметить высокоэнергстичсские частицы—адроны, способ
ные вызывать ланину вторичного излучения при сильных взаимодей
ствиях с биологическими объектами [30]. Однако в этих исследованиях 
указывается, что невесомость способствует повышению частоты повреж
дений, вызванных облучением. Все же эти данные пока недостаточны 
для окончательной оценки роли поля тяготения в радиочувствитель
ности клеток и тканей [311.

Особое значение имеет гравитационное поле в деятельности ске
летных мыши и сердечно-сосудистой системы. Эксперименты в назем
ных условиях с использованием центрифуг до допустимых величин ус
корений и наблюдения у космонавтов выявили изменения в мышеч
ных волокнах; атрофию скелетных мыши, изменения в их ультраструк
туре. усиление выброса солей Са. детренированность, которые преду
преждаются специальным тренировочным режимом [6].

У животных, в течение 22-х дней пребывавших в состоянии неве- 
еомостн на борту коробля «Космос-605», нами выявлено значитель
ное возрастание активности миофибриллярных катепсинов в разных 
I руинах скелетных мышц [321. В табл. 1 приведены данные о протео
литической активности миофнбрмлл белых крыс, находящихся в усло
виях невесомости, а также в идентичных условиях на земле, где ис
ключалось влияние фактора невесомости. Было установлено; что по 
сравнению с Контрольной группой животных, находящихся в вивари- 
альных условиях ;а обычном режиме содержания, в опытной группе 
значительно повышается активность катепсинов, однако через месяц 
после приземления происходит восстановление их исходной активнос
ти. При этом в полетной группе животных активирование катепсинов 
значительно больше выражено, что указывает на особую роль фактора 
невесомости ո развитии атрофических процессов.
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Т а бл ила I 
Изменение катепсической активности миофибрилл при невесомости и ограничении 

движений белых крыс в период реадаптации, мкт тирозина/м։ белка.
60 мин. 37°. среднее Ю-тн определений

М ы ш ц ы Группы 
животных

1 кшесомость 
(полетный экспе

римент)

Ограничение дг.'.женин 
(синхронный экспери

мент)

через
2 дня 
после

выхода 
нз опыта

через
26 диен 
после 

выхода 
из опыта

через 2 дня 
после выхо
да из опыта

через
26 дней 

после выхо
да из опыта

Трехглавая мышца Опытная
Контрольная

24,8*1,1
9,0+։,6

!6,1*0,4 
10,2+0,5

19,0+0.59
9.4 ±0.4

5,8+0.36
2,3+0.!

Длинный и общий раз
гибатели пальцев пе
редней конечное1и

Опытная 
Контрольная

35,5+1,7
13,3+0.6

21.9-0,3
14,4+3.3

25,6+1,0
13,4+1,8

7.8+0,78
3.2Т0.54

Задняя группа мыши 
бедра

Опытна я
Контрольная

19.5+0.7
8.4+2,9

11,7+0,9
7.2-1,!

17,4*0.9
8.1*2.9

8.0+0,45
5,4 *2.6

Четырехглавая мышца рпытаая 
Контрольная

— - 19.8*2,9
7,5+0.36

8,8+1,7
4.4*0.6

ГТолуперепончаган мыш
ца

Опытная
Контрольная

— 17,3+0.84
8.8+1,2

7.57*0,38
1,8 *0,1

Т п блица 2 
Действие длительной гравитационной пере։рузкк на протеолитическую активность 

очищенных мнофнбрилл белых крыс, мкг тирозина, мг белка, 60 мни. 37° 
средние данные 10-ти опытов с квадратическими отклонениями

Группы животных Миокард Бедренные
Мышцы

Контрольная группа 23,3*1,7 14.4*1,6

Гравитационная перегрузка 4'3. и течение 12-ти дней, 
по 20 мни ежедневно 37,1*2,6 25,1*2.7

Гразнтаичояная перегрузка 5 6, п течение l-l-.ii дней, 
по 4) мин ежедневно 37,0+1,8 25.8*2.0

Через месяц после прекращения воздействий гравита
ционной перегрузкой 22.3*1,8 15.2+ 1.1

Из табл. 2 видно, что не только невесомость, но и гравитационная 
перегрузка, вызванная двухнедельным вращением белых крыс на цен
трифуге с ротором, имеющим радиус 1.6 м. приводит к четкому повыше
нию протеолитической активности мышечных элементов. Это и ясно,, 
гак как распад и синтез белков взаимно связаны, и. по-видп.мому, в мы?: 
шечпых волокнах они регулируются яс частотой сокращения, а нагруз
кой. приложенной на данную мышечную группу гравитационным по
лем. Характерно, что в разных типах мышц (белые и красные скелет
ные. сердечная мышца) интенсивность обновления белков неодинако
ва и зависит, как уже хорошо известно, от их антигравитационной 
функции. Прекращение ежедневных центрнфугацнй животных при ус- 
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коремиях 4—56 в течение 20 40 .мин приводит к постепенному вос
становлению исходной к.атеисической активности во всех типах иссле
дованных мышц (табл. 2). Интересно отметить, что уже при ускорении, 
равном 4 О. происходит полная активация катепсинов мышечных мио
фибрилл. дальнейшее повышение вели чины ускорения не вызывает до
полнительного увеличения их активности. Таким образом, величина 
гравитационного поля является важным фактором, регулирующим 
ферментативный аппарат обновления мышечных белков через измене
ние напряжения мышечных волокон.

Не лишено основания предположение, что снятие нагрузки на мы
шечные волокна или их перегрузка при повышении величины гравита
ционного поля могут вызвать изменения в содержании белков, секвест
рирующих ионы Са, вымывающиеся п ։ организма и при длительном 
постельном режиме, т. е. при гипокинезии [6]. Недавно обнаружены 
различного типа белки в мышечных мембранах, способные связывать 
н высвобождать Са2+ [331- В процессе возбуждения высвобождается 
из этих источников Са2՜ и его концентрация в цитозоле растет от 
10 ~8 М до 10՜ ' М. т. е. почти в тысячу раз. Высвобожденный Са24 
запускает мсханохимичсский процесс и от его количества зависит вели
чина развиваемого мышцей напряжения. Следовательно, здесь должна 
быть найдена прямая корреляция между мощностью Са-транспорти- 
рующего аппарата мышечных мембран и антигравитационной функ
цией мышц. Поэтому один из возможных путей потери Са2* в мыш
цах— это уменьшение содержания Са-свя бывающих белков при умень
шении нагрузки, падающей на мышцу. К эким белкам относится мио- 
фибриллярный белок тропонин, открытый Эбаши в 1964 г. [34], состо
ящий из трех субъединиц, одна из которых специфически связывает ио
ны Са. По аминокислотному составу и физико-химическим свойствам 
она сходна с Са-связывающнми белками мышечных мембран—нар
вал ьбу мн на ми [35].

Нами у белых крыс, приземлившихся после 22-дневного полета 
из корабле «Космос-605», обнаружено снижение содержания субъеди
ницы тропонина, связывающей ноны Са в скелетных мышцах. При гра
витационных перегрузках, создаваемых центрифугированием в течение 
2-х недель ежедневно по 20 и 10 мин при 1—56, наблюдается возрас
тание содержания Са-связывающей субъединицы тропонина (табл. 3). 
Здесь необходимо упомянуть, что на ранних стадиях эволюции за син
тез тропонннополобного белка был ответствен один ген, который ам- 
плифицнровался, и образовались независимые гены для разных типов 
Са-связывающих белкой мембран и миофибрилл [35|. Отсюда легко 
предположить, что изменения нагрузки, падающей на мышцу, могут 
избирательно регулировать активность генетических участков, ответ
ственных за контроль над синтезом отдельных Са-связывающих бел
ков.

Представление о генетической обусловленности регуляции отно
сительного количества отдельных специализированных мышечных бел-
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Г а б л и и а 3
Субъединичный состав очищенного тропонина задней группы бедренных мышц 
белых крыс и условиях гравитационных перегрузок и в период реадаптации 

(разделение субъединиц методом электрофореза на 10% ПААГ 
в присутствии 0.1% додецилсульфата натрия)

Группы животных

Относительное содержание субъединиц 
гропонина, °/0

Тропонин—Т 
(белок, связы* 
вающиЙ гропо* 

миозин)

Тропонин 1 
(ингибитор 
ЛТФазы)

Тропонин—С 
(белок, связы* 
ваюший ионы 

Са)

Контрольная группа
‘•-ч

Гравитационная перегрузка 4 G по 
20 Mini, н течение 12-ти дней

20,2 ±8,9 
и s-5

21.9+6,9 
ri՜?

42.9*8,0 
п =5

32,6*8,3 
п 8

36,8+10.5 
п =5

45,5+4,9 
и 8

Гравитационная перегрузка 5 G по 
40 мии. в речение 11-ти дней

24,0+5,6 
и = 5

27,0+4,2 
и =5

48,8+5.6 
п=5

Группа реадаптации. Через месяц 
после прекращения гранита пион- 
ной перегрузки

IS.o+3,2 
п =5

47.21:2.5 
п 5

35.0+2,5 
п 5

ков и их нзопротеннового состава в зависимости от биомеханического 
профиля работы мыши было выдвинуто нами в 1973 г. [36—38], что 
в дальнейшем нашло подтверждение в ряде работ других авторой 
[39-41].

Таблица 1
Изменение активности Мц2 *--ЛТФл ил миозина В миокарда и скелетных мышц 

белых крыс под влиянием гравитационной перегрузки и в период 
реадаптации (активность выражена и мкг Фи, мин-։, мг-* белка, 

25°. pH 7.4. средние данные с квадратическими отклонениями)

Группы ЖИВОТНЫХ Миокард Бедренные
МЫШЦЫ

Камбаловнднзп 
мышца

Контрольная группа 4,481 1,25 
11=6

5,43±0,41 
в 8

3,15 0.88 
п=8

Подопытная группа. Гравитационная пе
регрузка 4 П. 12 щей. 20 мин

8,22+1,28 
п-6

18.2+0,88 
п=8

9.64 + 1.28 
п 6

Достоверность разницы с контрольной 
группой р<0,05 р <0,001 р<0,01

Подопытная II группа. Гравитационная 
перегрузка 50. 14 лисп, 10 мин

16,85±0,06 
п=7

28.2+0.36 
п=8

17.4+0.12 
п—6

Тостоверносп. разницы с кош рольной 
группой р <0,001 р<0,001 р <0.001

РеадаптаинОннзя группа Через месяц 
после прекращения перегрузки 4 (л. 
30 дней. 20 мни

7,61+0.10 
п-5

23; 5+0,49 
и ?7

10.65+0.18 
п=7

Достоверность разницы с контрольной 
группой р<0,05 р<0,001 р<0,001
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В нашей лаборатории показано, что гравитационная перегрузка в 
течение 2-х недель вызывает сдвиги в количественном соотношении ч 
дельных мнофибриллярных белков и изоферментов АТФазы миозина 
в скелетных и сердечной мышцах. Из табл. 4 видно, что повышение 
АТФазной активности актомиозинового комплекса зависит от рн- 
тельности и интенсивности гравитационной перегрузки. Одновременно 
наблюдаются изменения физико-химических свойств АТФазы, которые 
сопровождаются нарушениями в белковом составе актомиозинового 
комплекса. Уменьшается содержание именно субъединицы тропонина-1, 
ийгнбйтора АТФазы актомиозина. Это обнаруживается и при электро
форетическом разделении тропонина на полиакриламидном геле (табл 
3). С другой стороны, значительно снижается степень активации А1Ф 
азы актомиозина катехоламинами, которые повышают АТФазиую ак
тивность также в отсутствие ионов Са (рис.). Полученные данные

Рис. Действие норадреналина пн М$ 2+ -АТФазную активность нативно 
го актомиозина скелетных мышц п отсутствие ионов Са. Инкубационная 
смесь состоит на; I мг белка. 10—6М ЭГТА (этиленгликоль бис-(амино- 
этил-тетра.ацетат), 2ХЮ_3М М$-+ ЛТФ, 0.02 М трнс-НС! буфера, 
pH 7,4, 0.15 М КС1. 1 контрольная группа животных. 2—группа живот

ных. подвергнутая гравитационной перегрузке в течение 12-ти дней.

подтверждают вывод о том. что изменения в белковом составе актоми
озинового комплекса обусловливают сдвиги в его ферментативной 
активности. Иначе говоря, это связано с регулированием генетических 
участков, ответственных за синтез различных субъединиц миофибрил
лярных белков в условиях гравитационных перегрузок пли невесомости.

Так как мышечная система составляв большую часть массы тела 
животных, многочисленные биохимические реакции в других органах 
направлены на энергетическое обеспечение их двигательной функции. 
Следовательно, изменение величины гравитационного поля в длитель
ный период существования Земли в случае уменьшения массы мышц 
в процессе эволюции животных может ограничить потребность в упер- 
грсннтетических реакциях и функционировании ряда внутренних орга
нов. Одним из примеров такого эффекта служит появление кроветвор
ной функции скелета у позвоночных в силу изменения массы их тела в 
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процессе эволюции, т. е. в конечном итоге благодаря гравитационному 
полю земли [42, 43].

Гравитационное поле на Земле—постоянно действующий фактор 
среды и потому длительные драматические изменения его величины 
могут вызывать глубокие сдвиги в физико химических параметрах, об
мене веществ и в молекулярной структуре тканей животного организма 
в результате нарушения принципов, основанных из необходимости сох
ранения геометрического подобия. Решение вопросов практического ха
рактера требует дальнейшего детального исследования действия дли
тельных космических полетов, в частности фактора невесомости и гра
витационных перегрузок, на животный и растительный мир. И пока 
трудно предвидеть, к каким новым приспособительным изменениям 
приведет длительное изменение величины гравитационного поля и ка
кие органы или функции живых организмов разовьются или атрофиру
ются в этих условиях.

Институт кардиологии М3 ЛрмССР,
лаборатория молекулярной кардиологии Поступило 19.lV 1978 г.

’•ԴՈ'1.11.։ւ11.Ն ԴԱՇՏԻ ԿԵՆՍԱԲԱՆԱԿԱՆ ԱՏէԴԵՑՈԻԹՅՈհՆԸ

II. II. ՀՈՎՀԱՆՆԻՍՅԱՆ

1Լշխատանրր նվիրված Լ ձդոդական ուժի ե դերծանրարեոնվածության 
կենսաբանական ա ղդ եց ա թ յան բ: ՜թննվում են Ժամանակակից պատկերացում - 
ներր և փորձնական տվյալները՝ ձդողական դաշտի դերի վերաբերյալ կենդա
նական աշխարհի Լվиլյուցիա յի րնթացրում ձևակազմ ավորմ ան, հատուկ 
3դոդական ուժերի դդայարանների աոարսցւ!ան և ներբջջային պրոցեսների 
կադմակերպման դՈրծամ: Հենվեյով ստացված փորձնական տվյալների վրա, 
անկշռելիության իո՚հււսմոս—Ծ05») և դերծանրարեււնման պայմաններում 
աոաջ է րաշվում մի նոր տեսակետ ձդողական դաշտի մ եծութ յան փոփոխ
ս՛ ան նշանակության վերաբերյալ՛ մկանային համակարդի և մկանային բջիջ
ների Ժ ա սուն դա կան ապարատի դործունեսէթ յան կարդավորմ ան մեջ։

THE BIOLOGICAL EFFECT OF GRAVITATIONAL FIELD

S. S. OGANESSIAN

Literature data on the effect of gravitation overloading and the role 
of gravitation in micro- and niacroorganisms have been summarizied. 
The importance of “critic size" in the observed effects of gravitation, as 
well as (he effect of centrifugation and weightlessness on the molecular 
characteristics of the muscle and myocard in experimental conditions 
have been discussed.
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ НРД В ЦИТОХИМИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВА
НИЯХ БИОЛОГИЧЕСКИХ ОБЪЕКТОВ

Ц. М АВАКЯН, И Е. ВАСИНКЖ Ю. П. МОЖАРОВ, 
А С. НАНАСЯН, Дж О. ОГАНЕСЯН

Предложен новый метод обработки цитохимических препаратов на основе изме
рительном установки тля обработки снимков трековых камер (НРД). По сравнению 
с традиционными методами измерений, предложенный резко сокращает время обра
ботки. увеличивает точность измерения и дает объемную информацию о распределе
нии уникальных клеточных структур.

Цитохимический анализ клеток является одним из важнейших 
экспериментальных методов биологических исследований. Обработан
ные соответствующим образом препараты, подлежащие исследованию, 
фотографируются; снимок R дальнейшем подвергается фотометричес
кой обработке. Конечной целью этой обработки является определение 
количества уникальных клеточных структур (РНК. ДНК. белковых ве
ществ и т. и.), их распределение в пределах клетки, характер его. Ука
занные параметры характеризуются величиной и изменением оптичес
кой плотности этих веществ.

Принятая традиционная методика фотометрической обработки 
снимков биологических объектов не позволяет производить подобную 
обработку за короткий срок с желаемой точностью и не дает объемной 
информации. Измерительная установка для обработки снимков треко
вых камер в ядерной физике с помощью оптико-механического скани
рующего устройства НДР [1] может быть с успехом применена также 
для обработки снимков биологических объектов, т. е. для микроденси- 
тометрических измерений при выполнении следующих условий: видео
каналы сканирующего устройства должны быть линейными (если из
меряется коэффициент пропускания) или логарифмическими (если из
меряется оптическая плотность): необходимо наличие фотометричес
кого блока, наличие аппарата стробирования сканирующего луча по 
строке.

Первые два пункта очевидны и уже реализованы в электронике 
НРД вычислительного центра Ереванского физического института [2]. 
Выполнение третьего пункта обеспечивается с помощью аппарата ди
намических прецизионных масок [3]. также входящих в состав обору
дования НРД ЕФН.

Работа НРД в режиме микродснсигометрических измерений реа
лизуется следующим образом.
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Сканирование производится не лучом, а узкой маской, последова
тельно перемещаемой пи строке сканирования в заданных пределах, 
при. этом функции электронных масок не ограничиваются только стро
бированием луча по строке (т. е. генерацией команды на цифрование 
видеосигнала через заданные расстояния но строке сканирования), 
они могут быть использованы также для формирования линейных раз
меров измерительной апертуры.

В пределах маски фотометрнруется интегральный сигнал от скани
рования лучем; координаты зон, где проводились измерения, определя
ется но положению маски на сканирующей строке; столик перемеща
ется в новую позицию для измерений по следующей строке разложения 
и т. п.

Таким образом, производи лея дискретное фотометрлроаание на за
данной площади с сеткой, определяемой в одном направлении шагом 
перемещения маски по строке, в другом — величиной перемещения ак 
тйвной платформы столика от строки к строке, т. е. полностью скани
рующих линий. Возможности НРД ЕФИ при работе в режиме микро- 
денситометр ичсских измерений рассмотрены в работе Васи шока и др. 
[■։]•

Цель данной работы ֊ определить с помощью НРД распределение 
ДНК. РНК и БН-соединений и их концентрацию в клетках.

Материал и методика Объектом исследования являлись меристематические клет
ки корешков пшеницы сорта Безостая 1- Для приготовления постоянных препаратов 
корешки обезвоживались и пропитывались парафином. Толщина срезов—7 мк. Для 
иыянленнн 81 [-соединений корешки окрашивались методом Барнет.: н Зелнгмана ДНК 
клетки была окрашена по Фмьгену. Часть препаратов окрашивалась метиловым ?.е- 
леиым и пироинном. при этом происходило днойиое окрашивание, ДНК окрашивалась 
в синий цвет, а РНК—а зеленый. Обработанные препараты фотографировались на 
микроскопе МБИ-6 (пленка М»крат-200). Полученные фотопленки сканировались на 
НРД шагом 32 мк. С кадра снималось иоридка 1200 прок. Дли снятия полной ин
формации с кадра п записи на магнитную ленту было затрачено 3 минуты.

Результаты и обсуждение. Так как данные, полученные па НРД и 
спектрофотометре ИФО—151. измеряются условным!: ֊.•птицами, мы 
не можем их сравнивать. Но об однозначности этих данных свидетель
ствует тот факт, что соотношение оптических плотностей ДНК. РНК и 
БН-соединеиий, полученных на НРД и спектрофотометре, полностью 
совпадает. В обоих случаях оно равно 2:1:0.7. Однако НРД нс толь
ко позволила определить среднюю оптическую плотность исследуемых 
веществ, но и дала возможность установить объемную форму их рас
пределения и накопляемость в клетках.

8 Н-соединения. Средняя оптическая плотность Б11-содержащих 
соединений в клетках при определении на установке НРД—15± 
0.2 усл. ед. Но в клетке эти соединения распределены неравномерно. 
Наибольшая часть их накоплена в клетках с плотностью до 10 усл. ед.

Более значительное накопление БН-соединений (до 20 уел. ед.) 
отмечается в меныпих количествах точек, а начиная с оптической плот
ности 60 усл. ед. кривая накопления падает до нуля.
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Картина распределения БН-соедкнений в клетках представлена 
следующим образом (рис. I): под клеточной оболочкой они имеют не 
очень большую плотность накопления, потом она надает до минимума 
и находится на уровне оптической плотности этих соединений в ядре. 
Затем скачкообразно достигает максимума. Второй, но не столь значн- 
тельный, пик накопления ЫКсосдинсний отмечается в ядрышке.

ДНК. В ядре средняя оптическая плотность ДНК составляет ՛ 
46 ±2 усл. ед. Но распределена опа неравномерно. Плотность накоп
ления ДНК постепенно увеличивается от оболочки к центру ядра. Да
лее к ядрышку замечается некоторое уменьшение ее. В ядрышке коли
чество ДНК резко падает, ио в распределении ее выявляется обратная 
закономерность: от оболочки к центру плотность ДНК уменьшается 
(рис. 2). Больше всего в ядре имеется ДНК с плотностью от 20 до 50

Рис. I. Рис. 2.
Рис 1. Распределение ЭВ-соединении в клетке.

Рис. 2. Распределение ДНК в ядре.

Рис 3. Распределение РНК п клетке.

-усл. ед. Число точек накопления ДНК уменьшается с увеличенном 
плотности, а с оптической плотностью 170 190 усл. ед. их практически 
нет.

РНК. В клетке РНК имеет среднюю оптическую плотность 23± 
± 1 усл. ед. Но наиболее распространенная форма плотности РНК а 
клетке —от 10 до 20 усл. ед. С увеличением плотности уменьшается 
число точек с РНК. Так как при окраске окрашивались и РНК и ДНК,
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io при сканировании получилась суммарная картина распределения 
обоих веществ. В цитоплазме плотность РНК увеличивается начиная с 
оболочки клетки Достигнув максимума она вновь .меньшается к обо
лочке ядра (рис. 3). Самый высокий пик оптической плотности отмеча
ется в ядрышке, что и соответствует самой высоком накопленное™) 
РНК.

Таким образом, предварительные цитохимические исследования на 
НРД указывают на целесообразность применения ее в биологических 
исследованиях, так как обеспечивает более точную, быструю и объем
ную информацию.

Цитохимический анализ меристематических клеток корешков пше- 
шшы сорта Безостая I дает основание утверждать, что ДНК. РНК и 
SI ( соединения в клетках распределены неравномерно, каждое из 
лих веществ имеет свою определенную объемную форму распределе
ния. Соотношение между количеством клеточных ДНК. РНК и SH «со
единений постоянно и составляет 2 : I 0.7.
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THE USE OF NRD IN CYTOCHEMICAL RESEARCHES 
OF BIOLOGICAL OBJECTS

Ts. M. AVAKIAN. I. E. VASSINYUK. Y. 8. MOZHAROV.
A. S. NANASSIAN, J. O. OIIANESSIAN

A new method oi processing cytochemical preparations based on 
the use of equipment for track chamber pictures lias been proposed.

As compared to traditional methods, the new approach markedly 
shortens the processing time, increase* accuracy and produces spatial 
structure pictures.
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ НУКЛЕОТИДНОГО СОСТАВА ДНК УФ- 
СПЕКТРОФОТОМЕТРИЧЕСКИМ МЕТОДОМ

В. М АСЛАНЯН, 10 С БАБАЯН. В. В. САГАТЕЛЯН. Мик. К ПОГОСЯН

Разработан метод, позволяющий определить нуклеотидный состав ДНК на осн» 
ле анализа дифференциальных кривых плавления, полученных спектрофотометрнческш

Нуклеотидный состав ДНК определяется химическим методом 
посредством деградации се молекул на отдельные нуклеотиды. Для 
ДНК с квазпелучайиым распределением азотистых оснований нуклео
тидный состав можно определить методом равновесного центрифуги^ 
вания в градиенте плотности [I]. Этим же методом можно найти число 
блоков, входящих в ДНК. и нуклеотидный состав каждого блока [2].

Материи.։ и методика, Нативные ДПК тимуса теленка, печени крысы, Е. соН би
ли выделены по методу Георгисйа. а ДНК фа։а Г2—фенольным методом. Для всех 
ДНК А2К)/А28։, лежало между 1.8—1.9, а А^/А^ между 2,2—2.4 следовательно, 
содержание белка и РНК в исследуемых ДНК меньше 0,1%. Молекулярный вес ДПК 
тимуса теленка, фага Т2, печени крысы и Е. со!։ порядка 107 Все образцы ДНК нзу*  
чалн в цитратно-солевом растворе. Тепловую денатурацию ДНК проводили в буфере 
0.1 БЭС (1 $БС=0.15М Х:аСН-1),015 М цитрат Ха. pH 7.0) Кривые плавления полу
чены ни 'ектрофет метре РУЕ ГХ1САМ $Р-8000 с приставками, при непрерывном

• Примечание: Вычисление для нашей задачи свидетельствует о том, что эта 
величина связана с нитсряалом плавления ДТ1 Ьго блока, т. е с кооперативностью 
данного блока | 2пз{ ДТ1 (тот же результат получен и в работе Берестецкой Л. В 
и др.) [4]. Зная, что ДТ зависит от относительного содержания ГЦ пар, оценил 
среднее значение в 1 рапиды изменения п- Так как ДТ изменяется о: 2,5° до 3,2° для 
киазислучэйно распределенных ДНК [3]. то д = 1.15°±0,12®.

режиме нагреня растворов ДНК- Скорость нагрева была О^б’/мии. 
плавления были взяты с цифрового вольтметра В7-16 и самописца 
РУЕ иМСАМ.

Исходные кривые плаилення получены сиектрофото метрически.

Данные кривых 
самого прибора

Для
особенностей в характере поведения кривых плавления был осуществлен переход к 
шфферспцнальным кривым плавления (ДКП). Известно, что молекулы ДНК состоят 

и блоков р, 5]. Так как оптическая плотность а читанная величина, то можно нем 
кривую оптической плотности представить как сумму оптических плотностей всех б.м- 
ков. Каждый блок вносит свой относительный вклад п кривую плавления в завися» 
мости от размера и ГЦ-еодержания самого блока. Известно, что для квазислучаййО 
распределенной ,ДНК зависимость оптической плотности от температуры представля
ет собой Гауссовую кривую, а так как в блоках нуклеотидные пары распределены 
квазислучайно, то сложные ДКП гетерогенных ДНК представлены п виде сбаокуп*  
нести Гауссовых кривых*

* гт-та»В*  2 з|1
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где В։. д! и Т1—зрк параметра Гауссовой кривой: Т»—температура плавления 
1-го блока.

Полагаем, что каждая из Гауссовых кривых соотнетсглует определенному блоку 
ДНК. Каждый блок, характеризуемый величиной В! вноси: свой относительный вклад 
в оптическую плотность (В!—статистический нес каждого блока).

Качественно было определено число блоков для каждой ДНК н Т1 каждого бло
ка. а потом при помощи ЭВМ БСМ-6 методом минимизации вычислялась величина 
[у—Г(Т)]2 для каждой точки (взято приблизительно 50 точек) Здесь у—шаиение 
ДКП для каждой температуры, а

Е(Т)= 3-е .
I

Принимая, что с возрастанием ГП-содержания линейно растет темпера туря плав
ления блоков |3] .можно ГЦ-содержанне каждого блока вычислить по формуле

.. Тш —Тат 
' “ Тгц-Тдт ’

где —температура плавления ;-г<> блока, которая соответствует максимуму данной 
Гауссовой кривой. XI—относительное ГЦ-содержаннс. ТдТ и Тгц—температуры 
плавления чистых г:олндезокси-АТ и полидезоксн-ГП в соответствующем буфере (в 

случае 0,1 $УСТ.\ г —50 . Тщ 100?) |5|.
Зная ГЦ-содержание Х1 и статистический вес В: каждого блока, можно подсчи

тать валовое ГЦ-содержапне молекулы ДНК:

X = В։Х1.

(Вычисление В1 смотри н разделе « Результаты и обсуждение»).

Результаты и обсуждение. Кривые плавления и ДКП (разложен
ные на Гауссовые кривые) для ДНК тимуса теленка печени крысы. 
Е. соП, Т2 представлены на рис !—4.

Как видно из рис. 4, даже для ДНК с довольно большим мо
лекулярным весом, выделенных из простых организмов (например, фа
га Т2), распределение нуклеотидных пар нельзя считать квазнслучай- 
ным: в молекулах имеются блоки с мало различающимся Г1 [-составом.

Вычислим статистические суммы В: каждого блока.
Сумма площадей всех Гауссовых кривых равна площади, ограни

ченной ДКП и осью температуры. Поэтому статистический вес каждо
го блока можно определить как отношение площади данного блока к 
площади, ограниченной ДКП и осью температуры. Для значительного 
упрощения расчетов за статистический вес нго блока можно принять 
также отношение величины гипохромноеги в точке пересечения Гауссо
вой кривой данного блока со следующей (։-} I) й Гауссовой кривой 
минус пшохром кость в точке пересечения с (ь 1)-й предыдущей Га
уссовой кривой к величине общей гшюхро.мкости. Несмотря на то 
что найденный таким методом статистический вес не является истин
ным для валового ГЦ-состава, и в этом случае получаются довольно 
хорошие результаты. Отличие В1 от истинного статистического веса 
очевидно будет меньше для совокупности Гауссовых кривых с мень
шим взаимным перекрыванием.
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Рис. I. Кривая плавления и 1КП для ДНК тимуса теленка в 0.1 5БС

Рис. 2. кривая плавления и ДКП для ДНК печени крысы и 0.1 ББС.
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Результаты вычислений (В։ — вычислено первым способом) при
ведены в табл. 1 4. а конечные результаты—в табл. 5. Как видно из.

ДНК из тимуса чслеика
Таблица 1

№ 
блока

Температура 
плавления блока и 
буфере 0.1 5БС

<тт)

Статистический 
вес блока (ВО

♦А ГЦ 
содержании 
блока (XI)

1 63,0 0.370 26,0
2 64.6 0,0961 29,2
3 66,0 0,<|986 32.0
4 Г.7,05 0.0625 34,1
5 68,05 0,1017 36,1
б 69,15 0,0803 38,3
7 70.0 0.1336 40,0
8 71.6 0.0962 43.2
9 73.65 0,1512 47.3

10 75.75 0.0287 51,5
11 76.8 0.0342 53,6
12 77.5 0.0605 55.0
13 80.0 0.0373 60,6

Т а б л н и а 2
ДНК фага Т2

№ 
блока

Температура 
плавлении блока в 
буфере 0,1 58С 

ю

Сипнггнческий 
вес блока (В»)

% ги 
содержания 
блока (X։)

1 65,75 0,2907 31.5
2 67,1 0,3108 34.2
3 68,6 0,3216 37,2
4 71.2 0,0468 42.4

ДНК из печени крысы
Т а б л к и а 3

№ 
блока

Температура 
плавления блока и 
буфене 0,1 55С

сО

Статистический 
вес блока (В1)

• о ГЦ 
сохержаиии 
блока (X;)

1 62,6 0,0420 25,2
2 61,5 0.0915 29,0
3 66,3 0,1390 32.6
4 67,3 0,1962 34,6
5 68,45 0.1278 36,9
6 69,7 0,1320 39,4
7 71.1 0,1207 42,2
8 72,5 0,0962 45.0
9 74,3 0,-723 •18,6

10 76.8 0.0231 53.6
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Т а б л и и а 4
ДНК Е. сои

№ 
блока

Тём перлгура 
плавления блока и 
буфере 0,1 58С

(О

Статистический 
вес блока (В։)

’ . ГЦ 
содержании 
блока (Хр

1 67.5 0.0402 35.0
2 70.6 0,0866 41.2
3 73,. 0.1999 46.2
4 74,6 0.1519 49.2
5 75.4 0.1995 50,8
6 76.3 0,1349 52.6
7 77.5 0.1651 55.0
8 79.8 0,0219 59.6

Г а б л н ц а .< 
Процентное валовое ГЦ содержание в молекулах ДПК.

Метол
ДНК

тимуса 
теленка

печени 
крысы Е, соН фага 72

СФ 41.31+0,2 39.12+0,2 49,3-0,1 34.76+0.1

Химически։։ 42 |6| 40 (2| 50 12] 35 |7|

табл. 5. значения валового содержания ГЦ нуклеотидных пар в моле
кулах. полученные нами и химическим методом гругнми авторами, до
вольно хорошо совпадают для всех анализируемых ДПК.. Незначи
тельные отклонения, возможно, определяются различиями в методах 
выделения ДНК. Преимущества предложенного способа очевидны. 
Прежде всего, адекватная информация нс требует химической дегра 
дацнн молекул ДНК. Этим методом, более юступпым и менее трудо
емким. можно найти число блоков, входящих в ДНК данною молеку
лярного веса, и относительное ГЦ-содсржашк отдельных блоков.
Ереванский государе: ценный университет,
Кафедра молекулярной физики и биофизики Поступили 28.11 1978 г
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DETERAUNATION OF NUCLEOTIDE CONTENT IN DNA 
BY UV SPECTROPHOTOMETRIC METHOD

W. M. ASLANIAN, Y. S. BABAIAN. W. W. SAGATELIAN, 
Mik. K. POGOSSJAN

A method is worked out that allows to determine the content of 
nucleotide in DNA on the basis of differential melting curve analysis 
received by means of spectrophotometry.
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БИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ АРМЕНИИ

XXXI. 7. 1978

УДК 577.3:591.473:547362

ОБ ОСОБЕННОСТЯХ ОРГАНИЗАЦИИ 
ТРОПОНИН-ТРОПОМИОЗИНОВОГО комплекса

В. М. АСЛАНЯН, Н. М- ГЕВОРКЯН. М. А. САРКИСЯН

Наследовало влияние температуры, мочевины и ионной силы раствора на ста
бильность тропонии-тропомкозннового комплекса и его компонентов. Обнаружено 
существенное повышение резистентности комплекса по сравнению с чистым тропомио
зином к действию I М мочевины. Делаются некоторые предположения относительно 
характера взаимодействия тропомиозин.’։ с тропонином.

Известно, что процесс мышечною сокращения сопровождается 
конформационными перестройками в тропоннн-тр.опомиозпновом ком
плексе (TH—ТМ), стимулируемыми связыванием тропонином ионов 
кальция Однако ряд вопросов, имеющих существенное значение для по
нимания молекулярных основ обсуждаемого процесса, остается по сен 
день невыясненным, например, механизм передачи действия этих ионов 
от места связывания на весь комплекс; факторы, способные влиять на 
характер взаимодействий, осуществляемых в системе TH—ТМ; физи
ческое воздействие гех или иных агентов, вызывающих перераспреде
ление сил. стабилизирующих данный комплекс.

Для выяснения механизма работы комплекса TH ТМ необходи
мо исследовать его физическую организацию, т. е.. его пространственнаւ՛ 
структуру, с одной стороны, и взаимодействия, которые приводят непо
средственно к образованию комплекса и стабилизируют его с другой 
Изменение конформации должно быть связано с изменением баланса 
этих взаимодействий. А попытка выявления характера сил, участвую
щих и формировании функционально важного комплекса TH ТМ. яв
ляется закономерным шагом на пути выяснения механизмов работы 
всей мышцы как целого и возможностей направленного воздействия на 
нее.

Материал и методика Сократительные белки выделялись из переходных скелет
ных мышц кролика. Тропонин выделялся согласно '.методике Гризи и Гергели а 
тропомиозин—Драбикоаского и Гергели [2|, после чего оба белка подвергались лио
фильной сушке. Методом кругового оптического дихроизма (КД) псслёдонзлось влия
ние температуры, мочевины к ионной силы на стабильность комплекса, его компо
нентов и н.ч характер взаимодействий, реализуемых в угон белковой системе.

Результаты и обсуждение. В предыдущей работе [3] было показа
но наличие в структуре суперспирали тропомиозина крупных гидро
фобных блоков, а также группировок, чувствительно обогащенных ։аря- 
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женными аминокислотным» остатками. Подобная гетерогенность на
блюдается и в структуре тропонина, глобулу которого можно предста
вить и виде существенно стабилизированного гидрофобными взаимо
действиями ядра, окруженного оболочкой с явным превалированием 
заряженных групи. О такой организации тропониновой глобулы свиде
тельствуют системы кривых, представленные на рис. 1 и 2. Они харак
теризуют изменение абсолютного эффекта △езм КД при длине 220 им. 
Уменьшение этого эффекта под влиянием тех или иных дестабилизи
рующих агентов указывает на снижение степени регулярности макро
молекулы, связанное со снижением содержания а-спиральностн в бел
ке. Так, на рис. 1 представлены кривые температурного плавления 
тропонина в присутствии различных концентраций нейтральных солей 
(в нашем случае КО). Почти 3/4 всех структурированных участков

Рнс. Температурное, изменение абсолютного аффекта КД и зависимости 
от концентрации КО. <’.| Н =0.5 мг/мл, 50 мМ трис-НО. pH 7,8, 

10- ’М ЭГТА.

разрушается при температурах ниже 55°, а последняя четверть начина
ет плавиться только при температуре выше 60°. Первая ступень чрезвы
чайно чувствительна к возрастанию концентрации соли уже 0.1 — 
0,5 М существенно дестабилизирует выплавляемые в этой области 
а-спнральные участки. При этом интересно, что высокотемпературная 
ступень во всей этой серии кривых оказывается практически нсуязвн- 
вимой, что выражается в постоянстве ее высоты. Эту особенность мож
но объяснить наличием в тропонине упомянутого выше гидрофобного 
ядра, содержащего ~25% «-спиральных участков. Таким образом, ка
чественно независимо от концентрации соли в растворе (вплоть до 1М 
КО) в первую очередь раскручиваются именно поверхностные «-спи
ральные участки, в стабилизации которых преобладающую роль играют 
эле кт рост ат и чес к нс вз а и м оде ист в и я.

Для дальнейшей проверки наших представлений было рассмотре
но влияние второго агента — мочевины, являющейся, с одной стороны, 
антпгидрофобным фактором, а с другой—фактором, понижающим дн- 
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электрическую проницаемость воды и тем самым несколько усиливаю
щим электростатические взаимодействии. В конкуренции же за образо
вание водородных связей с пептидной группой она незначительно отли
чается от воды, поэтому прямое действие па водородные связи, участ
вующие в стабилизации регулярной структуры белка, можно не рас
сматривать. При сравнении кривой температурного плавления свобод
ного от мочевины раствора белка с раствором, содержащим ее в 
концентрации 0,5 М (рис. 2) бросаются в глаза четкое проявление֊

Рис. 2. Рис. 3.
Рнс. 2. Температурное изменение абсолютного эффекта КД в зависимости 
от концентрации мочеппиы. С-|Н 0.1 мг/мл, 0,1 М КС.1. 50 мМ трис-

ПС!. pH 7,8. 10 ֊4 М ЭГТЛ
Рнс. 3 Конформационные перестройки и тропонине при комнатной темпе 
ратури в эаинснмостн пт содержания мочевины в растворе белка ■֊ 50 мМ 

трис-НС!, pH 7.45.

ступеней в последнем случае и явное смешение второй ступени вверх и 
влево. Это можно объяснить следующим образом. Наверняка а-спи- 
ральные участки на поверхности глобулы в определенной мерс поддер
живаются и гидрофобными взаимодействиями. Таким образом, на 
участках, расположенных вблизи поверхности глобулы, гидрофобный 
фактор ослаблен. И если этот эффект не компенсируется достаточным 
усилением электростатнки, поддерживающей а-спиральпую структу
ру. будет иметь место общая дестабилизация этих а-спнральных участ
ков. Но тс из них. на которых электростатическое нрптфкение превы
шает гидрофобный фактор, окажутся в присутствии мочевины стабили- 
зпрованными. Нм соответствует начальная часть кривой плавления 
чистого белка, которая в 0.5М мочевине смещается влево. Дальнейшее 
повышение содержания мочевины пр и во шт к деструкции почти всех 
«•спиральных участков, соответствующих первой ступени кривой плав
ления в 0.5М мочевине. Кривая зависимости эффекта КД от темпера
туры из ступенчатой превращается в размытую волнистую, что связа
но с лотерей кооперативности, свидетельствующей о дестабилизации 
всей молекулы в целом. Интересно, что в присутствии 0.7М КО даже 
в растворах с высокой концентрацией мочевины электростатические 
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взаимодействия достаточно сильны, чтобы при комнатной температу 
ре стабилизировать компактную структуру глобул։»!. I ак. существенной 
уменьшение степени спиральное։и белка при концентрациях мочеви
ны до ЗМ сопровождается значительным уменьшением вязкости (ряс 
3). Похоже, что такая, более компактная, но с пониженно»՜։ степенью 
спиральности конформация более или менее стабильна в области от 2 а։ 
4М мочевины. Дальнейшее повышение концентрации мочевины вызыва
ет набухание тропониновой глобулы, о чем свидетельствует рост вязка 
сти более чем в два раза при переходе от 2 к 7М раствору мочевины

Далее оказывается, что по-разному организованные участки моле
кул тропомиозина и тропонина, обладая различной стабильностью, пре 
терпевают интересные и весьма существенные конформационные пере
стройки в процессе формирования белкового комплекса, и вопрос в том 
как реализуются и коррелируют свойства обоих компонентов в этом про 
цеесе.

Обратимся к рис. I. Здесь кривая плавления комплекса (в присут
ствии 0.7М КСИ расположена левее двух его компонентов. Во всяком 
случае, плавление комплекса начинается при заметно более низких тем-

Рис Р։1С. 5.
Рис. 4. Температурное изменение- относительного эффекта КД (0,7 М КО. 

трис-НС). pH 7.45, Ю֊4М ЭТТА).
Рнс. 5. Температурное изменение относительного эффекта КД (I М моче

вина. 0.7 М КС1, трис-ПО. pH 7.45. 10-< М ЭГТЛ).

псратурзх. чем у тропомиозина. Температуры плавления комплекса 
тропомиозина и тропонина равны соответственно 49, 53 и 50° Далее. н< 
рнс. 5 представлены кривые температурного плавления комплекс* 
ТН—ТМ в присутствии 1М мочевины. На фоне существенной чувств»։ 
тельности как тропомиозина, так и тропонина к мочевине поражает уди 
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витольная инертность к ней комплекса. Об этом свидетельствует и тем
пература плавления комплекса, которая не претерпевает изменении и 
остается равной 49°. Происходит лишь частичный сдвш влево верх
ней части кривой плавления комплекса, что определяется дестаби
лизацией гидрофобных участков, но в значительно мсныпей степени, 
чем у тропомиозина (с кривой плавления которого и имеет в основном 
смысл сравнивать ее. так как тропонин в степень спиральности комплек 
са вносит незначительный вклад).

Чем обусловлены столь существенные изменения в характере кри
вых плавления при переходе от комплекса к сто компонентам? С уве
ренностью можно сказать, что образование комплекса сопровождается 
общей дестабилизацией тропомиозина, т. е. повышением его лабильнос
ти. Кроме того, оно связано со значительными конформационными изме
нениями, трансформируемыми вдоль всей молекулы грономио-.ина, а не 
носит локального характера, как можно было бы ожидать исходя и?, 
компактности молекулы тропонина. В пользу этого говорит также тот 
факт, что взаимодействие ТН—ТМ влечет за собой агрегацию тропоми
озиновых молекул [ I, 5] за счет образования связи между его электро
статически липкими концами 16. 7]. в то время как связывание тропо
нина с тропомиозином происходит на значительном расстоянии от кон
ца тропомиозиновой палки [8,9].

Почему же комплекс столь инертен к действию мочевины? Очевид
но, в результате того, что присутствие 0.7М КС! по крайней мере деста
билизирует структуру глобулярной оболочки, гидрофобное ядро тропо
нина становится более доступным. Это и приводит к прямому взаимо- 
действию его с одним или несколькими участками, насыщенными гидро
фобными остатками, на молекуле тропомиозина. Логично предположить, 
что ядро тропонина взаимодействует с тем ( пли с теми) участком ма
кромолекулы тропомиозина, который г; отсутствие тропонина плавится 
уже при комнатной температуре в растворе 1М мочевины.

Итак, образование связи тропомиозина с тропонином сводится к 
взаимодействию гидрофобного ядра тропониновой глобулы с предпола
гаемым гидрофобным блоком на макромолекуле тропомиозина. В то же 
время раздвинутые в стороны от участка взаимодействия с тропомиози
ном электростатические аминокислотные остатки тропонина могут, с 
большой вероятностью, дополнительно укреплять эту связь за счет элек
тростатического притяжения заряженных групп, расположенных на 
суперсииралн тропомиозина. Это. но нашим представлениям, и приво
дит к суммарному эффекту, выражающемуся в повышении упорядочен
ности белкового комплекса.

Ереванский государственной университет.
кафедра молекулярной физики н биофизики Поступи։։։ >0.\’ 197» г.
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ՏՐՈՊՈՆԻՆ-ՏՐՈՊՈ11'ԻՈ.9,ԻՆ ԿՈՄՊԼԵՔՍԻ ԿԱԶՄԱԿԵՐՊՄԱՆ 
ԱՌԱՆԶՆՍՀԱՏԿՈԻԹՅՈ ԻՆՆԵՐԻ ՄԱՍԻՆ

Վ. 1Г. Ա11Լ11Ն:'.ԱՆ, Ն. 1Г. ԳԽԼՈՐԳՏԱՆ. 1Г. II.. ՍԱԼՐԴՍՏՈՆ

Հետ աղոտված Լ ջերմաստիճանի, միղանյաթի և յոէծոլյթի իոնային ումի 
աղղևցաթքանլւ ա րէէ nj սնին- at րէ։ ւղոմ ի րպին կո մ ацЬ րւ։ ի it նրա ր ա դա ղր իչն երի 
կայունաyd ան վրա; Հայանա բերված Լ մեկ միղանյո։ թ ի ադդերյութ յան նկատ-: 
մամբ կոմ էէ/յերււի ղիմ ա ղրեյիավ} յան ղդալի մեծարում, մարար ւորուդոմխէ- 
դինի րա՚7եմտտուի1յամր> ՛հա ',ն ա րավ որս։ թ շան Լ տայիս որոշ ենթադրու
թյուններ անեյ ւորոսքոմ իողինի in րոպ էէն ին ի հետ փոիւաղղերութ յան բնույթի 
մ ա и ին։

ON THE FEATURES OH TROPONIN-TROPOMYOSIN COMPLEX 
ORGANIZATION

W. ,M. ASLANIAN. N, M. GEVORKIAN. M. A. SARKISSIAN

In the present paper stability oi tropomyosin-troponin complex and 
its components as a function oi temperature in the presence of urea and 
at different ionic strength has been Investigated.

These studies show the rise oi resistance of the complex, as com
pared to tropomyosin alone, to the action of 1 M urea.

The results obtained give a chance to make some suppositions 
about the nature of tropomyosin-troponin interaction.
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ПЛАВЛЕНИЕ КОМПЛЕКСОВ ДПК С 1‘ОМОЛОГИЧНЫМИ 
И ГЕТЕРОЛОГИЧНЫМИ ГИСТОНАМИ

Г А. ИАНОСЯН. Р. Р. ВАРДАПЕТЯН. П. О ВЛРДЕВЛНЯН

Исследованы параметры плавления комплексов ДНК ТТ и ЭК с гомологичными 
к гетерологичными гистонами С унеличеписм количества гистонов наблюдается из
менение общей схрепОчной активности и других параметров плавления Показана за- 
нцг15ц$Стъ Д1IK-гистонового взаимодействия от ГЦ-состана ДИК Частичная депату 
рацин ДНК существенно отражается и:։ характере плавления комплексов. Получен 
кые результаты свядегс.1ьств.уют о наличии определенной специфичности ио взаимо
действии гомологичного гистона с ДНК.

Одним из способов изучения структуры и функций нуклеогистонов 
является исследование методом плавления взаимодействия комплексов 
ДНК как с тотальными гистонами, так и с отдельными гистоновыми 
фракциями. Исследование плавления этих комплексов может дать от
вет на такие вопросы как скрепочная активность гистонов, термическая 
стабильность комплексов, распределение гистонов вдоль молекулы 
ДНК. избирательность взаимодействия их с определенными последова
тельностями ДНК и т. д.

Проведенные нами ранее эксперименты по плавлению комплексов 
ДИК с нефракционированными гистонами (НФГ) выявили существен
ную разнице в плавлении гомологичных и гетерологичных комплексов 
[1].

Настоящая работа посвящена исследованию некоторых особенное 
тен взаимодействия гомологичного гистона с ДНК методом плавления

Материал и методика. В экспериментах использовали ДПК ТТ (тимуса теленкаi 
ЭК (эритроцитов кур). C.'I (спермы лысухи) и ПС (печени сазан՛1) ГЦ-Ч'. г. аа1.м 
0.44. 0.42, 0.49. 0.39 соответственно, выделенные фенольным митозом Со.-.грж •՛<■■• 
белка и препаратах определяли но Лоури, оно составляло .менее I

Нефракниоинровапные гистоны (НФГ) ТТ и ЭК получали выделением из соот- 
ьстетнующнх тканей кислотной экстракцией по Джонсу [2] с последующим отделе 
пнём ит i-егистрноБОГо белка хроматографирог-аинем г.՛ карбокепмети пн'ллю.и ՛. 
(КМЦ). <Кеапа1» (Венгрия) и СМ-32 <\¥а1гпап> (Англия) Чистоту гистоновых прс- 
парктов определяли гель электрофорезом по .модифицированному Варшавским мето
ду Джонса [3]. Концентрацию гйстонон в расторг определяли по ."юур:։. также 
спектрофотометричегкк. принимая поглощение раствора гистона I mi7мл ранным 1.2 > 
01. при =230 нм [4]. а концентрацию ДПК спектрофотомщричсски. >|>ки.։мая :.о •՛:•- 
фщшент молярного поглощения «>(...,• 6600

Биологические журнал Армении. XXXI. V 7—3
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Исследуемые препараты растворялись в 5* 108՜ М фосфатном буфере, pH 7,0. 
Все препараты перед употреблением диализировались при 4" в течение 48 час. при 
соотношении дна.чиз.ат/буфер= 1/1000.

Комнлексосбразоьание между гистоном н ,'ШК проводили медленным добавле
нием гистона соотпгтствующен концентрации к раствору ДНК. при интенсивном пе
ремешивании и весовых соотношениях гнстон/ДНК. равных 0,23, 0.5. 0.73, и 1,00. Ре
конструированные комплексы приготовлялись градиентным диализом из 2М ,\:аС1.

Плавление ДНК и ее комплексон с гистонами проводили в герметически закрытых 
кюветах спектрофотометра СФ-4А, помещаемых в термостатическую ячейку с точ
ностью термостатирования -0.1°. Температуру в кюветах определяли с помощью 
медь-констант.чневон термопары.

В экспериментах по плавлению комп/Тексов гистонов с предварительно частично 
денатурированными молекулами ДНК комплсксированне проводили а кюветах до
бавлением гистона соответствующей концентрации, предварительно нагретого до тон 
же температуры, а растворы неремешнвпля и кюветах специальной мешалкой

Кривые плавления, приведенные на рисунках, строили по изменению поглощения 
образцов при 260 нм в зависимости от температуры; они представляют собой усред
ненные данные 6 экспериментов. Измерение поглощения образцов проводили спустя 
8—10 мин после установления теплового равновесия в кюветах. Для исключения 
возможных систематических ошибок, плавление комплексов ДИК с. гистонами прово
дили одновременно с плавлением образца чистой ДИК.

Общую скрепочную активность (ОСА) определяли как интегральную площадь 
между кривыми плавления чисто: ДНК и ее гистоновыми комплексами при выбран
ных масштабах графика. Этот параметр позволяет определять суммарные изменения 
по «сем интервале плавления и довольно сально увеличивает чувствительность метода.

Эксперименты проводили н гомологичных (ДНК м । кетоны выделены из одного 
кеючникл) и гетерологичных (ДНК и гистоны выделены из разных источников) ком
плексах.

Результаты и обсуждение. Установленная нами ранее разница в. 
плавлении гомологических (гом.) и гетерологических (гет.). ДНК-гис
тоновых комплексов, практически нс наблюдаемая при весовом соотно
шении гнстон/ДНК = 0,25. достигает максимума в интервале весовых 
соотношений 0.50—0,75 и практически исчезает при весовом соотноше
нии 1.00.

При сопоставлении кривых плавления нуклеогистонов с одинаковым 
соотношением гнстон/ДНК наблюдаются более высокие температуры 
плавления (Тм) гетерологичных нуклеогистонов по сравнению с гомо
логичными (рис. I).

Поскольку соотношение гнстон/ДНК одинаково для обеих систем, 
то разницу R плавлении этих систем можно, вероятно, объяснить только 
неодинаковым распределением гистонов вдоль молекулы ДИК при 
комплексировании. Это предположение подтверждается эксперимента
ми по ренатурапии денатурированных комплексов | I] и при определе
нии свободных от гистонов участков в комплексах [5].

Увеличение ионной силы приводит к смешению участка кривой 
плавления до ступеньки, из чего следует, что па этих участках плавятся 
практически свободные от гистонов отрезки ДНК. При определении тем
пературы плавления этих участков, выявилась их обогащенность ГЦ-па- 
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рами, что хорошо согласуется с данными о предпочтительном взаимодей
ствии гистонов с АТ-богатымн участками ДНК. [6 — 12] и др

Рис. 1. Кривые п швлення комплексов ДНК ТТ (а) ։; ЭК (б) с гистонами 
П и ЭК при посевом соотношении гистри/ДНК=0,75. Но оси абсцисс 
температура, по осн ординат относительный пшерхром.. ф—®—Э —сво
бодная ДНК. — ?-гомологичная система. △—△—Л — гетероло

гичная система.

Изменение ГЦ-состава плавящихся до ступеньки молекул ДНК в 
зависимости от соотношения гистон/ДНК показано в табл. 1.

Т з б л и и а 1
Зависимость ГЦ-состава свободных от гистонов участков ДПК 

от соотношения гнстон/ДНК

Соотношение 
гнстон/ДНК

ДНК тт ДНК ЭК

Тм ГЦ-состав Тм ГН-состав

ГОМ. гет. ГОМ. гет. ГОМ. гет ГОМ. гет.

Свободная ДНК 64.0 64.0 0.44 0.44 63.0 63,0 0,42 0,42
в.25 64.5 65,5 0.45 0.47 63,5 64,5 0.13 0.14
0.50 65.5 67.0 0.47 0.50 65.0 66.0 0.46 0,48
0.75 69.0 70.0 0.54 0.56 67.0 70.5 О.5О 0.56
1,00 73,0 73.5 0,62 0.63 70,0 71.0 0,68 О.Ш

Как видно из таблицы, максимальная разница меж 1\ ГЦ-соегаиа- 
.мл свободных от гистонов участков гомо.тмгичных и етеролги ичных 
комплексов наблюдается в интервале соотношений гистон-ДНК (0.50- 
0,75). Вероятно, это именно тот интервал, где избирательность взаимо
действия проявляется максимально, посколькх количество ■ НС НИ • ОТ
НОСИТЕЛЬНО мяло, и неспецнфнческое взаимодействие не маскирует спе
цифическое. При низких соотношениях гнстон/ДНК (0.25) общее коли
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чество гистонов недостаточно для выявления специфичности. а при вы
соких (1.0) неспецифяческое взаимодействие практически полностью 
маскирует специфическое. Аналогичная картина наблюдается при опре
делении ОСА (табл. 2).

Зависимость ОС
Таблица 2

Л гистонов от П 1-состава ДНК (в условных единицах ОСА)

Гистон
ДНК

ДНК ПС 
с ГЦ 0.39 ДНК ЭК с ГЦ 0.42 ДНК ТТ с ГЦ 0.44 ДНК СЛ 

с ГЦ 0,49 

гет. гис
тон ТТ

тот. гис
тон тт

ГОМ. гис
тон -ж

гет. гис* 
гон ТТ Л ГОМ. гис

тон ТТ
гет. гис
тон ?Ж 1

0.25 20.4 14.3 17,6 3,3 10,9 15.8 4,9 9,5
0.50 41.5 24.7 40.6 15.9 13,7 30,9 17,2 17.0
0.75 77.1 45,1 65.5 20.4 38,0 55-2 17.3 30.6
1,00 $9.3 66.7 77,9 9.2 70.8 73,0 2.2 45.2

Для исследования ОСА истопов в зависимости от ГЦ-састава
ДНК нами были проведены эксперименты по плавлению комплексов ге
терологичных 1 истопов (гистон ТГ) с ДНК С.Л и ДНК НС. Данные этих 
эксперименгов также приведены в табл. 2.

Неуклонное повышение температуры плавления с увеличением со
отношения гистон/ДНК и данные о предпочтительном взаимодействии 

। истоков с ЛТ-богачыми блоками ДНК приводят к выводу о главной 
роли .А1՜-последовательностей в специфическом взаимодействии.

В экспериментах с реконструированными диализом комплексами 
разность между кривыми плавления гомологичных и гетерологичных 
систем возрастает, что свидетельствует о более избирательном взаимо
действии гистонов с ДНК.

Таким образом, эксперименты показали, что гистоны, комплексн- 
руясь с ДНК, оставляют свободными довольно большие участки, обо
гащенные ГЦ парами. Отсюда можно сделать естественный вывод, что 
разница, наблюдаемая в плавлении гомологичных и гетерологичных 
комплексов, обусловлена неодинаковым взаимодействием гистонов с 
ХТ-богатымп участками ДНК.

Для исследования зависимости ОСА гистонов от ГЦ-состава ДНК 
нами были проделаны эксперименты по плавлению комплексов гнето- 
нов с частично денатурированными молекулами ДНК. Мы использовали 
факт линейного увеличения Г! (-состава нерасплавленных участков ДНК 
одновременно с увеличение?.: гемпсратуры. Эксперименты были проведе
ны с ДНК ТТ и ЭК. предварительно расплавленными до 60. 62. 64 и 66’

Как видно и • результатов плавления. ОСА гистонов с повышением 
температуры предварительного расплавления ДНК уменьшается. Од
новременно наблюдается резкое уменьшение разности между кривыми 
плавления гомологичных и гетерологичных комплексов. Если при 60е 
эта разница достигает значительной величины, то при предварительном 
расплавлении до 66° она уменьшается или вовсе исчезает (табл. 3).
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Запнспмоси, ОСА от темпера-1 уры зреди-а рителыюго расплавлении ДНК 
(соотношение гистон/ДНК. 0.50)

Таблиц а 3

Г
ДНК эк

ГС г.
ГОМ.

ДНК ТТ

ГЦ’ ГОМ. гет. д ГЦ* ГОМ. гет. 3 гет.
ГОМ.

25 0,42 24,7 40,6 15.9 1,64 0.44 13,7 30.9 17.2 1,25
*՝ю 0,48 15,0 25,9 20,9 1.73 0.49 20. 4 21.1 10.7 2.07
62 0,50 16,0 20,1 4,1 1,31 0.51 9.2 11,5 5.3 1.58
м 0,53 10,3 13,1 2,8 1,27 0.53 6,7 8.5 1,8 1.27
66 0,56 7,8 10,2 2,4 1.30 0,55 6,6 6.7 0,1 1,02

Т' -температура предварительного плавления ДНК л<> .Юбарленнч гистона 
ГЦ’—расчетный ГЦ состаа нерасплавленных участков.

Лами были проведены также -жсперимёнты по плавлению комплек 
сов 1 истонов с ренатурированиыми до 0° и< точки плавления молекула
ми ДПК, Из рис. 2 видно, что несмотря на ренатурашно разница между 
гомологичными и гетерологичными комплексами практически отсутству
ет. а плавление сходно с плавлением комплексов, приготовленных с 
предварительно расплавленной ДНК.

Полученные результаты дают основание полагать, что гомологии- 
ные и гетерологичные гистоны по-разному взаимодействуют с молекула
ми ДНК. Одновременно наблюдается выраженная двухфазность плав
лении; первая фаза соответствует плавлению свободных, а вторая ком- 
плексированных участков.

Гистоны, предпочтительно связываясь с АТ-богаты.ми участками, 
увеличивают средний ГЦ-состав свободных участков [6—121. Труднее 
интерпретировать наблюдаемую разницу в плавлении гомологичных и 
гетерологичных комплексов. Более высокий уровень ступеньки в гомоло
гичной системе свидетельствует о большей кооперативности во взаимо
действии гистонов с ДНК.

Вероятно, гомологичные гистоны при добавлении к ДНК предпоч- 
ти:с.тьно взаимодействуют с участками, уже занятыми гистонами, ос
тавляя большинство блоков ДНК свободными от гистонов до опреде
ленной концентрации, а гетерологичные гистоны взаимодействуют даже 
с А Г-последовательностям и ГЦ богатых блоков, более равномерно рас
пределяются по ДНК и тем самым увеличивают ГЦ-состав свободных 
участков на большую величину, чем гомологичные [7] (табл. 1).

Поскольку в настоящее время достаточно однозначно показано, что 
первая фаза плавления соответствует чистой ДНК [8. 11 13], то по
средством определения ее Гм можно с достаточной точностью вычислить 
I Ц-састав свободных от гистонов участков

При повышении ионной силы первая фаза плавления смещается в 
область высоких температур, а разница между гомологичными и гетеро- 
л личными комплексами уменьшается. Возможно, в этом случае исчеза
ет ряд факторов, ответственных за специфическое взаимодействие гис
тонов с ДНК. Вероятнее всего это изменение В-конформапии ДНК или 
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деформация молекулы на отдельных, возможно, ЛТ-богатых участках, 
или и то и другое.

Значительный интерес представляет зависимость ОСА от ГП-соста
ва ДНК. Сравнивая полученные результаты но плавлению комплексов 
гистонов с ДНК различного Г1 (состава в гетерологичных системах, 
можно обнаружить следующую закономерность: скрепочная активность 
гистонов линейно возрастает с уменьшением ГП содержания. Эта зако
номерность наблюдается при всех соотношениях гистои/ДНК и подтвер
ждает предпочтительность во взаимодействии гистонов с ХТ-богатымн 
участками ДНК- Труднее объяснить пересечение полученных для раз
личных соотношений гнстон/ДНК прямых 8 одной точке, соответствую- 
щей ГП содержанию в 56- 57% (рис. 2)

Рис. 2. Плавление комплексов гистонов Г Г и ЭК с реиатурироааилыми и:՜ 
точки Тм молекулами ДНК. ТТ. при весовом соотношении п։стон/ДПК = 

0,50/’е-е-е -дик ТТ.О-О—''—ДНК' ТТфгис. ТТ.Д-Д Д—
ДНК ТТ4-ГНС, ЭК >- & - ДПК ТТ рен.ч-гис. ТТ. /•

ДНК I Г рек.+гнс. ЭК.

На наш взгляд, это указывает на то. что для комплектирования 
гистонов с ДНК необходимо минимум четыре АТ, из каждых десяти 
взаимодействующих с гистонами пар оснований. Результаты, получен
ные при плавлении комплексов гисюнон с частично денатурированными 
молекулами ДНК. хороню согласуются с полученными прямыми и под
тверждают данное предположение.

Эксперименты но плавлению комплексов гистонов с репатриирован
ными молекулами Д! IК показывают роль ренатурнроваиных участков 
в специфическом взаимодействии.

Несмотря на ренатурацию, разница между плавлениями гомологич
ных и гетерологичных систем практически отсутствует Поскольку раз
ница в ОСА между системами в данном случае оказывается больше, чем 
для неренатурированнон ДНК (2,4 вместо 1,8). то можно рассчитать 
вклад ренатурнроваиных участков в увеличении ОСА

Из экспериментов следует, что за основную долю специфичности 
(около 80%) ответственны участки ДНК с АТ содержанием 65 100% 
(уровень ренатурацин из Тм 64° 20%, Тм ренатурнроваиных участ
ков—57,5, АТ содержание 6.5— 100%). а на участки с АТ содержанием 
47 — 65% приходится 20% специфического взаимодействия (2.4 ед. ОСА 
из 16).

Таким образом, особенности во взаимодействии гомологичных гис
тонов с ДНК являются не артефактом, а результатом специфического 
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взаимодействия. В реконструированных нуклеогистонах специфичность 
как и кооперативность взаимодействия гистонов выражена гораздо силь
нее. Специфичность проявляется вследствие большей кооперативности 
при взаимодействии гомологичных гистонов с ДНК. что приводит к ме
нее равномерному распределению гистонов в гомологичной системе и от
ражается на кривых плавления.

Ереванский государственный университет,
кафедра биофизики Поступило 27.IX 1977 г.

ДП1ГП1.1Г1- ԵՎ ՀԵՏԵՐՈԼՈԴ ԴՆԹ-ՀԻՍ ՏՈՆԱՅԻՆ 
ԿՈԱՊԼԵՔՍՆԵՐԻ ԶԱԼՄԱՆ ՀԵՏԱԶՈՏՈՒԹՅՈՒՆՆԵՐ

Դ. 2. ՓԱՆՈԱՅԱՆ, Հ. Ik ՎԱՐԳԱՊհՏՅԱՆ. Պ. 2. ՎԱՐԴեՎԱՆՅԱՆ

Օտարվել և ու սռւմնասիրէէել Ւ, հոմորւդ և հետ երոլոդ սիս տեմներում 
ԳՆԹ- հիսԱէոնւսյին կու1 պլեբսնհրի հա/ման կորերի տարբերությունը, որը 
РпЧ1 է նշմարված հիստոն֊Դհ^’ 0,25 կշռային հարաբերություններում, հաս
նում է մարոիմում ի 0,50 — 0,75 ՚ ատվածում Л դրեթե չի նկատվում 100 հա
րաբերությունն երում ։

ք'արդ հաչման կորերի անալիզը ղդալիորեն հետազոտվում է մեր մշա
կած ընդհանուր ում րակա յին ակտիվության որոշող պարամետրի օղն ութ յամ բ 
(I' Ա Ա)ւ Լիււտոնների թ Ա Ա կաիւվածութ շունը ԴՆ№՝֊ի ԳՏ պարունակությու
նից անի դծային բնույթ և արաաւյոլում Լ հիստոննևրի խն ամ ա կւյ ու թ շուն ը 
ԴՆԹ-ի ԱՏ հարուստ հատվածների նկատմամբ։

INVESTIGATION OF DNA MELTING WITH HOMOLOGIOUS 
AND HETEROLOG1OUS HISTONES

G. H. PANOSYAN, H. R. VASDAPF.TYAN, P. II. VARDEVANYAN

The parameters oi DNA CT and CE melting with homologious and 
heterologious histones have been Investigated, Change oi total fastening 
activity and other parameters oi melting may be observed with the 
increase of the amount of histones.

The dependence of DNA histone interaction on G— C composition 
of DNA and partial denaturation oi DNA lias also been shown.

The obtained results show that there is certain speclfity in the 
interaction ot homologious histone with DNA.
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ՀԱՅ Ա II Տ Ա Ն Խ l| b Ն Ս Ա В Ա Ն Ա Կ Ա Ն Հ Ա Ն Դ Ь II БИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ АРМЕНИИ “"хххГтЛотб
УДК 577.3

ПОГЛОЩЕНИЕ ИОНОВ КАЛИЯ КЛЕТКАМИ 
STREPTOCOCCUS FAECALIS И ESCHERICHIA COLI

С. С. ДУРГАРЬЯН, С. М. МАРТИРОСОВ. Л. С ПЕТРОСЯН
Изучались особенности обмена ионов водорода клетки на ионы калин среды у грам- положительных бактерий Streptococcus faecalis ВКМ В-602 и грамотрицатсльных бак теряй Eshcrichia coli К-12 (л). Установлены зависимости величин и скоростей поглощении калия Н секреции протонов от свойств внешней среды. Экспериментальные результаты находят наиболее полное объяснение, если допустить существование активней .ыкумулянни полов калия бактериям։:.

Транспорт протонов играет важную роль в трансформации энергии 
и секреции кислоты у микроорганизмов. Сейчас накопилось большое ко
личество данных, доказывающих наличие протонных насосов в мембра
нах этих объектов [1]. Значительно хуже изучена природа поглощения 
калия у микроорганизмов, где эти попы играют важную роль в регуля 
иии осмпгического давления клеток. Для грамположнтельных бактерий 
предполагается, что их протонный насос является электрогенным и .ч пе
риод своей деятельности генерирует разность потенциалов на мембране 
и I- 200) мв. а ионы калия по градиенту этого поля втягиваются в клет
ку, распределяясь пассивно между бактериями и средой [2]. Для грам- 
игрицательных организмов допускалось, что насос .электронейтрально 
обменивает один протон клетки на один ион калия среды с затратой 
энергии АТФ. что приводит к накоплению иоиов калия [3]. Кроме того, 
в отношении Е. coli установлено, что насос включается и ответ на изме
нение осмотического давления среды [4, 5]. Болес детальный анализ по
казал, что, по-вндимому, у Е. coli через насос переносятся два нона во
дорода из клетки в среду и один ион калия в обратном направлении, сле
довательно՜, он в данном случае электрогеиен [6j. Таким образом, поис
ки доказательств в пользу активного поглощения ионов калия бактерия
ми и настоящее время становятся целесообразными. Эксперименталь
ные данные пастоящей работы легче интерпретируются с точки зрения 
энергозависимого поглощения калия.

Материал и методика. В опытах использовались бактерии Streptococcus faecalis ВК.Ц В-602 и Eshencliia coli К-12 (/.). Культуры хранились на косяках рыбокостного агард под слоем йазёляиоао1о масла при температуре 3—5° и ежемесячно пересевались. Ростовая сред-։, в которой иыршцавались Е. coli до поздней стационарной фазы (46—52 час.) при 37° без аэрации, представляет собой водный раствор 2%-го пептона, 0,5°/о-го NaCI. 0,2%-го К2НРО.։ н глюкозы.
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Условия вырашнияния .$( описыналмсь ранее [7].Бактериальные клетки осаждались центрифугированием и течение 20 мин при « 3 600 у, отмывались и вновь осаждались при тех же условиях центрифугировали . 2 мл сконцентрированной бактериальной суспензии вносилось в 18 мл экспериментального раствора, основу которого составляли фосфатный буфер (Н3?О4 и С4Н{։?<О:,>. хлориды калия и натрия и сульфат магния Источники питания—гл юкола или молочная кислота—добавлялись но мерс необходимости. В течение всего опыта экспериментальная ячейка находилась н контролируемых термостатических условиях (12. 25 н 37°).В качество отмывочных растворов использовались дистиллированная иода и растворы сахарозы различных концентраций.Если бактерии переносятся из одной среды в другую с тон же тоничностью, такой перенос является изотоническим, а осмотический шок. испытываемый клетками, равен нулю. При переносе бактерий из среды с более низким и среду с более высоким осмотическим давлением клетки подвергаются положительному осмотическому шоку. Если тоничность второй среды меньше, чем первой, клетки испытывают отрицательный осмотический шокОсмртлчпость растворов определялась расчетами.Концентрация бактерий н 1 мл жидкой среды определялась нысепом бактерий на твердые питательные среды с последующим подсчётом колоний. В процессе подготовки концентрация бактериальной суспензии возрастала в 20 раз. Так.-я высокая концентрация бактерий, близкая к М-тнтру. исключает деление клеток и обеспечивает постоянство их числа, что подтверждалось специальными тестами [8]. Кроме того, было установлено, что в процессе центрифугирования и отмывок, ведущих к созданию различных осмотических шоков, клетки нс погибают Такого рода проверки исключают гюзможшкть зависимости изменения активности ионов во внешней среде от изменения числа клеток в популяцииИзмешйшё пктншгостй И՛. К 1 и Ка+ во внешней среде регистрировалось потен- цно.метричсскнм методом с помощью кзгконселектнвных электродов, как описано ранее Г71.Для клеток Е со!։ количество глюкозы в ростовой среде имело существенное значение. Концентрации глюкозы в ростовой среде 55 мМ ингибирует поглощение калия—скорость и общее его количество—по ерлннеиню с 22 мМ глюкозы, когда калин не только быстрее поглощается, но п удерживается клетками.Так как целью нашей работы было исследование двухфазного поглощения калия к Е. сой. клетки выращивались в ростовой среде с 11՛ мМ глюкозы (рис 1}. В некоторых опытах ։г качестве источника пггтания использовалась молочная кислота При этом бактерии специально не адаптировались к новому виду источника анергии.
Результаты и обсуждение. Поглощение калия и осмотич ноет ь сре

ды. В присутствии глюкозы бактерии секретируют кислоту и поглотают 
попы калия. Характер поглощения ионов калия у клеток Е. соН опреде
ляется осмотическим шоком, которому они подвергались при переносе 
из отмывочного раствора в экспериментальный. Зависимость поглоще
ния калия клетками Е. соН от времени при разных осмотических пере
носах представлена на рис. 2. Па всех кривых можно выделить две фа
зы, из которых первая имеет продолжительность 5 7 мин и определя
ется величиной осмотического шока. Характерным для этой фазы явля
ется постоянство скорости поглощения калия в первые минуты и посте
пенное удлинение сс (смещение пиков вправо) с увеличением осмоти
ческого шока. Две нижние кривые (—55 мосД\ и 115 мосМ) соответст
вуют отрицательным осмотическим шокам. В этих двух случаях погло
щение в первой фазе заменяется истечением калия из клеток. Кривые
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<-|-80 мосМ» и « 180 цосМ» можно рассматривать как переходные 
случаи.

С пятой по двадцатую минуту у анаэробно выращенных Е. соП в 
щелочных средах наблюдается истечение калия [5].

Вторая фаза поглощения калия является более растянутой, не <а- 
виепт от величины осмотического шока и наблюдается во всех описан
ных случаях. Создается впечатление, что общая кривая кинетики погло
щения калия является суперпозицией двух квиетических процессов, а, 
возможно, и двух режимов работы мембранной транспортной системы у 
осмочувствитсльных бактерий. Шульц, Эпштейн и Соломон предполо
жили наличие у Е. соН двух систем, обеспечивающих протонно-калиевый 
и калий-натриевый обмен [9]. В наших же опытах не было зарегистри
ровано никакого перемещения ионов натрия у Е. соН как при положи
тельном, так и при отрицательном осмотических шоках.

Совершенно иной характер поглощения калия, сопровождающийся 
секрецией кислоты, наблюдается у осморезистентных клеток 51. (аеса- 
11$. Этот процесс происходит в одну фазу и может повторяться много 
часов подряд при повторных добавках глюкозы в среду [7]

Источники энергии и pH среды. Кривые 1 и 2 (рис. 3) иллюстрируют 
случай, когда клетки Е. соП, подвергнутые одному и тому же положи-

Рас. I. Особенности кинетики энергозязиепмого поглощения Калия клетками Е. соП в зависимости от количества глюкозы о ростовой среде; ак — активность конов калия в среде, pH 7,5.Рис. 2. Изменения активности ионов калия в экспериментальной среде для клеток Е. сои՜, подвергнутых различным осмотическим токам. Начальная активность калия в экспериментальной среде I мг-поп/л, pH 8.0. содержание глюкозы 50 .мМ. Положительные значения параметра Дос, соответствуют положительному осмотическому шоку, отрицательные—отрицательному Ростовая среда содержит 11 мМ глюкозы.
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тельному осмотическому шоку (4-580 мосМ), переносятся в глюкозные՝] 
среды, отличающиеся только pH. При более низком pH (6.5) калий пог֊Я 
лощается и удерживается клетками (кр. I); при pH 7,5 различаются двЛ 
фазы поглощения, разделенные фазой выхода калия из клеток (кр. 2) 1 
Однако начальные скорости энергозависимого поглощения калия при I 
разных pH равны. Если во внешней среде отсутствует источник энергии.-] 
то пассивное истечение калия при одинаковых значениях pH определяет-:] 
ся тоничностью экспериментального раствора (кр. 3 и 5). При осмотичес*-;] 
ком давлении внешней среды, равном 425 мосМ (кр. 5), наблюдается до-] 
вольно длительный выход калия, тогда как при тоничности 900 мосМ | 
(кр. 3) почти мгновенно наступает равновесие. В начальный период ско-Я 
рости пассивного истечения калия совпадают. Гораздо большую ролъЛ 
удержании клетками калия играет pH наружной среды, что хорошо՛՛] 
видно при сравнении кр. 4 с кр. 3 и 5. Благодаря более низкому значе-1 
пню pH. равному 6,5. калий почти не покидает клетки, хотя величина՛ .1' 
тоничности экспериментального раствора занимает промежуточное по- Г 
ложение. Во всех приведенных случаях бактерии отмывались в дистил
лированной иоде, поэтому величина осмотического шока соввадаегсЯ 
тоничностью раствора. Добавка глюкозы вызывает секрецию протонов'] 
н поглощение ионов калия.

Если экспериментальная среда вмести глюкозы содержит молочную 
кислоту, то у клеток Е. соН при положительном осмотическом шоке и pH 
7.5 наблюдается первая фаза поглощения калия, хотя и сильно отлщй] 
кяцаяся по величине от первой фазы при глюкозозависимом поглощении 
Наиболее существенным является полное отсутствие второй фазы (кр. 6 
рис. 3).

Рис. 3. Влияние pH среды и ее тоничности на удержание калия клетками Е. соН в присутствии глюкозы (кр. ! и 2). молочной кислоты (кр. 6) и без источников питания в среде (кр. 3, 4 и 5). Начальная активность калия в среде—I мг-ион/л. Кр. I и 2՛ начальное значение пН среды 6.5 и 7,5 соответственно. осмотический шок 585 мосМ. Кр. 3 и 5 начальное апаче1' иие pH среды 7,5, осмотический шок 4-900 и 4-425 мосМ. Кр. 4: осмотический шок4-650 мосМ. pH 6.5. Кр. 6: вместо глюкозы в экспериментальной среде содержится 30 мМ молочной кислоты. pH 7,0.
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Из рис. 3 видно, что поглощение калия у Е. coli. так же как и у S։ 
laecalis, может иметь место только при наличии в среде источника энер
гии [7]. Несмотря на различия в свойствах бактерий—осмочувствитель- 
ных Е. coli и осмррсзистентных St. laecalis -общим является факт энер 
гозавиенмого обмена протопоп клетки на ионы калия среды.

Зависимость от(а*)и. Характер зависимости скорости переноса иона 
через мембрану от его активности в наружной среде может содержать с 
себе косвенную информацию о природе переноса. Эпштейн и Шульц и..՛ 
клетках Е. coli, подвергнутых гипертоническому шоку, показали, что на
чальная скорость поглощения калия в области концентраций калия в՛՛ 
внешней среде от 0,16 до 8,0 мг-ноп/л подчиняется кинетике Михаэли 
са-Метена, с максимальной скоростью 10 нМ/см2-сек |1|. Насыщение 
наступает в области 5 6 мг-ион/л калия во внешней среде.

Качественно похожие результаты получены нами при анализе диа
грамм, приведенных на рис. 4а. Кинетика поглощения калия записыва
лась при содержании калия во внешней среде, равном 1, 3, 5 и 10 мг- 
лон/л. Начальный поток калия, направленный в клетку, возрастает с 
увеличением концентрации его во внешней среде и достигает насыще
ния в области 5 6 мг-ион/л, что совпадает с данными Эпштейна и 
Шульца [4]. Однако в нашем случае величина потока насыщения со 
ставляет 4000 пМ/см2-сек.

Если бы ионы калия поступали в клетку по градиенту электрически 
го поля, генерируемого на мембранах бактерий в присутствии глюкозы 
[10—12], например благодаря деятельности протонного насоса, то про
водимость для калия gK была бы, согласно законам элсктродиффузии. 
пропорциональна активности этих ионов в среде

ркРЕ (а к) и^-R3r(l_e гежТ)’
где Е—трансмембранный потенциал, (ак)։| активность калия в на
ружной среде, рк —проницаемость мембран бактерий к ионам калия, 
R. Т и F газовая постоянная, абсолютная ю.мнература и число Фара 
Дея. В этом случае увеличение концентрации калия во внешней среде 
должно было бы вызвать пропорциональное увеличение величины по
тока.

Насыщение может наблюдаться только в том случае, когда перенос 
калия через мембрану связан с некоторыми отдельными ее элементами, 
число которых, естественно, ограничено.

Для второй фазы поглощения у Е. coli на 20—21-й минутах величи
на потока линейно возрастает с возрастанием концентрации калия во 
внешней среде от 0,2 до 4,0 мг-ион/л (рис. 46). Эта область измерений 
недостаточна для определения характера зависимости потока калия от 
(ак)и’ Существенным является тот факт, что максимальная величина по
тока (100 пМ/см2-сек) во второй осмонечувствительной фазе во много 
раз меньше, чем в осмочувствительной фазе, согласно нашим результа
там, но хорошо совпадает с данными Эпштейна и Шульца для осмочув
ствительной фазы у Е. coli [4].
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Возможно, в мембранах Е. соП имеются две системы для регуляции - 
распределения ионов между клеткой и средой, выявляемые в экспери
менте как две фазы: осмочувствительная н осмонечувствительная. Не 
исключена и другая возможность. Одна и та же система работает в раз-

Ркс. 4з. Поглощение ионов калия клетками Б. соН при различных начальных активностях калия в среде, ранных соответственно 1. 3, 5 и 10 мг-ион/л; но всех случаях осмотический шок равен 4-485 мосМ, начальное значение pH среды 7,5.Рис. 46. Зависимость направленного в клетку потока от его активности п наружной среде в период второй фазы поглощения калия у Е. соП; pH экспериментального раствора 7.5. Каждый треугольник соответствует одному намерению.

ных режимах в зависимости от потребностей клетки. В стрессовом сос
тоянии, когда клетка подвергается значительному перепаду осмотичес
ких давлений внешней среды, система работает с максимальной ско
ростью. Л в состоянии равновесия та же система с меньшими затратами 
энергетических ресурсов клетки просто обеспечивает жизнедеятельность 
организма.

В отношении 81. (ассаНз не наблюдалось какой-либо заметной раз
ницы в скорости поглощения ионов калия в зависимости от их концен
трации во внешней среде.

Действие валиномицина. Известно, что валиномнцнн увеличивает 
проницаемоегь мембран для ионов калия. Нами проверялось его дейст
вие на характер поглощения калия как в отношении 81. (аесаПэ, так и 
Е. со1ь В ранее выполненных экспериментах изучалось влияние валино
мицина на поглощение калия без учета возможного воздействия его на 
мембранный потенциал [2, 13]. В наших опытах действие валиномицина 
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проверялось па пассивном и активном перемещении ионов далия. II у 
$1. (аеса115, и у Е. соП он увеличивает скорость пассивного истечения 
калия (рис. 5а). создавая в бактериальных мембранах каналы проводи-

РЙс. 5а. Действие палипомицина на пассивное истечение калия из клеток 51. ГассаНз, pH 7,7, начальная активность калин в среде 1 мг-нон/л; конечные концентрации валиномнцпна 10-7М. дхб (декахлор—о—карборан)֊֊ 5ХЮ՜5 М. Приведены одновременно записанные изменения активности ионов II* и Ха ՛ . Стрелками указаны добавки: бактерии, налино- мицин, ДХБ и глюкоза.
мости для калия. Действие валиномицина на активное поглощение ка
лия клетками 51. 1'аесаН$ показано на рис. 56: поглощение калия смени 
ется его истечением. Па клетки Е. соН действие его проявляется в неко
тором уменьшении скорости поглощения без изменения направления 
движения ионов. Действие, валиномицина на клетки Е. соП не во всех 
случаях проявляется однозначно, особенно при его аппликации после 
первой фазы [14]. Это может иметь место, если он не всегда способен 
встраиваться в бакриальиую мембрану и служить электрическим шун
том.

Более подробно проанализируем действие валиномицина на свойст
ва мембраны, определяющие ионный обмен между клеткой и средой.

Если при введении валиномицина величина мембранного потенциа
ла Е нс изменяется, то, благодаря увеличению пассивной проницаемости 
мембраны, скорость проникновения ионов калия в клетку по градиенту 
электрического поля должна возрастать [10- 12]. Несколько более 
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сложным представляется случай, когда валппомицип увеличивает про
ницаемость мембраны рк, но при этом одновременно уменьшается мем
бранный потенциал Е. Так как рх и Е не являются независимыми вели
чинами, а связаны между собой следующим образом: Е = 1 (Iп рк).

Ряс. 56. Действие иалнномицива на энергозависимое поглощение калий в присутствии глюкозы у $1. (аесаПь. pH 7.5, начальная активность калия в среде 1 мг-нон/л; конечная концентрация аалиномяцинз 10—'М. Одновременно записано изменение активности Н + и .\'а + в наружной среде. Стрелками указаны добавки: бактерии, глюкоза, валиномноин и концентрированная НС1.

Рис. б. Зависимость скорости секреции Нт и поглощения К+ у 51 Гае- саПя от температуры экспериментальной среды. Начальная активность калия—1 мг-ион/л, pH 7,1. Каждый знак—среднее значение пяти измерений. Ошибка не превышает размер знака.
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io проводимость мембран л будет определяться ее проницаемостью & 
большей степени, чем изменение Е. Увеличение рк скажется на потоке 
•л большей степени, чем уменьшение Е. Таким образом, если калий по
ступает в клетку по градиенту электрического поля, то при одновремен
ном уменьшении Е и увеличении р.. поток калия в клетку должен воз
расти, что противоречит нашим опытам (см. [I I]. а также рис. 5).

Рассмотрим, наконец, энергозависимое поступление ионов калия в 
клетку с помощью протонно-калиевого насоса [3.6]. Ионы калия не
прерывно и с постоянной скоростью, определяемой работой протонно-ка- 
лневого насоса, поступают в клетку. Покидают же клетку они пассивно, 
и скорость этого процесса определяется проницаемостью мембраны. Ре
гистрируемое в опыте поглощение калия является, таким образом, сум
мой двух противоположно направленных процессов. Накопление значи
тельных концентраций калия в клетках бактерий возможно, если 
поступающий по электрическому полю калий почти весь связывается и 
становится неактивным, или если ионы калия закачиваются в клетку с 
помощью ионообменного протонно-калиевого насоса. В первом случае 
присутствие валпномицина должно ускорил, процесс поглощения калия 
по электрическому полю, а во втором — замедлить его из-за более уско
ренного одновременного истечения его из клеток. Именно этот факт и от
мечался в наших опытах.

Зависимость от температуры. Снижение температуры эксперимен
тального раствора должно вести как к уменьшению скорости гликолиза, 
гак ո скорости секреции кислоты. Легко показать, основываясь на ана
лизе потоков, что не более 25% АТФ клетки затрачивается на активную 
секрецию Н + [6]. Следовательно, и при умеренных температурах (10— 
20՞)клетки будут иметь возможность транспортировать ионы Н через 
Н.1С0С и генерировать разность электрических потенциалов на мембране. 
Если калий входит в клетку по градиенту электрического поля, то ско
рость его поступления не должна изменяться. Однако из рис. 6 следует, 
что скорость поглощения калия в 5 раз падает, и, по-видимому, здесь 
имеет место не простая диффузия.ЕрсФйнскнй физический институт ГКИАЭ Поступило 28.11 1978 г.

ԿԱԼԻՈԻՄԻ ԻՈՆՆԵՐԻ նԼԱՆՈԻՈՀ STREPTOCOCCUS
FAECALIS ԵՎ ESCHERICHIA COL I ՈՋԻՋՆԵՐԻ ПП'ЦП’З

II. U. ԴՈԻՐԴԱՐՅԱՆ, ll. Մ. ՄԱՐՏԻՐՈՍՈՎ, I,. II. "ւհՏՐՈՍՅԱՆ

Ուսումնասիրվել են St. 1ՁՃՇ31!Տ ВКМ В —602 գրամգրական մանրէների 
ե Е. СОЛ 1<-12 ().) գրամ բացասական մանրէների մ tun /'fv/i հրածնի 
իոննեքքի՝ միջավայրի կալիում ի իոններով փոխանակս ան աոանձնահաակոէ- 
ի յոէններրէ

Հայւկնա բերված են կալիում ի կլանման ե պրոտոնների արտաղտւոմ ան 
լ>անսւկուք}(ունների ե արագությունների կախվածությունները արտարին մի~
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■շավայրի հատկութ յ աններից' էներգիայի աղբյուրներից > օսմուոիկությունից, 
քքթվ՚այնու քւյւոնից, կալիումի ակտիվ ութ յոէնից, վ սպինոմիցինի և պրոտոնո- 
ֆորի ա ռկա էուքքյա նից:

Փորձնական արդյունքները ստանում են առավել լրիվ բացատրություն, 
եթե ենթ ադրել մանրէների կողմից կալիումի իոնների ակտիվ ակում Ոէքյա- 
ցիայի գոյությունը։

P0TASSIUA1 ION ACCUMULATION BY THE CELLS 
OF STREPTOCOCCUS FAECAI.IS AND ESCHERICHIA COL!S. S. DUROAR1AN, S. M. MARTIROSOV. L. S. PETROSYAN
Peculiarities oi exchange of hydrogen ions from cells for extern; 

potassium ions by grampositive and gramnegative bacteria Strepto
coccus faecalis В KM—602 and Escherichia coll K—12 (>) have been 
investigated.

Dependence oi the value and rate of potassium uptake and hydro
gen secretion on the properties of extermal medium has been estimated

The experimental data obtain a most complete explanation It we 
iassunie the existence of active potassium accumulati on by bacteria.
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ՀԱՅԱՍՏԱՆԻ ԿԵՆ II Ա Р II. Ն II. Կ Ա Ն Հ Ա Ն Դ Ե II 
БНОЛОГИЧЕС КИП ЖУРНАЛ АРМЕНИИ 

~ХХХГ7.1978՜

УДК 577.352.t-

ОУАБАЙН-НЕЧУЙСТВИТЕЛЬНЫЕ ПОТОКИ НАТРИЯ

Т. Г. АМБАРЦУМЯН. С. Я. АДАМЯН

На основании литературных данных об оуабанн-нсчувсттпельных потоках натрия 
встроена н рассчитана модель системы, осуществляющей этот транспорт. Получены 
Качественные кривые, отражающие зависимость потоков натрия от внешней и внутри 
клеточной коннеитрацин натрия к АТФ. Такой набор кривых позволит в дальнейшем՛ 
путем сопоставления их с экспериментальными данными найти пути усовершсиствова- 
шш схемы с целью более точного описания процессом, лежащих в основе оуабанн-не- 
чувегнип'лыюго транспорта ионов.

Исследование противограднентного переноса ионов представляет 
интерес для понимания механизма поддержания ионного гетерогеннте- 
та клетки. Известно, что за противоградцентный сопряженный транс
порт ионов натрия и калия ответственен натриевый насос, представля
ющий собой АТФазу. активируемую ионами натрия и калия, потребля
ющий энергию гидролиза АТФ и угнетаемый специфическим ингибито
ром №а * К-АТФазы-оуабанном. Разработан ряд моделей, объясняю
щих пути работы оуабаин-чувствнтельного насоса [1 4]. По данным 
Гаррахана с соавторами [5]. одна и та же система ответственна за оу- 
абаин-чувствительные Ха:1\ и .\а:\;а обмены, значимость каждого и. 
которых зависит от отношения АТФ/АДФ-Р,, [6].

Помимо оуабаин-чувствителыюго \а:\'а обмена, существует и оуа- 
банн-нечувствнтельный \-а:Х'а обмен, который подробно исследован 
на эритроцитах [7—15]. Впервые он был обнаружен на эритроцитах 
человека Любовидем и Вяттемом [16]. В присутствии оуабапна выход 
ионов натрия против электрохимического градиента оказался значи
тельно выше расчетного диффузионного потока. Для объяснения это
го явления пришлось предположить существование переносчика. От
носительно механизма оуабанн-нечувствительных потоков натрия есть 
дне точки зрения, причем имеются доказательства как в пользу первой, 
зэк и второй гипотезы: оуабаин-нечувСтвительный Ма:\та обмен пред
ставляет собой обменную диффузию [13]: оуабаин-нечувствительный 
выход ионов натрия осуществляется с затратой энергии помповым ме
ханизмом, который может существовать наряду с обменной диффу
зией [15, 17].

В пользу первой гипотезы свидетельствуют следующие данные. Оу- 
абаяп-нсчувствительный выход ионов натрия зависит нс только от вну
триклеточной концентрации натрия [№]„,,, но и от наружной [№]։1 
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[17, 18] Причем зависимости потоков натрия от внутриклеточной кон
центрации и от наружной подчиняются уравнению Михаэлиса-Ментен, 
это дает возможность считать, что ионы натрия обмениваются в отно
шении 1:1 [13]. Наблюдается строгий параллелизм между изменением 
входа и выхода ионов натрия под действием ингибиторов $Н-групп, а 
также при изменении температуры и pH среды [12, 13]. Однако эти 
потоки нечувствительны к изменению коинентраиии ЛТФ, что указыва
ет па независимость их от источников энергии [13]. Все данные нахо
дятся и хорошем соответствии с основными критериям!՛, обменной диф
фузии. постулированными Юсспнгом [19]:

ионы проходят через мембрану в комплексе с переносчиком без 
траты энергии;

постоянная скорости транслокации комплекса одинакова в проти
воположных н а п р а в л е и и я х;

наблюдается строгий параллелизм между изменением входа и вы
хода ионов при изменении внутренней и внешней концепт рации ионов;

ингибирование-одного потока вызывает равной величины ингибиро
вание противоположного потока;

кривая активации этого процесса подчиняется уравнению Михаэ
лиса-Ментен.

В настоящее время имеются данные, указывающие на возможность 
существования наряду с механизмом обменной диффузии механизма 
оуабанн-нечувствительного активного транспорта (помпа 11), работа
ющего при низких концентрациях лап или в безнатриевых растворах.

Так Саксом [15] было показано, что в безнатриевом растворе в 
оуабаинс имеется выход ионов натрия, который тормозится фуросеми
дом. но растет при повышении наружной концентрации натрия. По 
данным Рёттори [14]. этакрнновая кислота уменьшает оуабаик-нечув- 
ствительный выход ионов натрия как в присутствии, так и в отсутствие 
наружного натрия, не оказывая влияния на его вход.

Механизм, вызывающий оуабаин-нечувствительныс потоки натрия, 
может быть либо полностью отличным от механизма, совершающего 
оуабаии-чувствительныс №а:К и Ма:Г4а обмены, либо все эти обмены 
могут быть функциями одной и той же системы, но с различными свой
ствами при разных условиях. В пользу последнего предположения есть 
два аргумента: фуросемид ингибирует не только оуабаин-нечувстви- 
тельные, ио и оуабаин-чувствительные потоки натрия, имеющие место 
в бескалновой среде и являющиеся свойствами Ма:К насоса [15]. Сле
довательно, если указанные движения ионов натрия являются свой
ствами не одной системы, а двух независимых систем, то можно сде
лать вывод, что фуросемид одинаково ингибирует обе системы; зави
симость действия фуросемида на скорость выхода ионов натрия от кон
центрации Хаи и оуабаина показывает, что если бы оуабапн-чувстви- 
гельный и оуабанн нечувствительный выходы ионов натрия соверша
лись двумя механизмами, следовало бы предположить одинаковое
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-сродство обоих механизмов к наружному калию и оуабаипу. Естест
веннее предположить наличие одного и того же механизма [15].

Относительно источников энергии для оуабаин нечувствительных 
потоков Ыа мало данных, хотя известно, что они могут быть отличны
ми от ЛТФ. Так. используя реконструированные тени эритроцитов. Ле
кари и Рао [20] показали, что тени, изолированные и инкубированные 
а присутствии инозина, способны проявлять оуабаин-нечувствительный 
выход ионон натрия, как и в присутствии ЛТФ.

Несмотря иа многочисленные данные относительно оуабапн-нечув- 
ствнтельиых потоков натрия, до сих пор нс было сделано попытки по
строить модель, отражающую пути, по которым осуществляется оуа- 
баин-иечувствительный транспорт ионов. В основу предлагаемой ми
дели положена идея о том, что одна и та же система осуществляет как 
оуабаин-нсчувствительиый Ка:К'а обмен, так и оуабаин-нечуветвитель- 
иый активный вынос натрия. Источником энергии выбран ЛТФ. хотя 
им может быть какой-либо другой макроэрг [20]. При построении мо
дели мы пользовались 3 основными постулатами |1|. сформулирован
ными иа основе известных экспериментальных данных:

а) переносчиком ионов в мембране является мембранная АТФаза, 
которая при различных условиях может работать, как МафК-ЛТФаза, 
или Ма-АТФаза [3];

б) ферментно-субстратный комплекс переходит от внутренней гра
ницы мембраны к наружной в фосфорилированной форме [2. 3|:

в) на наружной границе мембраны сродство переносчика к нат
рию меньше, чем на внутренней [2. 21].

В схеме (рис. 1) предполагается, что на переносчик Е, представ
ляющий собой мембранную ЛТФазу. садится нон натрия, затем к фор
ме Е|&а присоединяется ЛТФ. Далее, в результате действия ЛТФазы 
происходит фосфорилирование фермента и комплекс (Е.\а~Р) АДФ 
переходит на наружную границу мембраны.

Если предположить, что сродство переносчика Е| к натрию на на
ружной границе мембраны меньше, чем на внутренней [13], то у на
ружной границы мембраны этот комплекс отсоедини г в среду ион нат
рия и перейдет в форму (Е'2-Р) ЛДФ Предполагается, что большая 
часть энергии расходуется на этой стадии, где происходит также кон
формационный переход переносчика из формы Е'։ в форму Е'2. Комплекс 
(Е'2-Р) ЛДФ переходит от наружной границы мембраны к внутренней 
Предположение о том. что ЛДФ отщепляется у наружной границы мем 
браны, а не у внутренней, содержит следующий смысл: во-первых, пос
ле отщепления АДФ образовалась бы форма ЕДР, чувствительная к 
оуабаипу, в то время как рассматриваемый механизм описывает оуа- 
баин-нечувствитсльпый обмен, и во-вторых, АТФаза отщепляла бы 
ЛДФ в клетку у внутренней границы мембраны так же, как и для сис
темы натрий-калиевого насоса. У внутренней границы мембраны ком
плекс (Е. -Р) АДФ освобождает АДФ в клетку и к форме Е^-Р присо- 
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сдвинется ион калия, что облегчает дефосфорилирование комплекса 
Е'з-Р [2]. Далее, после отщепления неорганического фосфата в клетке 
образуется комплекс ЕгК, который способен отсоединить ион калия, что 
приводит комплекс в первоначальную форму Е, и на этом транспортный 
никл завершается.

Рис. I. Модель оуабаин-ие i у истин тельного транспорта ионов натрия. При
нимается, что состояния, пзятыг н пунктирные прямоугольник։:. :: ходят 
ся в равновесии, Бее константы равновесия обол на ча юте и чере< к|р, 
константы скорое in переходов от одной границы к другой— , констан
ты переходов у внутренней границы мембраны, направленные по часовой 

стрелке—через к,(1 против часовой стрелки- к

С возрастанием наружной концентрации ионов натрия равновесие 
в состоянии 2 может сдвинуться, и вероятность присоединения наруж
ного иона натрия увеличивается, что приводит к Ха: Ха обмену по пу
ти 1— 2—1 без затраты энергии, т с. но типу обменной диффузии.

Таким образом, предлагаемая система может одновременно рабо
тать и как помповый механизм и как механизм обменной диффузии, но 
значимость каждого из них зависит от концентрации ионов натрия в 
наружной среде (при низких концентрациях Xа„-помповый механизм 
и при высоких обменная диффузия).

Выходящий поток попов натрия для этой схемы рассчитывался с 
помощью диаграммного метода Хилла [221. Расчет показа.՛.. чт.> этот 
поток равен:

Й՛
^Хапцх - ? (к (!;|Г;2 е кХЗун) !ч (л-НрЛ Зин'-щ

где к|р —константы равновесия, > —константы перехода из одною со
стояния в другое. Е, —полная концентрация переносчиков во всех фор
мах, О—сумма всех направленных диаграмм. О, доли концевых ком
плексов* с переносчиком, расположенных в концах каждого равновсс- 
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кого состояния. Необходимо иметь и виду, что в состоянии ! имеются, 
помимо указанных, еще и комплексы (ЕНа։|—Р) АДФ, Е։ \’анАТФ. Е№։։. 
которые учитываются в расчете, однако опущены в схеме, чтобы не за 
труднять чтения .модели. Они возникают из-за того, что те ионы нат
рия, которые пришли из наружной среды, не успевают еще обменяться 
с внутренними ионами натрия, так как этот обмен происходит на сле
дующей ступени при переходе из состояния 1 в состояние 4.

Полученное выражение для выходящего потока натрия содержит 
как помподую, так и обменную компоненту, причем вклад каждой из 
этих компонент в ,1Ха пых зависит от наружной концентрации натрия

Таким образом, предложенная схема делает наглядной последова
тельность ступеней процесса, ведущего к оуабяии-нечувствителыюму 
транспорту и позволяет рассчитывать потоки натрия.

По полученным аналитическим выражениям потоков можно по
строить качественные кривые зависимости выхода ионов натрия от 
.внутриклеточных концентраций ионов натрия и АТФ (рис. 2)

Рис. 2. Качественные кривые зависимости выходящего (а) и входящего 
(б) потоков натрия от \:ац и и АТФ.

Смысл такого рода построения в том, чтобы предсказать резуль
таты будущих экспериментов. Ясно, что такой набор кривых зависи
мостей потоков от концентраций позволит в дальнейшем, путем их со
поставления с экспериментальными результатами, найти пути совер
шенствования схемы с целью более точного описания процессов, лежа
щих в основе оуабаин-нсчувствительного транспорта попов.

Отмстим, что все сказанное относилось к эритроцитам, и предло
женную схему нельзя механически переносить на мышцы и аксоны, так 
как несмотря иа некоторые общие черты между этими тремя тканями 
имеются и существенные различия. Например, оуабаип-печувстви- 
телъный выход натрия нечувствителен к Кяв мышцах [23] и эритро
цитах [5]. ио чувствителен к Кн в аксонах [24]. Наибольшее различие 
между этими тканями проявляется при замене натрия на литий: в ак
сонах и на мышцах оуабзин-нечувствительный поток натрия растет 
(25], а в эритроцитах падает [5]. По-разному действуют двухвалент- 

711



пые катионы на оуабаин-печувствнтельный поток натрия в аксонах., 
мышцах н эритроцитах [5, 16, 26—281.

Кроме того, морфологическое строение мыши., -ее комиартментали- 
нация, существенно отличает ее от эритроцитов и аксонов и затрудня
ет однозначную трактовку полученных результатов. Детальное изуче
ние оуабаин-нечувствительпого транспорта натрия и установление ло
кализации транспортной системы является одной из самых актуальных 
задач в настоящее время.
Ереванский физический институт Г.КИА.Э Поступило 28.1! 1978 г.

ՆԱՏՐԻՈւ-iri’ ()ՈհԱ14է1’Ն-ՌԵ9.ԻՍՏԵՆՏԱՅԻՆ շՈՍՔԵՐԸ

Տ. Դ. ;Ц1ГРиЛ'Щ11'1Г:П1Ъ, II. 8п«. ԱԴԱՄՅԱՆ

Նատրիում ի ton ւա բա ին֊ и եղի ստեն տային տբանսպո յ։տին վեր ար երող 
գրական տվյալների հիման վրա բհրված հ հաշված է ՚ամակարղի մոգելը, 
որն իրականացնում Լ այգ տրանսպորտը։ U տարված են որակական կորեր, 
որոնր արտացոլում են նատրիումի հոորհրի կախվաtitթքունը նատրիումի և 
ԱԵհե-ի կոնցենտրացիաներից։ Սրանց աււկտյու թյունր հնարավորում յւււն 
կտա հետագայում փորձնական տվյալների հետ համագրման ճանապարհով 
գտնեք սխեմ այի կաւոսւրելագործմ ան ուղիները, իոնների ոսւարսւին֊էւեղիս- 
էոենաային տրանսպորտի հիմ բում ընկած պրոցեսները ավելի ճշգրիտ նկա
րագրելու ն պ ա ա Ш կ Ո վ ։

OUABAIN INSENSITIVE SODIUM FLUXES

T. 0. HAMBARTSUMIAN. S. Ya. ADAMIAN

Based on the literature data the model of ] ouabain-insensitive so
dium transport system has been given and calculated. Qualitative curves 
reflecting the dependence oi sodium fluxes on Nain. N’a0 and ATP con
centrations have been obtained. These curves will allow, by comparison 
with the experimental results, to improve the scheme to give more 
precise description of the processes of ouabaln-lnsensitive ion transport.
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ИССЛЕДОВАНИЕ ХРОМАТИНА ПЕЧЕНИ КРЫС С ПОМОЩЬЮ 
ФЛУОРЕСЦЕНТНОГО АНАЛИЗА

Р. Р. КАЗАРЯН. К.'. М ДЕМИН. С Г. ГИРЛЦУЯН. А Г МЛНВЕЛЯН

Проведем флуоресцентный анализ хроматина, выделенного ш печени белых крыс. 
Установлены максимумы спектров возбуждения и эмиссии, Диссоциация хроматина 
.усиливает интенсивность возбуждении и ^миссии, незначительно сдвигая их макси
мумы в ультрафиолетовую область. При гормональной индукции аргиназы измене
ний в указанных флуоресцентных характеристиках хроматина не происходит.

При изучении структуры белков, их физико-химических свойств- 
нее чаще применяется флуоресцентный анализ. При этом исследуется 
как собственная флуоресценция белкой, так и свечение в комплексе с 
флуоресцентными красителями.

Исследование хроматина с применением метода флуоресцентного 
анализа, насколько нам известно, не проводилось, хотя не исключается 
возможность изменения флуоресцентных характеристик его при опре
деленных структурных перестройках дезоксирибонуклеопротендного 
(ЛИП) комплекса, лежащего в основе различных функциональных со
стояний хромосом.

В Связи с этим мы поставили задачу изучить флуоресцентные ха
рактеристики хроматина, выделенного как из печени интактных белых 
крыс, гак н животных, которым вводили гидрокортизон, вызывающий 
индукцию аргиназы п ряда других катаболических ферментов [1. 2].

Митериил и методика. Использовались белые крысы весом 120—150 г. Хрома
тин печени получали после предварительного пьгделення ядер, осуществленного с по
мощью модифицированного сотрудниками кафедры биофизики ЕГУ метода Внднелла 
к Т;па [3]. с очисткой ядерной фракции центрифугированием при 16.000 2 в течение 
50 мни в растворе 2.2 М сахарозы в присутствии I мМ А^С12. Все растворы были при
готовлены ни 0.01 М трис-НС! буфере (pH 7,5).

Для получения хроматина ядра 3—1 раза промывали (1.021 М .-'ДТА 1-0,075 М ХаС1 
буфером (pH 8), а затем по два раза 0.05, 0.01 и 0,002 М трнс-НС1 буфером 
(pH &). Каждый эчаи промывки проводили центрифугированием при 7000 2 в течение 
15 мии. Во все использованные растворы добавляли 0,5 мМ метабисульфит калия для 
предотвращения действия протеаз.

В экспериментах использовали также хроматин, выделенный из печени крыс пос- 
те кортикостероидной индукции гидрокортизоном. Суспензию гормона вводили 
внутримышечно (с расчетом 5 мг па 100 г веса тела) в течение четырех дней. На чет
вертый день через 4—5 час после введения гормона, в период наивысшей активации 
синтеза РНК [4. 5]. и также аргиназы (КФ 3.5.3 1) [1, 2], тнрозпн-ц-кетоглутарат 

714



трансаминазы (КФ 2.6.1.5), грнппфанпнрролззы (КФ 1.11.1.4) и некоторых других, 
катаболических ферментов [4, 5] животных забивали и выделяли хрома։ ня.

Диссоциацию хроматина проводили с помощью рлстнора 2 М NaCI, приготовлен
ного на 0,01 М грис-НС! буфере (pH 8). Выделенный хроматин имел следующие спек
тральные характеристик.։ ^/.,^-=0.75. А880/26<>=0.57, Лз2о/25о - 0,1)157. Кон
центрацию белка определял։։ но методу Лбурр Гб], ДНК- но ДнШе [7], РНК— 
спехтрофотометрически после гидролиза 1 X НСЮ4

Соотношение белок/ДНК во всех исследованных препаратах составляло 2.1. со
отношение РНК/ДНК—0,04:1. Спектральные характеристики получали на спектро
фотометре СФ-16 Спектры 7КСТИИЦНИ и эмиссии хроматина регистрировали пн флу
оресцентном спектрофотометре MPF-2A фирмы cHitachi» (Япония), и кварцевых пря
моугольных кюветах при комнатной температуре (при чувствительности прибора 
SS I. SS-5I. в многократных разбавлениях в 2ХЮ~:М трис-НС! буф։-|ц pH 8).

Для изменении pH среды нсполыюпа.'ш 0.1 N НС1 и 2.5 \ Ml, О!:

Результаты и обсуждение. Поглощение и возбуждение белков в 
ультрафиолетовой области объясняется исключительно наличием в со
ставе их ароматических аминокислот: фенилаланина, тирозина и трип 
тофзна. В свободном состоянии эти аминокислоты имеют максимумы 
спектров возбуждения при 260, 275 и 287 им и максимумы спектров 
эмиссии—при 282. 303 и 348 нм соответственно, обуславливая идентич
ную флуоресценцию белков, в состав которых входят [8- 12]

Изучение флуоресценции хрома) ина. выделенного из печени белых 
крыс, показало, что при возбуждении 260 и 275 нм характерные для 
фенилаланина и тирозина спектры эмиссий отсутствуют, четко выявля
ется один пик эмиссии, при 340 нм. с максимумом, спектра возбужде
ния при 295 нм (рис. 1) т. е. обнаруживается триптофановая флуорес
ценция. сдвинутая в короткопол новую область по сравнению с макси
мумом спектра эмиссии свободного триптофана (348 нм).

В связи с этим следует учесть, что в некоторых белках в зависи
мое in от условии окружения ароматических аминокислот может про
исходить миграция энергии, благодаря чему максимумы спектров эмис
сии тирозинового и триптофанового остатков могут смещаться как в 
ультрафиолетовую, так и в длинноволновую область [13. 14]. Так. ра 
ботами Конева [10] показано, что сывороточный альбумин, яичный 
альбумин, а-глобулин, сыворотки казеина, стурнин и ряд других бел
ков имеют спектры флуоресценции с максимумами эмиссии при 313 и 
350 нм. т. е. эмиссии, характерные для тирозина и триптофана, ио нес 
колько сдвинутые в длинноволновую область. Кимура и Тиша [15]. 
изучая флуоресценцию феррндбкеина из коры надпочечников, обнару
жили значительное смещение спектра флуоресценции тирозннового 
комплекса в длинноволновую область, со спектром эмиссии при 330 нм. 
:. е. в область, характерную для триптофан илов. Такой же сдвиг 
э.чнсс:'И (340—350 нм) тирозинового комплекса показали в своих экспе
риментах Марданян и др 116], исследуя различные ферредоксины ти 
па «Ь» животного и растительного происхождения. С другой стороны, 
работами Велика [И]. Тиля и Вебера [9] показано, что \ некоторых 
белков смещены максимумы эмиссии спектра флуоресценции трипто
фана в коротковолновую область (340 нм)

715



Учитывая эти литературные данные, можно предположить, чти от
меченная в наших экспериментах эмиссия при 310 нм. вероятно, об
условлена трнптофанильны.мн остатками, флуоресценция которых нес
колько сдвинута в коротковолновую область. Для подтверждения это-

лэ ж длз ль՝ из

Рис. 1. Спектры •.‘ксиипип։ (А) и эмиссии (Б) хроматина, выделенного из 
печени белых крыс. Ширина щелей монохроматоров экстинции и эмис
сии—4 нм 1. Нативный хроматин, разбавленный Х20 о 2ХЮ-:,А\ -рис- 
НС.՛ буфере, pH 8. 2 Диссоциированный хроматин, разбавленный ХЮ 

г. 2Х։՝1“3М трис !1С1 буфере. pH 8.

го предположения нами изучалась эмиссия основного флуоресцирую
щего комплекса хроматина при различных значениях pH среды. При 
этом мы исходили из того положения, что при изменении pH среды 
максимум эмиссии спектра флуоресценции белков сохраняется на пос
тоянном уровне (340 нм), если она обусловлена остатками только трнн- 
тофаинлов (12, 17]. Постепенное изменение исходного pH в кислую сто
рону (рис. 2) у нативного хроматина приводит к резкому снижении» 
квантового выхода флуоресценции, однако положение! максимума спек
тра флуоресценции при этом не меняется, что может свидетельствовать 
об обуславливают спектра эмиссии хроматина при 340 нм трнптофа- 
пильными остатками.

Нами изучалась также флуоресценция хроматина при его диссо
циации. когда при определенных ионных условиях среды появляются 
свободные участки ДНК. что. как известно, обусловлено перераспреде
лением связанных с ДНК гистонов [18. 19]. Полученные данные пока
зали. что при диссоциации хроматина (рис. 1) повышается квантовый 
выход флуоресценции, а максимумы спектров возбуждения и эмиссии 
несколько сдвигаются в коротковолновую область (288 против 295 нм 
и 335 против 340 нм), не выходя за пределы, характерные для трнпто- 
фаннльпых остатков.

Паши исследования показали кроме того, что закисление pH сре
ды у диссоциированного хроматина (рис. 3), как и в случае с натив
ным. приводит к снижению квантового выхода флуоресценции без су
щественных изменений положения максимума спектра флуоресценции; 
структура диссоциированного хроматина не претерпевает необратимой 
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денатурации, и то время как в случае с нативным дальнейшее закисле
ние, начиная с pH 4 (рис 2). приводит к необратимой кислотной де

Рис 2. Спектры экетипшпг (А), /.миссии (Б). (С) нативного хроматина, 
разбавленного Х20 в 2X10-։ М трис-НС! буфере. Ширина щелей моно
хроматоров -кетинции и -миссии—-5 им. 1. pH 8. 2. pH 7. 3. pH 6.

4. pH 5. 5. pH 4. 6. pH 8

Рис. 3. Спектры экстинции (А) и эмиссии (Б) диссоциированного хрома
тина. разбавленного ХЮ « 2ХЮ М трис-НС! буфере Ширина щелей 
мопохром.тюрсн экстинции и эмиссии—1 им. I pH 8. 2 pH 1. 3 pH 8.

натурации его структуры. Отсутствие этого эффекта у диссоциирован
ного хроматина представляет определенный интерес Однако для объ
яснения этого явления необходимы дополнительные исследования, что 
нс входит в задачу данной работы.

Таким образом, как при изменении pH среды, гак и дисфцнации 
хроматина основной флуоресцирующий комплекс хроматина остается 
характерным для тринтофаинлов.

Нами изучалась также и флуоресценция хроматина, выделенного- 
из печени крыс после введения гидрокортизона (гормональной индук
ции). При индукции аргиназы и других катаболических ферментов в 
вышеуказанных флуоресцентных характеристиках хроматина измене
ний не наблюдалось.
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ԱՌՆԵՏՆԵՐԻ ԼՅԱՐԴԻ ՔՐՈՄԱՏԻՆԻ ^հՏԱ9.ՈՏՈԻԹՅՈԻՆՐ.
ՖԼՈԻՈՐԵՍՑԵՆՏԱՅԻՆ ԱՆԱԼԻ9.Ի ՄԻՋՈՑՈՎ

и ih ՚լա:»ա։\4ան. ?.Ոա ւր. դյոսդն. ււ. դ. տիրայոիյան. ա. դ. ա՚անվելյան

Կատարվել է սպիտակ առնետների լյարդից ստացված բրոմ ատինի ֆյուո- 
րեռց են տային անալիզ; Որոշվեք են էրստինցիայի և էմիսիայի սպեկտրների 
մտ րսիմոէ սներր, որոնց համապատասխանաբար Հավասար են 2!)0 /հ 340 մմ1|: 
0 րոմ տտինի միայն մի էմիսիայի ււպեկտրի ա ո կայ nt flյ ան ր 310 udl|-/« զնա
րում պայմանավորված է ւորիպաոֆանի ֆլուորեսցենցիա յով, որր ավատ 
տրիպտոֆանի էմիսիայի սպեկտրի մաքսիմումի համեմատությամբ մի փո- 
I'l'P ?արմ ված Լ դեպի կտրճալի ր շրշանր։ 4' րոմ տտինի դիսոցիացիան սաստ- 
կտցնում է էքսաինցիայի ե էմ իսիա յի ինտենսիվությունը, չնշին չափով աե- 
ղաշարմե-ով նրանց մ ա րս իմ nt մն եր ր դեպի ուլսւրամանուշակադույն շրջան լ։ 
(288 ե 333 dul| Համապատասխանաբար): Արզինաղայի հորմոնալ (հիզրս- 
֊կորտիզոնյ ինդուկցիայի դեպքում րրոմատինի նշված ֆլու որեււ ցենտա յին 
ցուցանիշն երում փոփոխություններ տեղի չեն ունենում;

STUDIES OF THE RAT LIVER CHROMATIN BY 
FLUORESCENT ANALYSIS

R. R. KAZARIAN. Yu. M. DYOMIN. S. G. TIRATSUYAH. A. G. MANVELIAN

The fluorescent analysis of chromatin isolated from liver of white
rats has been carried out. Maximums of excitement and emission spectra 
lave been set. Dissociation of chromatin increases the intensity of 

-excitement and emission, slightly removing their maximums to ultra 
violet range

In the case of hormonal (hydrocortison) induction of arginase 
changes in the Indicated fluorescent characteristics of chromatin do not 
■take place,
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ПАРАМАГНИТНЫЕ ЦЕНТРЫ В ОБЛУЧЕННОМ 
Л-ЛЕЙЦИНЕ-И15

Р. Л АСАТУРЯН

II?. основе анализа формы спектров ЭПР облученного .’I-лейцина-X15 при изо- 
тонном замещении атомами X15 в различной концентрации выделены ляп. типов па
рамагнитных центров. При увеличении концентрации X15 существенных изменений и 
форме спектров ЭПР не наблюдается, что сиидепмьстпует о малой вероятности лока
лизации несиаренВого ?лектроиа вблизи атома азота Л-лейцила-Х*-.

Исследованию парамагнитных центров (ПЦ) облученных белков и 
■составляющих их аминокислот посвящено большое число работ и мо
нографий 11— 71. Анализ формы спектров электронного парамагнит
ного резонанса (ЭПР) облученных биологических объектов представ
ляет собой сложную задачу, так как в образце образуется, как прави
ло, несколько ПЦ. Однако применение метода изотопного замещения 
одних атомов на другие с известным ядериым спином существенно 
упрощает их интерпретацию.

Материал и методика. П с пользовались хрома тографнческн чистые коммерческие 
препараты Л-лейцика-МП» из ГДР (Тзосотсгх) с обогащением Х>5 9.89-0,1, 50.5 
0.5 и 95,1 ±0.1%. Образцы загружались в три идентичные ампулы ил специально։ > 
стекла, которые откачивались в вакууме 10 ֊3 мм рт. ст. и запаивались. Использовали 
релаксационный метод разделения радикалов, основанный на различии их времен 
спии-решеточной релаксации [в], н термический метод разделения радикалов. Для 
выделения индивидуальной формы спектра ЭПР и? общей смеси использовали графи
ческий метол вычитания.

Одновременное облучение трех разных образцов одинаковыми дозами проводи
лось при 77°К рентгеновскими лучами на установке РУП 200/20 при токе 15 мл и на
пряжении на вольфрамовом аноде 183 кв. Мощность долы, измеренная ферросуль- 
фатиым методом, равнялась 2420 рад/мнн. а максимальная поглощенная образцом 
доза была 485-10? рад.

Спектры ЭПР при 77°[< регистрировались нэ серийном радиоспектрометре 3-сап 
тиметропого диапазона типа ЭПР-2 при значениях токов СВЧ детектора 1,0 на п 
8,1 ма.

Результаты и. обсуждение. Применение указанных методов позво
лило выделить в облученном Л-лёйцинс-.\'13 пять НЦ и получить су
щественно новые результаты, отличающиеся от полученных ранее л 
литературе [9 ֊11].

На рис. I представлены спектры ЭПР облеченного образца Л-лсй- 
пииа-.Х1՝՛ с изотопным обогащением 9.89%. Все спектры записаны при 
77' К. Спектры и. б и в зарегистрированы непосредственно после облу-

720



чення различными дозами, а .՛ и с?—через сутки и 8 суток хранения при 
7ГК соответствен но. Отношение интенсивности центральной компо
нента к компонентам, отмеченным пунктирными стрелками, с расщеп 
лением около 40 эрст при дозах 212-10\ 363• IО3 и 485-103 рад равно 
соответственно 1.26. 1.76 и 1.34. Через сутки это отношение становится

Рис I Спектры ЭПР образца .Ч-лейцпна-ХПЗ (9.89%) при 77°К непосред
ственно после облучения лозами 242-103 рад а 363-103- рад б и 435.103 
рзд в. Спектр г—запись этого же образца пере» сутки после облучения, 

через 8 суток. Хранение при 77°К Сплошная стрелка—положение
Ликин ДФП1 пунктирные стрелки—компоненты радикалов 1?2. сплошные 

стрелки г кружочком—компоненты радикалов

1.2г. з через 8 суток уменьшается до 0,94. Отношение центральной 
компоненты к боковые компонентам, отмеченным сплошными стрелка
ми с кружочком, при дозе 242- Ю3 рад равно 4,0, при 363-103 рад—6,9 и 
прп 185-К)3 рад—6,1. Через сутки оно становится равным 1,0, а через 8 
суток 2.0. И наконец, отношение интенсивности компонент, отмечен
ных пунктирными стрелками, к боковым компонентам, отмеченным 
сплошными стрелками с кружочком, для спектра и равно 3,2, для б - 
3.9 и для в—3.3. Через сутки это отношение сохраняется (3,2), но за
то через <8 суток резко падает до 2.1.

Совокупность приведенных данных дает основание считать, что 
спектры ЭПР на рис. 1 представляют собой суперпозицию, по крайней 
мере, грех различных ПЦ. Один из них—R]—дает вклад в центр спект
ра .• [’-фактором, близким к дифеиилпикрилгадразилу (ДФПГ), и ши
ринок 15 эрст. Другой—Ц2—представляет собой дублет (пунктирны, 
стрелки) с величиной расщепления около -10 эрст. Третий ПИ —Яз, 
боковые компоненты которого отмечены сплошными стрелками с кру
жочком, представляет собой неразрешенный спектр и։- а суперпози
ции двух предыдущих ПЦ

I! спектров в и г видно, что через сутки интенсивность централь
ной компоненты уменьшилась. Аналогично се интенсивность упала г 
через 8 суток хранения при 77°К. Такое и՛ ведение ПЦ обычно связы
вают г присутствием заряженных радикалов, исчезающих еще. и под 
действием света [6]. В работе Паттена и Горди |9] в облученном лей 
вине также был выделен синглет, но идентификации не было проведе
но. Каюшин н др. [5] в облученном лейцине синглетный спектр шири
ной 16 эрст приписали а йнон-ради калам типа

Г
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В нашем случае ширина линии синглетного спектра составляет 1,3 

орет, что находится в согласии с работой [5].
Перейдем к интерпретации дублетного спектра, имеющего вели 

ну расщепления 40 эрст. Согласно соотношению Мак-Коннела, вел 
1 нна расщепления для СН фрагментов изменяется от 20 до 30 эрст 
Очевидно, что при данной величине расщепления неспаренный элект 
не может быть локализован на атоме углерода. В работе Хилла с corp 
[12] в у-облученном нолнкрпсталлнческом льду при 77°К наб люда л нс 
Oil радикалы в виде дублета с величиной расщепления 40 эрсте! 
Они погибали при прогреве до комнатной температуры, что наблюда
ется я в нашем случае. 1 Невидимому, наблюдаемый дублетный спект] 
юл жен принадлежать OII радикалам R?. образующимся при их отр 

ве от атома углерода карбоксильной группы.
Па ваш взгляд, Паттен и Горди [9J ошибочно приписали структур 

РУ дублетного спектра аннон-радикалам RJ։ который должен давать՛ 
синглетный спектр, а нс дублетный.

Так как в центральную часть спектра в основном лают вклад Ri и 
R2, то обнаружение дополнительных компонент R3 в центре спектра 
затруднительно. Вследствие этого идентификация R„ представляет со
бой сложную задачу. Отметим, однако, что компоненты радикалов 
Ra. отмеченные сплошными стрелками с кружочком, ошибочно припи
сывались НИ, имеющим в центре синглетный спектр |9|. что не елй 
дует из рис. 1.

На рис. 2 представлены спектры ЭПР (при 77°1\) трех образно։ 
облученного Л-лейциня-N55 с различным обогащением N'A Спектры 
и. в и д зарегистрированы при токе СВЧ детектора 1.0 ма, а б. г и е— 
при 0.1 ма. Сравнивая и и б. где изотопное обогащение \*։а минималь
но (9.89%), можно заметить, что форма спектров изменяется. Это да
ст вам дополнительное подтверждение того, что в исходном образце 
наблюдается несколько типов ПЦ с различными временами спин-реше- 
точной релаксации [8| Аналогичные изменения формы от мощности 
клистроиного генератора можно видеть и на спектрах в и г, а также I 
и <՛.. Если сравнить формы спектров образцов Л-лсйцина-.N15 при оди
наковых значениях токов СВЧ детектора, но при различном обогаще? 
иии изотопом X’15 (спектры а а, й и б, г, е\, то можно заметить, что 
практически существенных изменений ист. Это дает нам основание 
считать, что в исходных облученных препаратах Л-лейцива-N1՜՝ неспа
ренный электрон в наблюдаемых трех ИЦ не должен быть локализо 
ван на аминогруппе.
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Па рис. 3 при 77°К даны спектры ЭПР тех же образцов облучен- 
кого . 1 леяцина-1х15, но после прогрева до комнатной температуры. 
При сравнении спектров а и б легко видеть изменения их формы. Лна- 
■|<н ичные изменения при различных токах СВЧ детектора наблюдаются 
։. зля спектров в с г и д с е. Диализ методом графического вычитания 
оказал, что суммарные спектры б. г. и е (рис. 3) представляют собой

Рис. 2- Рис. 3.
Рис. 2. Спектры ЭПР трех различных облученных дозой 485-103 рад об- 
разной Л-лейцнна \15, отличающихся изотопным замощением ла N15»: 
первый—обогащение \*15 равно 9.89 («, б); втчрон—-50.5 (о. г); третий— 
95,1% (д. е>. Спектры а, в', д записаны при токе СВЧ детектора 1.0 ма. 
а б, о. е—при 0.1 мл. Облучение н запись при ТТ^К Стрелки показывают 

положение липни ДФПГ
Рис. 3. Спектры ЭПР тех :ке трех образцов, что и на рис. 2. но после про
грева до комнатной темпера гуры. Спектры а, в, д •зарегистрированы при 
тохс СВЧ детектор;։ 1,0 ма. а б, г, е—при 0,1 ма Запись при 77°К-

Стрелки показывают положенно линии ДФПГ.

терпозицию двух различных типов радикалов. Для выявления ипди- 
дуальной формы их спектров рассмотрим следующие данные.

На рис. 4 записаны спектры ЭПР описываемых трех образцов /I- 
леицннз-N15 после, прогрева до 368°К Форма спектров ЭПР д.։я всех 
трех образцов практически не зависит от мощности клистронного гене
ратора (спектры а и 6. г и д. ж и з). что позволяет однозначно утвер
ждать о присутствии только одного типа радикалов, спектр которых 
состоит из 8 компонент СТС с расщеплением 25 эрстед Этот спектр 
ранее был приписан радикалам R.,. в которых имеется 7 эквивалент
ных протонов [9. 10]:
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Ирв комнатной императу ре в результате растормаживания вра
щении соседней группы СНг выявляется дополнительное дублетное 
сверхтонкое взаимодействие с восьмым протоном этой группы, расщеп
ляющим каждую из наблюдаемых восьми компонент на 8 эрст (рис. 
I в, с. и) Такие изменения формы спектров от температуры обрати
мы. Кроме того, при изотопном замещении атомами \Р5 форма спек
тров ЭПР практически не меняется. Это служит дополнительным пол 
тоержленнем правильности интерпретации структуры радикалов Р։. 
предложенной ранее в работе [9].

На рис. 5 представлен спектр ЭПР радикалов, полученный мето- 
ю.м графического вычитания спектра рис 4 э из спектра рис 3 е. Обо

Рис. 4. Рис. 5.
Рис. 1 Спектры ЭПР тех же образцов, что и и.» рис 2. по после про1ре 
пл то 368°К Спектры г. ֊-. х .а регистрированы при токе СВЧ детекто
ра 1,0 мз, з б. <?. з—при 0,1 мл. Спектры о, б, с. д. ж. з записаны при 
77°К. а <։. е. и—при комнатной температуре. Стрелки показы в» юг по

ложение линии ДФПГ.
Рис. 5. Спектр ЭПР радикалов R». полученный методом графического пы 
мигания спектра рис. 4 > ։։•• спектра рис 3 «• Стрелка показынлет положе 

нис липин ДФПГ.



значим их через Кз. Нетрудно заметить, что имеем коннтетный спектр 
с интенсивной центральной компонентой вблизи £-фактора ДФ111 и 
величиной растепления около 25 эрст. Как видим, при сравнении спек- 
ВрОЕ на рис. 3 б. г, е и рис. 4 б, д, з радикалы R֊ । нбнут после прогрева 
до 368еК. так как менее термостабильны, чем R֊, сохранившиеся в ана
логичных условиях.

Они легко насыщаются даже при токе СВЧ детектора 1.0 ма (рис. 
3, <), е). Действительно, спектр рис. 3 <) практически почти не содержит 
компонент радикалов 1<3 и в основном обусловлен радикалами !<>, 
имеющими наиболее короткие времена спии-решеточной релаксации.

Величина расщепления и квиптетное число компонент с почти би
номиальным распределением интенсивности свидетельствуют о том. что 
жт па рении и электрон в этом радикале должен быть локализован на 
четырех эквивалентных протонах. Пр-видимому, этот радикал должен 
иметь структуру, в которой неспаренный электрон локализован не в 
непосредственной близости от атома азота и в то же время не на доста
точном удалении от него, так как в суммарном спектре рис. 3 б, г, е 
наблюдаются некоторые изменения при изотопном замещении на \15, 
хотя и нс очень существенные. Одним из возможных вариантов, удов
летворяющих этим требованиям, может быть структура типа

где Н:. Н2. Н3 и Н.։ должны быть эквивалентными.
В работе Паттена и Горди [11] радикалы, образующиеся в облучен 

ном лейцине, идентифицированы в виде

н

Совокупность экспериментов, проведенных памп с использованием 
метода изотопного замещения, позволяет считать недостаточно обос
нованной эту интерпретацию, так как в противном случае при обога
щении атомами №5 наблюдались бы значительные изменения формы 
спектров ЭПР. чего нельзя сказать из наших экспериментов.
Ереванский физический институт Поступило 28.11 1978 г.
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ՃԱՌ11.Դ1ԼՅՒՎ11.Ն 1-|.հՅՑԻՆ-N'M’ ՊԱՐԱՄԱԳՆԻԱԱՅԻՆ ԿԵՆՏՐՈՆՆԵՐԸ

1հ и. Ա11ԱՏՈ1-։՝5ԱՆ

ճառագայթված /.-[ձյցին-Հհ^-ի Լ՝Պ //• սպեկտրների ձևի անալիզի փ- 
ման ւԼքէսյ նրա №$ ատոմների տարրեր կոնցենտրացիաներով իւլոէորոպայթ 
տեղակալման ժամանակ անջատվել են հինդ տիպի պարամա ղնիէոալի» 
կենտրոններ։ \1 ֊ի կոնցենտրացիայի ավելացման ժամանակ /;'?//• սպևկտըր՝ 
ների ձևի ղդո>ւի փոփոխություն չի ոտացվել, որը վկայում /; չզուգավորված 
էլեկտրոնի տեղակայման փոըր հավանականության մասին Լ-[եյցին №’-ք 
աղոտի ատոմի մոտ։

PARAMAGNETIC CENTRES IX IRRADIATED L-LEI’CIN-N*'

R. A, .ASATI RIAN

Based on the analysis oi the form of EPR spectra for Irradiated 
L-leucin-N15, five types of paramagnetic centres have been extracted aj 
its isotopic substitution by N” atoms in different concentrations. Since nfl 
essential changes in the form of EPR spectra with the increase of N* 
concentration have been observed, the localization of non-matched 
electron near the nitrogen atom of L-lencin-N15 renders low-probable.
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ГЕНЕРАЦИЯ ЭЛЕКТРОДВИЖУЩЕЙ СИЛЫ В ОРИЕНТИРОВАН
НОЙ ФОСФОЛИПИДНОЙ ПЛЕНКЕ ПОД ВОЗДЕЙСТВИЕМ

ГИДРАТАЦИИ

Л. А. ШЛГИНЯН. X. В СТАМБОЛЦЯН

В фосфолипидной пленке, ориентированной самопроизвольно или под воздснствн- 
Ксм постоянного внешнего электрического ноля, при гидратации возникает электро- 
. ;Дпижущая сллп. Разделение и перенос заряда осуществляется в гидрофильной зоне 
I >оЬо.тнпид|1ых ЛаМ’елл.

Исследования электрохимических свойств одного из основных ком
понентов клеточной мембраны — фосфолипида—проводятся главным 
"бразом на искусственных бимолекулярных фосфолипидных слоях 
(БФС) в водном окружении. БФС вводится в электрохимическую цепь 

। таким образом, чтобы она замыкалась через толщу ВФС, г с. изучаются 
электрохимические процессы, протекающие в пространстве между его 
дзумя поверхностями. Установлено, чти в отсутствие модификаторов 
БФС представляет собой диэлектрик с высоким внутренним сопротивле
нием. Однако особенности структурной организации его (наличие четко 
разграниченных друг от друга зон локализации полярных и гидрофоб
ии* групп молекул фосфолипида) являются причиной анизотропии 
свойств БФС в направлениях перпендикулярной и параллельной повср- 
мюсти сто. При этом можно ожидать существования электрохимичес
кой активности полярных зон локализации аминных и фосфатных групп 
молекул фосфолипида в нем.

Для изучения электрохимических свойств БФС, вводимых в элек
трохимическую цепь таким образом, чтобы контакт между электрода
нн осуществлялся через его шдрофильные зоны, нами исследовались 
ориентированные пленки общего фосфолипида, выделенного из го- 
лопкогп мозга крупного рогатого скота и очищенного известными спосо
бами |1]. также яичного лецитина и синтетического днпальмитоилле- 
цвтнна (ДП.Г1) производства фирмы <Сигма» (США), нанесенные на 
стеклянную пластинку между двумя распыленными токопроводящими 
идентичными металлическими слоями, используемыми в качестве элек- 

* тродсв для регистрации электрических импульсов.
При гидратации фосфолипидной пленки была обнаружена генера

ция электродвижущей силы (ЭДС) на электродах. На рис. I и 2 приве
дены кривые зависимости напряжения (Ц) и силы (1) генерируемого 
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тока 0’1 концентрации паров воды в сосуде, где помещена фосфолипид
ная пленка. С повышением концентрации паров воды возрастают как С. 
так и I.

Для выяснения ориентации молекул фосфолипида в электрохнмн- 
юской цепи было исследовано двойное лучепреломление 12. 3] (ДЛП.1 

пленок лецитина при падении поляризованного луча света перпендику
лярно плоскости пленки. Величина ДДП оказалась меньше нуля, по 
соответствует условию Со»26 1/3 > О (0 угол между осью молекулы
фосфолипида и лучом света), что в свою очередь, свидетельствует о том, 
что молекулы лецитина самопроизвольно ориентируются перпендику
лярно плоскости стеклянной подложки

С другой стороны, из фазовой диаграммы системы лецитин-вода 
видно, что при малых концентрациях воды в системе реализуются ори
ентированные жидкокристаллические фазы, представляющие собой па
раллельно расположенные друг относительно друга ламеллы (БФС) 
фосфолипида, в которых молекулы расположены упорядоченно 14].

На основании вышеприведенных данных по исследованию ДЛИ и 
данных Л. Гардыо, В. Лузати и др. [4] можно прийти к выводу, что в ис
следуемой нами электрохимической цепи молекулы фосфолипида рас 
положены таким образом, чго контакт между электродами осуществля
ется гидрофильными зонами БФС.

Кривые на рис I и 2, наряду с данными ДЛП и рентгеноструктурно
го анализа [4]. дают основание полагать, что генерация ЭДС связана с

Рис. I. Рис. 2.
Рис. 1. Кривые зависимости ЭДС от концентрации паров поды для пленок 

I—яичного лецитина, 2--ДПЛ, 3—общего фосфолипида.
Рис. 2. Кривые зависимости силы генерируемого тока от концентрация 

пяров воды для пленок 1—яичного лецитина, 2—ДПЛ

возникновением определенной пространственной ориентации молекул 
фосфолипида в гидратированной плешке. Доказательством этого иред- 
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положения может служить я то. что ЭДС восстанавливается при дегид
ратации (вакуумной) пленки и ее повторной гидратации.

Упорядоченное расположение молекул фосфолипида в ламеллах и 
малый объем межламеллярной водной прослойки дают основание пред
полагать существование определенной ориентации и полярных групп 
молекул фосфолипида в ламеллах. Возможная непсрпскднкуллярная 
ориентация полярных групп молекул фосфолипида к поверхности БФС. 
при наличии сил притяжения между фосфатными и аминными остатка
ми гидрофильных групп молекул фосфолипида и малой величине объ
ема межламеллярной водной прослойки, может привести к возникнове
нию структурной асимметрии гидрофильных зон БФС. Возникновение 
ЭДС при этом, возможно, связано с появлением структурной асиммет
рии гидрофильных зон БФС.

Если эффект генерации ЭДС действительно связан с неперпенди
кулярной к поверхности БФС. ориентацией полярных групп молекул 
фосфолипида, последует ожидать усиление эффекта при воздействии на 
гидратированную фосфолипидную пленку постоянным электрическим 
полем.

С целью выяснения этого вопроса исследовалось влияние постоян
ного электрического поля на генерируемую в фосфолипидной пленке 
ЭДС. Как видно из кривых, приведенных на рис. 3, под влиянием внеш
него поля ЭДС увеличивается. При этом фосфолипидным пленкам свой
ственно существование предельного значения ЭДС. Своего максималь
ного значения (~ 2 в и ~ 10՜7 А) ЭДС достигает при ориентирующем 
поле с напряжением^ в (исследовалось влияние напряжения вненше-

и.в

Рис. 4. Кривая -аннсимоетп ЭДС от напряжения внешнего ориентирующе
го электрического юля под воздействием которого лецитиновая пленка

Рис. 3. Рис. 4.
Рис. 3. Кривые зависимости ЭДС от продолжительности ориентации гид
ратированных лецитиновых пленок в постоянном электрическом поле на

пряжением: ! 2.6 в. 2—3.9 в. 3—7.6». 4—13 и 40 в.

находилась в течение 2 мин.
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ю поля до 10 в). Кривая влияния напряжения внешнего прля на ЭДС 
пленки лецитина, подвергшейся воздействию внешнего пиля в течение 
2 мин. приведена на рис. 4. Зал редел ина ине ЭДС и зависимость време
ни достижения предельного значения ЭДС от напряжения внешнего 
поля непосредственно указывают на определяющую роль ориентацион
ных факторов в генерации ЭДС.

'Гак как в гидратированной фосфолипидной пленке под воздействи
ем внешнего электрического воля могут ориентироваться лишь полярные 
группы молекул фосфолипида, го можно с большой достоверностью ут
верждать. что определяющее значение в процессе генерации ЭДС имеет 
ориентация полярных групп молекул фосфолипида в пленке. Это может 
осуществляться самопроизвольно в гидратированных фосфолипидных 
пленках ламеллярной структуры, однако своего максимального значе
ния она достигает под влиянием постоянного электрического поля. До
казательством определяющей роли ориентации полярных групп моле
кул фосфолипида в генерации ЭДС служит и го, что изменение направ
ления ориентирующего поля вызывает и изменение направления генери
руемого тока, что непосредственно связано с изменением направления 
ориентации полярных групп молекул фосфолипида в БФС.

Таким образом, генерация ЭДС при гидратации ориентированной 
фосфолипидной пленки связана с возникновением структурной асиммет
рии гидрофильных зон фосфолипидных ламелл, что зависит от соответ
ствующей ориентации полярных групп молекул фосфолипида в ламел- 
лах. С другой стороны, так как контакт между электродами осуществля
ется гидрофильными зонами ламелл. то можно утверждать, что при ге
нерации ЭДС разделение и перенос заряда осуществляются в гидро
фильной зоне фосфолипидных ламелл.
Институт экспериментальной биологии

АН АрмССР Поступило 28.11 1978г.

ՏԱՐԱԾԱԿԱՆՈՐԵՆ ԿՈՂԱՆՈՐՈՇՎԱԾ Ֆ11ԱՖՈ11>Պ1՚՚1-11.ՑԻՆ ^ԱՎԱՆԹԹՄ 
21‘ԴՐԱՏԱՑՄԱՆ ԱԶԴԵՑՈԻԹՅԱՄՐ Լ-ԼԵԿՏՐԱՇԱՐԺ П1чМ> ԱԱԱՋԱՑՈԵՄՈ

Ц. Ա. ՇԱՀԻՆՅԱՆ. հ. Վ. ՍՏԱՄՈՈԼ83ԱՆ

Ինչպես ինրնաբերաբար, այնպես Լլ հաստատուն էլեկտրական դաշտի 
նհրդրւրծաթյամր կողմնորոշված ֆոսֆոլիպիդւս յին թաղանթում, հիդրաուաւր 
ման ադդեցությամր, առաջ է դալիս է/եկս/բաշարմ ուժ։ Է/եկտրաշարմ ումի 
առաջացումը պայմանավորված Լ ֆոսֆո[իպիդային լամելների ջրասեր մէս* 
սերի կառուցված բային անհամաչափությամբ, որն իր հերթին հեաևանր է 
լամելներամ ֆոսֆոլիէդիդային մոլեկուլների բևեոային խմբերի որոշակի 
ու արա ծ տ կ ս. ն կ ո ղմն որ ոշ ման։
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THE GENERATION OF ELECTROMOVING FORCE IN THE ORIENTED 
PHOSPHOLIPID FILMS UNDER THE INFLUENCE OF HYDRATION

A. A. SHAU1N1AN. Kh. V. STAMBOLTS1AN

In the phospholipid Ulms oriented spontaneously or under the 
Influence of constant electrical field, the electromoving force Is generated 
during hydration. Its rise is connected with the structural asymmetry of 
hydrophilic zones of phospholipid lamells. which Is the consequence of 
the corresponding orientation of phospholipid molecule polar groups In 
lamells.
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О МЕХАНИЗМЕ ОБРАЗОВАНИЯ РАДИКАЛОВ ПРИСОЕДИНЕНИЯ 
В у-ОБЛУЧЕННЫХ РАСТВОРАХ ПИРИМИДИНОВЫХ 

ОСНОВАНИЙ
Г В. АБАГЯН

Методом .-HIP ihi.ii'.iOHKio впп.милейсгвне атомов водорода в замороженных сер
нокислых. раст-лорлх пнрнмидинолых оснований: уранила в цитозина. Параллельно про
анализированы превращения парамагнитных центров и ^-облученных замороженных 
ри. морях уранила уридина и уриднн-5-днфосфориой кислоты а обычной и тяжелой 
иоде (диапазон температур 80--250сК).

Основную часть парамагнитных центров, сохраняющихся в растворе после повы
шения температуры до 120°К. составляют электроны, стабилизированные молеку
лой основания При 160—200°К этн центры рекомбинируют с Н или ДЬ. в ре- 
дультате чего образуются радикалы, но своей структуре тождественные радикала 
присоединения атомов Н или Д к пиримидиновому кольцу.

Свободные радикалы, возникающие при облучении пиримидиновых 
оснований—одной из важнейших компонент нуклеиновых кислот—мето
дом электронного парамагнитного резонанса (ЭПР) изучались в ряде 
работ [1֊ -1]. Существенное влияние на образование парамагнитных 
центров при облучении нуклеиновых кислот к составляющих их компо
нент оказывают активные продукты радиолиза воды — атомы водорода 
(II). гидроксильные радикалы (ОН), гидратированный электрон (е-

Атомы водорода вступают в реакции присоединения или замещения: 
псоединениях. содержащих ненасыщенные связи (ипрн.михиноные осно
вания). они присоединяются к пиримидиновому кольцу с расспарива- 
иием двойной С-С связи; в насыщенных соединениях (дезоксирибоза) 
происходит отрыв одного из атомов водорода С—Н связи с выделени
ем На.

Ранее ками при облучении водных растворов ДНК. тимидина и 
5-метилцнтозина [5. G] было высказано предположение о двухступен
чатом механизме образования радикалов присоединения в пиримидино
вых основаниях Для подтверждения этой точки зрения в настоящей ра
боте мы исследовали пути возникновения радикалов в у-облучсииых 
замороженных водных растворах урацила, цитозина, уридина, урн 
дпн-5'-дифосфорноЙ кислоты—коммерческих препаратов без дополни
тельной очистки. В качестве модельного соединения был использован 
диоксан особой чистоты. Параллельно исследовали взаимодействие этих 
соединений с атомами водорода в растворах серной кислоты.

Опыты с у-облучением проводили с обезгаженными растворами 
Н2О и Д2О (содержание изотопа в ДаО—99,5%). Непосредственно пс- 
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ред >блучспием образцы вакуумировал» до остаточного равновесной• 
давления водяных паров над ними 10-Зтор при 77°К. у-облучеиис вол 
ных растворов (бидистилятов) проводили в пробирках из стекла «Луч 
при температуре кипения жидкого азота (77° К), от источника Со'՜0, 
мощностью 318 рад/сек, доза облучения 2 Мрад. Спектры ЭПР измеря
ли при 80° К на радиоспектрометре ЭПР-2 ИХФ. 3-сантиметрового диа
пазона.

Взаимодействие с атомами водорода осуществляли по методике, 
предложенной в работах Шалимова. Бажина и других [7. 8] Водный 
раствор (бидистилят) исследуемого вещества (2-10 -А1) смешивали с 
растворами БеБО, и Н2$О4 (Д28О4), замораживали в освещали ультра
фиолетовым светом. Во избежание нежелательных реакций в раство
рах исследуемое вещество добавляли в заранее охлажденный серпокис
лый раствор (pH 1.5). и смесь сразу же замораживали до 77°К. Нолу 
чалась прозрачная, бесцветная, стеклообразная матрица. Освещение 
ультрафиолетовым светом проводили ла?.:пой СВДШ-1000 с водяным 
фильтром, экспозиция 11 мин, охлаждение жидким азотом -в кварце
вом сосуде Дьюара. Реакцию наблюдали методом ЭПР. После облуче
ния растворов ирг 77СК ультрафиолетовым светом возникает интенсив
ный сигнал ЭПР от атомов водорода ДП = 502 гс, при 11О°К он исчеза
ет, одновременно возникает и растет сигнал от исследуемого вещества. 
Атомы водорода реагируют с растворенным веществом с высокой эф
фективностью 30% от общего числа образовавшихся атомов водорода 
вступают в реакцию при 110°К-

На рис. 1 приведены спектры ЭПР радикалов, образующихся при 
взаимодействии атомов водорода с уранилом (а) и цитозином (а') - Ана
логичный спектр ЭПР (с несколько иными константами расщепления 
сверхтонкой структуры (СТС)) зарегистрирован в диоксане. Константы 
СТС спектров в урациле и цитозине совпадают сданными других иссле
дователей [9—12], изучавших взаимодействие атомов водорода с сухи 
мп препаратами. Атом водорода присоединяется к двойной—'С4=С5— 
связи, приводя к образованию радикала —СНц — СП , с константами 
расщепления на а- и 0-протонах, равными аН։~20, ан)։^20> аиз. 46. 
Эта структура косвенно подтверждается наблюдением такого же ради
кала (с близкими константами СТС расщепления) в диоксане, где. в 
отличие от пиримидиновых оснований, он возникает в результате, раз
рыва С—Н связей. В структуре диоксана, при данном методе иници

ирования. любой возможный разрыв С—Н связей приводит к образо
ванию радикала только одного типа—СН2—СП—.

На рис. 2 представлены результаты опытов по у-облучению заморо
женных растворов уридин-5'-дифосфбрной кислоты в П2О и ДгО. Подоб-
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ные превращения (но менее четко) наблюдаются 
и уридина.

в растворах у

Рис. I Спектры ЭПР продуктов реакции атомов водорода с урацилом 
(а) и цитозином (а').

Верхний ряд спектров ЭПР соответствует растворам уридин-5'-ди- 
фосфорной кислоты в Н2О. При 77°К (рис. 26) спектр близок к спектру 
облученного льда [13] (ОН радикалы- асимметричный дублет ДН=* 
43 гс), однако в нем имеется также несколько дополнительных линии. 
При повышении температуры до 143''1\ интенсивность спектра значи
тельно надает, и в нем остается плохо разрешенный дублет с ДЙс= 
18 гс. Это свидетельствует о том, что при повышении температуры в 
основном 011 радикалы гибнут, не вступая во взаимодействие с молеку
лами растворенного вещества. При 193° К и далее дублетный сигнал 
ЭПР превращается в многокомпонентный спектр ЭПР, характерный 
для радикалов присоединения, наблюдаемых при взаимодействии ато
мов водорода с урацилом.

Аналогичные изменения спектров ЭПР зафиксированы в растворе 
урндин-.г/-дифосфорной кислоты в растворах Д20 (нижний ряд спект
ров). При 77°К (рис. 2Ь') спектр состоит в основном из дублетной ли
нии и сигнала парамагнитных центров, возникающих при облучении 
чистой Д2О. При повышении температуры до 120°К все парамагнит
ные центры Д20 гибнут, по-видимо.му, не вступая во взаимодействие с 
молекулами растворенного вещества, и в спектре ЭПР остается лишь 
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дублетная линия (рис. 2 с). причем интенсивность се сохраняется прак
тически постоянной. При температуре выше 19О'К заметно превращение 
ею в многокомпонентный спектр соответствующими радикалами 
—СНД—СН с одним атомом водорода, замещенным на дейтерий.

Максимальная концентрация радикалов присоединения в водном 
растворе достигается при 193°К. а в растворе Д2О-при 213°К При 
более высоких значениях температуры (250'К) они гибнут.

при 77°К. с, с—после отогрела образца до 143°К. «1—до 200°К, б'—до 
230°К Масштаб спектров с. с' (по ординате) увеличен в 2.5 раза.

Взаимодействие атомов водорода с пиримидиновыми основаниями, 
как правило, приводит к образованию радикалов присоединения. Эго 
подтверждается данными, полученными при взаимодействии их с ато
мами водорода в серпокислых растворах. В замороженных (сернокис
лых) растворах атомы водорода присоединяются к основаниям при тем
пературе 110°К и выше, т. е. практически мгновенно. Атомы водорода 
реагируют с различными основаниями и нуклеозидами примерно с оди
наковыми скоростями, причем скорость реакции определяется подвиж
ностью их в твердой матрице.

При облучении замороженных водных растворов урацила, уридина, 
урндин-б'-дифосфорной кислоты реакции ОН радикалов не играют зна
чительной роли в процессе радиолиза при 77°К и при последующем 
размораживании растворов При 120—140°К радикалы ОН становятся 
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подвижными и гибнут, нс успев прореагировать с молекулами раство
ренного вещества (их исчезновение сопровождается значительным па
дением суммарном концентрации частиц без появления новых линий в 
спектрах ЭПР). Очевидно, постепенное размораживание растворов не
пригодно для исследования реакций радикалов ОН.

Атомы водорода при 77'1< не стабилизируются кристаллическом ре
шеткой льда. Возможно, в процессе облучения они частично реагируют 
с основаниями, однако концентрация радикалов присоединения, возни
кающих при этом, невелика, во всяком случае, менее чем К)13 радикал/։, 
так как при 77°К спектр этих радикалов практически отсутствует

При размораживании облученных при 77°К растворов урацила, ури
дина, урндин-б'-дифосфорной кислоты в области значений температур 
120֊ 200°1\ происходит интенсивное образование радикалов присоеди
нения, и концентрация их увеличивается в несколько раз. в то время как 
в системе отсутствуют атомы водорода (рис. 2 d, <!'). В растворах Н2О 
возникают радикалы типа СЫ2—СП—, в растворах Д2О аналогичные; 
но дейтсрозамещеиные- СИД—СИ (скорость присоединения атомов 
Д меньше, чем атомов Н).

В промежуточной стадии, предшествующей образованию радика
лов присоединения, возникают парамагнитные центры, соответствую
щие дублетному спектру ЭПР АН 18 гс. Спектр этих центров одина
ков в растворах нуклеотида (урйднн-б-дифосфориая кислота), нуклео
зида (уридин) л основания (урацил) в обычной и тяжелой воде. Следо
вательно. СТС спектра вызвана взаимодействием неспаренного электро
на с протонами основания, а не растворителя или остатка дезоксирибо
зы. Парамагнитные центры, соответствующие дублетному спектру ЭПР, 
накапливаются в ходе облучения растворов при 77°К, и концентрация 
их сохраняется постоянной при повышении температуры до 150—160г1\. 
Радикалы ОН или ОД, погибая, не рекомбинируют с ними, т. е. эти 
центры, скорее всего, имеют не радикальную природу.

Можно предположить, что активное участие в образовании пара
магнитных центров, соответствующих дублетному спектру ЭПР, прини
мает другая компонента радиолиза воды — гидратированный электрон: 
в процессе облучения электроны стабилизируются на пиримидиновом 
основании с образованием ион-радикала, и именно этим парамагнитным 
центрам соответствует дублетный сигнал ЭПР (ДН=18гс). На самом 
деле, константа скорости реакции гидратированного электрона с пири
мидиновыми основаниями довольно высока к •SslO’*— 10’° М 1 сек՜1 11 1]. 
г. in время как соответствующая величина при реакция с дезоксирибо
зой (рибозой) на несколько порядков ниже.

При повышении температуры электроны, стабилизированные моле- 
кулон основания, рекомбинируют с И - (или Д ), в результате чего 
образуются радикалы, аналогичные по своей структуре радикалам при
соединения атомов Н (или Д) к кольцу урацила.

Таким образом, при у-облучении водных растворов пиримидиновых 
оснований и соответствующих и.м нуклеотидов и нуклеозидов гидрати-
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рованныс электроны вносят основной вклад в образование радикалов 
присоединения. В первичном акте радиолиза они захватываются моле* 
кулой основания с последующим присоединением Н . При низкотемпе
ратурном облучении водных растворов этот путь образования радика
лов присоединения является доминирующим.
Институт физических исследований АН АрмССР,

г. Аштарэк Поступило 28.Н 1978 г-

?_ոԱ1ՒԱԴԱՅՌՎԱԾ «ՈԻՐԻՄԻԴԻՆԱՅԻՆ 2MH’bl‘l‘ ԼՈ1՚ԾՈԼՏԹՆհ1։111՚Մ 
ՄԻԱՑՄԱՆ ՌԱԴԻԿԱԼՆԵՐԻ ԱՌԱՋԱՑՄԱՆ ՄԵԽԱՆԻԶՄԻ ՄԱՍԻՆ

>, Ո. Աք՚ԱՂձԱն

մեթոդով հեէոաւչոտւԼեւ են մինչև 110 |\ սաոևցված ծծմբական իթկի 
[ւււծույթամ ս{ իր ի մ ի դին ա յ ին հիմքերի' ոէէւացիչի և դիսւէէղինի, ջրածնի և դեյ- 
տհրիումի աաոմների հետ փոխադդեդությւււնից առաջացած աղատ (ւաղիկա/-- 
ներրւ Միաժամանակ հևաաղէէտվեչ են y-ճաոագայթված ուռա ց ի լի, արիդինի, 
ուրիդին— 5 ե ր կ!ի ։։ ւ;!ի ո րա յ ին թթվի ոաոեցված ք nt.ծ ույթն երր ծանր և Հա
սարակ ջրի մեջ/

Հ()՜\Հ ֊ում ուոացիչի, արիդինի ե ուրիդին—5 —կրկֆոսֆէէրային թթվի 
ջրային րոծա յթներոլմ ճառագայթման ժամ տնակ II ասէոմներր և Oil ոա- 
ոիկւպներր երկրորդական դեր են խաղում։

Մինչև 12Օ'\\ պահպանվող կենտրոնների Հիմնական մասը կաղմաԱ են 
հիմ րի մ պ1.կո< լն հրով կայունացված հ[եկարոննհրր: Ջերմաստիճանի 16'0 — 
200 K տիրս։յթո։մ այդ կենարոններր ւիոիւադդում են II 1 կամ I) ՜ ֊ի հետ, 

որի ' ետևանցով առաջանում են աղատ էւադիկայներ, որոնց կաււացվածքր 
նույնանման է °ղակին H կամ D աաոմնևրին միացումից առա
ջացած ռադիկալներին։

THE MECHANISM OF THE FORMATION OF ADDITION 
RADICALS IN --IRRADIATED SOLUTIONS

OF PYRIMIDINE BASES

G. V. ABAGHIAN

The method of Electron Spin Resonance (ESR) is applied to the 
study and analysis transforming the paramagnetic centres into irradiated 
frozen solutions of urazll, arid in and uridin-5-diphosphorlc acid (tempe
rature range 80—250°K).

Electrons stabilized by the molecule of the base constitute the 
principal part of paramagnetic centres to be found in the solution after 
the temperature has been raised up to 120°K. At 160— -200°K these cent
res recombine with H+ or D՜ resluting in radicals that are identical in 
structure with those arising from the addition of H or D atoms to the 
pyrimidine cycle.
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ИССЛЕДОВАНИЕ ЗАВИСИМОСТИ ОКИСЛИТЕЛЬНО- 
ВОССТАНОВИТЕЛЬНЫХ ПОТЕНЦИАЛОВ ОТ ПАРАМЕТРОВ

ВОЗДЕЙСТВУЮЩЕГО ЭЛЕКТРОСТАТИЧЕСКОГО ПОЛЯ

Г. Г. АРЦРУПН. Л. < ТЕР-МАРКОСЯН

Исследован окислнголыю-восстановпгедьиый потенциал печени и мышцы белых 
беспородных крыс после воздействии электростатическими нолями различных пара
метров. Пока.шно поьышеиие <жисл։гге.1ьн6-восст.чяовнтельных потенциалов: величи
на повышения и время восстановления зависят оз вида гхзии и дозы воздействующего 
фактора.

Научно-техническим прогресс все более изменяет естественную эко
логическую среду обитания человека. В частности, в результате повсе
местного применения синтетических материалов, электростатических 
полей (ЭСП) в технологических процессах, создания сверхвысоко
вольтных линий передач постоянного тока человек все чаше оказывает 
ся в сфере действия ЭСП. во много раз превышающего естественный 
фон.

Анализ литературных данных показывает, что ЭСП является фак
тором. на действие которого организм отвечает рядом обобщенных ре
акций. Однако оно обладает некоторыми особенностями и в ряде слу
чаев действует как специфический фактор. В работах ряда акторов 
[1—3] приводятся косвенные данные, свидетельсгвующие об измене
нии уровня окислительно-восстановительных процессов после воздей
ствия ЭСП. Однако вопрос, в какую сторону смещается окислитель
но-восстановительное равновесие, остается открытым.

Известно, что наиболее интегральным параметром, позволяющим 
судить об уровне окислительно-восстановительных процессов г. тканях, 
являются окислительно-восстановительные потенциалы (ОВП). Целью 
данного исследования явилось определение зависимости ОВП от дли
тельности воздействия н напряженности ЭСП. определение динамики 
изменении этого показателя после воздействия указанного фактора. 
Выявление этих зависимостей позволит дать количественную оценку 
окислительно-восстановительных процессов после воздействия ЭСП 
различных параметров.

.Материал и методика. ЭСП создавалось при помощи установки конденсаторного 
типа со строго контролируемыми параметрами поля. Подробное описание установки 
дано в наших предыдущих работах [-1, 5].
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Объектом исследования служили печень и мышад белых беспородных крыс-сам* 
нов весом 120—150 г. Потенциометрическое определение ОВП проводилось на прибо
ре pH-ЗЮ. В качестве измерительного электрод;. использовался электрод игольчатого 
типа. Для механической прочности н электроизоляции электрод ззпаипплсл в сток.-? 
При этом рабочим длина его составляла 3 мм, а толщина—0,3 мм. Электродом сран- 
нення служил хлорссрсбряныи электрод.

Определение ОВП производилось следующим образом животное фиксировалось 
па столике, вскрывались брюшная полость бедренная мышца, к измерительный элек
трод соответственно вводился в печен энную и мышечную ткань При всех измерениях 
хлорсеребряиый электрод приводился в контакт с подкожной клетчаткой через раз
рез и коже при помощи волокна стеклянной трубки, наполненной насыщенным раство
ром KCI Из-за нанесенной при введении электрод;։ травмы величина ОВП устанав
ливалась нс сразу [6]. она определялась через 1'5—20 мни после введения электро: » 
и ткань и выряжалась в милливольтах.

В первой серин экспериментов опытные животные подразделялись па 3 группы, 
по 50 животных п каждой I группа подвергалась воздействию ЭСП напряженностью 
2000 »/см. длительностью I час, П группа—лттельностью 24 час. III—н течение 
б дней по 6 час. н день. К каждой группе имелись контрольные животные, по 10 на 
группу, которые содержались и идентичных условиях, но не подвергались воздей
ствию ЭСП. Из всех трех групп сразу после воздействии, чере.т 1, 4. 7. 14 суток бра
лись по 10 животных для измерения ОВП и мышце и печени. Аналогичные измере
нии проводились у животных из контрольных групп.

Во второй серии экспериментов животные подразделялись ил 9 групп В первую, 
контрольную группу, входило 37 животных. 8 опытных групп, по 10 животных и 
каждой, подвергались воздействию ЭСП напряженностями 250, 500. 1000. 1500, 20000, 
2500, 3000, 3509 в/см, длительностью 1 час. Сразу после воздействий проводились 
измерения ОВП печени. Параллельно этот показатель определялся у контрольных 
животных. Во избежание влияния циркадных ритмов все измерения проводились » 
одно и то же врем-: суток. Результаты измерений представлены и виде разниц в ОВП 
опыта и контроля.

Результаты и обсуждение Установлено, что ЭСП исследованных 
параметрон приводит к увеличению ОВП. мерой которого является ве
личина электродного потенциала, определяемого формулой Периста

е- +
nF [red] (1)

где E--величина ОВП R газовая постоянная, Т—абсолютная темпе
ратура. (ох)—концентрация окисленных форм—акцепторов электро
нов. (red)—концентрация восстановленных форм—доноров электро
нов, п—число переходящих электронов для биологических систем.

Е<> = Е„ а- — !п[Н |, 
цг (2)

где Е.-. величина стандартного ОВП. [Н՜] —концентрация водород
ных ионов. Из формулы <1) следует, что для данных условии всякое 

изменение ОВП должно определяться отношением которое мо-
|М1

кет увеличиться либо при повышении концентрации акцептора элек
тронов. либо при снижении концентрации донора электронов. Ранее 
нами было показано [7, $|, что воздействие ЭСП приводит к увеличе- 
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«ию снабжения тканей кислородом и угнетению скоростей дыхания ми
тохондрий. Следовательно, в единицу времени кислорода в ткани бу
дет лоступать больше, а утилизироваться меньше В тканях он явля
ется одним из основных акцепторов электронов. Таким образом, уве
личение ОВП в тканях после воздействия ЭСП можно объяснить уве
личением концентрации кислорода. В пользу такого объяснения гово
рят данные ряда работ [9—II], констатирующие уменьшение ОВП 
при кислородной недостаточности.

В табл. I представлены результаты первой серии опытов, из кото 
рых следует, что увеличение ОВП и период его восстановления зави
сят от вила ткани и длительности воздействия. Увеличение ОВП от
четливее выражено в печеночной ткани, что и следовало ожидать, так 
как она более активно участвует в окислительно-восстановительных 
процессах.

Динамика изменений ОВП после воздействия ЭСП, ма
Таблица 1

Время 
нос ле 

оэдейстпип, 
■ сутки

Ткань
Длительность воздействии

час
п ֊ 20

сутки 
п = 20

б суток по 6 час 
ежедневно п—23

0 мышид

печень

8,2+0.591 
։ 2782

30,5+3.79
։ 2.47

22.5+1,536 
1*7.81

59,0+3.65
16.70

15,1 ±1.527
։ 7,92

37,8*1.03
1 15,97

1 мышца

печень

0.9±0, -.34
1 0,09

—1.2*3,440 
। 0,02

12,64-0.761 
3',63

33,9+3.450
i 9,88

8.62+1,698 
4J4 

24,95+1.16 
( 10,25

4 Мышца

печень

—0,1*0.234 
։ 0,075 

0,44-4.720 
t 0.026

3,2+0.85 
t 0,882

3,0+3.476 
։ 0.70

3,62*0.868 
t 0.15

4,25 ■ 1.440 
։ 1.37

7 мышца

печень

—U .3+0,51» 
։ 0.03

-0.1 -3,22 
ОЙЛ

нул-ы.б 
t 5736

50,8*4.052 
14,2?

7,724-1.56
1 5792

23,65*2.06 
t 7.96

14 мышца

печень

0,1 ±0,354 
0.01

0,64-2,5
1 0.04

0.6+0,578
0.16

-1,2*8.05
I 0.29

—0.58+0.91 
t 0.37

-1.15*1,82
1 0.38

Сравнительно небольшой эффект и быстрое восстановление при 1- 
часоаом воздействии можно объяснить тем, что при этой экспозиции 
происходят незначительные отклонения от нормы, и организм быстро 
их нейтрализует. При 24-часовой экспозиции отмечаются значитель
ные отклонения, для нейтрализации которых организму' требуется 
больше времени.

Небольшая эффективность длительных дробных воздействий, по 
всей видимости, обусловлена адаптацией организма к данному факто
ру. Об адаптации к ЭСП неоднократно говорилось в ряде работ [3, 
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12]. Некоторая волнообразность восстановительного периода, в част
ности выбросы на 7-е сутки после воздействия при 24-часовой и недель
ной экспозициях, является следствием неоднородной по времени вос
становительной реакции организма на данное воздействие. АналЬгич- 
пая цикличность восстановительного периода после воздействия ЭСП 
отмечалась нами ранее [7, 8].

В табл. 2 представлены результаты второй серии опытов, соглас
но которым с увеличением напряженности, начиная с 500 в/см, проис
ходит экспоненциальный рост ОВП. экспонента выходит на плато на-

Напряженность ЭСП. в/см

Т а б л и и а 2 
Зависимость ОВП от напряженностей ЭСП. мп (п 47)

250 500 1000 15Ս0 2000 2500 ЗО'.О 3500

,4*2.8 
1 0,118

9,2-4 2,16 
է 2 ,58

15.5±2.69 
1 4,76

1
24.9*2.34 33.614-1.37

1 8,56 ! է 15.27
34,1+1.48 

1 14,89
35.6+1,6 

է 15,41
37.2-1.96 

է 13,2

чиная с 2000 в/см. ЭСП напряженностью до 500 в/см и длительностью- 
I час. неспособны вывести окислительно-восстановительные процессы 
из стационарного состояния. По всей видимости, в зависимости от 
длительности воздействия имеется конкретный диапазон напряженно
стей ЭСП, при котором нарушается нормальный ход окисли гель но-вос
становительных процессов, кроме того, начиная с определенной на
пряженности нарушения этих процессов оказываются незначительными.

Изложенное дает основание полагать, что воздействие ЭСП приво
дит к существенному нарушению стационарного состояния окислитель
но-восстановительных процессов. Увеличение ОВП указывает на сме
щение донорно-акцепторного равновесия в сторону превалирования 
окислительных форм.

Глубина нарушений и время восстановления зависят от длитель
ности и напряженности ЭСП.

Ереванский государственный медицинский институт,
лаборатория биофизики н молекулярной биологии ЦНИИ Поступило 3.1 V 1978 г.

ՕՔԱՐԴԱՎԵՐԱԿԱՆԴՆՍ ԱՆ ՊՈՏԵՆՑԻԱԼՆեՐՐ ԿԱԽԱԱՆ ՃԾՏԱԱ11ՏՈԻՄԱ 
ՆԵՐԳՈՐԾՈՂ 1;1.Ե4ՏՐԱ11ՏԱՏ1Պ ԴԱՇՏԻ ՊԱՐԱՍ*ԵՏՐՆԵ1ԴՅ

Դ. Դ. ԱՐԱՐՈւ՚ՆԻ, Ա. II. Տ1ւՐ-1րԱ|։’յՈԱ?,ԱՆ

Աշխատան րում հ հտաղստ վել են սսյիաակ առհետներն /յարդի և մկանա
յին '.յււսէված բի օրսիդավերականդնման պոտենէյիա/ներր' զանազան ւզարա- 
մ ետրներւէվ Էլեկսւրասսւասւիկ դաշաևրի ն երդործ ութ ւանից Հետու Ցույց Լ 
տրվա<), որ Էլեկէորասսւտսւիկ դաշսւի ազ դե gm թ յ inft ր աոաջ / բերում օքււի- 
դավերականոնման պոա ենуիաչների մեծաէյումւ Վեբականզնման մսէմանակր 
ե մ հծացմ ան չափ լ։ կախկած են ներդործող ֆակաորի դոզայիր ե Հյու սվածքի 
տեսակիցւ
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THE INVESTIGATION OF DEPENDENCE OF OXIDATIVE- 
REDUCTIVE POTENTIALS UPON THE PARAMETERS 

OF ELECTROSTATIC FIELD TREATMENT

G. G. ARTSRUXY, A. S. TERMARKOSSIAN

The oxidative-reductive potentials (ORP) of liver and muscle о 
rats have been Investigated following the treatment by electrostatic fields 
(ESF) of different parameters.

Il has been shown that ORP increased under ESF treatment. The 
amount of Increase and reduction time depends upon the variety of 
tissue and the dose of the treating factor
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УДК 612.822 Л

ПРОСТРАНСТВЕННЫЕ ОТНОШЕНИЯ ЭЛЕКТРИЧЕСКОЙ 
АКТИВНОСТИ КОРЫ ГОЛОВНОГО МОЗГА У ДЕТЕИ

ПРИ ВОСПРИЯТИИ ЗНАКОМЫХ ПРЕДМЕТОВ 
ПОСЛЕ СЛОВЕСНОЙ ИНСТРУКЦИИ

I Г. ЧТЯ II

I Пучено млипиш словесной имструкшщ из гирактср простринс: венных отноше
ний метрической активное:и хоры головного молгл у детей при восприятии шако 
мых пред метон Показано. что словесная инструкция выливает усиление процессов 
пространственной емнхроипзаллл биопотенциалов исследованных тон коры

Согласно современным представлениям зрительное восприятие 
ибесиечиввски сложной многоуровневой системой с персминиоГ. егрук- 
гурой и большими во можнос.чмн переключений [I. 2] Как указы
вал Анохин [3]. н каждом конкретном случае задача, решаемая чело֊ 
неким, выступает в роли шю «системообразующего фактора», кото
рый определяет соотношение различных уровней опознания, т е. 
структуру управляющего механизма в данных условиях.

В работах Хризман и Зайцевой [4. о]. Зайцевой и Еремеевой [6| 
установлено, что у дете։ на ранних зтзпах развития на 2—3-м году 
жизни—процесс восприятия и опознания зрительной информации на 
уровне центральных образований мозга происходит за счет реоргани
зации прост ранет венно-врем- иных отношений биопотенциалов мозга, 
их частотных характеристик - пики межцентральных взаимодействий 
проекционных и ассоциативных зон

В дальнейшем в связи с развитием регулирующей функции речи 
усложняется и зрительное восприятие, оно приобретает активный, це
ленаправленный характер [17]. В связи с усложнением характера 
зрительного гнозиса ребенка развиваются и совершенствуются цент
ральные механизмы мозга, реализующие процессы опознания пред
метов

В данной работе была поставлена задача выявить особенности 
пространственней организации биопотенциалов мозга у детей I 5-ти 
лет при восприятии знакомых предметов после словесной инструкции, 
направленной на активацию зрительной системы

Материал и методика. Электрические процессы мозга регистрировались у детей 
•1—5>тн лет (15 человек) п состоянии покоя, при поелриитпи шлкомбго предмета до 
словесной инструкции и сразу после словесной инструкции «смотри» ЭЭГ отиодилн 
.униполярно от 10-тн симметричных точек коры головного мозги: лобных, моторных. 
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шгжнстемеяпых, затылочных и височных »м ! 7-ьандльном энцефалографе фирмы «Сэ- 
։»эй> (Японии) Обработка ЭЭГ кривых производилась методом корреляционного 
анализа, описанного подробно ь работах Сологуб и Хрнзмзп [8. 9] Достоверность 
различий вычислялась по критерию и Вилкинсона—Манна—Унтнн [10]

Для понимания значения словесных команд в регуляции функционального состоя
ния мозга ребенка, г. осуществлении процессов восприятии знакомых предметов нами 
аценнналась п ерлпнктельном аспекте пр-<>р;.•-“։•=՛...։« орглни.мЦия межаепгральиых 
корреляций биопотенциалов моих непосредственно при восприятии предмета после 
словесной инструкции <смотри> и бет этой инструкции.

Рг'зт/льтвгы и обсуждение Анализ нндинн хуальпых данных пока
зал чго при предъявлении знакомого предмета (без предварительной 
инструкции) характер межцентральных отношений биопотенциалов 
коры головного мозга характеризуется знати тельной варнлбнльностыо. 
После инструкции «смотри» отмечается зн.чмитг.’.ын»е повышение обще* 
го уровня пространственной еннхронн вянин (рис. !) Так. у первого

Рис. I. Организация меж нейтральных корреляции биопотенциалов мозга 
у 4-х детей при предъяялеиин знакомого предмета без предварительной 
словесной инструкции (1) н посте этой инструкции (II). Цифры иод схе
мами—общее число значимых корреляций. :!д Линни на схемах--наличие 

корреляций. Цифры ил схемах—номера отведений электродов

ребенка уронен;, взаимен вязанной электрической актшшости всех изу
чаемых зон до словесной команды составлял 17.7%. а после -48.8% 
Отмечалось значительное повышение числа межцентральных корреля
ций моторных юн I височными и ннжнетеменными зонами обоих полу
шарий. а также появление корреляций биопотенциалов лобных зон с 
моторными центрами, чего не наблюдалось при предъявлении знакомо
го предмета без словесной инструкции Имело место не только у вели- 
•!ен1н количества связей. но и усиление их значимости за счет нониле- 
пин сильных межнентральных корреляций Устанзплннплпсь сильные 
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внутриполушарные корреляции между височными и моторными, пиж- 
нетемеинымн и затылочными зонами обоих полушарий, а также мотор
ной и лобной областями левого полушария и межполушарные корреля
ции потенциалов правой лобной с левой височной, правой затылочной 
с левой нижнетеменной зонами. У второго ребенка до словесной ин
струкции уровень пространственной синхронизации составлял 13.3%. 
Небольшое число слабых положительных связей устанавливалось меж
ду моторными и височными зонами обоих полушарий, лобной и нижне- 
техн иной левого и симметричными центрами моторной и височной зон 
обоих полушарий. После словесной инструкции уровень пространствен
ной синхронизации биопотенциалов возрос вдвое (до 26.6%). Усилилась 
взаимосвязь лобных зон обоих полушарий за счет появления очень силь
ной связи. Сильные связи появились между инжнетеменнымн и затылоч
ными зонами в обоих полушариях, а также между лобной правого и 
моторной левого полушария, моторной и височной правого полушария. 
У третьего ребенка при предъявлении предмета без словесной инструк
ции уровень пространственной синхронизации биопотенциалов состав
лял 28.8%. Отмечались сильные связи между симметричными лобны
ми и височными зонами левого полушария, а также между височной и 
затылочной, нижнетёмениой и затылочной в правом полушарии. Пос- 

11՛ словесной инструкции уровень пространственной синхронизации по
вышался до 66.6%. Возникали очень сильные связи между лобной зо
ной правого и моторной левого полушария, а также между височной и 
затылочной зонами правого полушария. Сильные связи отмечались 
между лобной и моторной, моторной и нижнетеменной, нижнетсменной 
и затылочной зонами левого полушария, а также между нпжнетсмен- 
ной зоной левого и затылочной правого, нижнетемениой и моторной 
правого полушария и симметричными центрами лобных и затылочных 
зон обоих полушарий.

У четвертого ребенка при опознании знакомого предмета до сло
весной инструкции уровень пространственной синхронизации биопотен
циалов мозга составлял 15,5%. Очень сильная связь устанавливалась 
между моторной и височной зонами левого полушария, сильная связь 
между височной и нижнетсменной правого полушария. Отсутствовали 
мс'жцентральныс взаимосвязи левой затылочной со всеми другими ис
следованными зонами, а зрительная кора правого полушария была свя
зана слабой положительной связью с нижнетсменной зоной того же по
лушария. После словесной инструкции очень сильная связь возникала 
между лобными зонами обоих полушарий. Интересно отметить, что 
возникло большое число слабых отрицательных связей с фокусом в мо
торно։։ хоре правого полушария. Общий уровень межцентральных кор
реляций возрос. \ э'ого ребенка до 26,6%.

Изучение динамики распределения наиболее значимых межцент
ральных взаимосвязей (сильных и очень сильных) при предъявлении 
шакомого предмета (без инструкции и с инструкцией «смотри») пока-

746



залб, что общее число их без словесной инструкции составляло 4,7%
■(рис 2) Фокусы максимальной взаимосвязанной активности находи-

Рис. 2. Динамика распределения сильных к очень сильных нзанмосиязей 
-биопотенциалов при предъявлении знакомого предмета до словесной ин
струкции (слепа) н после инструкции (сирина) Столбики справа от схем— 
общее число сильных и очень сильных корреляций биопотенциалов. Гра
фики под схемами— изменение сильных и очень сильных корреляций 

бноаотенциалов во всех исследованных центрах,

лнсь в .моторных зонах обоих полушарий, а 1акжс в нижнетеменной ;՛ 
затылочной областях правою полушария. Наиболее тесные синхрон
ные отношения биопотенциалов устанавливались между моторной и 
височной зонами левого полушария, иижнетемениой и затылочной пра 
вою полушария. После словесной инструкции «смотри» предъявление 
знакомого предмета вызывало повышение уровня пространственной 
синхронизации биопотенциалов неокортекса до 7,5%. В 2,5 раза воз
росло число межцентральных взаимосвязей симметричных центров лоб 
ных зон и в 1 раза—лобных зон обоих полушарий с моторной левою 
полушария (Р^О.01). в 2 раза увеличилось количество взаимосвязей 
моторной и иижнетемениой. а также иижнетемениой и затылочной зон 
правого полушария (Р<0,01). Значительные сдвиги произошли я в 
левом полушарли, где усилились взаимосвязи нкж нетемен ной .юны с 
затылочными зонами обоих полушарий. Фокусы взаимосвязанной ак
тивное: и отмечались не только в правом полушарии, как при предъяв- 
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ленни предмета без предварительной команды, но и в левом -в мотор
ной, нижнетеменной. лобной зонах и несколько менынс- в затылочной.

Проведенные исследования позволили установить, что у детей 4— 
5-ти лет пространственные отношения биопотенциалов мозга при опоз
нании знакомых предметов после словесной инструкции «смотри» не
однозначны и существенно отличаются от межцентральных взнмосвя- 
зей биопотенциалов при отсутствии словесной инструкции. После сло
весной инструкции общий уровень пространственной синхронизации 
биопотенциалов у всех детей значительно повышался (в 2—3 раза). 
О’мсчалос! не только увеличение количества связей, во и повышение их 
■начимости за счет появления сильных межцен тральных корреляций. 
Наиболее взаимосвязанными оказались передние и дедине ассоциатив
ные зоны лобные и нижнетеменные, а также проекционные затылоч
ные зоны обоих полушарий. Сам факт появления высокосинхронных 
колебаний в теменно-затылочных отделах мозга свидетельствует об 
усилении функциональных отношений этих центров при опознании 
предметов и о важном значении нпжнетеменных областей в регуляции 
зрительных функции у человека.

Эш факты согласуются с данными многочисленных электрофизио
логических исследований, выполненных на нейрональном, системном и 
поведенческом уровнях [11֊ 13].

Особое значение в опознании предметов у детей имеют нс только 
пижнетеменные. но и лобные структуры мозга.

Полученные нами результаты согласуются с имеющимися в лите
ратуре данными об облегчении зрительных вызванных потенциалов в 
ассоциативных лобных отделах мозга у детей школьного возраста в си
туации селективного внимания, создаваемой предварительной словес
ной инструкцией [7, 14].

Таким образом, проведенные нами исследования позволили уста
новить. что словесная команда регулирует у детей ֊1 5-ти лет процес
сы активного восприятия зрительных сигналов и эта регуляция осу
ществляется путем расширения участия как задних, так и передних ас
социативных структур неокортекса. Выявлены существенные различия 
в пространственном распределении взаимосвязей различных зон коры 
при восприятии знакомых предметов без словесной команды и после 
инструкции «смотри». Они выражаются в усилении процессов простран
ственной синхронизации биопотенциалов исследованных зон коры при 
восприятии знакомых предметов после словесной команды Особенно 
увеличивается число сильных корреляций и лобных и нижнетеменных 
ассоциативных зонах преимущественно левого полушария, а также про
екционной зрительной зоне левого полушария.
Армянский государственный педагогический институт

им. X. Абовяна Поступило 15.V 1978г.
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ԵՐԵԽԱՆԵՐ1’ Դ1.հ111*'1.1։'Լ|* ԷԼԵԿՏՐԱԿԱՆ ԱԿՏԻՎՈՒԹՅԱՆ ՏԱՐԱԾԱԿԱՆ 
ՃԱՐԱՐԵՐՈԻԹՅՈԻՆՆԵՐԸ ԾԱՆՈԹ ԱՌԱՐԿԱՆԵՐ!’ ԸՆԿԱԼՄԱՆ ԸՆԹԱՈ₽ՈԻ!ր

ՐԱՌԱՑԻՆ ՀՐԱՀԱՆԳԻՑ ZbSII

Դ. Դ. ՉԹՅԱՆ

Հեոէաղոավել են հ— 5 տարեկան հասակի 13 երեխաւ էնցքւ!իսւլոգրամ ան 
գրանցվել է հանգստի վիճակամ, ծանոթ առարկայի ընկալման ընթացքում' 
առանց րաոա(ին հրահանգի ե անմ իջասյ ես րաոային հրահանգից հետէո

О Л J? и ա հ Ո и ա ն ր ն երի մի £ կ ե ն ա ր .7 ն այր ն հա ր արև րությունների mu nt մնա и ի - 
րությունները gntig են տվել, որ գոյություն ունեն էական տարրեր էություններ 
գլխուղեղի տարրեր զոնաների միքն եդած տարածական ա եղա րաշխմ ան մեջ, 
երր առարկան ընկալվում 1. ր՚աւա յին Հրահանգից հետո և առանց նրա:

Կեղեի ուսումնասիրված զոնաներում րաոային Հրա հանգը առաջացնում 
է մ իջկենտ րոնային կապերի ւսհ եղարում ւ

EXPANSIBLE RELATIONS OF CHILDREN'S BRAIN ELECTRIC 
ACTIV ITY DURING THE PERCEPTION OF FAMILIAR

SUBJECTS AFTER THE WORD INSTRUCTION

G. Cl. C.HT1AN

The influence of word instructions on the nature of the electric- 
activity of children’s brain during the perception of familiar subjects 
has been investigated.

It has been shown that the word instruction results in ihe intensi
fication of processes of expansible synchronization of the Investigated 
brain zone biopotentials.
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2 Ա 3 II. II Տ Ա Ն I’ «I Ь Ն II Ա Р II. Ն Ա ԿԱՆ ճ II. Ն Դ Ь II 
БИОЛОГИЧЕСКИМ ЖУРНАЛ АРМЕНИИ

XXXI. 7. 1978

УДК 615^:577.15.061

ВЛИЯНИЕ ЭЛЕКТРОСТАТИЧЕСКОГО ГЮЛЯ ИА ДЫХАНИЕ 
МИТОХОНДРИИ ПЕЧЕНИ КРЫС

С. Л МКРТЧЯН. 1 1.АРЦРУНН

Исследовались процессы окислен։։։։ и фосфорилирования и митохондриях печен։։ 
крыс после воздействия электростатического поля при различных экспозициях По
казано нарушение сопряжения при одпочасовой экспозиции и сравнительная адапта
ция к данному фактору при других, более длительных экспозициях.

Имеющиеся в литературе ганные о влиянии электростатического 
поля (ЭСП) на биообъекты убеждают в его высокой биологической ак
тивности. Исследованиями ряда авторов было показано, что после воз
действия ЭСП наблюдается снижение уровня адениловых нуклеотидов 
[I]. увеличение снабжения тканей кислородом [2]. повышение общем 
уровня газообмена [3]. Подобные изменения либо должны привести к 
изменению тканевого дыхания, либо явиться следствием его. Пель 
данной работы заключалась в выявлении тиснений в терминальном 
окислении после воздействия ЭСП

Материал и методика. Опыты проводились па белых беспородных крысах-самцах 
весом 200—250 г Электростат։е։еско1։ поле напряженностью 2000 в/с.м создавалось 
при помощи установки конденсаторного типа, имеющей строго регулируемые электри
ческие параметры [ I, 5] Исследовалось влияние трех экспозиций ЭСП: часовой, су 
точной, недельной (по 6 час. каждые сутки). Во избежание влияния циркадных рит
мов вес опыты проводились в одно п то же время суток.

Митохондрии печени крыс извлекались по известной методике [б], модифициро
ванной Мосоловой е остр. р"|. Животные забивались непосредственно после воздей
ствия ЭСП. через 1. 4. 7 и 14 суток.

Поглощение кислорода и митохондриях определялось полярографически на поля- 
рографс I. Р-7 (ЧССР) по методике Эстабрука [8] <• использованием модифицирован- 
ной ячейки е мембранным։: электродами Кларка [9]. Среда инкубации содержала 
0.25 М сахарозу. 0.1 м КО, 0.1 М КН2РО4 0.5 М М£5О4. 200 .мкМ АДФ. В качестве 
субстрата использовался сукцинат (10 мМ).

I’ ’.мерялась скорость поглощения кислорода во всех трех метаболических состоя
ниях: V.,—дыхание «покоя», У3—активное дыхание. У4- дыхание «отдыха» (в нА 
О'мпн/мг белка); △( врем՛։ фосфорилирования (в сек); А ДФ/О—отношение эсте- 
ряфи:шровавного фосфора н мкМ АДФ к утилизированному кислороду (в мкА); ды
хательный контроль (ДК) по Чансу—отношение

При одночасовой и суточной экспозициях ЭСП исследовалось два цикла фосфо
рилирования (с двумя добавками ЛДФ).

Количество белка в ячейке, определяемое .то Лоури, составляло 1.5—1.7 мг.
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Результаты и обсуждение. При одиочзеовом воздействии ЭСП пара
метры дыхания и окислительного фосфорилирования митохондрий пече
ни крыс изменялись следующим образом (табл I) Непосредственно 
после воздействия наблюдалось изменение лишь двух показателен Д‘ 
и АДФ/О. Первый из них увеличивался в обоих циклах фосфорилирова
ния па -18 и 15% соответственно, а второй уменьшался на 32 и 22%. Со
поставляя эти данные с небольшой тенденцией к увеличению скоростей 
дыхания, можно прийти к выводу, что происходит некоторое снижение 
эффективности фосфорилирования и митохондрии переходят в рыхло* 
сопряженное состояние В следующие сроки исследования никаких дос
товерных изменений нс было отмечено.

Экспсримсш с односуточной экспозицией ПОЛЯ выявил несколько 
иные закономерности (табл. 2). Непосредственно после воздействии 
ЭСП скорость поглощения кислорода во всех грех метаболических 
состояниях резко угнеталась \г на 31. \ на 50. \'< - на 55%. В 
дальнейшем эти показатели не՛ кол1.ко увеличивались, хотя и оставались 
на уровне ниже контрольного На 7-е сутки скорости дыхания резко па
дали. а к 11-м возвращались к норме ДК при дайной экспозиции нес
колько увеличивался непосредственно после воздействия поля и норма
лизовался в последующие сроки эксперимента. за исключением 7-х су
ток. Продолжительность цикла фосфорилирования увеличивалась не
посредственно после воздействия на 42% и на 7-е сутки—на 19%, оста
ваясь в остальные сроки близкой к норме. Изменение АДФ/О выража
лось лишь в небольшом увеличении его в первые часы после воздей
ствия- В табл. 3 представлены результаты, полученные при недельной 
экспозиции. Так. скорость переноса электронов вновь падалл непосред- 
<тленно после воздействия ЭСП (V*—на 23. \’>—на 25. на 13%). 
причем во втором цикле фосфорилирования эти показатели почти нор
мализовались Через сутки происходило углубление этих дарушеннй в 
обоих циклах фосфорилирования. На 1-е сутки никаких достоверных 
изменений не отмечалось, в то время как нуднее (7-е сутки) скорости 
дыхания вновь уменьшались.

Дыхательный контроль ври недельной экспозиции поля почти не из
менялся. АС как и при предыдущих экспозициях, увеличивалось непо
средственно после воздействия ЭСП на 1-е п 7 е сутки и оставалось по
вышенным даже па 11-е Причем яи отклонения также были довольно 
гцачнтельными. Эффективность фосфорилирования (АДФ/О) при этом 
почти ле изменялась во все сроки эксперимента.

Суммируя и.1Л0Ж1ЧП!01։. можно отмстить определенную напранлен- 
пость н волнообразность изменений тканевого дыхания после воздейст
вия ЭСП Гак. наибольшие отклонения от контрольного уровня наблю
даются в основном непосредственно после воздействия и через I сутки, 
затем они повторяются через 7 суток. Возможным объяснением этого 
может быть определенная адаптация животных к данному фактору 
Хпалогичная цикличность наблюдалась в экспериментах по выживаемос
ти животных после сочетанного воздействия р8ДН8ЦШ>Й и ЭСП [10]. п
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Таблица I
Параметры дыхания и окислительного фосфорилирования митохондрий печени крыс : р.лхличиые сроки после нозденспшн

электростатического поля продолжительностью I час

Конгрои.
С р о к и н с <• л с допа и и и

непосредственно 
после воздействия 1-е сутки 4н сутки 7-С сутки 11-е сутки

V, 51+2,2 54+2,7 55±О,9 51 + 1.7 48+2.3 52+1.7
1 -0.46 1 1.66 1 0 [-0,94 1 0.37

63 ±3.6 (53+2.9 75±0,8 . 69+2.6 63+3,5 63+4,4
I- 0 1=3,21 I 1.35 1=0 1--0

V, 161+9,4 172 * 5,4 193+11,3 179+7.7 165+8.8 162±13
(=1.02 I 2.18 I 1.47 1=7,31 1 0.06

176+9,4 170+1,1 2071-12 192-9.7 171±Г).9 175+15.5
։ 0.04 Iг. 0,65 | -1,51 । 0.35 1 0.05

У< 63+3,6 74.4 + 4.4 76+0,9 68-Ь 1.9 61+3,2 65+4,1
1 1,93 с 3,51 ։ 1.22 1-0.22 ։ 0.35

68+4 ,з 66.13,3 78-4.3 67+3.2 65+3,8 68+4,2
1-0.55 1 -1.6-1 I 0.19 1=6,17 1՛ 0

ЛК 2,57+0,22 2,38+0,12 2.55+0.13 2,6+0.22 2.57 -0.11 2.51+0,0:)
1-0.76 1 0.03 1=7.1 1 = 0 । 0,25

2.7 +0,21 2,56+0.15 2.69 т0.15 2,76+0,12 2,7+0,15 2.55 0.16
1 0,55 1 (-.001 1 =0.25 |=-0 । 0.57

Д1 68,4+4.56 101,1+8,93 66.6+6,19 73.7 ■ 3,57 76.1 -9,05 76.8+6,53
1 3,2 1 =0.23 I 0.91 1 0.76 1 = 1.05

68,5+4,95 99,3+8.97 63.7+6,93 76.9+11.88 81.2+5,31 74.3+5,24
1=7.0 1 0.57 г- 7,64 1 1.74 ( 0.8

АДФ/О 1,42+0.043 0,97+0. (ИЗ 1.28+0.11 1.22+0.051 1.31+0,04 1.29 1 0.036
1 7.4 1 1.16 1-2.9 ։ 1,92 ( -7.32

1,27+0.08 0,99±0.02 1,25+0,11 1 .09+0,11 1.15+0.04 1.2+1,044
1 — 3,5 1=0,15 1 1,12 1=»Т,35 1 0,78

У2. у3, фосфорилирования. сек КолпчесгппУ4—скорости потребления кислорода, нА/у.нн/мг белка ЛК А1 время
животных и каждой серин жслсрн Ментов составляло 7—12.

В таблице представлены данные ни двум циклам фосфорнлнроииння.
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Таблица 2
Параметры дыхании и окисли тельного фосфорилирования митохондрий печени крыс и различные сроки после воздействия электростатического 

поля продолжительностью I сутки

Контроль
С р о к и И С С Л С Д о И .1 и и н

непосредственно 
после воздействия 1-е сутки 4-е сутки 7-е сутки 14-е сутки

V, 26+2,2 18 1.6 
1-2.86

21*5,4
1=0,86

22±2.1
1 1.34

17+1.6 
( 7, о

22*1,1 
(-1,6

Уз 125+11 61+7,5
1 8,16

92*7,9 
(=2.29

95*6.6
1 4.18

72+8.2 
с 7>

97+4.7
1=7,15

V. 56*6,3 25+1.8 
։=6.69

38*5.7
1=2,14

38+2.6 
( 2,61

36*6,6 
(=2.22

46*3,8
1 1.34

ДК 2.19+0,095 2.65+0,19 
’ 1=2.09 ;

2,58+0.12 
(=7,44

2,79+0.17
1=-3.07

2.64+0,52 
1=0,87

2.20*0.14
1-0,58

Д1 134,4+7.2 190,2+22,8
1 =7з|

145,2+13.2 
(=7,27

124,8+10,8
1 0,77

159,6*7.8 
( 13,2

125.4 ±7,2 
(=0,87

АДФ/О 1.53+0,05 1.78 0,25 
I 4,9

1,55-Ь0,05 
1 =7,33

1,61+0.041 
(=Т,73

1,60+0,18 
։=о.12

1.49*0.089 
1-0,35

В таблице представлены данные по одному циклу фосфорилирования.
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Таблица 3
Параметры дыхания и окислительного фосфор!лнроеання митохондрий печени крыс н различные сроки после возденетния электростатического 

поля продолжительностью I неделя

Контроль
Сроки и с с л е л о н л н и я

непосредственно 
поел։? воздействия 1-е сутки 4-е сутки 7-е сутки 14-е сутки

V, 47+2,2

62+3,2

36*1,5
1 4,07
54+3.2
1 Т.77

31*1,9
1-5,52
44+2.7
1 1.46

16+3,5 
։ О'. 24 
66*5.5
( - 0.62

37,8+4,2 
1 -У.42 
54*4.6 
1=2,0

42+2,0 
1—Т.72 
56+2,2 
1 =Т,58

150+7,9

159 9,4

113+7.4
1- 3,42 

116+8.3 
1-3,44

119+6.0 
1=У,13

119+6.0 
։ТГ. 13

116+15,9 
1=0.23

156+17.9 
I =У.15

121*14.1
1-2.07 

127+15,9
1 У. 2

126*3.7 
(=2,76

134*4,6
1 2,43

62+3,2

61 ±2,2

54 ±3,2
։ 1,77
56+3,8
1-1,16

4 1*2,7
1 4.46 
45+3,2 
1=4.2

66 ±5.5
( 0.62 
65*3,6
։ 1.0

54+4.6 
1 -У о 
50*2.1 
(=3,79

56*2,2
1 = 1.58
55+1,2
I 2,6лк 2.36*0,13

2,6 > 0,14

2.04*0.06
1 2.18

2,02+0,12
1 =У,97

2,65*0.18 
։ 1.31 

2.67+0.19 
(=0.3

2.21*0,15
( 0,75

2.32+0.18
1 = 1,2

2,22+0,11
1 ‘(Г,81

3.23*0.106
։ -2,05

2.24 ±0.086
1 0.75

2,41+0.08
1 1.15

АС •«0.9+3,6

80,1+3,3

103+10.73 
(=1,96

108.3+12,57 
( У, 16

100,9 5.3-1 
1-3,1

102.4 1-6,41 
1 У, 09

92.6+12.67 
I 0,8

94,5+12.24 
։ Т.13

116.96+8,45
1 4.0

122.2+10,67
1 У, 75

102,1*5.23
1 3.33

99,6+4.79
1 У. 75

ЛДФ/О 1,33*0,042

1,23+0,027

1,48*0,15 
( 1.0

1,39+0,04
1 -У,07

1.35 + 0,045
1=0..33

1,27*0,75
1=0.5

1.32*0,08 
-0.11

1,19*0.05 
1=0,73

1,17+0.067
1 7,05

1,16*0,044
1 = 1,37

1.24+0.054
1 1.43 

1.19+0.05
1 У,7

В таблице представлены данные по двум гик лам фосфорилирования



также при исследован и и уровня газообмена после воздействия ЭСП (3]. 
Основываясь на предыдущих работах, показавших увеличение снабже
ния тканей кислородом после воздействия ЭСП [2], можно предполо
жит!». что это является одним из факторов, вызывающих описываемые 
изменения в цепи переноса электронов и сопряженном с ним синтезе 
АТФ. Так, снижение скоростей дыхания во всех грех состояниях при су
точной и недельной экспозициях и одновременное увеличение времени 
фосфорилирования, возможно, являются следствием токсического дей
ствия повышенных концентраций кислорода. Эти iaиные согласуются с 
работой Елисеевой и др. [II]. в которой показано аналогичное сниже
ние скоростей дыхания и увеличение At прн увеличении концентрации 
кислорода в опытах in vitro. В пользу этого предположения говорят 
также данные об угнетении фосфорилирования при окислении ц-кето- 
глутарата [12]. уменьшение восстановления НАД путем обратного 
транспорта электронов [13], снижение содержания АТФ в тканях жи
вотных, находящихся в атмосфере повышенного давления кислорода 
[14]. Однако, как было показано этими работами и подтверждено на
шими исследованиями, при гпнероксни наблюдается быстрая нормали
зация параметров окисления и фосфорилирования. Об этом свидетель
ствуют также более близкие к контрольным цифрам данные второго 
цикла фосфорилирования, проводящегося в гой же пробе. Косвенным 
доказательством участия кислорода в процессе повреждения могут слу
жи и» также полностью противоположные нашим данным результаты 
исследований тканевого дыхания при гипоксии [15, 16].

Сравнительно небольшие изменения интенсивности окисления при 
одкочасовой экспозиции, вероятно, можно объяснить меньшим временем 
воздействия ЭСП. Однако снижение коэффициента АДФ/О, увеличение 
At и тенденция к интенсификации дыхания при этом говорят о выра
женном нарушении эффективности фосфорилирования, т. е. о разобще
нии дыхания н накопления энергии. Тот факт, что этого не происходит 
при гругих, более длительных экспозициях нам кажется закономерным, 
так как прн этом, возможно, включаются определенные механизмы 
адаптации, не успевающие сработать при кратковременном воздей
ствии ЭСП.

Конечно, «кислородная» гипотеза действия ЭСП не исключает и 
другие механн мы влияния последнего на тканевое дыхание. Так. нару
шение сопряжения дыхания и фосфорилирования при этом может проис
ходить путем снижения мембранного потенциала митохондрий [17]. Из
менение скорости транспорта электронов, возможно, происходит благо
даря определенным сдвигам в структуре н функции компонентов дыха
тельной цепи, обеспечивающих этот перенос. Не исключены изменения 
в гем-белковой связи цитохромов дыхательных ансамблей аналогично 
изменению гем -лобнновой связи под действием ЭСП [10].

На данном этапе исследований трудно представить себе конкрет
ные механизмы воздействия ЭСП на тканевое дыхание. Возможно, все 
они срабатывают одновременно или включается лишь одни или некото
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рые из них. Несомненно, однако, что воздействие ЭСП при указанных 
режимах приводит к определенному угнетению дыхания, а в некоторых 
случаях и к подавлению окислительного фосфорилирования.
Ереванский государственный медицинский институт, 

кафедра биохимии, лаборатория биофи тки и
молекулярной биологии Ц11ИЛ Поступило 3 IV 1978 г.

l;l.bhSI‘lJ.llSll.Shh ԴԱՇՏԻ ԱքԼԴհՑՈԻԹՅՈԻՆՐ ԱՌՆԵՏՆԵՐԻ ԼՅԱՐԴԻ 
ՄԻՌՈՔՈՆԴՐԻԱՆԵՐԻ ՇՆՉԱՌՈԻՌՅԱՆ ՎՐԱ

II. Լ. ՄԿՐՏ23ԱՆ. Դ. Դ 11.1’Ա|411֊Ն1'

Հետադասվեք է տարբեր կբսպոդիցիաների պա լմ աններում էլեկտրա • 
ստատիկ դաշտի սպդեցու թյունր առնետների լյարդի մ ի[3 որոնդրիաներում 
ռրւ/իդաէյման ե ֆոսֆորի լա ցմ ան պրиցեսների վրա։

Զույէյ Հ տրված, որ մեկժամյտ էրսպււդիցիայ/ւ դեպրում խախտվում է 
ալդ պրոցեսների դու դակցւււմր։ կրսպռդիցիա յի տ եէէ ղու ք) յուն ր երկարացներււ 
դեպրում, շնորհիվ ա դա պ տ ա ց ի ա լի, տյդ պրոցեսների ղադա կցում ր համեմա
տաբար կարդտվորվոէմ էւ

THE EFFECT OF ELECTROSTATIC FIELD ON THE RESPIRATION 
IN RAT LIVER MITOCHONDRION’S

S- L. MKRTCHIAN, <i. <i. ARTSRUNY

The oxidation and phosphorylation processes have been investiga
ted after the influence of electrostatic field at different expositions.

The obtained results show the coherence desIntegration at an hour 
long exposition and the comparative adaptation to the given factor at 
more prolonged expositions.
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УДК 577 3

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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К ПРИРОДЕ МЕМБРАННОЮ П0ТЕ1Щ11А.ТА КЛЕТОК 
ВЫСШИХ РАСТЕНИИ

Г Т. КАЗАРЯН. Г. А НАНОСЯ! I. Г II ХАЧАТРЯН

Мембранный потенциал клеток нысшпл растсичн уменьшается три .шнсгаии оуа- 
,ч, высоких концентраций красителя. гцббсреллипл и пилкой ым чч>ат\ри (2—3’) 
нышасгс; при действии низких концентраций красителя и гиббереллина. Выскп- 
ется предположение, «по уменьшение мембранного потенциала обусловлено ни- 
пнроианнем насоса, имеющего электрогеияую природу.

Ряд авторов показали [I 3]. что мембранный потенциал (МП) 
гок высших растений чувствителен ко многим факторам внешней 
1Ы. Предполагается, что влияние большинства факторов обуслон- 
:> леспецнфическим характером взаимодействия с плазматическими 
браками. В то же время эксперименты с метаболическими ингиби- 
имн [4. 5] показывают, что величина МП зависит от интенсивности 
оты электрогспного насоса, локализованного на плазматической 
браке клеток-корешков овса, кукурузы и ячменя.
Целью настоящих исследований было изучение возможных измене- 
мембранцого потенциала клеток колеоптилей пшеницы и корешков 

урузы при действии ингибиторов и стимуляторов.
Материи.; и л.чтоника. Метод получения 3-двепиых колеоптилей и корешкоп пше- 
. и кукуруз» оппопп р<шсг [6^. В ряде жеиорнмептоп семена »ям.ччкв51лп к 
ичпых 110-֊' и 10 ■' %-ных) растворах зеленого светлого (30 грюн тсс- (Г Г) 
ббереллина (10 *3 и 10-01), при гот онленных на ! мМ растворе КС1. В таком 
эастпоре КС1 регистрировали контрольные значения МП
Исследовали вход и выход меченого иютопа .Ха22. Колеоптили инкубировали о 
воре с удел՛ ой активностью 0.05 мккюрн/мл. Так хак концентрация натрия и 
птелчных тканях варьирует п пределах- 10 иМ. и экспериментах нспо.илона.'п։ два 
^анионных раствора \аС1 1 и 100 мМ. и целью получения, з одном, случае, во го
па правде иного по градиенту концентрации, а в другом—против градиента. Стд- 
։лр։։ое распределение метки устанавливали н интервалах времен»! 3—240 мин 

изучения выхода Ха'-'- колеоптили помещали а 100 мМ радиоактивный ристиор 
I в переноси.ш г холодильник (4°) для подавления ангинного транспорта. Выход 

■ изучали п I и 100 мМ растворах КО и интервалы Времени 5—90 мин. Подсчет 
•оактнвны՛. проб производили ни счётчике «1п1сг1ёс1։п։цие» п лаборатории рилин- 
шоп биофизики Ереванского физического института.
Для исследования влияния низкой (2—3°) температуры на изменение МН клеток 
члкон кукурузы была изготовлена камера из оргстекла, куда помещали г.оринк 
|>узнонпой системы Температуру контролировали электротермометром ГП ЭМ-!, 
шк которого помещали непосредственно и перфузионную камёрх.
Метод регистрашш мембранного потенциала описан ранее [•>].
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Результаты и обсуждение. Влияние Оуабанна на МП растительных 
клеток. В ряде работ показано | 7. 8]. что оуабаин является классичсч՝- 
ки.м ингибитором активного транспорта катионов в клетках животных. 
При этом подавляется активность (Na+-|֊K+) стимулируемой ЛТФ- 
азы и уменьшается величина отводимого МП.

Относительно влияния оуабанна на растительные ткани имеются 
противоречивые данные. Так, по данным Лея |9|. АТФаза клеток ко
леоптилей овса является оуабаин-нечувствнтельион. В других рабо
тах [10. II| показано наличие в клетках колеоптилей ячменя (Nn + + 
К4՜)—стимулируемой ЛТФазы, активность которой уменьшается при 
действии оуабанна.

В ваших экспериментах было показано, что ври действии 10՜ М 
раствора оуабанна, приготовленного на 1 мМ растворе KCI. МП умень
шается на 20—22 мв в течение 3—5 мин. При замене раствора оуабан
на I мМ КО МП восстанавливается до исходного уровня за б 9 мин.

По данным Скоу [7]. при высоких внешних концентрациях калия, 
। также в бескалиевых (натриевых) растворах оуабаин не влияет на 

.МП мышечных клеток краба. С этой точки зрения было интересно ис
следовать влияние оуабанна на потенцнал-концентрационную зависи
мость .МП клеток колеоптилей пшеницы в чистых растворах KCI и 
NaCI.

Использовали концентрации калия и натрин от 10 до 0.01 мМ В первом вариан
те опыта в указанных раетнорзх присутствовал оуабаин и концентпанни 10-7 М, вто
рой вариант, без оуабанна, являлся контрольным.

В табл. I приведены данные о влиянии оуабанна на потенциал-кон- 
центранионнук) зависимость МП.

Т а б л и ц а 1
Влияние оуабанна (10—SM) иа потешшал-концентрационную зависимость МП 

клеток колеоптилей пшеницы а чистых растворах КС1 и NaCI

Концентрация IIHCIIIHC- 
><՝ катиона. мМ 10 1 0,1 0.01

Опыт 1
Величина МП пн К

Вез оуабанна
С оуабанном

44.8Н 1.00
18,4*1,00

69,2L1.00
37.3l-1.58

94,8+1.00
61,3*1,47

126,4-1,18
91.2-2,04

Е по К4 26.4 31.9 30.5 35.2

Опыт 2
Величина МП но Na4
Бел оуШнНз
С оуабаниоя

42.5+1,0:)
30,0+1,00

75.3*1.00
58,6—1,00

105,2*1.00
8Ь5+1.0<>

132,6+1.00
109.2+1,04

Е по Na՜ 12.5 16.7 20.7 23.4

Общее число измерений и каждом варианте равно 160,

По данным табл. I. оуабаин эффективен и в натриевых растворах.
Однако в калиевых растворах \Е в среднем я 1,7 раза больше, чем в 
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натриевых. Можно предположить, что ЛТФаза растительных клеток 
функционирует не только по тину (К —Ыа՜) обмена, но и по типу 
<Ма+—Ыа+) обмена.

Нг: животных клетках давно установлен факт влияния оуабаина на 
.МП в какой-то определенной концентрации. С повышением концентра
ции ингибитора не наблюдается достоверных изменении величины мем
бранного потенциала—он выходит па стационарный уровень.

Так как подобных исследовании на растительных клетках нам не 
известно, представляло определенный интерес выяснение влияния раз
личных концентраций оуабаина от 10՜11 до 10~3 М на МП клеток ко
леоптилей пшеницы. С повышением концентрации оуабаина наблюда
ется монотонное уменьшение .МП. Это позволяет сделать предположе
ние. что в данном случае наблюдается неспецифический характер взаи
модействия оуабаина с плазматическими мембранами.

Рядом авторов показано [б. 12—1-1]. что в присутствии дпцикло- 
гекенлкарбодиимида (ДССД1 -специфического ингибитора протонно
го насоса митохондрий, бактерий и растений, наблюдается снижение 
мембранного потенциала. Показано также, что 10 1 %-мый раствор 
ЗС вызывает гиперполяризацню МП. Если же в перфузат, где нахо
дится ингибитор, добавить 10՜’ % -ный раствор ЗС, то действие ДССД 
па уменьшение МП нс проявляется. Исходя из этого, было интересно 
выяснить, как взаимодействуй г оуабанн с красителем Исследовали 
влияние двух концентраинн (10՜2 в 10՜։ %-ный) красителя грюп тест 
и 10 'М оуабаина на МЛ клеток колеоптилей пшеницы (табл. 2).

Таблица 2
Влияние 10~2 и 10 "։ %-ных растнороп ГТ и 10-'-М 

раствора оуабаина из МП клеток колеоптилей пшеншш

Варианы опыт.։
Величина МП. 

мн

Контроль 72,9*1.15
Контроль 4֊ оуабанн 51.6+1 >20
Кол։роль 4֊ 10՜՜՛ % 11 61.2+1,12
Контроль -г 10՜՜՞ 0 о ГТ 4-

4֊оуабанн 65,2*1.00

Контроль 77.2*1.08
Контроль - 10՜ 0 „ ГТ 91,2+1.11
Контроль — оуабанн 56,2*1,00
Контроль — Ю՜՜’ % ГТ 4՜

4- оуабанн 62,4+1,00

Число измерений п каждом варианте раицо 30.

Данные табл. 2 показывают, что деполяризация МП, вызванная 
10՜՜ М раствором оуабаина. меньше, чем деполяризация, вызванная 
10՜2 %-пым раствором ГТ. Если к раствору, содержащему 10՜2 %-ный 
краев юль добавить оуабанн. то МИ увеличится па 4 мв в вари 

765



анте «контроль-)-10 2% ГТ-4-оуабанн» и на 14 мв ио сравнению с 
вариантом «контроль-!- оу а б а н н ».

Иная картина наблюдается при использовании красителя в 10%-ной 
концентрации. Если МП в 10՜’ %-ном растворе ГТ равен 91 мв, то 
при добавлении оуабаина регистрируется потенциал на 29 мв меньше. 
Это говорит о том, что оуабанн снимает эффект красителя.

Влияние оуабаина на потоки .печеного натрия в клетках колеопти
лей пшеницы. Обнаружение оуабаин-чувствительной АТФазы в коле
оптилях ячменя [10, 11| позволило сделать предположение о влиянии 
оуабаина на потоки натрия.

Исследовали время стационарного распределения метки в 3-днев
ных колеоптилях пшеницы, которые инкубировали в I и 100 мМ раство
рах ЫаС1. В табл. 3 приведены данные по измерению стационарного рас
пределения Ха22 в колеоптилях пшеницы.

Табл и цн 3
Установление времени стационарного распределения метки 

л колеоптилях пшеницы

Время 
инкуба

ции,Юш

Ралноакгнвносп. проб, нмц/мнн

100 мМ Ха* 1 мМ Ха’

3 746,4+66.4 464.0+43,8
5 847,2т7<),6 719,2-39.2

10 1358.4+237,6 850,0+102,0
15 21 <9,2+3 7,6 1010.0+ 97.2
?0 4526.4-1276.0 1590.в -321.6
30 3717,2+572.4 16Ю.0 ь 120,4
45 3154.0т 576,8 1432,0+151 ,'>
60 3499.2^438.8 1893-2х’18,!

180 8838,4+1270,8 2716.0 ±160,4
240 8178.0+6 ’8,8 3916.1+440,8

После установления времени стационарного распределения натрия 
исследовали выход Ха22 из клеток колеоптилей в определенные интер
валы времени. По истечении времени колеоптили помещали в 1 и 
100 мМ растворы 1\С1 с оуабанком и без пего. Установлено, что при
сутствие оуабаина нс влияе; па выход меченого натрия в указанных 
растворах КС1.

В полевых и лабораторных экспериментах нами было показано, 
что обработка семян пшеницы и кукурузы высокими (10 2 %) и низ
кими (10*- %| концентрациями красителей ингибирует или стимули
рует рост п развитие растений и приводит к формированию относитель
но более селективных мембран. Последнее выражается в том. что при 
обработке 10 ~2 %->ным раствором красителя регистрируется низкий, по 
сравнению с необработанными, мембранный потенциал, а при обработ
ке 10՜ 5%-ным раствором красителя—высокий.

Было сделано предположение, что формирование мембран с иными՜ 
физико-химическими свойствами приводит к изменению величины пото
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ков натрия. Исследовали влияние обработки семян пшеницы 10՜- и 
10՜՛ %-ными растворами красителя ЗС на выход \'а22 из клеток коле֊ 
-.штилей. Из рис. I видно, что пет достоверной разницы в величине 
выхода М22 при различных обработках и в присутствии оуабаина в ин 
кубациоином растворе (рис. 1).

Рис 1. Влияние оуабаина на выход меченого натрия из клеток колеоп
тилей пшеницы. выросших из обработанных 10-2 л 10_5 %-ными раство
рами ЗС семян. Л—контроль. Б—обработка |6~2%-ным раствором ЗС, 
В—обработка 10—5%-ным раствором ЗС. I—в присутствии оуабаина, 2— 

без оуабаина.

Далее, исследовали влияние обработки семян 10՜2 и 10-5%-ны- 
мн растворами ЗС па поглощение меченого натрия колеоптилями пше
ницы (рис. 2). Оказалось, что при обработке как высокими, так и 
низкими концентрациями ЗС при инкубации в 1 мМ растворе \:аС1 
(т. с в случае, когда поток натрия направлен по градиенту) подавля
ется пассивный вход ЫаЧ Присутствие оуабаина в инкубационной сре
де резко, на порядок, увеличивает пассивный вход натрия.

При инкубации колеоптилей в 100 мМ растворе 1\1аС1 на пассивную 
проницаемость натрия не влияют ни обработка различными концентра
циями красителя, ни присутствие оуабаина.

Таким образом, из экспериментов следует, что оуабаин вызывает 
достаточно быструю деполяризацию клеточных мембран, снимает ги- 
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перполяри ационный эффект красителя и нс оказывает влияния на по
глощение и выход меченого натрия. Можно также предположить, что 
влияние оуабаина на мембраны клеток высших растений обусловлено 
песпецнфнческим характером взаимодействия.

Рис. 2. Влияние оуабаина на вход .меченого натрия в клетки колеопти
лей пшеницы, выросших из семян, обработанных 10-2 и 10-5 %-ными 
растворами ЗС в I и 100 мМ растворах K.CI. Л—1 мМ раствор К.С1. Б 
100 мМ раствор K.CI. контроль—пунктирная линия, 1—контроль-] оуаба- 
ни, 2—обработка 10~'; 1 ,-ным раствором ЗС, 3—10-2%-ный раствор 
ЗС 1оуяб;лп1, 5—Обработка 10 -5 %-ным растцором ЗС, 5 10—5%-ный 

раствор ЗСЦ-оумбзвн

Влияние низкой температуры на МП клеток корешков кукурузы. 
Исследовали влияние низкой (2 3°) температуры, как ингибитора ак 
тивных систем транспорта, на величину МП клеток корешков. Регист
рацию МП проводили в двух растворах 1 мМ KCI: первый раствор 
имел температуру 24°, а второй—3°. Низкая температура снижает МП 
в среднем на 16 мв по абсолютной величине.

Представлял определенный интерес расчет величины диффузион
ной составляющей мембранного потенциала при действии низкой тем
пературы. Применяя уравнение Нернста

E = ELin 
F [К + b>ut 

где R, Т и F имеют свои обычные значения, [К+|!п — концентрация 
калия в клетке, равная 50 мМ [К ]1U|—концентрация калия в среде, 
равная 1 мМ. получим для 24° величину МП. равную 99.5 мн, а для
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3° -92,5 мв. Разница между ними равна 7.0 мв, что и является значе
нием диффузионной составляющей МП. В нашем эксперименте полу
ченная разница в 16 мв превышает диффузионную составляющую на 
9 мв. что является величиной насосного потенциала

Известно, что гиббереллин является классическим стимулятором 
роста п развития растений. При этом проявление физиологического 
дейсн-пя гормона зависит от концентрации: высокие концентрации по
давляют рост и развитие растений, а низкие—резко интенсифицируют 
эти процессы.

Аналогичные результаты были получены в ранее проведенных на
ми экспериментах: достаточно низкие концентрации (10%-ные) 
водных растворов красителей грифевнл.метаоового ряда в значительной 
степени стимулируют процессы роста и развития, в то время как 
10 2 %-ные растворы оказывают ингибирующий эффект.

Сходность действия красителей и гормона позволила предполо
жить. что при обработке гормоном произойдет определенное изменение 
электрохимических свойств плазматических мембран. Результаты экс
периментов показали, что при обработке 10 4 М раствором гормона 
регистрируется низкий по абсолютной величине мембранный потенци
ал. а при обработке 10 н М раствором—высокий потенциал, по срав
нению с необработанными растениями.

Было интересно выяснить влияние низкой температуры на клетки 
корешков кукурузы, выросших из семян, обработанных 10՜* и 10~6М

Рис. 3. Влияние низкой (2°) температуры из клетки корешков кукурузы, 
выросших из семян, обработанных 1А-з и 10~6 М растворами гибберел
лина. I и 2—обработка 10-ЙМ раствором гвббср'еллнщ։. Зи 5—кон
троль. 4 и 6—обработка 10 3 М раствором гиббереллина, 1, 3 и 4—нор

мальная температура (24°). 2. 5 и б—низкая температура (Зр).

рас։ворами гиббереллина. Из рис. 3 следует, что в этом случае доля 
диффузионной составляющей МП увеличивается. Используя приведен 
ный метод расчета для обработанных гиббереллином семян, получим 
следующую закономерность: если в контроле величина насосного по
тенциала равна 6 мв, то при обработке 10“в М раствором гормона эта 
величина равна 3 мв. а при обработке 10 *3 М—0,5 мв.
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Таким образом, обработка семян кукурузы различными концен
трациями гиббереллина приводит к уменьшению активной компоненты, 
участвующей в формировании мембранного потенциала клеток высших 
растений.

Авторы признательны II М Авакяну, Л. Г- Микаеляну за помощь 
в проведении экспериментов с меченым натрием, н С. М. Мартиросову 

а ио.мщь при обсуждении результатов данной работы.
Ереванский государственный университет,

кафедра биофизики Поступило 23.111 1978 г.

ՐԱՐԱՐԱԿԱՐԳ ՐՈ1»31Ո։Ր1» ՈՋԻՋՆԵՐհ ՄԵՂՐԱՆԱՅԻՆ ՊՈՏԵՆՑԻԱՍ» 
ՐՆՈԻ8ԹԻ ՎԵՐԱՐԵՐՑԱԼ

մ. Տ. ՂԱՏԱՐՅԱՆ. Դ. с ՓԱ.ՆՈՍՅԱՆ. Դ. Ն. ԽԱՉԱՏՐՅԱՆ

Ապա ցուցված Լ, որ Օուարաինր, ներկի և հիբերեյինի բարձր կոնցենա 
րացիաներր և ցածր ջերմ ա ո տ իճսէն ը (2—3° ) իջեցնում են, իոկ ներկի ե հի~ 
րերեք/ւնի ցածր կոնցենարացիաներր բարձրացնում են րարձրակար/ք րույսե- 
է՛ի Բ2Ւ?ն/էրՒ մեմ րրանային պոտենցիայի արմերր։ Ենթադրվում Լ, որ մ եմբրա֊ 
նային պոտենցիայի նվ աղում jt պայմանավորված է; Լյեկտյւո դեն րնայթ ունե
ցող պոմպի ինակւո իվա ցմ ամ բ i

ON THE NATURE OF i HE MEMBRANE POTENTIAL 
OF HIGHER PLANT CELLS

G T. KAZARIAN. G. A. PANOSSIAN. G. N. КНACIIATRIAN

It has been shown that the membrane potential of higher plant 
cells decreases during ouabain treatment, low temperature arid high hor
mone concentrations. This potential Increases when low concentration of 
dye has been applied.

It has been supposed that the decrease of the membrane potential 
is the result of eleetrogenic pump inactivation.
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ИЗУЧЕНИЕ РАДИОЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ СЕМЯН ПШЕНИЦЫ 
В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ИХ ВЛАЖНОСТИ В МОМЕНТ ОБЛУЧЕНИЯ.

ГАЗОВЫХ УСЛОВИИ И ВЛАЖНОСТИ СРЕДЫ 
В ПОС!РАДИАЦИОННЫЙ ПЕРИОД

К. А. ВАРДАНЯН. Н. Г. НОР-АРЕВЯН. С. Г1 СЕМЕРДЖЯН

Двухдневное храпение облученных дозой Д:>1| (доза, индуцирующая и момент 
облучения у 50% клеток хромосомные аберрации) семян в бескислородных условиях 
(азот) приводило к снижению поражения хромосом независимо от исходной влаж
ности семян в влажности среды в пострадиационный период хранения, тогда как при
сутствие кислорода в пострадиационный период усиливало радиобиологический 
аффект.

Дальнейшее увеличение времени хранения (15 я 30 дней) либо почти не сказыва
лось на картине поражения (влажность средь։ 5 н 12%). либо приводило к. его уси
лению (влажное։։, среды ЙВ%).

Одним из существенных методов исследования радиочувствитель
ности биоло։ 1'ческих систем является модификация эффекта облучения 
с помощью различных физических, химических и биологических фак
торов. таких, как влажность, газовые условия среды, температура, 
возраст и храпение семян. Подобные исследования целесообразнее 
проводить па таких метаболически пассивных системах, как покоящие
ся семена растений.

Анализ литературных данных показывает, что вопрр։; о влиянии 
хранения облученных семян на лучевое поражение нс получил одноз
начного решения. Исследователи сталкивались либо с фактом уенле- 
ним поражения [1—6]. либо с гем, что хранение не влияло на конеч
ный радиобиологический эффект | 7, 8]. В ряде работ при хранении су
хих облученных семян во влажной среде в течение первых 3-х суток от
мечалось снижение поражения [9—11].

Многочисленными исследованиями установлена важная роль кис 
порода и влажности в реакциях лучевого поражения семян, причем 
'степень участия кислорода в лучевом поражении в значительной мерс 
зависит от влажности семян п условий хранения в пострадиационный 
период [12. 13].

Было показано, что при хранении облученных семян в атмосфере 
кислорода повышается радиобиологический эффект [14]. Хранение 
же при пониженной влажности семян и в отсутствие кислорода сиижа 
ло или пс оказывало влияния на уровень лучевого поражения [15 l-Sj

771



Такую противоречивость литературных данных, на наш в гляд, 
можно объяснить тем. что основные модифицирующие факторы, вли
яющие на радиобиологический эффект в пострадиационный период, не 
учитывались.

В связи с этим нами изучалась радиочувствительность семян 
пшеницы в зависимости от их влажности в момент облучения, а также 
от влажности, газовых условий среды и сроков хранения в пострадиа
ционный период.

Материал и методика. Опыты проводили ни семенах озимой мягкой пшеннны 
сорт.։ Безостая I с влажностью 5, 12 и 23%. для чего их н течепнг 15 дней аыдержнад- 
чн ? эксикаторах нал различными концентрациями Н2£ОЧ.

Семена облучали ни рентгеновской установке РУМ-11 И 185 кВ, .1 = 13 мА, мощ
ности дозы—600 р/мпп) дозами 1. 5. 10, 15 и 20 кр. Радиобиологический эффект 
онсипнлли ио пропет у клеток <• хромосомными аберрациями

В целях объективной опенки влияния модифицирующих факторов ։кислород, хра
нение! на конечной радиобиологический эффект для семян с различной влажностью с 
помощью кривых «доза—эффект» (рис. 1! находили дозу, индуцирующую у 50% кле-

Рие I .Лучевое поражение пшеницы в зависимости от влажности семян 
п момент облучения, ('смена с исходной влажностью. 1—5, 2—12. 3֊ 23%. 
По оси лбспнсс- доза об.ту 1ения, кр.; по оси ординат—процент клеток 

С ХРОМОСОМНЫМИ аберрациями

так хромосомные аберрации (Д50) Оказалось, что для семян е влажностью 5. 12՛ 
и 23% эта доза соответственно рання 3. 1'1 и 8 кр. В дальнейших опытах семена об
лучали только этими дозами

Часть семян сразу после облучения Д6о проращивали, остальные помешали н эк
сикаторы е различной (5. 12 и 23%) влажностью среды, которые затем заполнялись 
кислородом или азотом Сроки храпения и различных газовых условиях п и условиях 
влажности были 0. 2. Г5 и 30 диен



Были изучены следующие варианты: сухие семеня, хранившиеся в сухой, воз- 
душ н<•-сухой и влажной среде, а также воздушно-сухие и влажные семена, хранив
шиеся в аналогичных условиях.

После каждого срока .хранения семена замачивали и течение 18 час. в дистилли
рованной ноле, я затем проращивали па влажной фильтровальной бумаге в термо
стате при температуре 24°. Кончики корешков от семян с влажностью 12 и 23'7, фик
сировали через 24 часа после конца замачивания, а с влажностью 5%—через 26 ча
сов, что соответствовало .максимуму деления клеток н первом митозе. Фиксацию про
водили смесью Батталья, состоящей из 5 частей 96° спирта, 1 части хлороформа. 
I части ледяной уксусной кислоты и I части формалина Приготовляли временные 
давленые препараты, окрашенные реактивом Шиффа с применением холодного ։ндро- 
лйза. В каждом варианте опыта изучали не менее 500 ина- и телофаз для подсчета 
хромосомных аберраций. В опыте учитывали парные и одиночные мосты, фрагмен
ты, кольца.

В каждом варианте опыта подсчитывали также митотическую активность деления 
клеток, однако последняя не претерпевал» существенных изменений н результате пост
радиационного хранения, поэтому тайные нс представлены.

Результаты и обсуждение. Модификация эффекта облучения семян 
с помощью 5%-ой влажности среды наблюдается, независимо от ис
ходной влажности семян, уже на второй день как в опытах с храненном 
облученных семян в кислороде, так и в его отсутствие. Дальнейшее 
хранение до 30 дней не сказывается на уровне поражения (рис. 2). Од-

Рис. 2. Уровень поражения клеток в семенах с различной исходной влаж
ностью (а—5; б-12: в—23%) в зависимости от влажности окружаю
щей среды (5%) л газовых условий пострадиационного хранении (кисло
род—I, азот—2). По оси абсцисс—сроки пострадиационного .хранения, 

дни; по оси ординат—процент клеток с хромосомными аберрациями.
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пако необходимо отметить, что хранение в условиях кислорода в ос
новном увеличивает, а его отсутствие уменьшает поражение хромосом.

Аналогичная картина наблюдается в опыте, где семена хранились 
в условиях с 12%-ой влажностью среды (рис. 3). Исключение состав
ляет опыт, |де исходная влажность семян была 5% В этом варианте 
на ЗО-й день хранения наблюдается уменьшение поражения как в при
сутствии кислорода, так и в его отсутствие. Вероятно, указанные ус
ловия являются оптимальными для восстановления лучевых поврежде
ний хромосом.

Особый интерес представляют результаты опыта по хранению об
лученных семян в условиях с повышенной влажностью (23%) среды

Врем? после сВруреРиР. др и

Рис. 3. Уровень поражения клеток в семемах г рхишиной исходной влаж
ностью (а—5. б—12. п—23%) в зависимости от я. юж пости окружаю
щей среды (12%) н гадовых условий пострадиационного хранении (кис

лород—1, азот 2) Условные обозначения гм. на рис 2.

(рис. 4) По мере увеличения времени хранения до 30 дней наблюдает
ся тенденция к усилению лучевого поражения хромосом, причем кис
лород. присутствующий в пострадиационный период, оказывает более 
сильное воздействие на картину поражения, чем в опытах с влажно
стью среды 5 и 12%.
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Уровень естественного мутационного процесса необлученных семян 
всех изученных вариантов влажпостен составлял в основном 3—4% и 
не претерпевал изменений в результате пострадиационного хранения в 
вышеуказанных условиях, поэтому данные не приводятся.

Опыты показали, что определяющим фактором, влияющим на кар
тину лучевого поражения в пострадиационный период, является влаж
ность среды.

Таким образом, двухдневное хранение облученных дозой Д5о семян 
в бескислородных условиях (атмосфера азота), независимо от исход
ной влажности семян и среды в период хранения, приводит к снижению 
поражения хромосом, тогда как присутствие кислорода в пострадиа- 
пионный период увеличивает радиобиологический эффект. Дальнейшее

Рве. 4. Уровень поражении хлеток в семенах с различной исходной влаж
ностью (й—5%, б- 12%, в—23%) в зависимости от влажности окружаю
щей среды (23%) а газовых условий ност|>алнаиио11ного хранения (кис

лород—I. азот—2). Условные обозначения см. на рис. 2.

увеличение времени хранения (15 и 30 дней) либо почти не сказывается 
на картине поражения (влажность среды 5 и 12%). либо усиливает его 
(влажность среды 23%).
Институт 1емлеДслня А1СХ АрмССР Поступило 19.IV 1978 г.
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ՑՈՐԵՆԻ ՍԵՐՄԵՐԻ ՌԱԴԻՍ ԶԳԱՅՆՈՒԹՅԱՆ ՈՒՍՈՒՄՆԱՍԻՐՈՒԹՅՈՒՆԸ 
ԾԱԽՎԱԾ ՃԱՌԱԳԱՅԹՄԱՆ ՊԱՀԻՆ ՆՐԱՆՑ ՈՒՆԵՑԱԾ ԽՈՆԱՎՈՒԹՅՈՒՆԻՑ ԵՎ

ՀԵՏՃԱՌԱԴԱՅԹՄԱՆ ՇՐՋԱՆՈՒՄ ՄԻՋԱՎԱՅՐԻ ԽՈՆԱՎՈՒԹՅԱՆ ՈՒ 
ԳԱԶԱՅԻՆ ՊԱՅՄԱՆՆԵՐԻ ՓՈՓՈԽՈՒԹՅՈՒՆԻՑ

Հ*. Л. Վ1ԼՐԴԱՆՅԱՆ, Ն. Դ. ՆՈՐ-ԱՕնՎՅԱՆ. Օ. Պ. ՍԵՄ1)1։Ջ5Ան

Ուսումնասիրվեք է հետճաոադայթմ ան շրջանում միջավայրի պայման
ների, ինչպեււ նաև մթնոլորտում պապերի (թթվածին, ադոա) փ и էի Ոխութ յան 
ազդեցությունը ցորենի 5,12 և 23 '.’ա խոնավության սերմերի սադիոկենսաբա ■ 
նական էֆեկտի վրա:

Ցույց է արված, որ աոավել զդայուն են չոր' 5 '/ խոնավության սևրմհրխ 
էեա դի ողդա յնության բարձրացում է նկատվում նաև 23 % խոնավության սեր
մերի մ nut:

D$y դոզայով (որը ձաոա պայթման պահին բջիջների 50 % ֊ի մոտ առաջ 
է բերում բրոմ ոսոմւս յին խաթարումներ) ճաուոպայթւո',արված սերմերը 2 Օր 
պահելով ազոտի մթնոլորտում, նկատվել է ռադիոկենսաբանական էֆեկտի 
թու քացում' անկախ սերմերի նախնական և միջավայրի պայմանների խոնւս- 
վ ա թ յունից: Ո՚թվածնի աոկայւէւթյունր հետճաոսէ գայթ ման շրջանում, րնդհսւ- 
կաոակը, ուժեդացնում է ռադիոկենսաբանական էֆեկտ ր:

Պահման մտմւմնակաշրջանի հետադա ավեքռւցումը (15,30 Օր) կամ •/> 
ապդոէմ ուս դի ոկեն и արան ական էֆեկտի վրա (5 և 12 % խոնավ ութ չան պայ֊ 
մ աններում), կամ է/ բարձրացնում է այն 23 % խոնավութ յան պա յմ ան
ներ tttil )t

RADIOSENSITIVITY OF WHEAT SEEDS AS AFFECTED BY THE 
MOISTURE AT IRRADIATION. GAS CONDITIONS AND

ENVIRONMENT MOISTURE DURING THE 
POSTIRRADIATION PERIOD

K. A. VARDANIAN. N. G. NOR-AREV1AN. S. P. SE.MERDJ1AN

One of the essential methods of radiosensitivity research of biolo
gical systems is modification of irradiation effect by means of various 
physical, chemical and biological factors, such as moisture, environment 
gas conditions, temperature, age, storage and so on.

Il is advisable that we conduct such researches on metabolically 
passive systems.
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