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БИОЛОГИЧЕСКАЯ ЦЕЛЕСООБРАЗНОСТЬ НАДМОЛЕКУЛЯРНОЙ 
ОРГАНИЗАЦИИ МЕМБРАННЫХ СИСТЕМ

С. М. МАРТИРОСОВ

На примере взаимодействия Н + -АТФ-азного комплекса и калиевого ионофора, л 
также ряда других систем дается разбор гипотезы о структурном воздействии различ
ных механизмов мембраны.
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Клетка как термодинамически открытая система нуждается в по- 
сгояином потоке энергии, всшеств и информации через свою граничную 
мембрану, отделяющую внутриклеточное содержимое от окружающей 
среды. Все три потока тесно взаимосвязаны. Трансформация энергии 
сопровождается перераспределением веществ по обе стороны мембра
ны. а перераспределение веществ может привести к информационному 
сигналу. Потоки энергии, веществ и информации проходят через раз
личные мембранные системы переноса и регуляции. О том, как могут 
взаимодействовать мембранные системы, рассказано в данной статье.

I. Теория косвенного биоэнергетического вааимодейстаия

В соответствии с теорией Митчелла [40. 41], если в одном месте 
Мембраны какая-то транспортная система вырабатывает определенную 

разность электрохимических потенциалов Др, то в другом месте ее эту 
запасенную энергию может использовать любая другая система и.-՜՜՛, 
носа пли регуляции. Известно, что

Ди = КТ1п(а1)ср/(а|)м4-ГДФ.
где первое слагаемое является энергией, связанной с асимметричным 
распределением всшеств, а второе слагаемое—энергия электрического 
поля на мембране, отнесенная на моль переносимого вещества. Индекс 
относится к заданному иону, (а։-)ср и Ц) ։ —соответственно актив
ности (концентрации) лона в среде и в клетке, АТ—разность электри
ческих потенциалов на мембране, R, Т и Г—газовая постоянная, абсо
лютная температура п число Фарадея соответственно.

Итак, если первичная система вырабатывает Дур то вторичная си
стема может использовать либо «концентрационную батарею», либо 
энергию электрического поля, либо обе вместе, и гем самым осуществ
лять некие функции, связанные с потреблением энергии. Например, ме
ханическую, осмотическую, электрическую и химическую работы.
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В го же время первичная система, которая вырабатывает Дц։-, т. с. 
создает градиенты электрического поля и концентрации, потребляет 
стороннюю энергию: химическую при деградации органических соедн- 
нений и энергию солнечного света.

Так как Ац; является термодинамической величиной, которая оди
накова во всем данном замкнутом объеме, то первичные и вторичные 
молекулярные .механизмы могут находиться в значительном отдалении 
друг о՛! друга, и тем не менее взаимодействие между ними будет осу
ществляться с той же эффективностью, как если бы они находи
лись рядом. Многочисленные факты показывают справедливость этой 
концепции опосредованного через Др. взаимодействия между мем
бранными системами. Тем не менее остается невыясненным вопрос о 
том, всегда ли это гак? Известно, что белки мембраны подвержены ла
теральной диффузии и могут образовывать при соприкосновении домены 
Более того, такие сложно организованные ансамбли, как редокс-це- 
ни и хроматофорные образования, представляют собой пример струк
тур. в Которых белки занимают строго заданные места, и поэтому мож-՜ 
но говорить о генетически предопределенной организации белковых ан
самблей.

В связи с этим встает вопрос: может ли клетка оказаться н таких 
условиях, когда две независимые системы переноса вступают в струк
турный контакт в соответствии с физиологической целесообразностью. 
Подобные случаи разобраны в последующих разделах данной статьи, 
в основном на примере виутримсмбраниого взаимодействия двух ион- 
пых систем.

2. Распределение ионов К и Дч1(

Бактериальные клетки аккумулируют значительное количество ио
нов К ։, в зависимости от вида бактерий—от 0.2 до 4 М. Например, 
Е. coli н Salmonella накапливают до 0,25 [49], S. iaecalis—до 0,6 [52]. 
Staphylococci до 0,7, а предельные галофильные организмы до 4М 
этих ионов [14. 29]. (’ термодинамической точки зрения более сущест
венной оказалась величина градиентов К՜*՜ между клеткой и средой. 
Показано, что бактерии способны создавать чрезвычайно высокое отно
шение концентраций в клетке, относительно среды. Например, у Е. coli 
и S faecalis. на которых проведены основные исследования по приро
де транспорта ионов К * , это отношение превышает 10s [11. 26].

В то же время на транспорт любого вещества у бактерий может 
затрачиваться либо энергия, высвобождаемая при гидролизе АТФ (или 

другого макроэргического соединения), либо Ац։1 ... Измеренная ве
личина мембранного потенциала у бактерий (Д՝И) обычно не превыша
ет 150 180 мВ (отрицательно в бактериальной клетке: [23, 24]. По
этому при пассивном поглощении ионов К 1 по градиенту электрического 
ноля распределение могло бы достигнуть только 103, что значительно 
•ниже измеренного распределения ионов К +. Для указанного ранее рас-
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предёлёййя, достигающего 10’—1(У։, нужен был бы Д'У. равный 300— 
350 .мВ. Ла основании этого было высказано предположение. что в мем- 
• ■ране бактерий функционирует специальный К +-АТФ-азный комплекс, 
использующий энергию, высвобождаемую при гидролизе терминально-

• макроэргнческого фосфора, для транспорта ионов К՛ внутрь кле
ток Такая система была обнаружена в клетках Е. соН Эпштейном с 
гоант и названа Кбр-сястсмой транспорта ионов К~ [18, 20]. Так как 
н клетках впервые была обнаружена К --АТФ-аза она была подвергну- 
га тщательному анализу. Удалось установить, что три структурных 
гена кдрА. кбрВ и к<1рС кодируют три мембранных белка с молекуляр
ными весами 47000, 90000 и 22000 Д соответственно [28]. Кбр-система 
способна создавать очень высокое распределение по ионам К4. дости
гающее -1:10е [26]. Следует заметить, что это распределение достнга- 
сгея нс за счет увеличения внутриклеточной концентрации ионов К » 
а за счет того, что Кбр система в физиологических условиях обычно 
находится в репрессивном состоянии и включается в работу ври очень 

низких концентрациях ионов К ’ г. среде. Поэтому, накачивая в клетку 
лаже 10՜’ М ионов К+. она забирает их из среды, содержащей 10_<’ и 
менее ионов К + .

Несмотря из всю важность открытия репресс-ибельной К -АТФ-азы, 
которая включается в работу только при очень низких концентрациях 

■юное К *՜, когда не работает другая основная система транспорта ио
нов К (см. ниже), теория мембранного транспорта не обогатилась но
вой идеей.

I 
3. П рс/гонно-калиерый насос

При физиологических концентрациях ионов К ‘ в окружающей сре
де свыше I мМ эти ионы поглощаются бактериями с помощью системы, 
у которой Км лежит в пределах 1-3 мМ [26]. Эпштейн с соавт. [44] 
установили, что такой главной системой поглощения ионов К. у Е. со!։ 
является Тгк-система (ранее она называлась ТгкА-систсма I, генетиче
ский анализ которой показал [19. 46]. что мутации в четырех несвя
занных локусах- 1гкА, 1гкО. 1гкЕ и 1гкС—отражаются на транспорте 
юнов К • Кинетический же анализ позволил установить, что функцио
нирование этой системы требует одновременного присутствия АТФ и 

Лц н+[45]. Были высказаны предположения, что АТФ нужен как источ

ник энергия, а Др,, как регулятор транспорта [11]; Ацн —источник 
энергии, АТФ—модулятоэ транспорта, так как транспортер работает в 
фосфорилированном состоянии, но не гидролизует АТФ до неорганиче

ского фосфора и АДФ [11, 51]: наконец, и АТФ, и рн+ служат источ
никами энергии для противоград'нентпого движения ионов К внутрь 
бактериальных клеток [25].

В дальнейшем с помощью ионосслективиых электродов было уста
новлено, что поток ионов К+ через Тгк-спстему для анаэробно выра
щенных бактерий Е. соН всегда сопровождается выбросом из клетки 
дополнительного количества ионов II . Эта компонента потока Н+со
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ставляет около 30% от общей секреции кислоты в период гликолиза у 
бактерий [3, 16, 32]. Другой особенностью этого обмена ионов Н ‘ клет
ки- на ионы К՜1՜ среды является его чувствительность к КЛ'-дицикло- 
гексилкарбодиимиду (ДЦКД)—ингибитору 11 “-АТФ-азного комплекса 
1д-Е0. При ДЦКД-чувствительном обмене II на К из клеток выбра
сываются 211՜ и один аннон лакгата, а в клетку входит один ион К՜1' 
[-32], т. е. имеет место сохранение макроскопической электроцентраль- 
пости ютоков исшсн в отношении И :К ;лакт՜ =2;I:I. Гакая же стехио
метрия ионного обмела была найдена и для грамноложительных бакте
рий [38].

Самым удивительным фактом оказалась устойчивость стехиомет
рии 2Н*:|{ ;к различным внешним воздействиям как у Е. соН [3, 17]*, 

так и у 5. (аесаПз [38]. Выло ио-казано, что стехиометрия 11՛/К -обме
на у анаэробно выращенных бактерий не изменяется при изменения 
температуры ат 12՜ до 37°, активности ионов К в среде—от 0,1 до 
10.мМ, pH֊ от 5.7 до 8,5. а также при изменении типа экзогенного ис
точника энергии (глюкозы или молочной кислоты у Е. соП) и абсолют
ных величин потоков ионов Н* и К*. Устойчивость стехиометрии 
ДЦКД-чувстнитслыюго обмена 211 : 1\ ՛ предполагала существование 
жесткой структурной связи между потоками II4, и К+. Поэтому было 
высказано предположение, что в мембранах анаэробно выращенных 
глнколизнрующих бактерий функционирует протонно калиевый насос, 
обменивающий 211+ клетки на один ион К ՛ среды и чувствительный к 
ДЦКД [3, 17]. Это допущение означало, что, во-первых, транспорт 
ионов К+виутрь требует АТФ и, во-вторых, что этот транспорт сопряжен 
с выбросом ионов Ш.

Дни вопроса требовали ответа: а) почему транспорт ионов К + у 
гли1кол>изирующих анаэробно выращенных бактерий сопровождается 
выбросом ионов Н+ и б) почем у этот обмен чувствителен к ДЦКД, ин
гибитору II —АТФ-азы ЕрЕо? Можно допустить, что ь анаэробно вы
ращенных клетках Е. соН. а тем более у анаэробов 5. Гасса Е^ отсут
ствуют редокс-цепи, поэтому единственным генератором мембранного 
потенциала ДЧГ является Г]-Ио. Иными словами, Е|-Ео генерирует ДТ, 

а ионы К попрощаются клетками в < гвег на генерацию \’1Г, 1. с. для 
поглощения клетки нуждаются и в АТФ, и в АЧ' этих иоиов.

Измерение мембранного потенциала с помощью ТФФ* электродов 
(ге.трафепнлфоефоний-пронпкающий катион) показало, что уже исход
но у Е. соН имеется ДЧ՛՜ около 0,12В, при pH 7,5. Введение в среду 
глюкозы кратковременно, на период функционирования 211 К ՛ обме
на, который длится несколько минут (см. раздел 4). увеличивает А՝И 
до 0.14—0,15В. В Б. (аесаПз мембранный потенциал в отсутствие экзо
генного источника энергии близок к нулю и становится равным 0.15В 
после добавления глюкозы [3.9]. Таким образом, обмен 211 на К1՜ со
провождается генерацией ДЧ'. которая снимается с помощью ДЦКД.

Чтобы идентифицировать системы переноса 11՜ и К*՜, дальнейшую 
работу проводили с мутантами Е. соП, имеющими точно охарактери
зованные дефекты. Мутант Е. соП ТК 509 с неработающей Тгк-систе- 
мой [46] не обладал ни 2Н~/К4՛ обменом, пи способностью увелнчи- 
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вать ДЧ' от 0,12 до 0,15В. как эго имело место у дикого типа Е. coll. 
К-12 (л). С другой стороны, естественно было ожидать, что блокиро
вание функций FpFo с помощью .мутаций в ипс-кластере, кодирующем 
структуру этого АТФ-азного комплекса. должно привести к исчезнове
нию ДЦКД-чувс!b iтельного потока ионов Н 1 из бактерий. Опыты по
казали. что в мутантах с дефектамп i а-, |j и у-субъединяпах \ТФ-азы 
Г|. входящей в состав АТФ-азного комплекса F|-F . 211 К обмен не 
нмеет .места [9, 36]. Дефект в ^-субъединице. который находится .i.i 
границе между АТФ-азой и внутримомбранным белком, Н -каиь.юм, 
приводит к нечувствительности этой системы обмена к осмотическому 
давлению среды (см. раздел 4). Дефскi в ^-субъединице (м. в 21000) 
из Fo приводит к потере ДЦКД-чувствитсльностн и осмотической регу
ляции этой системы. При дефектах же в h? и 113-субъ<՝ди вицах из Fo си
стема 211 К+ обмена перестает функционировать.

Эксперименты на мутантах с дефектами но Тгк-снстеме и II -ЛТФ- 
азно.му комплексу Fi-Fq с несомненностью показывают, ч;о у анаэроб
но выращенных гликолизируюших бактерий имеется тесная связь меж
ду функциями F|-Fo переносящего ионы II ՜՛՜ из клетки в среду, и Ггк- 
сисгемон i оглашения К՜'՜. Блокирование функций одной системы ведет 
К потере функций другой. Поэтому предположение о существовании в 
бактериях II : — К—насоса стало обретать молекулярное основание, Од
нако казалось невероятным, как две генетически независимые систе
мы, такие, как FrFo и Ггк, создают обмен, эквивалентный функции про- 
।"нио-каллевого насоса. Более того. как видно из следующей • раздела, 
обе системы принимают деятельное участке и регуляции тургорного 
давления клетки.

4. Регуляция тургорного давления бактерий

Еше в 1965 г. Шульц и Эпштейн [-18] показали, чго резкое повыше
ние Осмотического давления в среде приводит к значительному, ио 
кратковременному возрастанию скорости поглощения К у Е. coli. llo i- 
же было установлено, что скорость поглощения К+ возрастает при уве
личении осмотич'ности среды для обеих калиевых транспортных си
стем -Тгк и Kdp [45].

Изучение потоков К с помощью поиоселективных электродов вы
явило необычный характер поглощения К у Е. coli в средах, содержа
щих от 0.1 до 10 мМ К* при pH выше 7,0 [1, 2, 15]. Вначале, в течение 
3—5 .мин наблюдается интенсивное поглощение К ~ через Тгк-систему 
[6, 33]. Затем этот процесс и последующий выход К ‘в среду спонтан
но прекращаются. Через 15—25 .минут начинается более медленное и 
длительное поглощение этих ионов через TrkF-систему. Подобное яв 
ление наблюдается только при увеличении осмотического давления сре
ды, и чем выше тоничность среды, тем дольше идет поглощение К4 че
рез Тгк-систсму [2. 16]. При осмотическом равновесии между клеткой 
и средой или уменьшении тоничности среды поглощение К через Тгк- 
систсму полностью подавляется, в го время как медленное поглощение 
этих ионов через TrkF-систему сохраняется. Подавление функции Тгк- 



системы уменьшением осмотического давления среды сопровождается ис
чезновением ДЦКД-чувствительнон секреции ионов 31՜, т. е. при отсут
ствии фактора повышения осмотического давления в среде исчезает 
ДЦКД-чувствителышй обмен 2Н :К‘.

С помощью мутантов Е. coli (см. раздел 3) было показано, что в 
этот обмен вовлечены как F|-Fo. так и Trk. Следовательно, когда тур
гор клетки уменьшается при увеличении осмотического давления сре
ды и соответственно уменьшается объем клеток, включается не только 
система поглощения К+, ио и протонный насос Fj*Fo-

Было высказано предположение, что рефляция гургора клеток осу
ществляется со стороны пернплазматического пространства [31]. Эта 
гипотеза включала в себя следующие допущения: потоки 11՜ и К че
рез Fj-Fo п Тгк систему взаимозависимы и подчиняются жесткой стехио
метрии (2Н*:К ); протонный насос FrFo у прамотрицательных бакте
рий состоит не из двух функциональных белков, а из трех; третий бе
лок является перпилазматичеоким белком-клапаном, который механи
чески открывает и закрывает вход в II -канал F© в зависимости от уве
личения или уменьшения осмотичности среды.

Таким образом, постулируется, что осмотическая регуляция погло
щения К+ у Е. coli осуществляется не через Trk-систему, а с помощью 
Н1-АТФ-азного комплекса F|-Fo.

Из предложенной гипотезы вытекает ряд следствий. АТФ-завнсн- 
мый обмен 211*:К’с участием FpFo у гра мположител ышх бактерий 
S. iaecalis. лишенных периплазм этического пространства, не должен 
зависеть от осмотического давления среды, что было эксперименталь
но подтверждено [38]. Роль периплазма гнческого пространства в регуля
ции функций Fj-Fa подтверждается гем, что в сфероиластах. приготов
ленных из Е. coli, обмен 2Н+:К~не чувствителен к осмотическому дав
лению среды. Друюй существенный факт был получен иа мутантах 
Е. coli AN 382. у которых II -канал Fo резистентен к ДЦКД [7, 9, 34, 
36]. Обмен 211+:К ' у этих мутантов терял чувствительность к осмотиче
скому давлению среды, хотя скорость обмена 211 :КЧ оставалась неиз
менной. Таким образом, мутация по ипсВ гену ведет не только к 
ДЦКД-резистентности II -канала, во я к потере его чувствительности к 
тоничности среды. Имеются и другие данные, подтверждающие регу

ляцию обмена 211~:К+с наружной стороны Н'-канала Fo, входящего в 
комплекс Г։-Го. Если сперва уменьшить тоничность среды, чтобы клет
ки Е. coli К-12 (/.) набухли, затем добавить в среду ДЦКД и через 15 
мин резко увеличить тоничность среды, то вначале происходит обмен 

:2Н+:К+и только через некоторое время замечается ингибирующее дей
ствие ДЦКД. ДЦКД подавляет этот обмен с некоторым запозданием. 
Если же ДЦКД был введен в среду при высокой тоничности, когда 
клетки сморщены и должен начаться обмен 2Н ':К՜ при введении у сре
ду источника энергии, то ДЦКД сразу же полностью подавляет его. 
Между периплазматическим белкамчкл&паном и ДЦКД идет конкурен
ция за вход в Ы +-канал Fo. Все эти косвенные факты дают основание 
думать, что надмолекулярная физиологическая конструкция протонно
го насоса F|-Fo состоит из трех белков: Fi-F0 и периплазматического
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белка-клапана (БК, см. рис.). Кроме того. Тгк-снстема поглощения 
К+,т. е. основная система этих бактерий, ответственная за сохранение 
тургора клетки, ло-вндимому, не имеет собственного осмотического ре-

Рит. Характер таичрсввзи Н+ -АТФ-язной Р։.Г(| с -калиевым ионофо
ром Тгк в аИзэробных и аэробных бактериях. а> Н »-ЛТФ-азпый ком
плекс Е։-Го образус! с транспортером ионов К Тг1; суперкомилекс в анаэ
робных гликолнзнрующих бактериях. Этот суперкомплекс работает, как про- 
ТОНно-калпевын насос, обменивающий 2Н+ клетки па один коп К՜1՜ среды 
[2, 10. 35]. БК—белок-клапан. расположенный в пернплэзматическом 
пространстве грамотрнцательных бактерий, который открывает и закры
вает Н -канал Ро в зависимости от тургорного давления клетки [32]. 
б) Те же системы, работающие,- порознь у аэробно выращенных Е сой. 
В этом случае Тгк система и качестве источника энергии использует энер
гию электрического поля, а АТФ служит модулятором процесса [37]. в то 
время как дыхательная цепь, выбрасывая какое-то количество ионов II I.

поддерживает нужную величину Дри+.

гулятора. Если белок-клапан у Е. соИ не функционирует, го поглоще
ние К ’ через Тгк-снстему теряет свою чувствительность к осмотическо
му давлению среды.

5. Симбиоз молекулярных механизмов

Это пока гипотеза [10, 12, 35], хотя и неплохо обоснованная. До
пускается, что две независимые транспортные системы—ЕгЕ0 и Тгк— 
способны к комплементарному структурному объединению внутри мем
браны для совместного использования энергии гидролиза АТФ (рис., а). 
Такое структурное объединение систем дает возможность создать одно
временно распределение К между клеткой и средой около Ю5, АрП 1 
и ДЧ՛' около 0,15 В при фосфатном потенциале клетки около 50 кДж. и

то .время как дыхательная цепь или Е։ -Еб могут создать ц н+- лишь око
ло 20 кДж (Д’И 0,15В и pH 1), что совершенно недостаточно для рас
пределения К гв Ю5 при непрямом взаимодействии между Е։-Ео и ка
лиевым транспортером.

Образование суперкомплексов, составленных из АТФ-азлого ком
плекса Е։-Ео и калиевого транспортера, может быть как у грамотрнца- 
тельных, так и у грэмположительных бактерий. У грамотрицатель- 
ных бактерий к этому суперкомплексу добавляется периплазмати-
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чески.։ белок-клапан (рис., а), который регулирует время включенного 
состояния суп орком л лекса (Ь'гРо—Тгк—БК).

Суперкомплекс, состоящий из Г|-1՝о и калиевого транспортера Тгк, 
•«бл ада ст несомненной биологии՛, скок и термодинамической целесооб
разностью.

Калиевый транспортер. например, ‘I гк-система, лишен собственно
го преобразователя энергии. При объединении с ГрГп калиевая систе
ма становятся АТФ-за писи мой, что и наблюдали ряд авторов. Следе֊ 
вателыю, один преобразователь энергии обслуживас։ два ионофора. 
Рп и Тгк-систсму. г. е. протонофор и К -ионофор. Таким путем юсти- 
гается структурная экономия.

Эти система очень экономно расходует и энергию гидролиза Л ГФ. 
что крайне важно при таком ипзхоэнергстическом процессе как глико
лиз. При обмене 2Н *:Класть энергии гидролиза АТФ затрачивается

на создание \н , . а фугая--тратится на поддержание Др . . В об
щей сложности получается, что когда системы работают порознь, то 
к. п.д. этих систем нс превышает 10—15%, в то-время как при совмест
или их работе он выше 60—70%.

Из вышеизложенной гипотезы вытекаю։ два важных следствия:
1 Если этот суперкомплекс способен гидролизовать АТФ при дви

жении ионов Н ։ из клетки в среду, а попов К —в обратном направле
нии. то при реверсии потоков, когда ноны 11՜ будут входить в клетку по 
градиенту электрического пиля и концентраций, а ионы К ко градне.ч- 
։\ концентраций будут выходить из клетки, можно наблюдать синтез

АТФ, если величины Дц;< и рк :. окажутся в сумме достаточными для 
той эпорти. которая нужна для синтеза .VIФ. Это характерно 1ля иоио- 
(■бМииьтя՛.> насоса и впервые экспериментально было подтверждено 

аррахапом и Глином [22] на эритроцитах для К’а — {(--насоса.
2. Согласно данной гипотезе, симбиоз двух транспортных меха

низмов целесообразен только при гаком низкоэиергетичсском процессе, 
ьдк гликоли? в анаэробных клетках, когда не работает редокс-цепь и 
вырабатывается всего 2 молекулы АТФ для всех нужд клетки. Поэто
му н аэробно выращенных клетках, когда Р|-1\» занято вместе с редокс- 
нетто синтезом АТФ и когда благодаря этому бактериальная клетка 
вырабатывает до 24 молекул АТФ. симбиоз 1՝՝гГо и Тгк-систамы стано
вится нецелесообразным, во-первых, потому, что Е՝.-Г՝и вместе с редокс- 

.■!! раб։ паст в режиме синтеза АТФ и не может объединиться с Тгк- 
спстем.ой для гидролиза АТФ. во-вторых, редокс-цепь вырабатывает 

стабильный л высокий Др. и и обеспечивает выход 24 молекул АТФ. 
вследствие чего Тгк может использовать любой из указанных видов 
энергии.

Оба следствия нашли подтверждение в экспериментах, проведен
ных Трчуняиом на кафедре биофизики ЕрГУ [8. 35, 37].

Для экспериментального доказательства первого следствия необхо
димо иметь на мембране ДЧГ в 0,15 В и pH 1, так как 21 , переносимые 
через ГрГо, используют как ДЧГ, так п \ pH. В целом Е։-Ео расходуют 

2хди,,+ (2x20 кДж) для синтеза одной молекулы АТФ. Оба иона 
Н



Н+пёреносятся через Р։-Ра электрогенно, поэтому используют энергию 
как -ДЧГ, так и А pH.

Суперкомплекс {Е։ То—Тгк—БК} переносит электрогенно только 
один ион I I4՜ и, следовательно, другой ион II4՜ не в состоянии использо
вать ДУ. Поэтому {Г|То—Тгк} при тех же условиях, которые создают
ся для РгГс, уже не в состоянии синтезировать АТФ. Иным։։ слона

ми, Др н.; величиной 20 кДж будет недостаточно для синтеза А1 Ф с 
помощью этого супсркомплскса. так как около 12 кДж. которые дает 
электрическое поле, нс будет использовано вторым ионом И 4՜. Таким 

образом. из Др:։ (44 кДж) будет использовано только 32 кДж. /X это
го недостаточно для синтеза АТФ. Поэтому недостающую энергию су- 
перкомплекс должен брать из разности химических потенциалов по ио- 
нам К+. Это очень важная особенность синтеза АТФ с помощью ионо- 
обменното ГР — К -насоса. Для синтеза же АТФ с помощью ГгГо гра
диент по К4՜ не имеет никакого значения, если на мембране исходно 
имеется ДЧГ около 0.12 В.

Другой отличительной особенностью функций суперкомплекса яв
ляется его стехиометрия. Если при гидролизе АТФ из клетки выносит
ся 2Н*,а в клетку вносится один К4՜ против градиента концентраций, 
то при реверсии такого насоса на каждый выносимый из клетке ион К 
по градиенту концентрации в клетку будет вноситься 2Н ‘.при этом бу
дет еннтезир ,заться одна молекула АТФ.

Третьей отличительной особенностью синтеза АТФ с помощью су
пер комплекса является чувствительность этой системы ■< осмотическо
му давлению среды. Система будет синтезировать АТФ только при 
увеличении тоничности среды, гак как. согласно допущению, увеличение 
тоничности среды открывает вход II* -канала.

Экспериментально было показано [8, 35], что реверсия потоков 
ионов Н ‘ и К через эту систему сопровождается одновременным син
тезом АТФ в соотношении: АТФ:Н4*1К =1:2:1. Уменьшение А pH или 
ДрК на единицу, введение в среду протонофоров или ДЦКД. уменьше
ние тоничности среды блокируют реверсированный цикл.

Не менее интересными оказались данные, доказывающие второе 
следствие из гипотезы [37]. Если ввести в суспензию аэробно вы
ращенных клеток Е. соИ цианид и тем самым заблокировать функции 
редокс-цели, то легко показать, что г։-Г’о из режима синтеза переходит 
в режим гидролиза АТФ, т. е. транспортирует ионы Н+мз клетки в сре
ду. Такне клетки Е. соН становятся эквивалентными анаэробно выра
щенным бактериям. Однако при изменении величины потоков ГР и 1<4 
в зависимости от условий окружающей среды наблюдается изменение 
стехиометрии ДНКД-чузствительного обмена II4՜ на К - от 0.5 до 4.5. 
Неустойчивость стехиометрии является важным свидетельством неза
висимости функционирования ЬфГА и Тгк в аэробно выращенных Е. соП 
(рис., б).

Особенно наглядно разъединенность систем переноса Е|-Ео и Тгк 
видна при исследовании потоков 1Р и !<• в зависимости от температу
ры. Если для потока ионов II через Б)-Ео величина <^ю была близка 
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к 3. п> для калиевого ионофора Ък она была ниже 1,5, что прямо ука
зывает на независимость работы обеих систем: Нч ֊АТФ-азный ком
плекс Г։-1'о функционирует как фермент с (ч)։0. равным 3, в то время 
как «диффузионный» калиевый канал Тгк работает как пассивная сис
тема с низким рц;. В то же время в анаэробно выращенных клетках 
обе системы имеют Ую. равный 3. что и должно быть в соответствии с 
гипотетическим рисунком. В то же время арсенат, препятствую
щий образованию АТФ. подавляет транспорт ионов К+в обоих случа
ях. Согласно рисунку (б), этот факт подтверждает гипотезу ряда ав-

юрово гом. что Тгк-снстема нуждается в Ар.,. как источнике энергии, 
а АТФ служит модулятором процесса [II. 51]. Однако надо отметить, 
что эта функция Тгк подобных систем переноса К ՝ может наблюдать
ся только в условиях аэробиоза.

б. Икутримембранное взаимодействие белков

В настоящее время имеется множество данных, полученных как на 
штатных мембранах, гак и на солюбилизированных белках, которые 

показывают, что мембранные системы представляют собой олигомер 
.ые формы простых функциональных единиц. Это относится к АТФ- 

ззам. переносчикам, рецепторам, цитохромам и г. д. Кланге.1бер1 в 
своем интересном обзоре [27] высказывает предположение, что олиго
мерное состояние гомологических структур в изолированных мембра
нах -могло бы служить критерием интактностн выделенного механизма.

Однако ассоциация гомологических мембранных единиц, как нам 
кажется, затрагивает лишь один аспект проблемы внутримембранного 
взаимодействия белков. Ряд экспериментов, включая и вышеизложен
ное. указывают на образование внутри мембраны гетерологических 

. уперструктур. Два или более мембранных-белков могу; образовывать 
домен для мембранной регуляции транспорта и клеточного метаболиз
ма. Рассмотрим некоторые наиболее интересные результаты.

Уже в конце прошлого века было известно, что, когда микроорга
низмам даны одновременно два и-сточинка углерода, они вначале ути
лизируют полностью один из них н только после этого начинается ути 
лизания второго источника Этот феномен известен как глюкозный эф
фект. так как глюкоза оказывается наиболее предпочтительным источ
ником углерода в силу своей легкой утнлнзчруемости [30]. Сущность 
явления состоит в способности микроорганизмов включать и выклю
чать некоторые катаболитные опороны. Вначале включаются оперомы. 
ответственные за синтез ферментов и транспортных систем наиболее 
легко утилизируемого субстрата.

Глюкоза способна репрессировать экспрессию катаболитных генов 
двумя способами, известными как катаболитная репрессия и исключе
ние индуктора. Предполагается, что катаболитная репрессия связана 
с блокадой синтеза ферментов вследствие уменьшения активности .мем
бранной аденилатциклазы (АН). Уменьшение активности АЦ ведет
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к блокаде синтеза цДМФ, необходимого для проявления кзтаболнт-чув- 
ствителыных олёроно©.

Явление же, известное как исключение индуктора, ость прямое след
ствие блокады транспортных систем, переносящих опрс деленные суб
страты. которые и являются индукторами соответствующих опсроис®.

В расшифровке этих механизмов значительное место занимают ра
боты Бурда и его соавт. [4, 5]. Им удалось показать, что основная си
стема транспорта глюкозы у бактерий—фосфоеполпируватзависимая 
Фосфотрансфе.разная система бактерий (ФТС) -играет основную роль 
н регуляции как катаболитной репрессии, так и при исключении индук
тора [4, 5. 50]. Ими было высказано предположение, получившее кос
венные экспериментальные подтверждения о гом. что ФТС вступает в 
структурную связь как с М-протсйном, мембранным белком, ответ 
твенным за транспорт ^-галактозидов, так и с мембранной АН- В обо

их случаях при наличии глюкозы в среде ФТС переносит ее внутрь кле
ток и во время этой работы в определенных условиях в состоянии бло
кировать как М-протсин, так и АЦ. В первом случае наблюдается нс 
ключение индуктора, так как. например, лактоза не может проникнут’, 
в клетку и способствовать экспрессии [ас-опсрона, во втором имеет 
место катаболитная репрессия: АН не синтезирует н.АМФ. Такое же 
допущение о внугрнмембраниом взаимодействии белков было впослед
ствии высказано Петерковским я Газдарсм [12] в отношении взанмо- 
действия М-нротеииа и АЦ.

Различие между идеен о внутримембранном взаимодействии мем
бранных механизмов, высказанной при изучении взаимодействия Р:-Ри 
с Тгк-системой переноса К', и тем. что разработано Бурдом г соавт 
| I. 5]. заключается в следующем: ионные механизмы вступают в сим
биотическую связь, 'помогая друг другу при энергетическом кризисе, в 
то время как транспортеры сахаров и АЦ связаны антибиотически 
функции одной системы исключают работу другой; для взаимодей
ствия Н+ ֊АТФ-азного комплекса Б'гБо и К • -ионофора Тгк допускает
ся комплементарное иля генетически предопределенное взаимодействии, 
в то время как в отношении ФТС и М-белка предполагается случайное 
взаимодействие, зависящее от копнен грации этих белков в мембране.

До сих пор говорилось лишь и бактериальных клетках. Однако 
феномен гетерологического объединения мембранных белков известен 
и для животных клеток. Между многими тканями, как известно, име
ется гормональная связь. Показано, что в определенных случаях ре
цепторы пептидных гормонов вступают в структурную связь с мембра
ной АЦ животных клеток [13]. Имеются в настоящее время также 
данные о том. что Иа 1 к 1 -АТФ-азы клеток животных вступают в струк
турную взаимосвязь с гликолитическими ферментами, образуя слож
ные домены [21].

Вопрос сейчас в том, чтобы понять, когда имеет место случайное 
белок-белковос взаимодействие, а когда это взаимодействие генетически 
предопределено.
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ՄԵՄՐՐԱՆԱՅԻՆ ՀԱՄԱԿԱՐԳԵՐԻ ՎԵՐ ՄՈԼԵԿՈՒԼԱՅԻՆ ԿԱԶՄԱԿԵՐՊՄԱՆ 
ԿԵՆՍԱԲԱՆԱԿԱՆ ՆՊԱՏԱԿԱՀԱՐՄԱՐՈՒԹՅՈՒՆԸ

Ս. Մ. ՄԱՐՏԻՐՈ1111Վ

Տէրածնա (ին Աէ/Ֆ-ազային կ ո մպ [L րս ի ե կալիում ական իււնււէիորի փոխազ
դեցության, ինչպես նաև մեմբրանս։ լին այլ համակարգերի օրինակի վրա վեր- 
լուծվում Հ մեմբրանի ւոարրեր մեխանիզմների ստրուկտուրային վէոխազզե- 
ցության մասին հիպոթեղրւ

BIOLOGICAL EXPEDIENCE OF THE OVERMOLF.CUI.AR 
ORGANIZATION OF MEMBRANE SYSTEMS

S. M- MARTIROSOV

The hyp! thesis of structural Interaction between different membrane 
mechanisms has been discussed. The results discussed regard the inte
raction of H -ATP-ase complex and potassium ionophore, as well as 
some other membrane systems.
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УДК 551.510.42

ПРИНЦИП ОПТИМАЛЬНОСТИ И МАТЕМАТИЧЕСКОЕ
МОДЕЛИРОВАНИЕ СОЦИОЭТОЛОГИЧЕСКНХ ПРОЦЕССОВ

Ф. Н. СЕМЕВСКИП, С. М. СЕМЕНОВ. Г. А ТОНОЯН

Рассматривается процесс естественного отбора в популяциях на определенные фор
мы новедеиня. В отличие от классической схемы отбора по наследуемым признакам 
и статье авйлизпрусгся обобщенный процесс отбора по таким признакам, которые мо
гут распространяться в популяции как за счет наследуемости, так и за счет копиро
вания, изучения.

Показано, что я рамках схемы отбора на индивидуальном уровне можно объяс
нить такие эффекты, как распространение и популяции альтруистических черт нопеде- 
ння особей. Подчеркивается, что для количественного анализа такого рода процес
сов достаточно ранее предложенного авторами [7] математического аппарата, бази
рующегося на принципе оптимальности для параметров состояния ссоси.

Ключевые смаа: социоэтологические процессы, математическое модели ропак ас.

Наблюдаемые в природе определенные черты организации в систе
мах надорганнзменного уровня—популяциях, биоценозах—в современ
ной биологии объясняются с эволюционных позиций. Та или иная
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■структура системы надорганизменного уровня есть продукт естествен
ного отбора, протекающего на фоне естественной изменчивости биоло
гических объектов. В результате отбора непрерывно повышается сте
пень соответствия свойств объекта (параметров его состояния) усло
виям внешней среды. Таким образом, отбор приводит к оптимизации 
свойств биологических объектов я заданных условиях среды обитания.

Можно сформулировать две различные гипотезы относительно это- 
11- процесса, к которым, пожалуй, и сводится все многообразие суще
ствующих представлений.

—структура популяции есть продукт изменчивости и естественного, 
отбора на уровне особей. наблюдаемые свойства особей оптимальны в 
заданных условиях среды (в последнее понятие в данном случае вклю
чается и структура популяции);

- структура популяции есть продукт изменчивости и естественного 
-отпора на уровню популяций, наблюдаемые свойства популяции (в том 
числе их структурная организация) едтимальпы в том смысле, что обес
печивают максимум популяционных преимуществ в заданной среде.

Первая гипотеза основывается на концепции индивидуального от
бора. а вторая—на концепции группового отбора. Существуют соответ
ствующие математические формулировки этих утверждений, называе
мые обычно принципами оптимально и։. Последние суть формулиров
ки относительно максимизации значения функции приспособленности 
(индивидуального или популяционного ранга) в ходе естественного от
бора.

Ниже обсуждается роль естественного отбора, происходящего на 
различных уровнях, в становлении определенной структуры популяции, 
а также специфика этою процесса, свойственная отбору на определен
ные формы поведения. Подчеркнем, что далее идет речь о панмикти
ческих популяциях без управления, состоящих из потенциально равно
ценных особей. Под структурой популяции мы подразумеваем распре
деление слагающих ее особей по возможным состояниям, в частности, 
но различным формам поведения. И. наконец, если в популяции на
блюдаются такие стратегии особей, в том числе типы поведения, кото
рые являются целесообразными, полезными с популяционной точк.ч 
зрения, то мы будем полагать, что популяция обладает чертами орга
низации.

Авторы считают, что подавляющее число задач экологии и этоло- 
гни, относящихся к области организации биологических систем надор- 
ганизмеииого уровня, может быть с достаточной точностью решено с 
позиций естественного отбора на индивидуальном уровне. В работе 
[7] проведено обоснование принципа оптимальности, опирающегося 
на концепцию индивидуального отбора, продемонстрирована его кон
структивность л эффективность при решении ряда задач теоретической 
и прикладной экологии.

Концепцию группового отбора обычно привлекают для объяснения 
происхождения каких-либо фактов, которые трудно объяснить с пози
ций индивидуального отбора. Пожалуй, наиболее яркий пример тако
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го свойства можно найти в этологии. Это—альтруистические черты 
в поведении особей.

Л.тьтру .чстической следует считать такую стратегию особи, которая 
обеспечивает какие-либо преимущества другим особям (или же попу
ляции а целом) в ущерб данной особи и/или се потомству.

Поскольку естественный отбор на индивидуальном уровне по на
следуемым признакам явно не может привести к таким результатам, 
го возникновение альтруистических черт в поведении особей обычно 
объясняют с позиций группового отбора, с точки зрения улучшения свой
ств популяции в целом [8. 10]. Следует метить, что сторонники кон
цепции группового отбора—Винн-Эдвардс [12], Вильсон |11|, Нау
мов [5]—нс отрицают как наличия отбора па уровне особей, так и его 
Эффективности, т. е. оптимизации свойств оосбей но отношению к со
стоянию среды в ходе отбора. В то же время они придают очень боль
шое значение отбору иа популяционном уровне. Носителем адаптив
ных свойств популяции считается генофонд.

Альтруизм часто пукчот с коал шлонным мэлоагресснвлым пове
дением. Особи часто применяют стратегии, повышающие их приело- 
софценнссть и не наносящие ущерба (а иногда и приносящие пользу) 
другим особям. Но это явление никакого отношения к альтруизму не 
имеет (см. приведенное выше определение). Это—максимизация ин
дивидуального коэффициента размножения, не сопровождающаяся 
нанесением ущерба другим членам популяции вследствие спецналыю- 

стечения обстоятельств, сложившихся конкретных условий среды 
обитания.

Говоря о невозможности возникновения альтруистических черт по
ведения особей (т. о. расходования своих ресурсов вещества и энергии 
в ущерб себе и/нли своему потомству и иа пользу другим особям) в хо
де отбора на индивидуальном уровне, следует подчеркнуть, что здесь 
идет речь об отборе по насле гуемым признакам. Если внести в рассмот
рение какие-либо качества особен, которые могут распространяться в 
популяции не только за счет наследования, но и другим путем, напри
мер, за счет копирования, научения, то выводы могут оказаться не
сколько иными. Такая ситуация довольно характерна именно для 
ЭТОЛОГИИ.

В этологии и, пожалуй, только в этологии имеется много приме
ров стратегии особей, которые трудно объяснить с позиций отбора по 
наследуемым признакам, протекающего на уровне особей [1, 3]. Осо
бенно богата такими примерами социоэтология общественных пере
пончатокрылых, птиц и приматов. Панов [6] правильно указывал на 
перспективность филогенетического подхода для объяснения конкрет
ных форм поведения. Любые адаптации развиваются не па пустом 
месте, а реализуют возникшие в ходе филогенеза возможности.

Развитие системы памяти создает возможности для эволюции 
энграмм, идущей параллельно эволюции генома. Морган [4] писал о 
передаче опыта путем традиционной наследственности. Лобашев |2] 
применял к тем же явлениям термин «сигнальная наследственность». 
При этом, с нашей точки зрения, недостаточно подчеркивалось, что в 
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данном случае эволюционируют нс особи, не генотипы, а именно энграм
мы, поскольку передача такой наследственности происходит не обяза
тельно от родителей к их потомству.

В результате эволюции и отбора энграмм в популяции могут реали- 
зовынаттд-я альтруистические типы поведения особей. Основной при
чиной этого явления, по нашему мнению, является большая селективная 
ценно стъ самого свойства копирования, научения. Действительно. осо
би, могущие усваивать черты поведения других особей, .юно.։՛ «но часто 
имеют заметное преимущество перед «необучающимися՝, например» 
быстро приобретают сумму жизненно важных реакции на изменение 
состояния внешней среды

Механизм коинрсаания. «приемник сигнальной пяслсдствсиниетн». 
НС МОЖСТ» '֊* •■'Меч..',։. . |> ибсоЛКПНоЙ И »6ир;ни1,||'֊,-;ы<|. ПоЭТО-г
му наряду с чертами, повышающими приспособленность особей, копи
руются ТПКЖС черты понедения. понижающие ее. Таким путем в попу
ляции может распространиться. в частности, и альтруистический тип 
поведения.

Чтобы установить, какой именно тип и ведения реали тустся в ре
зультате отбора, необходимо изучить мехз1п:змы и скорость распростра
нении н популяции различных типов поведения. Рассмотрим следую
щий иллюстративный пример, который, однако, позволяет осветить 
главные особенности количественных расчетов в рамках предлагаемого 
нами метода. Пусть особи в популяции могут обладать типами нове
йший I, 2.. В течение одной генерации последовательно происхо
дят следующие события.

I. Особи приносят потомство. Если плотность особей, обладающих 
поведением ։, есть х . го к личество их потомков есть х , где ф։ — 
плодовитость в расчете на одну особь. Всего таких особен в популяции 
после размножения станет х։ * </х .

2. Между взрослыми особями я и.< потомками происходят контак
ты* в результате которых усга нав.швается тип поведения потомков. Бу
дем считать, что шля р|0Ср-<1) потомков обязательно имеет тин 
поведения родителей, а доли ц —•—р образует группу потомков, тип по
ведения которых устанавливается в результате случайного сигнального- 
контакта со всеми взрослыми ос он ми, в том числе и с темп, которые об
ладают родительским типом поведения. Будем предполагать, что ве
роятность сигнальною контакта с особями, имеющими повеление !, .■.п>

Чх|/Х /*Х)* Число / , тем змым. характеризует скорость раенро- 
1-1

страисння типа поведения : в лопуляцнп. Гакнм гбразом. п :с.то завер
шения сигнальных контактов плотность кЗ>бей с поведением । есть

Д - р<). X . <1 ( V > х,)X х, • V Х|. 
|—1 1—1

3. Взрослые особи погибают, а на всю совокупность потомков дей
ствует неопсцифлчсский фактор смертности, приводящий плотность 
всей популяции к исходному течению После этого потомки прсвра 



щаются во взрослых особей. Численность (плотность) особей, облада
ющих поведением ь оказывается равной

11 Рр» х: -г <К У р] XI) чXI / У ч X]1,
1—1 1—։

где I—выживаемость от упомянутого выше песиеиифического фактора 
смертности. Принимая исходную численно ՝гь популяции за единицу, 

можно определить, что Г= ( V р։Х))՜’.
Г-1

Таким образом, в предположениях 1 —3 плотность взрослых особей, 
обладающих поведением !, в последовательных поколениях связан:։ со- 
отношением

I х։(1~1)=Л-֊Г—-----4-֊х-^------- \х!(0,
। У Ч\х,(!) УчхД1) I
X ।—1 г- ։ /

где 1—номер генерации, ։'= I....Ы.
Какой же тип поведения отбирается в рамках данной модели? Рас

смотрим сначала два частных случая.
Если р = 1 (4=0), г. с. гни поведения особ։; жестко стиределен роди

тельским типом, то отбирается такой тип поведения ы. который соответ
ствует максимуму плодовитости (ч):^)|֊=тахО.. Этот вывод пол- 

5—1. К
ностью соответствует классическому принципу оптимальности. в силу 
которого отбор максимизирует коэффициент размножения особи.

Если р=г()(п֊1), т. е. тип поведения потомка определяется цели
ком копированием в ходе сигнальных контактов, то отбирается такой 
тип поведения ։$, который соответствуй г максимуму скорости сигналь
ного распространения, т. е. ч„~ шах ч. Заким образом, в данном 

" I—։,-• •, х
случае в ходе отбора максимизируется скорость сигнального распро
странения типа поведения в популяции.

В общем случае, когда р-я£=О; 1, отбор может приводить к иным ре
зультатам: установившийся в .ходе отбора тип поведения может не со
ответствовать ни максимуму скорости сигнального распространения, ни 
максимуму плодовитости (т. е. скорости «наследственного» распростра
нения). Справедливо следующее утверждение: если в результате отбо

ра в популяции установился тип поведения 10, то р — 4՜ Я-- <1
Рь Ч

для для ! = 1о это неравенство, как легко видеть, превращается в ра
венство.

Таким образом, для анализа процессов отбора различных форм по
ведения в популяции Можно использовать практически без изменения 
достаточно развитый в настоящее время математический аппарат, свя
занный с индивидуальным принципом оптимальности [7]. Для этого 
нужно заменить множество возможных фенотипов множеством типов 
поведения, а коэффициент размножения особи—коэффициентом воспро
изводства соответствующего типа поведения (е учетом всех путей ого 
распространения в популяции).
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Проведенные в дайной работе рассмотрения показывают, что в об
щем случае отбор не приводит нм к максимизации скорости распростра
нения типа поведения за счет наследования, ни к максимизации скоро
сти сигнального распространения. Отбирается некоторый средний 
оптимальный тип поведения, обладающий максимальной скоростью 

воспроизводства» в популяции, с учетом вкладов двух путей его рас
пространения в популяции—наследственного и сигнального. Этот тип 
иоведения нс обеспечивает особи-носителю оптимального коэффициента 
размножения (т. с. его максимальности), как это произошло бы в ре
зультате отбора лишь по наследуемым признакам. В данном случае 
максимальный «коэффициент размножения» имеет не особь, а тип по
ведения.

Именно за счет таких эффектов, по нашему мнению, з популяции 
.может распространиться альтруистический тип поведения, который без
условно снижает коэффициент размножения особи,—носителя, во, по- 
видимому, имеет высокую скорость воспроизводства в популяции за счет 
сигнального распространения и копирования.
Ереванский гбсуударСтаенный университет,

кафедра высшей математики Поступило 22.X 1984 г֊

ՕՊՏԻՄԱԼՈՒԹՅԱՆ 11Կ9.ՐՈՒՆ4Ղ ԵՎ 11ՈՑԻՈԷՏՈԼ11ԳԻԱԿԱՆ ՊՐՈ8ԵՍՆԵՐԻ 
ՄԱԹԵՄԱՏԻԿԱԿԱՆ ՄՈԴԵԼԱՎՈՐՈՒՄԸ

Ֆ. Ն. ՍԵՄեՎՍԿԻ, II. IF. ՍԵՄՅՈՆՈՎ, Դ. Ա. ՏՈնՈ311Ն

Հողվածում վերլուծվում է մաոանգական հատկանիշների րնական ընտ
րության ղասական и խեմ ա յից տարրեր ընդհանրացված ընտրոէթ յան պրոցեսն 
րսա այնպիսի հատկանիշների, որոնր կարող են պ ո պ"<( յա րի tn /ում տարածվել 
ինչպես մաոանդակտնության, այնպես էյ պ սւս.'ճևնաւԼո րմ ան սովորեցման Հաշ
վին։ Ցույց I; տրվում, որ ընտրության սխեմայի սահմաններոէմ (անհատական 
մակարդակով) հնարավոր է րացտարել այնպիսի էֆեկտներ, ինչպիսի о են պո- 
պո» լյացիա յոլմ տեսակների վ'արրա գծում ա լտ րոէ ի ո tn ա կան գծերի տարածումը

PRINCIPLE OF OPTIMIZATION AND MATHEMATICAL 
MODELLING OF SOC1O-ETOLOGICAL PROCESSES

F. N. SEMEVSKY, S. M. SEMYONOV. G. A. TONOYAN

In contradiction to classical inbred election by hereditary symp
toms, the process of generalized election by the symptoms, which may 
be spread all over the population not only in hereditary, but also In Imi
tating and instructive ways, has been discussed. Within the framework 
oi the election it Is possible to explain such effects as dissemination of 
unselfish lines in the behaviour of the population species.
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ВЛИЯНИЕ ХРОНИЧЕСКОГО ВВЕДЕНИЯ ЦЕРЕБРОЗИДОВ 
НА НЕКОТОРЫЕ ПОКАЗАТЕЛИ ЭНЕРГООБМЕНА И

ОБЩУЮ АКТИВНОСТЬ fi-ГЛИКОЗИДАЗ ПЕЧЕНИ КРЫС
О. П. СОЦКИЙ, Г. М САРКИСОВА. Г. А. ЧУХАДЖЯН

Показано, что хроническое внутрибрюшинное введение цереброзиде» в виде эму.п. 
.-<<« в количестве 5 мг/кг массы животного приводи։ к нарушениям в энергетическом 
обмене печени 6vi изменения в ней общей активности р гликозидаз.

Ключевые слови: цереброзиды, адениннуклеотиды, ^-гликозидазы

Согласно результатам м.ногоч меленных исследований, гликосфинго- 
ллииды обладают выраженной биологической активностью [1] Так 
б опытах in vitro показано, что они подавляют процессы дыхания, сни
жают эффективность окислительного фосфорилирования изолирован- 
кых митохондрий мозга и печени [5], оказывают активирующее и ми
нирующее действие на активность Na К ‘֊АТФазы, в зависимости 

от их концентрации 14J Все указанные эффекты гликосфинголипидов, 
как было установлено нами методом флуоресцентных зондов, Обуслов- 
1вны их способностью легко встраиваться в мембранные структуры, вы
зывая конформационные перестройки [7].

Интересно, что в опытах in vivo. г. е. при хроническом введении в 
организм животных гликосфинголинндов (цереброзидов), обнаружены 
гдэнги в холестериновом обмене [14], окислительном фосфорилирова
нии [6], в функциональном состоянии системы кровь—сосудистая стен-

25



ка [9]. Последнее не может не заинтересовать исследователей, зани
мающихся проблемами атерогеиеза и артериальной гипертензии, вви
ду того, что гликосфинголипиды входят в состав наиболее функцио
нально-динамического слоя клеточной мембраны -гликоналикса [2], 
принимающего непосредственное участие в таких важнейших функциях 
клетки, как процессы ионного транспорта, узнавания, контактного инги
бирования. пролиферации [10].

В связи с этим большой теоретический и практический интерес 
представляю։՛ исследования, направленные на изучение влияния гли
косфинголипидов на обменные процессы экспериментальных животных. 
В настоящей работе приведены результаты анализа содержания аде
ниловых нуклеотидов (АТФ, АДФ и АМФ), характеризующих энерго
обеспечение печеночных клеток, и общей активности fi-гликозидаз пе
чени в условиях хронического введения цереброзидов белым крысам.

Материал н методики. Опыты проведены в;-. белых беспородных крысах-самцах 
массой 150— ISO г. разделенных на две группы. Животным опытной группы ежеднев
но в течение 4-х месяцсн внутрибрюшинно вводили эмульсию цереброзидов. приготов
ленную на смеси этанол—физиологический раствор в соотношении 1:20 (в объемах) в 
коли’н ; .нс 0.5 мд из расчета 5 мг цереброзидов на 1 кг массы; контрольной группе - 
0.5 мл аналогичной смеси, не содержащей цереброзидов.

I (среброзиды выделяли из мозга крупного рогатого скот.՛ щ> методу Кленка с 
очисткой на колонке с силикагелем марки «Л» («Хемапол». ЧССР) [9].

Крыс забивали декапитацией, и последующим погружением печеночной ткани в 
жидкий азот. Аденпннуклеотиды экстрагировали ит навесок, Замороженных и жидком 
азоте и растертых к тонкий порошок, 6%-ным охлажденным раствором НСЮ4 (ил 
расчета на 1 г пансскн—2 мл рэсгнора НС1О։) Белки осаждали посредством центри
фугирования (16000 об/мин. 2*. 30 мин). Надосадочную жидкость нейтрализовали сухим 
порошком К2СО-, чтобы не изменить объем. Перхлорат калия удаляли неитрнфупгро- 
камнем. 11адосадочную жидкость наносили микрошпрнцем а 'лиде пятен на пластин
ки фирмы «Мерк» (ФРГ) на расстоянии 15 м.м от нижнего края в конечном объеме 
IU мкл В качестве ейндстелей использовали чистые ЛТФ, АДФ л А.МФ («Сигма >. 
США). Пластинки помешали и стеклянную хроматографическую камеру, предвари
тельно насыщенную пирами растворителей. Из рекомендованных систем растворите
лей лииболее эффективной оказалась система диоксан--Н,,О— 11 П аммиак, взятых в 
соотношении 6:4 I (в объемах), при комнатной температуре.

Прямую денситометрию в отраженном свете осуществляли на сканирующем устрой
стве флуоресцентного спектрофотометра MPF-И при длине волны 260 нм |3|. Апер
туру сканирующего устройства нас граи вили с учетом диаметра пятен определяемых 
веществ. Площади пиков отдельных компонентов на дунсн i (/граммах рассчитывали, 
как произведение высоты пика на его ширину на половине его высоты [8|.

Общую пктнвность р-галактозпдааы и р-глюкозндазы печеночной ткан.! определя
ли по метолу Гатт в модификации Зингера и соавт. [ 16]. Активность ферментов вы
ражали в ианямолях освобожденного р-нитррфенола на 1 мг белка в течение часа 
инкубации при 37°. В качестве субстратов использовали р-нитрофенил—А-Д-галлкто- 
пиранозгд—для [-J-галактозндизы и р-глюкопнранозид—длн {J-глюкозидазы («Хема- 
иол». ЧССР). Содержание белка в пробах определяли ио методу Лоури и соавт. [15].

Полученные данные обрабатывали общепринятым методом с использованием кря- • 
терпя Стьюдент;։.

Результаты и обсуждение. Как видно из данных, представленных 
в табл. I, хроническое введение цереброзидов сопровождается замет
ными сдвигами в энергетическом обмене печени крыс. Они проявляют
ся как в изменении содержания отдельных нуклеотидов, так и показа
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телей, характеризующих их обмен. Следует отметить, что большинство 
количественных показателей адснипиуклеотидов \ животных контроль 
ной группы соответствует литературным данным [3], за исключением 
содержания АМФ, которое оказалось выше. В опытной группе живот
ных. по сравнению с контрольной, выявлено заметное снижение содер- 
хкання АТФ (на 38.8%), сопровождаемое неадекватным увеличением 
АМФ (на 29%).

Показатели обмена л.тениннуклеотндов п печени крыс при хроническом 
введении цереброзидов, мкмоль на 1 г ткани

Т а.б л к ц а I

Группы АТФ ЛДФ Л МФ

Контрольная

Опытная

2.68+0.07 (п=9)

1.93+0.03 (п=13)
1.53+0.05 (п=9)

1.52+0.06 (п=13)

1.03+0.05 (п=9)
1,33=0.08՛ (п=13)

Группы АТ'Г АДФ АН 33

Контрольная

Опытная

1.75+11.03 (п=9)

1.26+0.05 (п=13)

5.27+0.16 (п=9)

4.70+0.25 (п=13)

и.65+0.03 (п=9)

0.56+0.02* (п=13)

Примечание: “—достоверное отличие от контроля (Р<0,05), АН—адашииуклео* 
тнлы, ЭЗ -энергетический заряд, (и) число опытов.

Количество ЛДФ н -лих условиях не изменяется. Как следствие 
снижения содержания АТФ (ехчювного аккумулятора и переносчика 
химической энергии в клетке) происходи։ падение величины молярного 
отношения АТФ/АДФ показателя энергетического уровня адениловой 
системы: с 1,75 до 1,26.

Обнаруженная нами разнонаправлснность количественных сдвигов 
АТФ, ЛДФ и АМФ, снижение показателя энергетического уровия аде- 
ниловой системы свидетельствуют об определенных нарушениях в систе
мах фосфорилирования (окислительного и гликолитического), приво
дящих к энергетическому дефициту клеток. Указанные нарушения усу
губляются отсутствием факта повышения АДФ. являющегося мощным 
стимулятором клеточного дыхания. Однако сравнительно небольшие 
сдвиги в суммарном -содержании адониннуклеотидов и энергетическом 
заряде (13) свидетельствуют о сохранении компенсаторных механиз
мов в клетках печени, направленных на поддержание энергетического 
обмена. Возможно, с этих позиций следует трактовал» факт уменьше
ния количества А ГФ без адекватного увеличения АДФ как результат 
активации компенсаторно-приспособительных механизмов, ведущих к 
усилению пирофосфатного растепления АТФ с образованием АМФ 
[12]. Не исключается, что обнаруженные нами нарушения в энергети
ческом обмене связаны с гепатотоксическим действием цереброзидов, 
содержащих -в своей молекуле ряд токсических соединений (галактоза, 
сфингозин) [11, 17].

Для проверки этого предположения нами была изучена общая ак
тивность р-галактозидазы и 0 глюкозидазы—ферментов лизосом.
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Общая активность ^-гликозидаз печени крыс при хроническом введении 
цереброзидов, пака моль освобожден лого р-интрофенола на I мг белка 

за 1 ч инкубации при 37°

Таблица2

Группы Э-галактознлаза (^-глюкозидаза

Контрольная

Опытная

278.33+15.7 (11=59)

285.24+10.24 (п=7)

75.22*6.06 (п=9)

75.31+6.30 (п=7)

Полученные данные (табл. 2) свидетельствуют о том, что внутри
брюшинное введение животным цереброзидов в течение 4-х месяцев не 
вызывает изменений активности указанных ферментов.

Таким образом, хроническое введение цереброзидов в виде эмуль
син! внутрибрюшинно в количестве 5 мг/кг массы животного приводит 
к выраженным нарушениям в энергетическом обмене, без изменения 
активности общих гликозидаз печени.
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EFFECT OF CEREBROSIDES CHRONIC INJECTION ON SOME 
INDICES OF ENERGOMETABOLISM AND ON THE GENERAL 

ACTIVITY OF p-GLYCOSIDASES IN THE RATS LIVER

O- P. SOTSKY, G. M. SARKISOVA, G. A. CHUKHADJ1AN

Chronic intraperitoneal injection of cerebrosides emulsion in the 
dose of 5 mg/kg of animal body brings to alterations in the energetic 
metabolism without any alterations in the general activity of ^-glycosi
dases in the rats liver.
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УДК 577.352

УСТОЙЧИВОСТЬ БЛМ В ЭЛЕКТРИЧЕСКОМ ПОЛЕ 
В ПРИСУТСТВИИ МЕСТНЫХ АНЕСТЕТИКОВ

Л. Г. МИКАЕЛЯН. А. К КАРАПЕТЯН. С. А АДЖЯН

Изучена зависимость т БЛМ от ф в присутствии МА дибукаина и пропранолола. 
Оба местных анестетика увеличивают т БЛМ относительно контроля в изученном ин
тервале ф

Зависимость т БЛМ от концентрации днбуканна в пределах 10 7 — 10-*М имеет 
форму колокола с максимумом при концентрации 10 -5 М При фиксированных зна
чениях концентрации пропранолола 10 < М л ф. равном 400 мВ. увеличение pH ми
ноге раствора от 5 до 9 приводит к уменьшению т БЛМ.

Оубклииичсскне концентрации МА стабилизируют, а супсрклнничсекие- дсстябнлн- 
■пруют структуру БЛМ.

Результаты обсуждаются с точки зрения современных представлений о механиз
ме электрического пробоя БЛМ, а также возможной роли эффективной формы мо
лекул во влиянии МЛ на структуру БЛМ

Ключевые слова: мембраны бислойные липидные. плоские, диэлектрическая проч֊ 
посте, местные анестетики.

В настоящее время большинство исследователей склоняются к мне
нию, что местные анестетики (МА) влияют на ключевые белки, напри
мер. ионные каналы мембран клеток. Однако до сих пор нет однознач
ного ответа на вопрос, является ли это влияние непосредственным или 
оно опосредовано липидной компонентой՛ мембран. .Альтернативные 
точки зрения на эту проблему детально рассматриваются в недавни 
опубликованном обзоре [12]. Из сказанного следует, что в рамках про-
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блсмы «стабилизирующего действия» МА на биоме.мбраны [27] иссле
дование взаимодействия МА с липидами з бислоях имеет исключитель
но важное значение.

Данные последних лет. полученные с помощью методов ЭПР. ЯМР 
। флуоресцентной спектроскопии, показывают, что МА увеличивают 
жкдкостность липидного бислоя [10, 17. 21]. Выяснились также неко
торые детали межмолекул ирного взаимодействия МА с молекулами ли
пидов. Оказалось, что МА внедряется в липидный бислой и взаимодек 
ствует с липидными молекулами как электростатически, так н гидро
фобно, причем степень погружения зависит от pH [16].

МА влияют также на электрические свойства плоских бнелойиых 
лилкдиых мембран (БЛМ). Оки [19] показал, что МА «упреками (ди- 
букаин), тетракаин, кокаин и прокаин (новокаин) при их симметричной 
аппликации к БЛМ в низких концентрациях увеличивают, а в высоких— 
\ меиыпают электрическое сопротивление мембран по постоянному то
ку. Оки показал также, что в присутствии МА разрушающая БЛМ кон
центрация Са . вводимая асимметрично, увеличивается в 25 раз. В 
этой работе впервые на плоских БЛМ было показано стабилиз фуюшее 
влияние низких концентраций МА на структуру бислоя.

В предыдущей работе [5] нами было показано, что дибукаин, про
пранолол и лидокаин при симметричном добавлении к БЛМ в низких 
концентрациях увеличивают их электрическое сопротивление и устой
чивость в электрическом поле.

Цель данной работы состояла в выяснении зависимости стабилизи
рующего эффекта МА па БЛМ от потенциала (р. устойчивости БЛМ от 
концентрации МА. выявлении вклада заряженной и незаряженной фор
мы МА в стабилизацию БЛМ.

Материал и методика БЛМ формировали ил 2%-ных растворов суммарной фрак
ции фосфолипидов мозга быка и н-дскане или смеси я-декаиа и н-геитана. Водный 
раствор содержал 100 мМ ХаС1: pH раствора изменяли добавлением НО и ХаОН. В 
>кс пер к ментах использовали кристаллический дибуканигндрохлорнд, который раство
ряли в экспериментальном растворе, а также ампулироваиный пропранололгилрохли- 
рнд для инъекции (ГДР) Методики измерений времени жизни (т) БЛМ в электри
ческом поле подробно изложена ь работе [7] Напряжение на БЛМ подавали от ге
нератора прямоугольных импульсов, сконструированного в нашей лаборатории. Ре
гистрацию т БЛМ осуществляли па осциллографе с памятью марки С8-Н Исполь
зовались хлорсеребряные электроды собственного изготовления без агарового .мости
ка. Натяжение БЛМ и :черялн по методу, описанному в работе |4| Электрическую 
емкость БЛМ измеряли на частоте 159 Гц и напряжении 30 мВ Среднее время жизни 
(к) БЛМ получали на 85—140 мембранах.

Результаты и обсуждение. Зависимость т БЛМ от ф. Па рис. I 

представлена зависимость т БЛМ от <р в контроле и в присутствия 
10՜5 М пропранолола и дибукачиа. Видно, что с увеличением ф от 350 
до 700 мВт контрольных БЛМ уменьшается. Этот результат качест
венно согласуется с данными работы [I].

В присутствии местных анестетиков характер зависимости т от ф 
практически нс изменяется. Однако видно, что увеличиваются абсолют

ные значения т БЛМ, причем дибукаин более эффективен. Небольшое 
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снижение т БЛМ при высоких значениях ф связано, по-видимому, с огра
ниченностью временной разрешающей способности измерительной цепи.

■ . Рис. 1. Зависимость логарифма т БЛМ от <р в контроле и и присутствии 
10՜“** М пропранолола и лнбуканпа. В таблице даны значения тангенса 
угла наклона занпси.моетн логарифма плотности распределения от лог

арифма на малых временах, при 400 и 600 мВ

Эти результаты показываю՜։, что чри низкой концентрации пропрг. 
полол и дибукаин увеличивают устойчивость БЛМ в электрическом 
поле. т. е. оказывают стабилизирующее действие на структуру БЛМ. 
Этот эффект МА не зависит от величины напряжения. Таким образом, 
ваши данные, полученные с помощью адекватного определения устой
чивости плоских БЛМ, подтверждают результаты От ՛, пока шшающю1 
стабилизирующее влияние низких концентраций МА на структуру БЛАЕ

Для интерпретации полученных результатов обратимся к представ
лениям. развитым в последние годы в теории электрического пробоя 
мембран [2]. Согласно этой теории, пробой БЛМ связан с появлением 
и развитием дефектов типа сквозных пор в матриксе мембраны под вли
янием электрического поля. Процесс пробоя БЛАА в электрическом по
ле происходит, но крайней мере, в две стадии: стадию рождения дефекз । 
и стадию его роста (диффузии в пространстве радиусов) до критических 
размеров. Двустадий кость процесса разрыва БЛМ з электрическом 
поле была экспериментально показана в работах [3, 6]. Каждая ста
дия имеет свое характеристическое время, и сумма этих времен опреде
ляет т БЛМ при данном потенциале. Если характеристические време
на стадий имеют близкие значения, то функция распределения т БЛАА 
не является экспоненциальной, если же они сильно отличаются, то 
функция распределения г БЛАА описывается простой экспоненциальной 
зависимостью. В координатах 1пБ~ ։(1пт), где Е -плотность распре
деления. т—время жизни БЛМ в области малых времен, значение 1^а 
наклона кривой этой зависимости соответствует числ\ стадий пробоя 
БЛМ.
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В таблице на рис. 1 представлены значения tga для контрольных 
БЛМ и в присутствии МЛ ион <р. равном 400 и G00 мВ. При 400 мВ в 
контроле регистрируется одностадийный процесс разрыва БЛМ, при 
ьООмВ—двустадийный. В присутствии МА для обоих значений ц 
обнаруживаются две стадии разрыва БЛМ. Это указывает на то. что 
в присутствии М \ характеристические времена стадий пробоя БЛМ 

приобретают близкие значения. Более того, поскольку возрастают т 
БЛМ. то следовательно, увеличиваются по абсолютной величине н ха
рактеристические времена стадий.

На основании полученных данных можно заключить, что увеличе
ние т БЛМ при действии низких концентраций МА связано с повышени
ем общей устойчивости мембран.

В работе [2] выведена также формула для расчета т. БЛМ. Основ
ными параметрами, от которых сильно зависит т. являются коэффици
енты поверхностного и линейного натяжения мембраны, температура и 
потенциал. В меньшей степени т зависит от толщины, вязкости и элек
трической емкости мембраны.

Зависимость т БЛМ от концентрации дибукаина. В этой серии экс
периментов изучали влияние дибукаина в широком спектре изменения 
его концентрации на т БЛМ при <р. равном 400 мВ. Результаты, пред
ставленные на рис. 2, показывают, что при концентрациях 10~7—Ю՜6 М

Рнс. 2. Зависимость отношения г БЛМ в присутствии днбукапнз и в кон
троле от кокиентраикн лнбуклина. ։р 400 мВ

дибукаин не оказывает влияния на устойчивость мембран. Достовер
ное изменение т БЛМ наблюдается при концентрации анестетика, рав
ной 5> 1С՞6 М. С увеличением концентрации днбукаииа до 10 "5 М т 
БЛМ достигает максимального значения. Дальнейшее увеличение 
концентрации днбуканна приводит к снижению этого показателя, а а 
области концентраций $Х|С ' 10 3 М. устойчивость мембран падает 
ниже контрольного значения в 3.5 4 раза. Таким образом, кривая за- 
ся стабилизирующего влияния низких концентраций третичных аминов 

висимосги т БЛМ от концентрации дибукаина представляет собой коло 
кол с максимумом при концентрации 0,01 мМ.

Полученные результаты согласуются с имеющимися в литературе 
данными. В частности, они подтверждают данные Оки [19], касающис- 
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ся стабилизирующего влияния низких концентраций третичных амнион 
на структуру БЛМ. Розенберг [21] наблюдал упорядочивающий эф
фект 0.1 мМ тетракаина на структуру синаптосом мозга. Недавно по
лученные результаты экспериментов на монослоях из фосфаткдилсери- 
ка [29| показали, что уже при концентрации пропранолола 5x10 '•ДА 
обнаруживается расширение .монослоя. Что касается деста«5нлизиру- 
ющего влияния высоких концентраций МА. то в литературе имеется 
большое количество такого рода данных, полученных на различных ли
пидных модельных системах, микросомальных и синаптосомальных 
фракциях, форменных элементах крови и срезах мозга Эти данные 
детально обсуждаются я ряде обзоров [15. 27. 28] Здесь важно ука 
м1ть. что высокие концентрации МА различной природы, как правило, 
увеличивает жидксстность мембранных липидов, снижают темпера
туру фазового перехода лани юв. разупорядочивают структур) мембран, 
г. с. дестабилизируют ее. Более важным, с точки зрения идентичности 
объектов, является совпадение полученных нами данных с данными 
Оки [ 191, которые показали, что высокие концентрации МА уменьша
ют устойчивость плоских БЛМ.

Вайанае двух форм МЛ на т БЛМ. При нейтральных (физиолог :- 
ческих) значениях pH третичные аминные анестетики в водном раство
ре существуют в двух формах: заряженной, или катионной, и в нейтраль
ной форме. Электрофизиологические данные показывают, что обе фор
мы способны блокирован» (ервный импульс [23]. В этой связи инте
ресно было выяснить, являются ли обе формы МА эффективными с точ
ки зрения их влияния на устойчивость БЛМ

В данной серии экспериментов мы изучали влияние пропранолол л 
в концентрации |Х|0-:М на т БЛМ при двух значениях pH водного 
раствора. Необходимо отметить, что в лнтературе'фигурнруют два зна
чения рК пропранолола. Согласно Фалки и др. [22] рК—7,5. а по дан
ным Саса и др. [26], рК—9,45. Несмотря па значительное расхождение 
между этими данными, ясно, однако, что с увеличением pH раствора 
доля нейтральной формы должна возрастать.

Результаты этих экспериментов, представленные в таблице, нака

зывают, что при pH 5 т контрольных БЛМ равно 190^:40 мс. а в при
сутствии пропранолола 500-ь 55 мс. При pH 9 в контроле оно состав
ляет 360 ±35 мс. а в присутствии пропранолола 100±20 мс. Таким 
образом, н кислых средах пропранолол увеличивает устойчивость БЛМ 
в электрическом ноле, а в щелочных—уменьшает. Из таблицы видно, 
что эффект дестабилизирующего действия пропранолола на БЛМ вы
ражен сильнее, поскольку увеличение основности водного рас 1 вора 
рег ке увеличивает устойчивость БЛМ. Относительное увеличение г 
БЛМ в присутствии пропранолола составляет 2.6 раза, в то время как 
относительное уменьшение 3.6 раза. Если принять, что рК пропрано
лола 9.45 (это значение представляется нам более реальным, посколь
ку рК дибукаина—анестетика, близкого по химической структуре к 
пропранололу,—8.5 [26]). то при pH 5. согласно уравнению Гендерсона- 

Хассельбаха =рК—-pH, где [АН+) и [АН ]—концепт-
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рання заряженной и нейтральной формы МА соответственно, концент
рация заряженной формы в 104 раза больше концентрации нейтраль
ной формы. При pH 9 концентрации обеих форм пропранолола прини
мают близкие значения. Из этого сопоставления следует, что умень
шение т БЛМ при pH 9 в присутствии пропранолола связано с увели
чением нейтральной формы анестетика. Как было отмечено выше, 
устойчивость БЛМ в электрическом поле зависит от таких ее парамет
ров, как натяжение (а) и электрическая емкость (С). В ряде экспери
ментов мы измеряли указанные параметры БЛМ (табл.). Как видно

Таблица
Параметры БЛМ яри двух значениях pH водного раствора в контроле я 

в присутствии Ю“4.М пропранолола

Параметры БЛМ
Контроль Пропранолол

рН5 рН9 рН5 рН9

“(мс) « = 400 мВ 
а (дин см) 
С (мкф/см2)

190+40
3.50+0.20

0.490+0,01

360+35
4.36+0.04

0.500+0.02

500+55
4.40+0.30

0.532+0.01

100+20
4.20+0.50

0.545+0.02

из приведенных в таблице данных, натяжение БЛМ в присутствии про
пранолола при pH 5 увеличивается в 1,26 раза и не изменяется при pH 9. 
Наряду с этим, электрическая емкость БЛМ в присутствии пропраноло
ла увеличивается при обоих значениях pH. Данные табл, показы

ваю։ также, что в отсутствие пропранолола при pH 9 увеличение с 
Ь.'1М сопровождается увеличением натяжения. Электрическая емкость 
БЛМ при этом не изменяется. Таким образом, на основании данных 
табл, можно заключить, что увеличение т БЛМ при pH 5 в присут
ствии пропранолола связано с увеличением натяжения и емкости мем
бран. Однако результаты, полученные при pH 9. указывают на то, что 
увеличение емкости БЛМ не всегда обязано с увеличением их устойчи
вости, оно может наблюдаться даже при уменьшении устойчивости БЛМ. 

Этот факт свидетельствует о том. что т БЛМ в электрическом поле яв
ляется комплексной характеристикой, которая сложным образом за
висит от других параметров мембраны.

Изменение устойчивости БЛМ в электрическом поле в присутствии 
МЛ является, естественно, результатом взаимодействия молекул МА с 
молекулами фосфолипидов в бислое.

Как показано в ряде работ [8. 9. 16]. молекулы МА. в частности, 
третичные и четвертичные амины, внедряются в липидный бислий и ори
ентируются параллельно молекулам липидов, причем ароматическая 
группа локализуется в области углеводородных хвостов и сильно взаи
модействует с ними гидрофобными силами притяжения. Аминная груп
па молекулы, содержащая положительно заряженный атом азота, всту
пает в электростатическое взаимодействие с отрицательным зарядом 
гидрофильной головки молекулы фосфолипида.
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Нейтрализация отрицательного заряда на поверхности мембраны 
жатнокной формой МЛ приведет к ослаблению электростатического от 
тзлкивания между головками липидных молекул. Этот фактор будет 
способствовать увеличению устойчивости БЛМ. В том же направлении 
будет действовать усиление гидрофобного взаимодействия из-за ослаб
ления электростатического отталкивания. Именно этими факторам;։ 
мы склонны объяснить стабилизирующий эффект МА на структуру 
БЛД1.

По мере роста концентрации нейтральной формы МА. т. е. при вы
соких pH. накопление ее в бислое до некоторой критической концентра
ции приведет к разбалансу между силами электростатического оттал 
кивания и силами гидрофобного притяжения. Это может послужить при֊ 
.чиной дестабилизации структуры БЛМ. Последнее рассуждение, од
нако* не .может быть привлечено при объяснении данных, касающихся 
влияния высоких концентраций днбукаииа на БЛМ. поскольку эти экс
перименты проводились при значениях pH иодного раствора—5,8—6,2, 
при которых более проникающая нейтральная форма МА [20] присут
ствует в пренебрежимо малых концентрациях. Одной из возможных 
причин дестабилизации структуры БЛМ при высоких концентрациях 
МА может явиться инверсия шака поверхностного заряда БЛМ. обу 
ловлешшя полной нейтрализацией отрицательного заряда нс только на 
Заряженных головках фосфолипидов (фосфатиднлссрина и фосфатн- 
днлкнозитола). но и цвиттерионных фосфолипидов (фосфатид ил холи
на).

В заключение необходимо рассмотреть еще один аспект нзаимо- 
действия молекул МЛ с липидными молекулами. Речь идет о роли гео
метрии молекулы в определении устойчивой конформации липидных 
фзз. Согласно теории, развитой Израэлашвилв с соавт. [ 131. устойчи-

V
■ость липидных фаз Определяется как ! = ----- . где \ объем .молеку

а • 1
'лы. 1-ее полная длина, а—площадь, полярной головки. Устойчивой фазе 
соответствует условие 1^1; неустойчивой—[< 1/3. Основываясь на 
этих представлениях, стабилизацию БЛМ низкими концентрациями МЛ 
и наших экспериментах можно объяснить, во-первых, переводом моле
кул лизоформ липидов (в тех или иных количествах, присутствующих 
и липидном растворе [25]) в конфигурацию, образующую устойчивую 
структуру; во-вторых, взаимодействием МА с фосфати.тилэтаноламн- 
но.м, который составляет 35% суммарной фракции фосфолипидов моз- 
։з [25]. Как показали недавние исследования [16], тетракаин с боль
шим сродством взаимодействует с этим фосфолипидом, стабилизируя 
переход бислоя от ламеллярной в гексагональную структуру ] 11 ] Счи
тается, что тетракаин в этом случае действует как клин.

Структура молекул днбукаииа и пропранолола дает основание счи
тать их форму также клиновидной. Учитывая преимущественное связы
вание этих МА с молекулами фосфатидил эта пола мина, можно предпо
ложить, что стабилизирующий эффект низких концентраций МА на 
структуру БЛМ связан с изменением геометрии молекул фосфолипидов. 
Ли мере роста концентрации МА и постеленного заполнения в мембра- 
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нс «мест» с большим сродством. МА будут взаимодействовать с липи
дами. формирующими устойчивые фазы (фосфзтидилхолин). В резуль
тате этого взаимодействия устойчивость фазы уменьшится, что и обус
ловит дестабилизацию структуры БЛМ.

Мы сознаем, конечно, что сделанные выше предположения, в доста
точной степени спекулятивны применительно к бислоям с гетерогенным 
липидным составом, в которых имеется фазовое разделение [14) и до
менная структура [ 18). Тем не менее нам кажется, что процессы стаби
лизации и дестабилизации, которые могут развиваться на границах до
менов. не могут нс отразиться на устойчивости БЛМ в целом.

Авторы считают своим приятным долгом выразить благодарность 
Авакяну II. М. за большой вклад в создание условий для проведения 
экспериментов, а также Аракеляну В. Б и Меликяну Г Б. за полезное 
обсуждение результатов работы.
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ЫЛ-Ь ԿԱՅՈԻՆՈՒԲ՚ՅՈԻՆԸ ԷԼԵԿՏՐԱԿԱՆ ԴԱՇՏ11Ի1ք ՏԵ'ԼԱՅԵՆ 
ԱՆԵՍՏԵՏԵԿՆԵՐէ* ԱՌԿԱՅՈ Ի^ՅԱՄՐ

Լ. Դ 1ր14’ԱՅհԱԱՆ. 2, Կ. ԿԱՐԱՊԵՏՅԱՆ, Ա. Ա. 2 ԱՋ ՅԱՆ

//ւսումնասիրված Լ երկշերտ լիպիղային թաղանթների ( ԵԼէ^ ) կյանրի միջին 
տևողության (<; ) կախվածութ յունր էլեկտրական լարման արմերից (ц) 0.011Г 
խտությամբ տեղային անեստետիկների (ՏԱ)' ղի բակային ի և պրոպրանոլոլի 

աոկ ա յա թ յան ղեպըո, մւ Երկու ծԱ-ն կլ մեծացնում են Ե Լխ • ի Т կոնտրոլի հա
մեմատ' լարման ուսումնասիրվող 350—700 մՎ տիրույթում է

ԵԼխ-ի է կախվածությունր ղիբուկայինի խտութ յունից 10՜'֊ 10 2 Մ տի
րույթում ցանցաձև կ և Մ մարսիմումը ղւոնվում Լ 10՜ -' Մ կետում , 8ույց է 
տրված, որ ՏԱ 10՜՛ Մ խտության արմերի ղեպրում մեծացնում են ե Լթ“ - ի է <5 -ի 
350—700 մՎ տիրույթում:

Պրոպրանոլոլի^)՜ Մ) և Ц-ի (400 մՎ) Հաստատուն արմերն երի պայման
ներում հրային լուծույթի pH-/» փոփոխումը Տ-ից մինչև Ձ֊ր հանղևցնում է 
ԵԼխ-ի Т արմերի անկմանը:

Ետացված տվյալները ցույց են տալիս, որ ՏԱ-ի կլինիկականից ցածր 
կոնցենտրացիաները կայունացնում են. իսկ կյինիկականից բարձրը' ապակա
յունացնում ԵԼէ^-ի կաոուցւքածրր: ՏԱ-ի կայունացնող կֆեկսւր հատկապես 
պա յմանավորված I, ղրանց լիցրավորւ(ած ձևի, իսկ ւսպա կայունացնողը չեղոր 
ձևի աղղեցությամրւ

11տ ացված ւովյալներր րննարկվում են ԵԼՌ-ի //եկտրական իւղման մեխա- 
նիղմի արղի պատկերացումների, ինչպես նաե' 1ՎԹ-ի կա ոուցւիււծրի վրա ՏԱ-ի 
աղղեցութ յան էֆեկտիվ ձէւի հնարավոր ղերի համաձայն:
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STABILITY OF BILAYER LIPID MEMBRANES IN THE ELECTRIC 
FIELD IN THE PRESENCE OF THE LOCAL ANESTHETICS

Ц G. MIKAELYAN. A. C. KARAPETYAN, 5. Л. ADGYAN

Dependence of mean lifetime (-) of bilayer lipid membranes (BLM) 
on the potential (<?) in the presence of two local anesthetics (LA) dlbu- 
Cttlne and propranolol of 10 * M has been studied.

Both LA increase - of BLM at all values of ? (350—700 mV). Dlbu- 
oilne Is a more effective one.

Dependence of of BLM on the concentration of dibucaine In the 
range of IO՞7—IO՜1 M is of bell shape and has a maximum at lO^M

At the constant values of ? (400 mV) and concentration of propraj 
nolol, the Increase of pH of water solution from 5 to 9 decreases 
of BLM.

The data on the mechanism of electric breakdown of BLM, ns well 
as on the possible role of effective shape of molecules In stabilizing and 
destabilizing action of LA on structure of BLM are discussed.
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УДК 577.150

ИССЛЕДОВАНИЕ МЕХАНИЗМА ИНГИБИРОВАНИЯ 
ГЛИКОЗАМИНОГЛИКАНАМИ ПРОТЕОЛИТИЧЕСКОЙ 

АКТИВНОСТИ ТРИПСИНА

к. Л ЕРЗИНКЯН

Методами иикрокалорнмсгрпп к УФ-длфферсициалыюй спектроскопии изучено 
П.1НИНИС гликоламиногликамов (гепарина, хопдроятпясульфатм. гиалуроновой iuiw 
па) протеолитическую активность трипсина при pH среды 8.0. Установлено их ин- j 
i и Пирующее дейстлпе на протеолитическую активное ։ь трипсина, являющееся свел- 
сгинем усилсмим в щелочной среде необратимой икакгавышн трипсина и присутствии 
гликозаминогликанов. Показано, что этот процесс связан со способностью гликозами’ ■ 
могликанов вызывать деодтураононные изменения в молекуле фермойгл

Ключевые слова: трипсин, гепарин, хондроигинсилъфат, гиалуроновая кислота.,

Согласно современным представлениям, процесс язвообразонання в 
желудке и двенадцатиперстной кишке обусловлен нарушением равно
весия между агрессивными свойствами желудочного сока, дуоденаль
ного содержимого и резистентностью гастродуоденальной стенки.

К агрессивным факторам воздействия на слизистую гастродуоде
нальной стенки относятся соляная кислота, секретируемая обкладочны
ми клетками желудка, протеолитические ферменты желудочного сока 
и дуоденального содержимого [1]. Патогенное действие протеолити
ческих ферментов дуоденального содержимого связано с «дуоденаль
ным рефлексом», представляющим собой обратный заброс дуоденаль
ного содержимого я антральную область желудка, что приводит к под- 
щелачиванню среды и активации протеолиза слизистой [ I. 7]. В то же , 
Дрем я в обеспечении резистентности гастродуоденальной стенки участ
вуют входящие в состав се слизистой гликозаминогликаны (хондро- 
ним։ сульфат, гиалуроновая кислота и другие гепариноподобиые веще
ства) [Ю].

Нами с целью выяснения природы защитного физиологического дей
ствия гликозаминогликанов гастродуоленальной стенки изучено ИХ< 
взаимодействие с трипсином.

Материи.։ и методика Ислслыкишлнсъ препараты трииспил и тпарппа («Спо- 
фл», Чсхослоплкпя), хондронгйнсульфата («Орв.։», ФРГ), гиалуроновой кислоты; 
«илсииата нагрнм («Реахмм», СССР).



Ацетилированный трипсин получали по методу Фрсикель-Конрата с со а пт. [8]: 
препарат обрабатывали в полунасыщенном растворе ацетата натрия уксусным ангид
ридом (1,2 мл ангидрида на I г белка), подвергали диализу в течение 24 ч при 5° 
прогни дистиллированной воды, лиофилизировали, процедуру ацетилирования повто
ряли. Степень ацетилирования препарата составляла 76,4%.

Растворы гликозаминогликанов л казеината натрия приготовляли в 0.05 М трис- 
НС! буфере. pH 8.0. а раствор трипсина- для предотвращения автолиза—в 0,0025 М 
НС1. Концентрацию трипсина в растворе рассчитывали по величине оптической плот
ности на 280 нм с использованием коэффициента пересчета 0,585.

Микрокалорнметрические измерения выполняли на приборе 2107-020 фирмы Л КБ 
с использованием проточной ячейки. Скорость прокачки реакционной смеси н ячейку 
микрокалориметра составляла 4,17-10 - 6 л/сек Рабочая температура была равна 25°.

Инкубационный раствор приготовляли смешением 0,5%-ного раствора трипсина с 
раствором гликозаминогликана в объемном соотношении 1:19. Реакционную смесь 
получали путем добавления инкубированной в течение определенного времени смеси 
цпиюмн-глнкозэмнноглпкан к 2% раствору казеината натрия Объемное отношение 
р<аге»тов в растворе составляло 1:50. Тепловой эффект реакции регистрировали от
носительно базовой линии, полученной при прокачке раствора казеината натрия.

Спектрофотометрические измерения проводили на приборе «Спскорд М 40» в тер
мостатированных при 25° I-сантиметровых кварцевых кюветах.

Результаты и обсуждение. Возможность применения метода про
точной микрокалориметр и и для изучения ферментативных реакций под
робно обсуждена в работе Бнзера и Тнррела [6]. Как показано авто
рами. для реализуемого в наших экспериментах случая насыщения фер
мента субстратом наблюдается прямо пропорциональная зависимость 
тепловой мощности реакции от активности фермента.

Изменение исходной активности фермента в зависимости от време
ни инкубации с гликозаминогликанами графически может быть прел- 
иавлемо в виде прямых в координатах (С0/Ст) I. где Со величина, 
определяемая путем экстраполяции прямой автолиза к моменту време
ни 1=0.

На рис. 1 представлены кинетические прямые инактивации трипси
на в присутствии различных концентраций гиалуроновой кислоты, хон-- 
дроитииеульфата и гепарина Из наклона прямых были определены 
константы скорости автолиза фермента, что позволило построить за
висимости скорости инактивации трипсина от содержания глвкозамино- 
(ли-канов в инкубационной смеси (рис. 2).

Как видно из рис. 2, для гиалуроновой кислоты, хондронтинсуль- 
фата и гепарина зависимости имеют экстремальный характер, причем 
в точке Жстромума скорость автолиза трипсина в присутствии гликоз
аминогликанов значительно превышает скорость инактивации трипси
на в растворе, не содержащем их.

С целью выявления природы взаимодействия трипсина с гликоз
аминогликанами было проведено сравнительное изучение их влияния 
на протеолитическую активность трипсина । ацетилтри псин а, получе
ны дифференциальные спектры поглощения смесей трнпсигя—гликоз
аминогликан относительно составляющих их компонентов.

Ацетилирование трипсина делает его устойчивым к са1моперевари- 
занцю в слабощелочной среде, pH 8,0, что согласуется с литературными 
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данными [3]. Добавление в раствор гликозаминогликанов также не 
приводит к инактивации ацстилтрипсина.

Дифференциальные спектры поглощения смесей трипсин-гепарин. 
|рип֊син-хондроитинсульфат и трнпсин-гиалуроновая кислота (время

Рис. 1. Кинетика инактийацин нативного трипсина (I) и трипсина в при
сутствии различных концентраций (мг/мл) гиалуроновой кислогь— 9.5.
10՜՜՜’(2); 9.5-Ю՜3 <3): 2,85-10 * (4); хондроитинсульфага — 1.9՛ 10՜՜3 
(5); 4.75.10 "2 (6); 3,8-10 ’ (7); гепарина—9,5.10 “3 (8); 4,75.1С՜2 

(9); 3.16.10՜* (10).

ннкубании 10 мин) Относигелию составляющих их компонентов ука
зывают на изменение в поглощении остатков ароматических аминокис

лот трипсина при его взаимодействии с гликозаминогликанами (рис. 3). 
В наибольшей степени эти изменения выражены для комплекса трип- 
сид—гепарин.

Экстремальный характер зависимостей констан г скоростей инакти
вации трипсина от концентрации гликозаминогликанов можно объяс
нить изменением эффективной концентрации фермента вблизи поли
мерной цепи | I]. С повышением концентрат!-! гликозаминогликанов 
в растворе локальная концентрация трипсина в области молекул поли- 
кислоты возрастает (усиление автолиза), достигая максимума при на
сыщении молекул полпкнелогы. При дальнейшем увеличении концент
рации гликозаминогликана происходит перераспределение молекул фер
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мента между молекулами поликислоты л уменьшение локальной кои- 
нентрацин трипсина.

В рассматриваемой области физиологических значений pH 8,0 ко
личество положительно заряженных групп в молекулах фермента прева
лирует над отрицательно заряженными группами (изоэлектрическая 
точка трипсина 10,5) и вследствие этого они в целом заряжены положм-

Рис. 2 Зависимость относительной константы автолиза трипсина от лог
арифма концентрации гликозаминогликанов (мг/мл): гиалуроновая кис

лота (1), хондроиткнеульфат (2), гепарин (3).

.сльно- В этих же условиях полимерные цепи гликозаминогликанов 
полностью ионизированы и несут отрицательный заряд ввиду значи
тельного содержания ионогенных групп (карбоксильные группы гиалу
роновой кислоты, сульфо-, карбоксильные группы гепарина и хондро- 
птинсульфата). Последние вступают в электростатическое взаимодей
ствие с положительно заряженными аминогруппами трипсина.

Участие «-аминогрупп фермента в электростатическом связывании 
подтверждается полученными данными об отсутствии инактивирующе
го действия гликозаминогликанов на ацетил трипсин, у которого эти 
1 рупп ы за бл ок и рованы
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Связывание трипсина гликозаминогликанами сопровождается раз
рушением гидрофобной оболочки фермента. Молекула трипсина со
держит большое количество остатков с гидрофобными боковыми цепя
ми. играющими важную роль в поддержании его нативной структуры 
[11]. При комплексообразовании фермента с гликозаминогликанами 
част։, аминокислотных остатков тирозина и триптофана, л ока лизов а н-

Рнс. 3. Дифференциальные спектры поглощения смесей трипсин—гналуро- 
новая кислота (1), трипсин—хондроншнсульфаг (2). трипсин—гепарин 
(3) относительно состлздяюйиа нх компонентой. Концентрация трипсина 
и растворе 0,25 мг/мл. гиалуроновой кислоты—ОД мг/мл; хондройгин- 

сульфата—0,075 мг/мл; гепарина—0.015 мг/мл.

пых внутри гидрофобного ядра белка, переходит в область доступного 
растворителю (из среды с более высоким показателем преломления я 
среду с более низким показателем преломления), что должно обуслав
ливать наблюдаемый на дифференциальных спектрах «голубой сдвиг» 
[9].

В пользу вывода о конформационных перестройках в молекуле 
трипсина под действием гликозаминогликанов свидетельствует диффе
ренциальный спектр денатурированного в 8 М мочевине трипсина отно
сительно нативного трипсина, который, согласно литературным данным 
[2]. имеет аналогичный «голубой сдвиг».

Процесс автолиза трипсина можно рассматривать как расщепление 
нативным ферментом своей частично денатурированной формы [I]. Это 
позволяет предположить, «гто усиление процесса самопереваривання 
трипсина иод действием гликозаминогликанов связано с их способно
стью вызыв,/ть дензтуранионные изменения в молекуле фермента.

Предложенный механизм усиления необратимой инактивации трип
сина под действием гликозамингликанов хороню согласуется с экспери
ментальными данными. Гепарин вызывает наибольшие денатурацнои- 
иые изменения н молекуле трипсина н обладает способностью макси
мально увеличивать скорость инактивации фермента.

В заключение следует отметить, что одним из механизмов защит
ного физиологического действия гликозаминогликанов гастродуодс- 
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пильной стенки может являться их способность усиливать процесс само- 
лереварнвания трипсина.
НИИ по биологическим испытаниям химических соединений.

Купсвиэ. Московская область Поступило I5.VIII 1984 г.

ՏՐԻՊՍԻՆԻ ՊՐՈՏԵՈԼԻՏԻԿ ԱԿՏԻՎՈՒԹՅԱՆ ՎՐԱ ԴԼԻԿՈԱԱՄԻՆԴԷԻԿԱՆՆԵՐԻ 
ԻՆ2ԻՐԻՏՈՐԱԿԱՆ ԱԶԴԵՑՈՒԹՅԱՆ ՄԵԽԱՆԻԶՄԻ ՈՒՍՈՒՄՆԱՍԻՐՈՒԹՅՈՒՆԸ

«« (. 1»1(2ՆԿ5ԱՆ

// իկրոկայորիմետրիկ և ույտրամանուշակաղոէյն ( ՈՒՄղիֆերենցիսւյ 
մեքեւղով ւսսումնասիրվեյ Լ ղլիկողամ ինղյիկանների (հեպարինի , խոնղրոիտին. 
ւււսլֆաաի, հիայուրոՆաքւխվի) աղղեցութ յունր տրիպսինի պրո։ոեոյիս։իկ ։ոկ- 
աիվաք! յան վրա pH Ճ.6 միջավայրում։ Որոշված է նրանց ին Հ ի ր ի տ ո րա յին 
աղղեցութ յունյ։ տրիսյւ/ինի պրոտեոյիտիկ ա կւոիվ ո։ խյան վրա, որր ղյիկոդսւ- 
մինղյիկանների ներկա յութ յամ ր տրիպսինի անղաոնայի ինակտի վո։ք7յան ուժե
ղացման հետեանր / այկայային միջավայրումI Ցույց Լ տրված, որ այղ պրոցեոր 
կախված է ղլիկողամ ինղյիկանների կարողով! յունից' կատարեյո։ անղաոնայի 
փոփոխով) յրէններ տրիպսինի մոյեկոպում։

INVESTIGATION OF THE MECHANISM OF 
GLYGOSEAMI.NOGLICANES INHIBITORY INFLUENCE 

ON THE TRIPSINE PROTEOLYTIC ACTIVITY

K. L. ERZINKYAN

The influence of glycoseaminogllcanes (heparine, chondroillnesulp- 
haie, hlaluronic acid) on the tripsine proteolytic activity in pH 8,0 me
dium has been investigated by microcalorimetric and ultraviolet (UV) 
differential method. Their inhibitory influence on the tripsine proteolytic 
activity has been revealed, which in case of the glycoseaminogiicanes 
presence is the result of trlpsine inactivation strengthening In alkaline 
medium. This process depends on the giycoseaminoglicaiics ability 
of making changes in tripsine molecule.
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взаимодействие и слияние бислойных
ЛИПИДНЫХ МЕМБРАН*

• Основные результаты работы получены в лаборатории биоэлектрохимии Инсти
тута электрохимии АН СССР.

Г. Б. МЕЛИКЯН

Исследованы молекулярные механизмы вззнмодемствня и слияния бислонных ли
пидных мембран. Показано, что при их взаимодействии имеет место следующая по
следовательность событий: монОслбйное слияние, полное слияние и деление мембран. 
Изучены молекулярные механизмы моиослойного слияния, а также элекгростнмулнруе- 
могонСа21 -индуцируемого слияния, которые приводят к возникновению мембранной 
трубки. Выяснены причины дестабилизации такой трубки и деления ее на два бислои.

Ключевые слова: бислойные липидные мембраны, триламинарная структура. де
ление мембранной трубки.

Слияние биологических мембран является одной из необходимых 
стадий многих физиологических процессов, таких, как экзоцитоз, опло
дотворение, биогенез мышечных волокон и т. п. С другой стороны, раз
работка методов направленного слияния клеток in vitro с целью полу
чения соматических гибридов и, в частности, гибридом, имеет важное 
значение для генной инженерии и биотехнологии.

Несмотря на значительное количество работ [14], посвященных 
изучению слияния мембран, механизм этого явления остается невыяс
ненным. Однако имеются многочисленные данные, указывающие на 
то. что структурные перестройки, приводящие к слиянию, в значитель
ной мере обусловлены взаимодействием липидных матриксов биологи
ческих мембран [13, 14]. В связи с этим для изучения слияния мем
бран в последние годы широко применяются различные модельные си
стемы -липидные бислои. липосомы и т. д. Особенно интересна, на 
наш взгляд, модельная система двух бислойных липидных мембран 
(БЛМ), предложенная Либерманом и Ненашевым [2]. которая позво
ляет исследовать единичные акты слияния бислоев. В настоящей ра
боте приводятся данные, полученные при исследовании взаимодействия 
двух БЛМ, и обсуждаются молекулярные механизмы различных ста
дий их взаимодействия.

Материал и методика Для формирования БЛМ использовали следующие липи
ды: азолекткн—Аз (Ассошиэйтет Копи.), фосфйталилэтаноламин'ФЭЛ (Кох-Лайт!, 
яичный фосфатадилхолин ФХ, кардиолипин- -КЛ (Харьковский завод бактериальных 
препаратов), а также лизофосфатиднлхолин- ЛФХ (Сигма), днолеилфосфатнднлхо- 
лип -ДОФХ, холестерин (Серва). В качестве растворителей липидов использовали 
н-декан (хч) и сквален (Мерк, 97% чистоты). Сквален дополнительно очищали от по
лярных примесей при помощи окиси алюминия (Хемаиол). Эксперименты проводили 
в 0,0! 1 М растворах КС1 (осч) при 30°.
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Конструкция трехкзмерной измерительной ячейки к принцип визуального контро
ля за взаимодействием БЛМ подробно описаны [4, 11].

В основу получения не содержащих растворителя БЛМ была положен.։ идея Уайта 
[16]; использовать с этой целью растворы липидов в сквалене. Такой подход позво
лил лам впервые получить мембраны без растворителя из различных фосфолипидов [7].

Установка для измерения сопротивления, емкости, разности граничных потенциа
лов, натяжения и других параметров БЛМ, а также для исследования основных ста
дий слияния мембран описана ранее [7, 8, 11]

|»di \$<б’ь ^о‘т4 [54ft js-яГ^

Рис. 1. Принцип емкостного контроля за взаимодействием БЛМ. а—плос
кие БЛМ, не приведенные в контакт, б—трнламкнарпая структура, в— 
мембранная трубка. В верхней части рисунка показаны осциллограммы 
сигналов, регистрируемые на выходе операционных усилителей ОА։ л ОА2 
и генератора линейной развертки напряжения G. подключенных к хлор- 
сёребряпым электродам 2, I /I 3 соответственно. В нижней итоги рисунка 
приведены эквивалентные ехгмь- соответствующих состояний системы, по
ясняющие характерную форму емкостных сигналов на выходе ОА, и ОА2.

Примененный нами емкостный метод контроля за взаимодействием БЛМ [5. 11. 
12] позволяет четко различать стадии слияния мембран (рис. I). Как видно из ри
сунка. осциллограммы токов ня выходе операционного усилителя ОА2 для различных 
состояний системы качественно отличаются.

Результаты и обсуждение. При взаимодействии мембран из раз
личных липидов и. их смесей, содержащих или нс содержащих органи
ческий растворитель, наблюдается следующая последовательность со
бытий. После сближения БЛМ посредством выдавливания их до по
лусферической формы между ними устанавливается плоскопараллель
ный контакт (рис. 2 6) [9]. Через некоторым промежуток времени, за
висящий от ионной силы и состава фонового электролита [7, II], заря
да бислоев и содержания в них растворителя, происходит монослойное 
слияние БЛМ и образование тр илам и пари ой структуры (ТС), изобра
женной на рис. 2 в. При этом в области контакта двух мембран форми
руется одиночный бислой (контактный бислой), имеющий совпадающее 
с обычной БЛМ значение удельной емкости [5].

Триламинарная структура стабильна, но при определенных усло
виях может быть осуществлен переход системы в мембранную трубкм
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(ряс. 2 г), г. с. полное слияние БЛМ. При повышении гидростатическо
го давления снаружи мембранной трубки происходит коллапс трубки, 
приводящий к делению ее на две мембраны. Система снова возврата֊ 
етёя в исходное состояние (рис. 2а). Таким образом, в системе двух

Рис 2 Цикл слияние -деление БЛМ. о—две мембраны .то приведения в 
контакт, б плоскопараллельный контакт БЛМ. »—триламипарная струк- 
гура, । мембранная трубка, образованная и результате полного слиянья 
мембран. ДР—трансмембранная разность гидростатических палений, 

и—разность потенциалов на мембране.

БЛМ реализуется цикл—моиослойное слияние, полное слияние, деление 
мембран, —который можно повторять многократно на очной паре мем- 
б ран.

Исследование механизма моиослойного слияния. Рансе было уста
новлено [9]. что образование триламинарной структуры в случае с 
биелоямч. содержащими растворитель, инициируется при к штактс 
мик;>ол:1>аз взаимодействующих БЛМ и. следовательно, не может слу
жить моделью для изучения мопослойного слияния биологических мем
бран. Поэтому мы исследовали механизм возникновения ТС при вза֊ 
чмоденствии бислоев, не содержащих органического растворителя. На
ми была обнаружена сильная зависимость средних времен ожидания 
моиослойного слияния гмр (т. с. промежутка времени с момента обра
зования плоскопараллельного контакта до инициации ТС) от лплидно- 
ю состава БЛМ.

Согласно сталкериой гипотезе моиослойного слияния Маркина и 
Козлова 11]. на контактирующих монослоях образуются локальные де
фекты֊ «вспучивания».—замыкание которых друг на друга даст нача
ло перемычке -сталку между двумя бислоями (рис. 3). Очевидно, что 
при образовании счалка монослой сильно изгибается и должен обла
дать упругой энергией, зависящей от эффективной формы липидных 
молекул, составляющих бислой [1, 6]. Для молекул, имеющих цилин
дрическую форму (плошадь полярной головки в плане равна плота 
ли гидрофобной части молекулы), например, для ФХ, «ненапряженной» 
является плоская форма монослоя и бислоя. Молекулы, имеющие фор
му прямого (Л ФХ) или обратного кону-са (ненасыщенный ФЭА), умень-

46



лнают энергию образования дефектов типа гидрофильных пор в бислое 
(ЛФХ) или типа «вспучиваний» (ФЭА). Очевидно, что эти структур
ные перестройки предполагают изгиб монослоя в противоположных на
правлениях, следовательно, энергия таких дефектов должна протнво-

Рис. 3. Сталкерный механизм формирования трнлзчинзрпой структуры 
Показан процесс возникновения на контактирующих монослоях «вспучи
ваний», замыкание которых друг на Друга дает начало триламинарнон 

структуре.

наложным образом зависеть от формы липидных молекул. Эта идея 
была положена в основу проверки сталкерного механизма монослой ко
го слияния с использованием двух независимых экспериментальных 
подходов [6].

Из теории следует липидная зависимость времени ожидания моно- 
слойного слияния от эффективной формы липидных молекул: в данном 
случае для изменения эффективной кривизны молекул бнелоя из ФЭА 
мы вводили в раствор ЛФХ, который внедрялся в состав БЛМ.

|£1МР=В + 6,15 Асл. (1)
кТ

։де В—объединяет все сомножители, не зависящие от объемной концен- 
транин ЛФХ Со; параметр, характеризующий эффективную форму 
липидных молекул; к- постоянная Больцмана; Т—абсолютная темпера
тура Полученные экспериментальные значения 1МР при различных 
Со ложатся на прямую (рис. 4).

Рис. 4. Рис. 5.
Рис. 4. Зависимость времени ожидания манослойного слияния БЛМ от 
концентра инн ЛФХ в растворе. Мембраны лэ раствора ФЭА в сквалене.

0,1 М раствор KCI. Сплошная кривая получена теоретически.
Рис. 5. Линейное, натяжение пор у в присутствия различных концентра
ций ЛФХ. Точки на рисунке получены из экспериментальных зависимо

стей Iglj (U). БЛМ из ФЭА в сквалене, 0,1 М КС!»

Известно, с другой стороны, что наложение электрического поля на 
мембраны способствует образованию в них гидрофильных пор, приво-
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дящнх к электрическому пробою БЛМ. Параметром, характеризую
щим энергию образования такой пиры, является ее линейное напряже
ние у. которое можно определить из экспериментальных зависимостей 
среднего времени жизни БЛМ Г, от амплитуды изложенного на нее
напряжения U [6].

Зависимость у от эффективной формы липидов выражается в виде:՝

; О - — ;С„, (2)
И

где 1) объединяет все параметры, нс зависящие от объемной концен
трации ЛФХ Со; 1т толщина момослоя Сравнение этого уравнения .՛ 
уравнением (1» выявляет одинаковую комбинацию параметров £ и них. 
Экспериментальная зависимость у от Со, согласно теоретическому вы
ражению (2). линейна (рис. 5). И։ наклона прямой у (Со) можно опре
делить I и, подставив его в выражение (I). получить теоретическую 
зависимость 1^( М1 (Со), которая представляется в виде прямой. Как 
видно из рис 4. экспериментальные точки хорошо ложатся на теорети
ческую прямую. Поскольку теория не имеет ни одного свободного па- 
рвм<гра |’>|, ՝о*ла  1ение наклонов ՛ ՛
лаиисимосгей (Со) доказывает, что при монослойном слияния
двух БЛМ реализуется стзлкернын механизм.

Полное слияние БЛМ. Поскольку спонтанный переход ТС. в мем
бранную трубку—событие достаточно редкое, для реализации полного 
слияния необходимы специальные условия. Так, слияния можно до
биться наложением на ТС напряжения, вызывающего разрушение кон
тактного бислоя и образование мембранной трубки. На рис. 6 показа- 

Рйс 6 Зависимости от напряжения среднего времени жизни обычной 
БЛМ (О) H средней длительности импульса, необходима для индукции 
полного слияния двух мембран 1ф); площади БЛМ и области контакт» 
одинаковы и составляют -֊1,7.10-’ см* БЛМ нл смеси ДОФХ/холр- 
стерни (9/1 по весу), 0.1 М раствор КО Каждая точка на графике соот

ветствует среднему и » десяти измерений.
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Jia зависимость промежутка времени е момента наложения на контакт
ный бислон прямоугольного импульса напряжения до образования 
трубки от амплитуды импульса (мерные точки). Эта кривая совпадает 
ьо всем исследован ном диапазоне с зависимостью времени жизни обыч
ной мембраны от напряжения (белые точки). Следовательно, в осно
ве электростнмулируемого слияния лежит необратимый электрический 
пробои контактного бислоя, т. е. образование в нем гидрофильной по
ры надкритического радиуса [11].

Нами обнаружено и исследовано также явление полного слияния 
карднолипинсодеужащах скваленовых БЛМ в присутствии между ни
ми иоиов Са: (•՝֊ I мМ) Отметим, что Са - . введенный лишь в 
среднее отделение ячейки, не может модифицировать и дестабилизиро
вать контактный бисло։։, сформированный из внешних монослоев двух 
БЛхЧ [3. 5, 12]. Результаты экспериментов, в которых мембранную 
трубку получали при введении Са2т после монослойного слияния, по
зволили предположить, что этот катион дестабилизирует участок соеди
нения трех бислоев в ТС. т. с. периметр контактного бислоя (рис. 2 в} 
[5].

Необходимо подчеркнуть, что как при электростимулируемом, так 
а при С2 -индуцируемом слиянии образование ТС обязательно пред
шествует слиянию. Так, наложение электрического поля на БЛМ до 
М01ЙСЛ0ЙНОГО слияния приводит к их разрушению, но не вызывает сли
яния. Таким образом, формирование одного бислоя в области контак
та двух БЛМ является необходимой стадией взаимодействия мембран, 
предшествующей слимпню.

Исследование устойчивости мембранной трубки. Деление мембран
ой трубки носит пороговый характер: при увеличении гидростатическо
го давления снаружи трубки происходит своеобразный коллапс, при
водящий к делению трубки на две БЛМ |4|. Теоретическое и экспери
ментальное исследование устойчивости мембранной трубки показало, 
что в основе коллапса лежит потеря устойчивости трубки при опреде
ленном соотношении параметров системы: длины трубки L. радиуса ее 
основания R, трансмембранной разности гидростатических давлений 
АР н натяжения БЛМ о. Дело в том, что не любым значениям назван
ных параметров соответствует равновесная форма трубки, отвечающая 
минимуму свободной энергии [4].

Теоретические расчеты, произведенные Козловым [4], подтвержда
ются экспериментами и дают следующую зависимость критического 
давления, вызывающего коллапс, от параметров системы;

др=г = ^1/1 -0.754—)• (3)
R X R/

Как следует из теории, при ДР*=0  трубка делится при L/R- 1,325. Ана
лиз выражения (3) показывает, что из наклона зависимостей АР*(1.)  
можно определить натяжение БЛМ о.

Система двух контактирующих БЛМ представляет собой упрощен
ную модель взаимодействия биологи веских мембран. Основные зако
номерности взаимодействия и слияния бислоев, обнаруженные нами, 
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наблюдаются, однако, и на биологических объектах. Так, эксперимен
тально доказанный нами вывод о том, что слиянию бислоев обязатель
но предшествует образование ТС, подтверждается электрон ном икроско- 
«■дческнми данными, полученными, например, при слиянии секреторной 
везикулы с плазмалеммой [13. 14].

Условия реализации описанного выше Са21 •индуцируемого слия
ния БЛМ, не содержащих растворителя, близки к условиям слияния 
миобластов в культуре и in vivo 115]. В обоих случаях необходимо 
присутствие мпллимолярных концентрации этого иона только между 
контактирующими мембранами. Необходимо подчеркнуть, что слия
ние БЛМ, подобно биологическим мембранам, может иметь Са 24 -спе
цифичность.

В последние годы успешно осуществлено элсктростимулируемое 
влияние животных и растительных клеток [17]. Авторы метода пола
гают, что з его основе лежит электрический пробой клеточных мембран 
в области контакта. Однако в этой системе не удастся определить ве
личины потенциалов, падающих на мембранах клеток, и идентифици
ровать промежуточные стадии слияния. Исследование электростиму- 
лярусного слияния БЛМ позволило строго доказать, что механизм та
кого явления предполагает образование гидрофильной поры надкрити
ческого радиуса з контактном 'бислое после формирования ТС. Ины
ми словами, полное слияние вызвано необратимым электрическим про
боем одиночного бислоя в области контакта.

Обращает на себя внимание также сходство эндоцнтоза и деления 
клеток с описанным выше коллапсом мембранной трубки. Можно пред
положить. что эти процессы протекают по сходному механизму. Осо
бенно наглядно это проявляется при получении мембранного пузырька 
в patch-clamp методе Пеера н соавт. [10].

Изложенный материал позволяет предположить, что молекулярные 
механизмы взаимодействия и слияния липидных бислоев, изученные 
нами в системе БЛМ -БЛМ, реализуются также при структурных пе
рестройках биологических мембран, приводящих к слиянию.
Ереванский физический институт ГКИАЭ СССР. Поступило 25.Х 1984 г.

ԵՐԿՇԵՐՏ 1.ԻՊԻԴԱՅԻՆ ՄԵՄԲՐԱՆՆԵՐԻ ՓՈԽԱԶԴԵՑՈՒԹՅՈՒՆԸ ԵՎ
ՄԻԱՁՈՒԼՈՒՄԸ

Գ. В. ՄԵԼԻՔՅԱՆ

Հետագոտվտծ են երկշերտ լիպիղային մեմբրանների (ԵԼՄ-ների) փոխազ
դեցությունը և միաձուլումը։ Տույց Լ տրված, որ ԵԼՄ-ների փ։։խ ուղղեցիր յան 
դեպքում գիտվում Լ երևույթների հետևյալ հաջորդական ութ յունը' միաշերտ 
մ իա ձուլում, լիովին միաձուլում և մեմբրանների քաման ումւ Միաշերտ միա
ձուլման հիմքում ընկած Լ լոկալ դեֆևկտների առաջացում ը հարակից միաշեր
տերի մեջ, որոնք սկիղբ են տալիս եռլամինար կաոուցվածքին (մեկ երկշերտ 
մեմբրան ԵԼՄ-ների հարակցման տիրույթում)։ Ուսումնասիրված է նաև մեմբ֊ 
բանային խողովակ առաջացնող Էյեկտրախթ անվող և Са2 -խթանվող միա- 
ձուլումների մ եխանիղմը։ Պարղսւբանվաձ են այս խողովակի ան կա յուն ա ցմ ան 
և երկու ԵԼՄ-ների բամանման պատճառները։
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INTERACTION AND FUSION OF BILAYER LIPID MEMBRANES
G. B. MELIKYAN

Tne interaction and fusion of bilayer lipid membranes (BLM) have 
been studied. The interaction of BLM passes through 3 stages: monolayer 
fusion, complete fusion and fission of membranes. The structural rearran
gement underlying the monolayer fusion involves the formation of a tri
laminar structure (single bilayer formation in ths BLM contact region) 
as a result of local defects in the interacting monolayers. Complete fusion 
gives rise to the membraneous tube formation. Th • electrostimulated and 
(.3 ’՜-induced fusion mechanism and the reasons of membrane tube des
tabilization have been investigated.
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ИССЛЕДОВАНИЕ ИНДУЦИРОВАННОГО ИОНОФОРАМИ 
К՛—Н՜ ОБМЕНА В ЭРИТРОЦИТАХ

Л В. ГЮЯЬХАНДАНЯН

Исследоьино влияние мембранного потенциала эритроцитов крысы на скорости 
выхода К4՜ и входа II • Показано, что при индуцировании выгока К ' взлиноминином 
скорости Кт— Н+ обмена повышаются при уаелнченвн мембранного потенциала п сто
рону положительных значений. В случае вызванного Са2+-ионофором А23187 пере-
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распределения нонов наблюдается немонотонная зависимость скоростей от мембран
ного потенциала

Ключевые слова: эритроциты. мембранный потенциал, валиномицин. Са1 ' -ионофор 
Л23187. .К+—Н+ обмен

Известно, что концентрация К՜ в эритроцитах большинства млеко
питающих намного выше, чем К + во внеклеточной среде [1, 4]. Наря
ду с системой активного переноса, обменивающей ионы натрия из клет
ки на ионы калия [6, 7]. должна существовать также пассивная утеч
ка К ‘ из эритроцитов по градиенту концентрации. Поскольку на мем
бране эритроцитов существует мембранный потенциал [5]. определяе
мый распределением ионов в клетке и внеклеточной среде, то измене
ние ею должно влиять на выход ионов калия из клетки.

Материал и методика .'->рп троим гы из кропи крысы популяции Вястар получали 
осуждением при 4000 об/мин п те чение 10 мин мл центрифуге К 24 Осадок дпаждм 
проминали н тгх же условиях в среде, содержащей 150 мМ 1ЧйС1 п соотношении 1:5. 
pH среды выделения при этом доводили до 7,2 7.4 с помощью ХаОН 11лмсле1шм 

хошвнп рации К ՜ и II в суспензия эритроцитов измеряли пленочным К ’ сслсктниным 
иплнпомицлпопым и II ’ -селективным стеклянным электродами. соединенными и ОДНоА 
ячейке, и регистрировали с помощью рН-мстров, подключенных к самописцам Кон- 
центраиню Са7 в среде опр-деля и зденьчнмм С. 7'-селективным электродом [2]. 
Изменение мембранного потенциала эритроцитов определяли ио методу, основаиному 
на измерении внеклеточного pH после добавления эритроцитов и исэа буфере иную сре
ду инкубации [9].

Результаты и обсуждение. В работах [3, 9] было показано, что с 
изменением концентрации С1 в среде мембранный потенциал эритро
цитов изменяется, а именно с уменьшением концентрации КС1 или 
ЫаС1 он увеличивается со знаком «плюс» внутри.

Нами были проделаны опыты по изучению влияния мембранного 
потенциала па скорость потока К через мембрану эритроцитов. Вы
ход нонов калия индуцировали добавлением переносчика К՜— валино- 
мицина [8] или Са 2+ -ионофора 423187. который, перенося ионы каль
ция внутрь клетки, приводит к образованию специфического калиево
го канала [10, 12]. Во всех случаях выход К + сопряжен с входом Н+ 
внутрь.

На рис. 1 представлена одновременная запись выхода К՜ и входа 
Н + внутрь эритроцитов, индуцируемых валиномниином при разных кон
центрациях \’аС1 в среде Как видно из рисунка, с увеличением кон
центрации №аС1 скорости сопряженного К4՛—Н+обмена снижаются. 
Если при 150 мМ ХаС1 в среде скорость выхода К՜ ( V *.) составляла 
3.9 мкмоль/мин/мл, а входа Н (V,,-*.) —0.11 рН/мнн/мл, го при 50 мМ 
\’аС1 V, и \՛,,^ были равны соответственно 5.45 мкмоль/мин/мл и 
0.24 рН/мин/мл. а при 10 мМ 7.14 мкмоль/мин/мл и 0.9 рН/мнн/мл. 
(За величину скорости бралась средняя величина изменения К * или 
pH в течение 5 мин, деленная пл I мл эритроцитов). Мембранный по
тенциал (Дф) при 150. 50 и 10 мМ МзС1 соответственно равнялся:—45,6 
мн, 21,2 мв и 4-17,6 мв. При подкислении cpe.ua после добавления 
эритроцитов мы считали, что мембранный потенциал изменяется со зна
ком «плюс», при подщелачивании—со знаком «минус». Некоторое от
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клонение его от величины, предписываемой уравнением Нернста, может 
быть вызвано наличием в среде неучтенных ионов (в частности №аС!).
вносимых эритроцитами.

Отметим, что скорость спонтан
ного вытока К г после внесения эри
троцитов в среду инкубации росла 

с уменьшением концентрации \гаС1 
в среде, т. е. с увеличением мем
бранного потенциала со знаком 
«плюс».

Рис. 2.

Рас. 1. Сопряженный К՜—Нг -обмел через мембрану эритроцитов, индуци
рованный валннокииниом. 3 мл среды инкубации содержит: 1. 150 мМ 
\аС.!; 2. 50 мМ NaCl, 200 мМ 3. 10 мА1 NaCl, 280 м.М сахаро
зы. Во всех случаях pH равнялось 7.2. Добавлено 0.1 мл эритроцитов и 

2 иг валнномйшша.
Рис. 2. Сопряженный К4՜—11՜ обмен через мембрану эритроцитов, ннду- 
цированный Са ' -ионофором Л23187. 3 мл среды някубаиин содержат; 
I. 150 мМ NaCl; 2. 50 мМ NaCl, 200 мМ сахарозы; 10 мЛТ NaCl, 280 мМ 
сахарозы. Во всех случаях pH равнялось 7.2. Добавлено 0.1 мл эритроци

тов и 3.3.10-с М ионофора А23187.

В следующей серии опытов мы попытались выяснить влияние мем
бранного потенциала на Кг—Н+ обмен, обусловленный действием Са* *՜ 
збнофора А23187. Поскольку на мембране эритроцитов имеется Са* - 
АТФаза [И], «откачивающая» Са2 наружу, то добавление ионофо
ра A23I87 даст возможность ионам кальция входить внутрь и вызывать 
утечку К+. На рис. 2 представлена запись выхода К+ и входа II4՜в клет
ки, индуцируемых А23187 при тех же концентрациях NaCl, что и в опы
тах, показанных на рис. 1. В среде инкубации во всех трех случаях 

находилось около 10-3М Са21 в виде примесей от сахарозы и NaCl 
(определено с помощью Са2+ -селективного электрода по отношению к 
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бидистнллированной воде, в которой концентрацию Са’: мы приняли 
равной 0).

В данном случае результат получился иным (табл.).
Г а б л и и а

Влияние мембранного потении ал а на индуцированный Л23187 К4՜—11՜ обмен 
ь эритроцитах. В случаях 2. 3. 4, 5 добавлялось соответствующее количество 

сахарозы, чтобы суммарная осмолярность составляла бы 300 мосмолей.
Условия такие же, как в опытах, показанных на рис. 2.

№ NaCI, мМ мВ V ., мкмо.п. мин мл к * V ..pH мин, мл п+ г ’ '

1 150 ֊47.6 3.27 0.107
2 50 — 19 3.4 0.27
3 20 — 9.4 3.06 0.22
4 10 4-12.4 0.95 0.14
5 5 i 24 

■
0.51 0.13

Из рис. 2 я таблицы видно, что при 150 и 50 мМ NaCI в среде данные 
аналогичны результатам, представленным на рис. 1 при тех же кон
центрациях NaCI, г. с. с уменьшением количества NaCI (при эгом нада
ет гиперполяризация .мембраны) скорости сопряженного К II об
мена повышаются. Однако далее с понижением NaCI VK , и Vn умень
шаются. хотя мембранный потенциал увеличивается в сторону положи
тельных значений. Отмстим весьма интересный факт: в случае отсут
ствия NaCI (в среде 300 мМ сахарозы) ионофор А23187 не индуцирует 
пыток К из эритроцитов. При этом уже до внесения ионофора проис
ходит заметный выход К из клеток. Скажем также, что в данном слу
чае наблюдается видимая даже на глаз агрегация эритроцитов. При ис
пользовании же валиномицина с уменьшением концентрации NaCI в сре
зе скорости выхода К и входа Н ~ увеличиваются.

Таким образом, при наличии в Мембране эритроцитов калиевого 
ионофора валиномицннз, с увеличением мембранного потенциала в сто
рону положительных значений, скорости сопряженного К՜ 11 обмена 
монотонно увеличиваются. При индуцировании выхода К ' ионофором 
двухвалентных катионов А23187 наблюдается немонотонная зависи
мость скорости выхода К' от мембранного потенциала. Максимальная 
скорость К* Н обмена отмечается при значении мембранного потен
циала около —20 мВ (концентрация NaCI в среде порядка 30 мМ). Это 
различие в скоростях ионных потоков может быть связано с разной 
«точкой приложения» ионофоров: валиномицнн действует я мембране 
как подвижный переносчик, A23I87 же открывает С.։-'■ -зависимый ка
лиевый канал. Возможно, что наиболее оптимально калиевый канал 
функционирует при определенном значении мембранного потенциала.
Ереванский филиал Всесоюзного научного

центра хирургии АМН СССР Поступило 8.V 1984 г.



ՒՈՆՈՖՈՐՆԵՐՈՎ ԱՌԱՋԱՑԱԾ К' —Н* ՓՈԽԱՆԱԿՈՒԹՅԱՆ 
ՈՒՍՈՒՄՆԱՍԻՐՈՒԹՅՈՒՆԸ ԷՐԻԹՐՈՑԻՏՆԵՐՈՒՄ

II.. Վ. Դ:1111’ԼԽԱՆԴԱնՅԱՆ

Աւսումնաս/ւրված Լ առնետի էրիթրոցիտների մեմրրանային պոտենցիալի 
Հսդզհցությունը К ’՜ զուրս մղելու և II ՜ ներս մտնելու պարունակությունների 
վրաւ Յույց է տրված, որ եթե 1Հ՜-զուրս մղումն աոա-ջւսցւէսէծ է վալինոմիւյինւււէ, 
|\՜ II' փո/ս անա կաթ յան արաղություններր մեծանում են, երր մ եմ րրւււնա յին 
պոտենցիալը մ եծանում է ղեպի ղրակւսն նշանակությունների կսղմր: Ga* ’ ֊իո֊ 
նոիոր յ\23187֊ու/ սլա յմ ան ավորւԼած իոնների վերարաշխման զեպրամ նկատ- 
ւ/ւսմ է ոչ մսնոտոն արազութ յունն երի կւս/սվածութ յուն մ եմրրանային պոտեն- 
9Ւաէ/19է

INVESTIGATION OF IONOFORE—INDUCED К ^-H ֊ 
EXCHANGE IN ERYTHROCYTES

A. V. GYULKHANDANYAN

Influence of rats erythrocyte membrane potential on the rates 
of К efflux and H՜ influx has been Investigated. When K4՜ efflux Is 
induced by valinomycin the rates of K+—H exchange Increase with the 
increase of membrane potential In the direction of positive values. In 
case of ions redistribution caused by Ca'1՜—ionofore A 23187 the non- 
monotonous dependence of rates on membrane potentials Is observed.
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УАБАИН-НЕЧУВСТВИТЕЛЬНАЯ Ха-ЛТФ-аза

С. Я. АДАМЯН. Т. Г АМБАРЦУМЯН

Приводятся литературные и собственные лзнныс, доказывающие существование 
уабанн-кечувствительпой АТФ-азмой транспортной системы Они рассматриваются и 
том аспекте, в котором должны проводиться дальнейшие исследования для решения 
вопроса о том. янляется ли уабаин-нечувствиТельная АТФ-аза отдельным ферментом, 
отличным от \а-К-АТФ-азы. или это— модификация того же фермента, возникающая 
и результате частичного ингибирования АТФ-аэы уабаином.

Ключевые слова: АТФ-аЗа уиоаин-нечувегвите.н.ни.ч, лилидное окружение.

Исследование клеточных механизмов, осуществляющих активный 
транспорт ионов через биологические мембраны, является одной из 
основных проблем мембрапологии. Средн этих механизмов наиболь
ший интерес представляют системы, транспортирующие ионы ,\?а и К. ко
торые поддерживают ионный гетерогеннтет клетки и играют особо важ
ную роль в специфической деятельности возбудимых образовании. Од
на из таких систем хорошо известна—это М^завнснмая Х'а-К-АТФ- 
аза мембранный фермент, использующий энергию АТФ для переноса 
ионов натрия и калия против их электрохимического градиента [37, 38]. 
К концу шестидесятых годов этот фермент, обнаруженный почти во всех 
тканях, начал интенсивно изучаться. Был выявлен параллелизм между 
активностью фермента и интенсивность# Ма-~К обмена, треде лен# 
последовательность ступеней ферментативной реакции, приводящей к 
ионному обмену, определены структурные губъе шлицы [6, 23. 29, 33].

Таким образам, в настоящее время структура и функция Ха-К-АТФ- 
азы хорошо изучены, причем большую роль в этих исследованиях сы
грал уабаин—специфический ингибитор Ха-К-АТФ-азы ч ионного насо
са. Уабаин использовался не только для качественного отличия Ха-К- 
АТФ-азы от других АТФ-аз, но н для количественного определения 
фермента и активных потоков, так как считается, что одна молекула 
уабаина связывается с одной функциональной единицей фермента [16. 
19]. Считается также, чго связывание уабаина с ферментом гормозйт 
целиком и полностью все стадии работы фермента: от связывания с суб
стратом до стадии дсфосфорнлированкя [31 32].

Существует некоторая концентрация уабаина, которая вызывает 
максимальное подавление ферментной активности и обменных ионных 
потоков 5* 10՜5 10 1 М. Дальнейшее увеличение концентрации не 
приводит к дополнительному ингибированию активности фермента, при 
этом 10֊ 15% ионных потоков и АТФ-азной активности так и остаются 
нечувствительными к уабаину [20. 36].

Анализ потоков ионов натрия на скелетных мышцах лягушки, ин
кубированных в бескалиевом растворе Рингера с уабаином, показал, 
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что нулевой разностный поток ионов натрия наблюдается при концент
рации наружного натрия на два порядка выше расчетной [20. 36]. По
лученное более высокое значение равновесной концентрации наружно
го натрия означает, что транспортная система мембраны мышечного 
толокна, очевидно, в состоянии совершать активный транспорт ионов 
против существенного электрохимического градиента при надавлен ни 
обычного Ь5а:К обмена.

В связи с этим, естественно, возникает интерес к механизму уабаин- 
резистентных потоков и к ферменту, ответственному за протлвогради- 
ситный перенос ионов.

На основании результатов изучения влияния ряда ингибиторов на 
лонные потоки и зависимости величины потока от различных источни
ков энергии исследователи пришли к выводу, чго вынос ионов натрия 
представляет собой активный гранслортный процесс, отличный от уа 
банн-чувствнтельного переноса ионов | 14. 28). Гоффман с соавт. вы
двинули предположение, согласно которому кроме уабаин-чувствител .- 
ной транспортной системы, работающей на основе Ма;К-АТФ-азы (на
сос 1), существует насос 2, не ингибируемый уабаином. Уабаин-нечув- 
ствительный выход ионов натрия, осуществляемый через насос 2. допол
нительно тормозится этакришхвой кислотой еще в 2 3 раза. Сравни 
тельное изучение выходящего потока ионов натрия через насосы 1 и 2 
показало ряд существенных различий между ними. Однако некоторые 
авторы считают, что уабаин-нечувствительный выход ионов натрия осу* 
шесгвляетея тем же механизмом, что и уабаин-чувствительный.

В опытах Закса [30] был обнаружен выход ионов натрия из эритро 
питов против электрохимического градиента в присутствии уабаина. 
Этот лоток блокируется фуросемидом в тех случаях, когда по какой- 
либо причине нарушено нормальное натри н-ка л левое сопряженное дви
жение. По мнению автора, система активного транспорта, которую при
нято определять как ингибируемую гликозидами систему, по-видимому, 
полностью не блокируется гликозидами. Кроме того, предполагается, 
что дополнительное ингибирование выходного потока ионов натрия, ко
торое наблюдается при действии фуросемида, связано с блокированием 
<остаточного» потока натрия.

Существование уабаин-нечувствительной транспортной системы бы
ло показано па мышцах [1. 4, 5. 7. 8, 36], однако связать наблюдаемые 
изменения потоков с изменением Ма-К-АТФ-азной активности не у га- 
лось [2]. Возможность функционирования уабаин-нечувствительной 
АТФ-азцой транспортной системы продемонстрирована на следующих 
объектах: на гигантских аксонах кальмара [10], па матке крысы и аор
те кролика [13]. на почке крысы 122] и др.

На основании имеющихся многочисленных данных, касающихся 
уабанн-резистентиых потоков ионов на эритроцитах, была сделана по
пытка построить модель, отражающую ступени ферментативной реак
ции. приводящей к транспорту ионов |3|. Но полученным аналитиче
ским выражениям потоков были построены качественные кривые зави
симости потоков ионов натрия от концентрации молов натрия и АТФ 
Смысл построения такого рода в сопоставлении предсказания, получае
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мых из анализа модели, с экспериментальными данными, Такое со
поставление поможет совершенствованию схемы уабаин-резнстентного 
транспорта ионов.

Возникает вопрос о том, какой фермент ответствен за эти потоки. 
Естественно, речь идет об АТФ-азе, но необходимо выяснить, является 
ли уабаин-нечувствительная М^-зависимая АТФ-аза, стимулируемая 
натрием, отдельным ферментом, или это особое состояние Ма-К-АТФ- 
азы.

Первые работы показали, что уменьшение уабаин-чувствительной 
АТФ-азной активности приводит к увеличению уабанн-резистентяой 
АТФ-азы. Например, ио данным Аскари с соавт. [9], в свежих челове
ческих эритроцитах, обработанных ультразвуком, снижается уабаин- 
чувствительная АТФ-азная активность и. соответственно, появляется 
уабаин-нечувствительная АТФ-азная активность, т. с., по-видимому. 
эти АТФ-азы—-различные 'проявления одного и того же фермента. На
као с соавт. [21] получили сходные результаты.

С другой стороны. Воловик с соавт. [39] обнаружили уабанн-не- 
чувствительную АТФ-азу в микросомальной фракции кролика. Однако 
здесь уабаин-нечувствительная АТФ-аза не была количественно связа
на с убылью натрий-калиевой АТФ-азной активности. Для объясне
ния уабаин-рсзистентности крысиной АТФ-азы ряд авторов предполо
жили, что на ферменте отсутствует место связывания с ненасыщенные! 
лактоновым кольцом или глюкозидным остатком уабаина [40]. Было 
։акже высказано предположение, что низкая чувствительность к уабаи
ну АТФ-азы из сердца, мозга и почки собаки является артефактом про
цедуры очистки [13]. Это предположение было опровергнуто резуль
татами тщательно проведенного исследования на АТФ-азе почки кры
сы [26]. Фермент выделялся двумя различными способами, получен
ные фракции обрабатывались глицерином, деэокенхолато.м или 
додспилсульфатом, а чувствительность к уабаину проверялась на всех, 
стадиях очистки. Электрофорез энзима на пол и акр ил ам идиом геле по
казал. что загрязнения отсутствуют. Показано, что помимо а- и р-субъ? 
единиц, примерно 6% белка от общего количества его имеет более высо
кий молекулярный вес. Эти результаты говорят в пользу того, что уа
баин-нечувствительная АТФ-аза не артефакт изоляции и что нечув
ствительность к уабаину свойственна первичной структуре Х’а-К-АТФ- 
азы.

Изучая влияние ряда агентов на узбаин-нечувствительную АТФ- 
азу коронарной в сонной артерии, Прейсс 127) пришел к выводу, что 
эта АТФ-аза состоит из других энзиматических единиц, хотя ряд аген
тов действует гак же, как и на Х'а-К-АТФ-азу. В пользу этого св и/. - 
тсльствуют и результаты Джильберта [15]. показавшего, что некого 
рые вещества, например, простагландин Е, оказывают влияние на уа- 
банл-нсчувствительную АТФ-азу. но не влияет на \:а-К-АТФ азу. Это 
также свидетельствует о существовании двух разных ферментов.

Однако R ‘настоящее время обе точки зрения имеют хождение в 
научных кругах. Хочется привести соображения в пользу того, что уа- 
баин-нечувегвнтельвая АТФ-аза является нс отдельным ферментом, а 
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ioh же Na-K-АТФ-азой, ио проявляющей иные свойства в зависимости 
от внешних условий.

АТФ-аза является ферментом, тесно связанным с липидами. Как 
показано рентгеновскими исследованиями, обработка даже избытком 
•етвргента не разрушает неликом структуру липидного бяслоя [17. 35]. 
Кимельберг [18] показал, что обработка фосфолипазами сводит к ну
лю АТФ-азную активность и что ц*.м перату ры фазового перехода мем
бранных липидов и АТФ-азной активности совпадают. Кроме того. 
Сказалось, что связывание уабаина с Na-К-АТФ-азон является липид- 
зависимым процессом. В работе Чарнока и др. [!1| показано, что об- 
работка фосфолипазой А и детергентами изменяет число мест связы
вайся. Детергенты открывают добавочные места, чувствительные к 
фосфолипазе А. В то же время есть постоянное число мест, из которое 
не влияет такая обработка, т. е. чувствительные к уабаину места су
ществуют в двух окружениях— одно резистентное, другое—чувствитель
ное к липолизу.

Хотя ЛТФ-аза активируется любыми фосфолипидами, при вектор- 
лом встраивании при реконструкции АТФ-азы важно иметь в мембра
не фосфатидилсерин и фосфатидил гл и церин, гак как они обладают ион
ной избирательностью [25]. Папаханджонулос |21| предполагает пря
мое участие лишило® в формировании ионселектнвных каналов мем
бранных структур. Так что весьма возможно, что чувствительность 
фермента к уабаину—прямое следствие липидного окружения.

Таким образом, не оспаривая возможности существования уабаин- 
^•чувствительной Na-АТФ-азы как отдельного фермента, а не конфор
мационного состояния Na-K-АТФ-азы, все же следует отметить, что для 
окончательного решения этого вопроса необходимо подробно исследг- 
г.зть липидное окружение ферментов.
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■մպն համար, արղյո՞ր ուարաին֊անդգայուն ԱԵՖ-ազան աոանձին Ֆերմենտ Լ 
h գոյություն ունի Հհ՚ձ-\{-ԱԵՅ)֊ ս:դա յից ղատ, թե՛' այն հանդիսանում կ նույն 
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նակի արդելակմ ան հետևանքքովւ

OUABAIN-INSENSITIVE Na-ATP-ase
Տ. Ya. ADAMIAN. T. G. HAMBARTSUMIAN

The literature and original experimental data are presented to prove 
the existence of an ouabain—insensitive Na-ATP-ase transport system.

59



It is important to know whether the ouabain—insensitive Na-ATP- 
ase is a separate enzyme and exists apart from Na-K-ATP-ase or it is a 
modification of the same'’enzyme and appears in the result of partial 
inhibition of ATP-ase by ouabain.
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ВЛИЯНИЕ а-ТОКОФЕРИЛЛЦЕТАТ/Х НА ПРОЦЕСС ЛИПИДНОМ 
ПЕРОКСИДАЦИИ ПРИ АКУСТИЧЕСКОМ СТРЕССЕ

М. М. МЕЛКОНЯН, А. Г. АРАКЕЛЯН, А. А. РУХКЯН. В Г. МХИТАРЯН

Установлено, что при введении а-тркофернлэйетата э условиях акустического 
стресса подавляется перекисное окисление липидов в мозге, сердце, печени и эритро- 
шггарных мембранах. Содержание а-токофероли при этом а тканях колеблется в 
пределах контрольного уровня. Интенсивность перекисного окисления липидов кор
релирует с уровнем а-токоферола 1» исследуемых тканях.

Ключевые слова: стресс акустический, сс-токофгрол. перекисное окисление липидов.

Результаты целого ряда морфологических, физиологических. гисто
химических, клинических исследований свидетельствуют о значитель
ном повреждающем действии акустического стресса на организм [1,5]. 
Нами [4] было показано изменение интенсивности перекисного окисле
ния липидов (ПОЛ) и уровня а-токоферола в тканях белых крыс в ус
ловиях действия широкополосного шума уровнем 97дБА.

Известно, что в организме перекиси участвуют в синтезе проста
гландинов, стероидных гормонов, в обновлении фосфолипидов биомем
бран; они являются эффекторами некоторых ферментативных реакций. 
Стационарный уровень перекисей липидов з нормально метаболизиру
ющих тканях обусловлен сбалансированностью реакций образования н 
устранения их. наличием антиоксидантной системы. Однако избыточ
ное перекисное окисление липидов биологических мембран, развиваю
щееся з результате дисбаланса в системе образования и устранения ли
пидных перекисей под влиянием различных факторов, приводит к изме
нению структуры мембран, их проницаемости, устойчивости лнпид-бел- 
ковых комплексов, инактивации ферментов, разрушению белков, г. с. 
вызывает изменение функциональной активности мембран. В связи с 
этим важное значение приобретает использование факторов, регулиру
ющих интенсивность ПОЛ в тканях организма. Особое внимание уде
ляется ц-токоферолу, природному антиоксиданту, обладающему очень 
высокой аитирадикальной активностью. Исходя из вышеизложенного, 
мы поставили задачу изучить интенсивность ПОЛ и динамику содёр 
жания а-токоферола в тканях белых крыс, подвергавшихся воздействию 
шума на фоне внутрибрюшинного введения а-токоферилацетата.

Материал и методика. Эксперименты ставили на беспородных белых крысйх-сам- 
j'./x массой 180—220 г., содержащихся в обычных условиях аквариума. Животных
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опытной группы подвергали воздействию постоянного широкополосного шума уров
нем 97дБА (63-12000 Гн) с максимальной акустической анергией в области средин՝; 
и высоких частот. Сроки воздействия— 15 мин, 120 мин, 7, 28, 56 дней ежедневно и՛) 
120 мни. а-Токоферилацетат вводили внутрибрюшинно в дозе I мг/кг массы за 24 ч 
до первого воздействия. Инъекции повторяли через 48 ч. Животных забивали дек.т- 
цитацией. Сердце, печень, мозг перфузировали охлажденным 0,154 М КС1.

Мембраны эритроцитов выделяли но Лимберу |8] Об уровне ПОЛ су. шли 
ио накоплению малондиальдегида, концентрацию которого определяли по реакции с 
1иобарб։пуровой кислотой [3]. колориметрически на спектрофотометре ։С:и-кол (ГДР1 
при /,535 нм; содержание а токоферола—флуоримегрическн по метод) Дуггана [6] 
на спектрофлуорометре «Хитачи» (Япония) /, 295/330; белок—по Лоури [9]. Данные 
пересчитаны на 1 мг белка.

Результаты и обсуждение. Полученные данные свидетельствуют о 
том. что содержание а-токоферола повышается в первые сроки экспе
римента в мозге, печени и сердце. В плазме спустя 15 мин от начали 
воздействия содержание а-токоферола снижается, однако через 2 ч он > 
нормализуется (рис. I). В эритроцитарных мембранах в эти сроки

Рис. 1. Уровень а-токоферола в тканях белых крыс в условиях акустиче
ского стресса на фоне внутрибрюшинного введения а-токоферилацегата 
(в мкг/мг белка). I—контроль, 2—15 мин, 3—120 мни, 4—7X120 мин, 

5—28x120 мин, 6—56x120 мни.

уровень его ниже контрольного. При 7-кратном ежедневном воздей
ствия шума на фоне введения а-гокоферилацетата отмечается высоки։՜։ 
уровень а-тскоферола в мозге и эритроцитарных мембранах и тенден
ция к его снижению в печени, сердце и плазме. При 28-ми ежедневных 
воздействиях стрессора со держание а- токоферола в мозге, печени и плаз
ме доходит почти до контрольного уровня. Однако в сердце оно сни
жено. а в эритроцитарных мембранах наблюдается обратная картина. 
Интересно отмстить, что именно 7- гневное воздействие, приводит к наи
большему снижению содержания а-токоферола. не достигающему, од
нако. контрольного уфовня в мозге ч печени. Эго коррелирует с полу
ченными нами ранее данными [4|. согласно которым максимальная 
интенсификация ПОЛ наблюдалась при семикратном воздействии стрес
сора. Известно также, что увеличение липидных перекисей в тканях 
повышает их потребность в витамине Е. как в естественном антиокси
данте [2. 10]. что. по-виднмому. и является причиной наблюдаемых 

62



сдвигов. При последующем воздействии шума (56 ежедневных воздей- 
тпий) отмечается значительно более высокий уровень а-токофёрола во 
всех изученных тканях, кроме сердца, в котором этот показатель не
сколько ниже контроля (Р<0;05),

Ферментативное ПОЛ (рис. 2) подавлено во всех исследуемых тка
нях, за исключением сердца, через 15 мин от начала воздействия и во֊ 
еле 7 ежедневных воздействий. На наш взгляд, интересным является

Рис. 2. Уровень ферментативного перекисного окисления липидов в гомо
генатах тканей и эритроцитарных мембранах белых крыс а условиях аку
стического стресса на фоне впугрнбрюшннного введения 'х-гокоферилаис- 

тата (в нмоль МДА/мг белка). Обозначения те же, что на рис. 1.

сглаживание пиков роста I1O/1 под влиянием введенного ц-токоферил- 
ацетата на 7-й день эксперимента, когда уровень ПОЛ при воздействии 
шума превышает контрольный фон к исследуемых тканях в пределах 
200 700%. Сдвиги особенно выражены в сердце. Следует отметить 
также тенденцию к нормализации уровня ферментативного ПОЛ в 
сердце и эритроцитарных мембранах при 28- и 56-разовом воздействиях. 
Аналогичная картина наблюдается при изучении интенсивности (рис. 
3) неферментативного НОЛ.

Рис. 3. Уровень нефсрмёигатнвного перекисного окисления липидов в го
могенатах тканей и эритроцитарных мембранах белых крыс н условиях 
акустического стресса на фоне внутрибрюшинного введения а-токофернл- 

ацетата (нмоль МДА/мг белка). Обозначения ге же, что на рис. 1.
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Таким образом, внутрибрюшинное введение а-токоферилацетата 
белым крысам, подвергавшимся воздействию шума, приводит к сохра՞ I 
нению в тканях эндогенного антиоксиданта а-токоферолд, исполняю* I 
щего. помимо антиоксидантной, очень важные функции в ряде других 
метаболических процессов. При этом наблюдается некоторое подавЖ I 
пне уровня ПОЛ в тканях, что коррелирует с содержанием в них а-токо 1 
ферола Известно, что введение высоких доз а-токоферол а цровоцнру- : 
ст избыточное ПОЛ. На наш взгляд, использованная доза а-токоф'- 
рилаистата является оптимальной и при хронических воздействиях 
стрессора препятствует истощению запасов аптнохсидаптон в тканях, 
вызывает нормализацию интенсивности ПОЛ в сердце и эритроцитар
ных мембранах.

Полученные данные мо«ут служить основанием для разработки па
тогенетически обусловленных мер профилактики.
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EFFECT OF 3-TOCOPHER1LACETATE ON THE LIPID 
PEROXIDATION PROCESS UNDER THE ACOUSTIC STRESS

M. M. MELKON1AN. A. G. ARAKELIAN. A. A. RUCH KIAN. V. G. MKHITARIA N

The inhibition of lipid peroxidation processes in the brain, heart, 
liver, erythrocyte membranes is observed on the background of a-tocop- 
hcrliacetate administration under the acoustic stress conditions. The «-to
copherol content varies in control Ie՛,el range. The lipid peroxidation 
intensity is correlated with the s-tocophorol level in the studied tissues.
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УДК 577.343

ФОТОХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНЦИЯ РАСТВОРОВ БЕЛКОВ 
ПРИ ДЛИТЕЛЬНОМ ОБЛУЧЕНИИ
УЛ ЬТРАФ11 о;I ЕТС) RЫ М С ВЕТОМ

М. Л. ГЕВОРКЯН, А. Е. ЗАКАРЯН

Обнаружено существенное козрзстпнне интенсивности фотохемялюмннесцеяцкк 
[растворив лргипаэы и сывороточного альбумина человека при облучении ультрзфно- 
|.»етовым светом в течение 2—3 часов. Предполагается, что облучение ультрафноле- 
товим светом приводит к нарушению нативной конформации белков, в результате че
го в фотохимические процессы вовлекаются ранее лсдастунные участки макромолекулы 
белка, что и приводит к возрастанию интенсивности фото.\емилюм||несц(.чщни.

Ключевые слова; фогохемилюминесцсниил расгворои белков, конформация белков.

Фотохемилюминесцо.пция (ФХЛ) растворов белков, возникающая 
при облучении ультрафиолетовый светом, исследовалась в ряде работ 
[3- 6]. Показана свободнорадикальная природа этого явления и уча
стие кислорода в процессах ФХЛ. Установлены в общих чертах меха
низм процессов, приводящих к ФХЛ, и важная роль в них остатков 
триптофана [5. 0]. Исследование процессов ФХЛ позволяет получить 
ионные сведения о фотохимии белков, свободнорадикальных превра
щениях в растворе, а также о конформационных изменениях белковых 
молекул [3, 6]. Большинство работ, однако, посвящено исследованию 
процессов. происходящих на начальных этапах облучения ультрафио- 
летовым светом. В Данном работе приводятся результаты изучения за- 
кономерностей ФХЛ растворов аргиназы и сывороточного альбумина 
человека (САМ) при длительном облучении. Такое исследование помо
жет лучше понять процессы, происходящие в растворах белков при об
лучении, внесет вклад в изучение механизма нарушения конформации 
л инактивации ферментов под действием ультрафиолетового света.

Материал и методики И работе использовались препараты аргиназы печени круп
ного рогатого скота, сывороточного альбумина человека, Х-ацетнл-й, 1-грип’Офан:», 
глипина (Реанзл. Венгрия), уреазы (отечественного производства). Растворы бел- 
кг.'.п готовили па 0.05 М глициновом (pH !?,">) и 0.01 М фосфатом (pH 7) буферах в 
Концентраций 10—5 М. Исследуемые растворы (5 мл) облучали з открытой термоста- 
тированной (25°) кювете при постоянном перемешивании с помощью магнитной ме
шалки. Облучение проводили полным светом ртутной лампы ПРК-4 с помощью об*
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. . ОКУФ-Зм не расстоянии 4.5 см от осиогзш.я кюветы. Интенсивность ФХЛ .измеряли на установке для рептстрдлин хемилюминесценции, описанной ранее [I]. В облученных растворах аргиназы определяли активность фермента но методу Ратнер с небольшими изменениям и. как описано ранее [I] Тепловую тензгураипю растворов белком проводи-։ пуъ-м х нагревания ։։;. поляной бане о течение 5—10 мпн при 70° или 80°. Затем растворы охлаждали до комнатной температуры и хсследова- ли обычным способом.При исследовании глмчппя яоков Мп на интенсивность ФХЛ растворов белков перед облучением к впм добавляли раствор ЧлСЬ. п концентрации 25 иМ (0,5 мл). Присутствие этих ионов и рисгнорс не влияло пл кинетику послесвсчсннм белков в ДЛИ- пых условиях.
Результаты и обсуждение. ФХЛ растворов аргиназы исследозп- 

лась нами н ранее (1. 2). Основные .характеристики се сходны с тако-| 
пымн растворов других белков [6| Типичная кинетическая кривая 
ФХЛ растворов аргиназы, как было (оказано в работе [I], о стоит из 
двух составляющих, на начальном этане скорость снижения ннтенемв- 
пости ФХЛ несколько выше, чем на более поздней стадии затухания 
свечения. В данной работе исследовалась зависимость относительной 
начальной интенсивности ФХЛ- Г от времени облучения. Эта неличи- 
и.։ определялась экстра пат я иней начального участка полулогарифми
ческой анаморфозы кинетической кривой к нулевому моменту [I]. II ։ рис.

5рем* облучения. мимРис I Зяннснмость относительной начальной интенсивности ФХЛ рас- гнороп аргиназы от времени облучения ( О ) н влияние на нес ионов Мп2 (X), предварительной тепловой обработки при 70° (10 мин) (0). 80°. (10 мин) (□), а также предварительного облучения ультрафиолетовым светом (I час) (△).
I видно, что относительная начальная интенсивность ФХЛ возрастает® 
первые 2 5 мин, достигает максимума, затем медленно снижается, что 
наблюдалось и ранее [1. 2] Однако при увеличении времени облуче
ния до 2 3 ч наблюдается повторное увеличение интенсивности ФХЛ, 
превышающее начальное повышение Г почти в 2 раза. Но тангенсу 
угла наклона двух составляющих полулогарифмической анаморфозы 
кинетической кривой были определены значения величины констан։ 
скоростей снижения интенсивности ФХЛ—к> и к3, характеризующие 
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форму кинетической кривой. Из рис. 2 а видно, что значения с уве
личением времени облучения не меняются, тогда как значения к2 умень
шаются. Это свидетельствует об изменении кинетики ФХ Л и наличии 
конформационных изменений молекулы белка при длительном об
лучении [3].

Полученные данные позволили предположить. что повторное воз
растание интенсивности ФХ Л связано с нарушением конформации ар
гиназы в ходе облучения, благодаря чему активные продукты фотолн- 
за триптофан илов взаимодействуют с ранее недоступными участками 
макромолекулы, образуя свободные радикалы, участвующие в процес
сах ФХЛ. В связи с этим представляло интерес исследовать влияние 
факторов, поддерживающих нативную конформацию молекулы белка, 
па интенсивность ФХЛ. Как известно, ноны Мп74՜ оказывают стаби
лизирующее влияние на молекулу аргиназы [7. 8]. Эксперименты, про
веденные с растворами аргиназы в присутствии этих ионов, показали, 
•и՛՛ добавление полов в концентрации 2.5 мМ влияет на ход кри
вой зависимости начальной интенсивности ФХЛ от времени облучения 
(рис. 1), не отражаясь на кинетике послесвечения. Вторичное повы
шение начальной интенсивности ФХЛ в этом случае происходит только 

доисле 2.5 3 ч облучения, тогда как без ионов Мп2’՜ возрастание Р 
։!31).1н.1 лается уже через -15- 60 мин после начала облучения.

Измерение интенсивности ФХЛ было проведено также в растворах 
аргиназы, подвергнутых предварительной тепловой обработке в тече
ние 10 мин при температуре 70° п <80՞ (рис. 1). Эти эксперименты по
низали. чго вторичное повышение начальной интенсивности ФХЛ в рас
творах белка после тепловой обработки происходит уже через 15— 
֊0 мин после начала облучения, а через 2 часа Г возрастает почти :։ 2 
раза (рис. I). Значения к։ и к2. характеризующие форму кинетиче
ской кривой ФХЛ в этих растворах, в результате облучения уменьша
ются фис. 2б1. т. о. кинетика процессов ФХЛ существенно изменяет-

Рпс. 2. Влияние длительности облучения на величины констант скоростей снижения интенсивности ФХЛ к։ и к2 для растворов нативной (а) н подвергнутой тепловой обработке (80°. 10 мин) аргиназы (б).
ся. Значение к2 для раствора аргиназы, подвергнутого тепловой обра
ботке, при облучении в течение 5 мин составляет 1.4-10՜3 сек՜1. Это 
ниже соответствующего значения константы для растворов нативной 
аргиназы и совпадает со значением к2 для облученного в течение 90 мин 
раствора фермента, что указывает на сходство процессов ФХЛ в этих 
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случаях (рис. 2). Интенсивность ФХЛ раствора аргиназы, предвари
тельно облученного ультрафиолетовым светом в течение часа в тех же 
условиях (рве. 1), возрастает сразу, минуя стадию снижения на началь
ном участке кривой. Все эти данные указывают на связь повторного 
возрастания интенсивности ФХЛ при длительном облучении ультрафио
летовым светом с процессами нарушения нативной конформация белка.

Параллельно с измерением интенсивности ФХЛ было проведено оп
ределение. аргиназной активности в облученных растворах фермента; 
В ходе облучения активность аргиназы иостсиеино снижается (рис. 3) 
и через 3 ч составляет 20% от исходной. Присутствие ионов Мп2*- 
частично снижает степень инактивации аргиназы в данных условиях, 
причем защитный эффект лучше выражен при длительном облучении. 
Очевидно, стабилизация нативной конформации молекулы аргиназы в 
присутствии иоиов марганца отражается на скорости инактивации фер
мента и на процессах ФХЛ растворов аргиназы в данных условиях.

Аналогичные эксперименты были проведены на растворах СЛЧ 
(рис. I). Как видно из рисунка, в -том случае наблюдаются тс же зз-

Рис, 3. Инактивация растворов аргиназы (®) в ходе облучения н влияние ионон Мп3+(х) на 9тот процесс.Рис. 4. Зависимое-.՛, относительной начальной интенсивности ФХЛ растворов СЛЧ (pH 7) < и а иетял-триптофан а (5.10--СМ, pH 9.5) (△) о;времени облучения. Влияние ионов Мп2-(х) и предварительной тепловой обработки (80°. 5 мин), (О).
кономерности. После 2,5 ч облучения 1° увеличивается в 2 раза по срав
нению с ее начальным увеличением. Ионы Мп2+, однако, не влияют 
на интенсивность ФХЛ растворов СЛЧ при длительном облучении, что 
свидетельствует о специфичности их воздействия на аргиназу (рис. 4). 
Предварительная тепловая обработка растворов САЧ (80°. 5 мин) при
водит к повышению уровня интенсивности ФХЛ уже через 20 мин после 
начала облучения. Можно было предположить, что повышение интен
сивности ФХЛ связано с накоплением фотрпродуктов, образующихся з 
результате фотолиза триптофаиилов в растворе белка. Для выяснения 
этого вопроса была исследована ФХЛ растворов ацетил-триптофана 
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при облучении ультра фиолетовым светом в тех же условиях (рис. 4). 
Однако в этом случае с увеличением времени облучения до 3 я нс на
блюдается повторного возрастания начальной интенсивности ФХЛ, г. ;՝. 
накопление продуктов фотолиза триптофана в растворе не влияет на 
иитеисийность ФХЛ в данных условиях.

Таким образом, обнаруженное нами повторное увеличение интен
сивности ФХЛ расгйоров исследуемых белков при длительном облуче
нии. по-видимому. связано с нарушением нативной конформации их и 
вовлечением ранее недоступных участков макромолекул в процессы фо- 
то.хим.|ческих превращений, происходящих при облучении ультрафио
летовым светом.Ереванский государственный университет,кафедра биофизики Поступила 2-5.11 198'1 г.

11ՊԻՏԱԿՈՒՑՆԵՐԻ ԼՈՒԾՈՒՅԹՆԵՐԻ ՖՈՏՈՔԵՄԻԼՅՈԻՄԻՆԵՍՑԵՆՑԻԱՆ 
ՈհէՏՐԱՄԱՆՈՒՇԱԿԱԴՈՒՅՆ ԼՈՒՅՍՈՎ ԵՐԿԱՐԱՏԵՎ ^ԱՈ-ԱԳԱՅԹՄԱՆ

ՊԱՅՄԱՆՆԵՐՈՒՄ

Մ. Լ. ԳԽԼՈՐԳՅԱՆ. Ա. I». 1ԱԼՔԱՐ311.Ն
Հաւանարևրված է խոշոր եղջյուրավոր անասունների tJ,"P,lb արղինա֊ 

ղսւյի և մարդու շիճուկային ւպբումինի լուծույթների ֆուոորեմիլյոէմինեսցեն- 
ւ/իայի (Ֆ-ե'1.) ինտենսիվության բարձրացում ուլտրամ անուշակադույն րււյոի 
երկարատև (3 ժամ) ազդեցության դեպրում: $ույց Լ տրված Мп т իոնների 
արգելակող և ջերմ ային ղենսւս։ուրացիսւ յի խթանող ադդեցություններր Ֆ£Լ~ի 
ինտենսիվւււթ յան վրա։ ենթ ադրվում է, որ ուլարամ ան ուշակադու յն ճաոա- 
ղայթման ժամանակ 4.'եդի կ ունենում սպիտակուցների կոնֆորմացիայի խտխ
տում։ Ֆոտոբիմիական պրոցեսների մեջ րնդգրկվում են սպիտակուցային մո - 
{եկէէւլք։ նոր հ tn տվածներ, որոնց փոխաղղեցոէթ յունը ճտոաղայթման Ժամանակ 
սւոաջացոդ ակաիւք մասնիկների հետ հանգեցնում Ւ Ֆ-ԸԷ-ի ինտենսիվության 
բարձրացմ ան:

PHOTOCHEMILUMINESCENCE OF THE PROTEINS SOLUTIONS 
DURING PROLONGED IRRADIATION BY ULTRAVIOLET LIGHTM. L. GEVORKIAN, A. E. ZAKARIA N

The essential growth of the intensity of photerchemiluminescence of 
arginase and human serum albumin solutions is observed under the ultravio
let Irradiation during 2—3 hours. Under the՛ultraviolet prolonged irradia
tion the disturbance of native ccnfcrn alien cf prcteins lakes place. New 
®tes-of molecule are included into 11.e photochemical processes and owing 
to this the increase cf Intensity of photocheniiluminescence takes place

ЛИТЕРАТУРАI Геш)ркян И ,7.. Закарян А Дангян Л1 Л Биолог ;к Армении, 27, 9, 4'1—10. 1974.
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СОДЕРЖАНИЕ Са В МИТОХОНДРИЯХ И УРОВЕНЬ АТФ 

В ПЕЧЕНИ КРЫС, ПОДВЕРГШИХСЯ ВОЗДЕЙСТВИЮ 
ЭЛЕКТРОСТАТИЧЕСКОГО ПОЛЯ

Г. Г. АРЦРУНИ. А С ТЕР-МАРКОСЯНИсследовалось содержание Со -‘■-«■в митохондриях печени и АТФ в печеночкой ткани крысы после воздействия электростатического поля нипряженностью 2000 в/см н длительностью I нас. сутки к 6 суток но 6 часов ежедневно. Установлено уменьшение Сз"н митохондриях и АТФ меченн в этих условиях. Максимальные сдвиги в изученных пара Mei pax наблюдаются после одпочаервого воздействия.
Ключевые слови: электростатическое поле, митохондрии. Си ~. АТФ.

Раисе нами было показано, что воздействие электростатического 
поля (ЭСП) приводит к определенным структурным [1] и функцио
нальным перестройкам митохондрий печени крыс, нарушению процесса 
екпелитс.ники о фосфорилирования [5]. Для опенки функционального 
состояния митохондрий, наряду с процессом окислительного фосфорили
рования, представляется интересным изучение и другой весьма важной 
функции этих органелл -способности активно накапливать ионы Са .

В настоящей работе приводятся данные о влиянии ЭСП на содер
жание Са ‘ и митохондриях печени и уровень АТФ в печеночной ткани 
крыс.

Материал и методика. Эксперименты проводили на белых беспородных крысах «. тмцах массой 150—180 г. Животных подвергали воздействию ЭСП напряженностью 2000 в/см. продолжительное 1ью час, сугкл и 6 суток по б часов ежедневно ЭСП создавали при помощи установки конденсаторного типа |2] Опыты ставили сразу после воздействий. по избежание влияния циркадных ритмов экспериментальных и контрольных животных забивали и одно и то же время суток. Млнохиндрии из печени животных выделяли по методу Мосоловой с соавт. [4 ] Степень чистоты фракции н целостное։и митохондрии контролировали электронномнкроскопяческл.Содсржанне ионов Са п митохондриях определяли при помощи флуоресцентного зонда, и качестве которого использовали хлортетраннклин, обладающий большим сродством к впу три митохондриальному Са -. Метод основан на измерении ннтен- ciiiiiiocTji флуоресценции комплекса Са + +—хлор тетрациклин [8]. Подробное опнеанне методики приведено в нашей предыдущей работе 16]. Измерения проводили ин cirk-
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Трофлуопиметре MPF-4 («Хитачи», Япония). Возбуждение флуоресценции нызывзлос- 
при длине волны 380 нм, а интенсивность флуоресценции измеряли при 540 нм Мнто- 
хонлрнн вводили в измерительную кювету из расчета 1,2 ’•։։ белка па I мл среды ин
кубации, содержащей 0,25 М сахарозы, 10 мМ трис-НС! • 10 мкМ хлортетраниклина 
(р!! 7.4). Содержание Са * •։ в митохондриях выражали ь относительных единицах 
интенсивности флуоресценции.

Количество белка в митохондриях определяли по Лоури [11]
Содержание АТФ определялось методом ферментативного анализа [3]. и основе 

vHoporo лежит ферментативное превращение глюкозы в 6-фосфоглюконовую кислоту 
при помоши гексокинаэы, глюкозо-б-фосфатлетдрогспэзы и АТФ О количестве АТФ 
-судили по изменению экстинкции НАДФН2, образующегося в результате этой реакции. 
АТФ и । печени экстрагировали 6%-ной перхлорной кислотой после предварительного 
.замораживания я жидком азоте и растирания в порошок. Измерения проводили из 
слскчрофотоОДтре «Сне корд» UV V1S (ГДР) при длине волны 366 нм в термостата, 
руемой кювете (t 30°). Количество АТФ выражали в мк моль/г гканн. Все получен
ные экспериментальные данные обрабатывали с применением критерия достоверности 
Фишера-Стьюдента

Результаты и обсуждение. Установлено, что воздействие ЭСП при
водит к понижению содержания внутримитохондриального Са и уров
ня ЛТФ Однако статистически достоверные изменения исследуемых 
параметров имеют место только после часового воздействия (табл ).

Таблиц и
Содержание Са ++ в митохондриях и уровень ЛТФ п печени крыс после воздействия 

ЭСП напряженностью 2000 в/см

Контроль 1 ч 1 сут 6 сут пи 6 ч 
ежедневно

Сй Мер 98.77 78.30 89.70 83.69
ш 3.44 7.52 3.20 8.56
п 11 9 10 8
1 2.44 1.93 1.63

АТФ МСп 1.50 0.74 1.23 1.34
ш 0.13 0.09 0.10 0.09
п IU 9 9 8
։ 5.30 1.65 1.03

Согласно химноосмотической теории Митчела [12]. процессы син
теза ЛТФ и транспорта Са + используют один и тот же источник энер
гии—электрохимический потенциал ионов водорода, генерируемый ды
хательной цепью. Изменения указанного потенциала приводят к нару
шению как процесса окислительного фосфорилирования, гак и транс
порта Се **■ в митохондриях.

Нашими предыдущими исследованиями [5] показано, что воздей
ствие ЭСП напряженностью 2000 в/см и длительностью 1 ч приводит к 
падению эффективности фосфорилирования без нарушения скоростей 
поглощения кислорода в состояниях 3 и 4 по Чансу, суточное и недель
ное воздействие оказывает выраженное угнетающее действие на про
цессы терминального окисления, однако сопряжение процессов окиелг- 

’ ния и накопления энергии практически не страдает. Анализ ряда работ 
[7. 9. 10] показывает, что деэиергизация митохондрий приводит к 
уменьшению их Са’՛—накопительной способности.

Принимая во внимание вышеизложенное, можно предположить, 
что уменьшение содержания внутри митохондриального Са после 
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воздействия ЭСП обусловлено деэнергнзацией митохондрий. В пользу 
такого предположения говорят данные о симбатных изменениях содер
жания внутримитохондриального Са4՜ и уровня АТФ в печени после 
воздействия ЭСП.

Говорить ՛> конкретных мехаииз-мах воздействия ЭСП на содержа
ние внутримитохондриального Са и тканевого АТФ на данном этапе 
исследований преждевременно. Однако можно предположить, что на
ложение внешнего ЭСП приводит к изменению трансмембранной раз
ности электрохимических потенциалов водорода, вследствие чего имеет j 
место деэнергизация митохондрий и уменьшение содержания внутри- 
митохондриального Са - ‘ .

Таким образом, полученные данные еще раз доказывают, что ЭСП 
является физическим фактором воздействия, существенно влияющим на 
Функциональное состояние митохондрий.

Еревански»։ государственный медицинский институт, 
.-..гбори. :>ия онофнпнки ц молекулярной биологии ЦНИЛ Наступило 13.VII 1981г.

ԷԼԵԿՏՐԱՍՏԱՏԻԿ ԴԱՇՏԻ ԱԶԴԵՑՈՒԹՅԱՆԸ ԵՆԹԱՐԿՎԱԾ ԱՌՆԵՏՆԵՐԻ 
ՄԻՏՈՔՈՆԴՐԻԱՆԵՐՈԻՄ C.T + -Ի ՔԱՆԱԿԻ ԵՎ ԼՅԱՐԴՈՒՄ ԱԵՖ-Ի 

ՄԱԿԱՐԴԱԿԻ ՀԵՏԱԶՈՏՈՒՄԸ

Դ. Դ. ԱՐԾՐՈհՆԽ. Ա. Ս. ՏԵՐ-ՄէԱՊՈՍՅԱՆ

2000վ ' սմ լարվածությամբ It 1 մամ, I օր ու 6 սր վեցական մամ տևողու
թյամբ կյեկարասաաաիկ ղաշտի ազդեցությանը ենթարկված սսքիտակ առնետ

ների մոտ ուսումնասիրված կ էձԱք11էւ1* միտոըոնդրիաներում Ca4 -/> Л /յարրի 
Հ յուսվւսծ բում ԱԵՖ-ի պարունակաթյունր։ Sntjtj /. արված, որ է չեկս .՛բա и տատիկ 
դաշտի էողղեէյոէթյոէնր Հանդեցնռւմ Լ ուսոլմնաւէիրված պարամետրերի անկ֊ 
մանր և աԱոնսէմևծ փաիսիւութ չուններր Նկատվում են 1 մս/մյա ազւքհց/ււթ Jttt- 

նիր հետ ու

CONTENT OF CA4- IN MITOCHONDRIA AND ATP LEVEL 
IN THE LIVER OF RATS EXPOSED TO THE TREATMENT

OF ELECTROSTATIC FIELD

0. G. ARTZRUNL A. T. TER-V.ARKOSIAN

The content ci Ca՛ ’ in mitochondria and ATP in the liver of rats 
has been investigated after ti c treatment by clean rtr.Lc field of diffe
rent parameters. The content of Ca* in hepatic mitochondria, as well 
as ATP in the liver decreases under the electrostatic field influence. 
Maximum shifts in the studied parameters are ebsenxd after one-hour 

i nflnonce.
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УДК 615:11.23.211.212

КОНСТРУИРОВАНИЕ БИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНОГО 
СОЕДИНЕНИЯ ДЛЯ АНЕСТЕЗИОЛОГИЧЕСКОЙ ПРАКТИКИ

Э. В. ВЛАСЕНКО

Приведены данные обзорного характера о [юли атома .’1301.1. соединенного углеио- 
дороднмм мостиком с ароматической фенильной группой («тярамннозый фрагмент»), 
отпетственного за связывание с опиоидной рецепторной системой. Выдвинуто предпо
ложение об участии карбонильной группы и качестве вспомогательной функции в суб- 
сграт-реценторном взаимодействии. Введение й состав молекулы вещества «тирами- 
нового фрагмента» и карбонильной группы может служить предпосылкой создания но- 
։•■« Эффективных наркотических анальгетиков, протпвонаркотичсских и мостноанесте- 
тирующих средств.

Ключевые слова: стираяанояый фрагмент >. карбонильная группа.

В основе современного подхода к проблеме изыскания эффектив
ных соединений направленного действия лежит поиск определенных 
фрагментов молекулы с ограниченными конформации».нымн возможно 
стами. Наличие последних, выполняющих функцию «жестких» участ
ков в молекуле субстрата, способствует пространственному соответ
ствию (^омплемеитарностн) молекулы к рсде.'ггорной системе [16. 25]. 
На основании существующего в настоящее время представления о суб- 
ират-рецепторном взаи.модсйсьвип [2, 3. 20. 27. 40, 41, 52, 53, 59, 63. 67], 
предполагается, что ответственными структурами за реализацию обез
боливающего действия наркотических анальгетиков является атом азо
та, соединенный углеводородной цепью с ароматическим фенильным 
радикалом [26, 38]. В последние голы было высказано предположение, 
что эти фрагменты, находящиеся в строго определенной конформации,
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участвуют не только в анальгетическом, но л в ат агонистическом ти
пе фармакологического действия [6]. Присутствие этих элементов з 
составе санестеэнофорпой» группировки, как полагают, связано с раз
витием местноанестёзирукмцего [17] к обилеапестезипующего [31] дей
ствия.

Исходя из тех же принципов, мы нс исключаем, что в субстрат-ре- 
нситорном взаимодействии принимает участие и карбонильная группа, 
отражающая количественное выражение биологического ответа.

При рассмотрении структур некоторых лекарственных средстл 
•анальгетического и противонаркотического действия (рис. 1) обращает 

Ц = ОИ МОРФИН ДИУЛАДИД
Я*СН,0 кодеин дикодид

НАЛОРФИН

ПРОИЗВОДНЫЕ МОРФИНАНОВ

Рис. 1. Сравнительное усиление биологической активности (указано: стрел
кой} у соединении, содержащих карбонильную группу.

ьнимание отсутствие карбонильной группы в молекуле морфина, кодеи
на, налофина, производных морфинана. В то же время идентичные по 
строению х мическне вещества с карбонильной группой по анальгети
ческой активности превосходят морфин (лиуладнд), анальгетическо
му и пр:«тнвокап։.левому действию—кодеин (дикшид). нротивонаркотн- 
вескому эффекту налорфнн (налоксон), анальгетической активности—: 
соответствующий производный морфинана.

При сравнении фармакологической активности морфина и некото
рых с!о модифицированных производных, содержащих карбонильную 
группу, также выявляется различие количественного характера. Воз-



можно. это одна из причин того, что морфин как анальгетик почти на 
даа порядка уступает в активности обезболивающего действия фента
нилу н ряду ого производных [4, 8. 22, 35, 49, 69). К тому же он не об

ладает высокой местной нестезируюшей активностью. Наркотические 
ЙЙальгетнкн промедол, лидол и другие [14, 15. 19], содержащие в струк
туре карбонильную группу, отличаются эффективностью местноанесте- 
аврукяцето действия (рис. 2), сохранившейся и у протнвонаркотическо 
к. средства налоксона [29, 30].

АкТГ/.9 :Н-$ег-7уг-$ег-Ме1 -Му’Н15-РЬе-ЛгуГгр-

ЛМИН0КЕ10НЫ

лидол

ФЕНТАНИЛ

сое,-//, 
н -/ ^СН,‘СИ,-С4Н.

А

-»ЕНАДОН ФЕНИЛЛИПс РИДИНЫ

Рис. 2. Химические структуры ряда фармакологических ерсдсти. Выде
лена карбонильная группа.

Возможно, функциональное значение карбонильной группы как 
вспомогательного фактора во взаимодействии с рецепторной системой 
проявляется в следующих случаях: анальгетического- 7ц-аланил- 
■г.ба-эноксиморфинина—6 [42], никоморфина [46), производных 14 
(арилгидрокси-амина) кодеина [60]. некоторых производных морфи
нана [37]; «смешанно! >». агонист-анта гонистнческо!о -производных 
14-четокснморфмнана [34], Т1? 5109 [36]. кодорфина |45] и других 
[54]; противонаркотичеокого—8-20682 [32], налтрексона. Ряд лронз- 
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водных бензодиазепинов, обладающих опиоидной активностью—тнфлки 
лом, флюнитрозепам [39. 50, 58]—также содержат карбонильную rpyi 
ну. Некоторые фармакологические анализаторы, обладающие опреас] 
ленной афннностыо к опиоидной рецепторной системе, имеют в caoti 
структуре карбонильную группу: арнлазндо-14-амнноморфинапы [56] 
фсналгрексон (0-FNA) [68], соединение RX 336-М [23], производим; 
чминобензенеянета.мндоа [66] и другие [55].

Анализ химических веществ с иной организацией структурных эле 
ментон в молекуле, как. например, в классе пептидов, показал, что уста; 
копленная здесь анальгетическая активность [28, 33. 6*1]. возможно 
связана с присутствием в молекуле «тирам и новою фрагмента». Пеки 
торыс участки АКТ! ;[70]. \КТГ ։_:1 [21]. соединение с дналл^ль 
ным заместителем [61. 65] обладают противонаркотической актив 
н остью.

Далее, и классе ямннокстиноп, соединений с широким сиоктрол 
фармакологического, в том числе и месгноансстезнрующего [12], дей 
сто и я выявлена высокая анальгетическая активность—фенадон [И] 
Сочетание в структуре соединений «тирамннового фрагмента» и кар 
боннльной группы, с одной стороны, а также нал mute местноанестеэи 
рующих и аналыезнруюшнх свойств—с другой, позволили нредпояо 
жить, а в дальнейшем и выявить у них лротнвонаркотивескую актив
ность 111- Такой подход позволит изыскать биологически активные 
соединения анальгетического, протнвонаркотнческого и местноанестс- 
знрующего типа действия, применяемые в анестезиологической прак
тике.

Как справедливо отмечалось [18], не всегда может быть правили 
ным суждение о функциональной пригодности тех или иных фрлгмен 
тов. обеспечивающих высокое сродство к рецепторной системе, тольк| 
по исходным химическим элементам молекулы. Необходимы глубокие 
знания о взаимодействии субстрата с растворителем, энзимами и тка
нями организма, позволяющие конкретизировать наше представление 
о достижения субстратом клетки-мишени с рецепторной системой и 
образовании необходимых для «фармакофора» связей—водородных, 
электростатических, ночных и т. п. [5. 9. 24, 44, 48. 51]. Тем не менее 
лежащий в основе фундаментальных исследовании способ «фрагменти
рованного кодирования* [10] в состоянии в определенной мерс прогно
зировать наши возможности при создании новых биологически актив- 
иых соединений.
Институт ։онкой органической хнмпм нм. А Л Мнджоянэ.

AU АрИЯВ н>й ССР Поступило I3.V11 1984 Г/1

ԿԿՆ11Ա1>ԱՆ11Ր1>Ն ԱԿՏԻՎ ՄԻԱ8ՈԻԹ311ԻՆՆԵՐԻ 11ԱՀՄԱՆՈԻՄՆ ԱՆՋԳԱՅԱ»ՄԱն 
ՊՐԱԿՏԻԿԱՅԻ ՀԱՄԱՐ

Լ Վ. ՎԼԱ»ԵՍտ

Հոէ/էիսծում րհրւ/ած Լն րնպ Հանրսւցնույ .'քւհնիլււ/յին քսէէրի 1<
աւրէէոի ատսմի ւքերի մասին, որոնց սրււտասի/ւսնասւու ևն նարկոտիկ անա/էյ!)- 
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սրիկների, օպիոիղների հակազդիչների և տեղային անզգայացնող միացություն
ների դեղաբանական ազդեցության համար։

Ենթադրություն ( տրված կարրոնիյ խմբի fCOj մասնակցության մասին' 
որսւես օգնող մասնիկ սոլրսւորատ-ոեցեպտորային փււխագդեցության մեչ. 
նյութի մոլեկուլի կազմում !ի են ի լային, կարբոնիլային խմբերի և աղոտի աս.'>ւ- 
մի ներմուծումը կարող / ծաոայել որպես նախադրյալ ուղղված ազդեցությամբ 
կենսաբանորեն ակտիվ նյութերի ստեղծման 'ամար։

CONSTRUCTION OF BIOLOGIC ALLY ACTIVE COMBINATIONS 
FOR ANESTIIESIOLOGICAL PRACTICE

E. V. VLASSENKO

The review data mentioned in t e paper point out the role of the 
phenyl group and oi the nitrogen atom as being responsible for the 
pharmacological effect i narcotic analgesics, narcotic analgesics antago
nists and local anesthetics. The participation ci the carbonyl group as 
an auxiliary fragment In the substrcte-receptor interaction is suggested. 
The introduction oi phenyl and carbon у; groups and oi a nitrogen atem 
in the molecule can serve as a prerequisite in the creation of biologically 
active compounds of a directed acti՛ n.
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ФИЗИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ РЕКОМБИНАНТНЫХ ПЛАЗМИД. 
НЕСУЩИХ РАЙОН argECBH ХРОМОСОМЫ

ESCHERICHIA COL! К-12

И. Л. МЕТТ. А .В. КОЧИКЯН, А. Л МЕТТ. М. 3. АСТВАЦАТРЯН, 
В. А САК АНЯ Н

Осуществлено молекулярное клонирование генон argECBH Е. coli К-12 на векто
ру |։BR322. Построена ресгрнкцнонная карта плазмиды pALMI, иссушен BamHI 
фрагмент со всеми генами биполярного оперонп argECBH. С помощью различные 
||<'|-грнктаз получены делециолныс мутангы плазмиды pALMI, сохранившие, по край
ней мерс, ген argE. Рекомбинантные плазмиды характеризуются многокопнйиостью.. 
способностью к амплификации и стабильностью н клетках Е. coll. Отмечен «эффект 
дозы ген.-!» по активности N-ацетнлорвитнн деацетилазы (продукт гена argE) в экс- 
трихтах штамма Е. coli, несущего рекомбинантную плазмиду.

Ключевые слова: гены argECBH. малекцлпрно.՝ клонирование, рестрикционная 
Kilpta.

Аргикиновый регулон Escherichia coli К-12 состоит из 10 генов, рас
положённых в разных местах хромосомы. Четыре гена представлены 
в виде биполярного опсрона argECBH. в котором транскрипция генов 
argE и argCBH идет в противоположных направлениях с перекрываю
щегося регуляторного участка ДНК [4]. Транскрипция этих геном 
находится под контролем репрессора, кодируемою геном argR. В рсгу-

79



ляции опсрона argECBH аргинин выступает в качестве корспрессо- 
ра [2].

Нами осуществлено молекулярное клонирование генов argECBH 
Е. coli К-12. Сконструированные рекомбинантные плазмиды представ
ляют собой удобное средство для изучения структурной и функциональ
ной организации генов биполярного ©перона argECBH.

Материал и методика. В работе использовали прототрофный штамм Е. coli 
К-12, а также ауксотрофные штаммы Е. coli К-12 МА 102 (pre՜ leu՜ ։hr~hjs 
argE rps L гесл) и MA 105 (pur՜ trp՜՜ argil recA).

Измерение активности К'-аистилОрнчтнн деацетилазы проводили согласно описан
ной методике [5]. Генно-инженерные методики также описаны [3]

ДНК-лпгаза фага Т-1, регтрнктазы Sall и Bglll получены из Института биохимии 
физиологии мпкрочр;•■'■ннзмон АН СССР г Пущино-на-Оке; ресгриктазы Hindlll. 

Xinnl, Xhol, Kpnl, Pvull, EcoRI из ВНИИ прикладной .нзнмоло։ни. i Вильнюс.
Рестрикты Вак HI, Sau3A и Pstl выделены в нашей лаборатории по общеприня

тым методикам.

Результаты и обсуждение. Клонирование генов argECBH Е. coli 
К-12, Расщепленную рсстриктазой BamHl или EcoRi хромосомную 
ДНК, выделенную из прототрофнбго штамма Е. coli К-12, сшивали с 
помощью лигазы с вектором pBR322. расщепленным теми же рестрик- 
i азами. Лигированной смесью трансформировали клетки штамма Е. со- 
li К-12 МА 102. Трансформанты отбирали па минимальной селективной 
среде без аргинина и в присх гствин ампициллина (Ар, 50 мкг/мл) и 
стрептомицина (200 мкг мл).

В каждом из опытов по клонированию было получено несколько 
трансформантов. Плазмндные ДПК. из всех Arg Apf клонов характе
ризовались большим молекулярным весом, чем ДНК вектора pBR322. 
При неретрансфор.мации штамма Е. coli К-12МА 102 плазмидной ДНК 
приблизительно с одинаково высокой частотой (2—6-Ю5 трансформал- 
гов/мкг ДНК) для всех образцов ДНК возникали Arg 4 Ар’ колонии. 
Рестрикционный анализ плазмидных ДНК ферментами BamHl или 
EcoRI, использованными ия к юннрова'Нпя, подтвердил их рекомби
нантную природу.

Размер EcoRI-вставок колебался в пределах 18,1- 21.6 тысячи пар 
оснований (т. п. о.) у разных плазмид. a BamHl-.вставок—8 г. п. о. 
Клетки, несущие рекомбинантные плазмиды с BamHl-неганкой, были 
чувствительны к тетрациклину вследствие ннсерционной инактивация 
let гена вектора pBR322.

Эти данные свидетельствуют о том, что рекомбинантные плазмидй 
содержат геи argE.

Трансформация клеток штамма Е. coli К-12 МА 105. дефектного, 
по гену argH, образцами как BamHl-, так в EcoRI-рекомбинантных 
плазмид также дает высокий выход Arg -колоний. Нискольку г.лы 
argE и arg’ll являются дистальными в опероне argECBH. можно заклю
чить, что в составе рекомбинантных плазмид отклбпирован весь кластер 
argECBH генов.

Для дальнейшей работы использовали одну из рекомбинантных 
плазмид, несущую BamHl-фра՛ мент размером 8.0 г. и. о. Эта плазмида, 
обозначенная как pALMl, имеет молекулярную длину 12,3 т. п. о.
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Рестрикционное картирование плазмиды pALMI. Рестрикционная 
карта рекомбинантной плазмиды pALMI построена на основания ана
лиза фрагментов, образующихся при расщеплении плазмидной ДНК 
различными ресгриктазамн в отдельности и в комбинации друг с другом.

Клонированный Bamlil-фрагмснт не содержит сайтов расщепле
ния для ферментов Xhol, Xmal, Кри I. EcoRI и PsH, но содержит I сайт 
для: BglH, по 2 сайга для Hind Hi и Sall и 4 5 сайтов для рестриктазы 
Pvull. Локализация сайтов расщепления ферментами Hindill. Sall л 
Bgill в геноме pALMI показана на рис. 1.

Рис. 1. Рестрикционные кпртц плазмид pALMI и рА!М2. Томкой линией 
обозначена Д1Н\ вектора pBR322, толстой—клиннрогмпнук B:։rnlII—фраг
мент хромосомы, пунктиром.—участки, делегированные и геноме рА1М2, 

Стрелками обозначено направление транскрипции геноа orgE »• argCBIi по [4j

Генерирование делеций в геноме pALMI. Для удобства последую
щей работы были получены делеционные мутанты плазмиды pALMI. 

[ Один из мутантов генерирован в результате расщепления плазмиды 
pALMI одновременно ростр нктаза.ми Bainlll и Hindill и отбором Arg* 
трансформантов в штамме Е. coli К-12 МЛ 102. Плазмидные ДНК, вы
деленные из нескольких десятков Arg* клонов, имели одинаковый мо
лекулярный вес и характеризовались утратой небольшого HindlH/ 
ВатНЬфрагмента (^О.Зт п. о.) вектора и Hindi! I/BamHI-фрагмента 
(—1.8 т. л. о.) исходной вставки (рис. 2). К тому же в геноме таких 
плазмид изменилась ориентация клонированной вставки. Рестрикци
онная карта одной из делециоиных плазмид, обозначенной pALM2, пред
ставлена на рис. 1.

Поскольку argE-плазмида pALM2 (как и все другие делеционные 
мутанты) сохраняют смежные BamHI/Hindl 11-фрагмент (4,0 т. п. о.) и 
Hindlll/Hindl! 1-фрагмент (1.8 т. п. о.), то HindIII-сайт, разделяющий 
зтн два фрагмента, расположен в гене argE. Следовательно, плазми
да pALM2 возникла либо в результате неполного расщепления по сай
гам Hindill генома pALMI, либо в результате лигирования двух ука
занных смежных фрагментов ДНК с восстановлением интактного гена 
.argE.

Возможно, ген argE инактивируется также в результате расщепле-

I
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ния рестриктазий Sall, гак как жизнеспособных VgE*’ трансформан
тов не удалось генерировать при одновременной обработке ДПК 
pALMl рестриктазамн BamHI/Sall.

Чтобы получить более протяженную делению с сохранением гони 
argE. ДНК плазмиды pALMl. неполностью расщепленную рестрикти-- 
зон Sau3A, персклокирояа.чн на векторе pBR322 но Bam HI-сайту,- В 
результате среди ArgE трансформантой обнаружено несколько деледк-1 
онных вариантов, сохранивших вставки различной мины. Самая ма*| 
ленькая из этих плазмид, обозначенная рАЕМЗ; имеет вставку разме
ром ~ 2,6 т. п. о.

По данным Бени с соавт. [1]. ожидаемый размер биполярного 
рана argECBH составляет около 5 г. п. <». Поскольку величина вставка 
з геноме рАЩЗ значительно меньше указанного размера, в нем не дол
жен присутствовать, ио крайней мерс, ген argil. Аналогично в Hindlll- 
фрагменте (1.8 г и. о.) плазмиды pALM2 нс могут присутствовать зсс- 
гены (/перона. Эти предположения подтверждаются результатами 
трансформации шдамма Е. coli К-12 МА 105 плазмидами pALM2 и 
р.ММЗ. В отличие м плазмиды pALMl эти деленной и ыс мутанты пе| 
лают Argil՜1՜ трансформантов.

Рек:;л(би1:а1 гные плазмиды pALMl и pALM2 сгабнлыю наследует-] 
ся в пи а ммс Е. coli К-12 МА 102 по прошествии более чем 20 генейв- 
пин. Все три плазмиды—pALMl. pALM2 и pALM.3- хзрактеризуютсй| 
сравнимой с вектором pBR322 копнйностьью. Кроме того, они амнлн- 
фицируются при инкубации клеток с хлорамфениколом. Следователь-- 

), у рекомбинантных плазмид pALMl, :»ALM2 и рАЕМЗ сохранены 
репликационные функции исходного вектора.

В экстракте клеток штамма Е. coli К-12 МА 102. несущего плазми-1 
ту pALM2, активность N-аиетилорнитин деацетилазы (продукт гена 
-rgE) приблизительно в 10'раз выше, чем в экстракте клеток проготроф- 
ного штамма Е. coli К-12. Имея в виду многокопийность плазмиды 
;՝ALM2. повышение активное ги М-ацетилориитин деацетилазы может 
быт։, объяснено «эффектом дозы гена».

В настоящее время изучается экспрессия генов argECBH оперона 
в условиях репрессии и дерепрессии и и разном цитоплазматическом 
окружении.

1 «аучно-нсследовательскнн технологический
институт аминокислот, г. Ереван Поступило I6.VJI 1981г.

Е coli К-12-1* +'1'11 H im 11 Uh argECBH Ш1Ш1. hl’ll'l. iHPinil'in’blM.S 
‘П1,и.0|ГЬ%ЪЬР1« IbbfZbhUJiU.i, й.ЬР1,ПМгПЬР’ЗПЬЪе

:. i. truss, ц. -I., гоанчшъ. ц. i.. truss. и՛, g uus‘i,iwusi‘?.u.u ц. u. uumsub

!’ршl/шhшg>[шд t> I. coli K.-/2-/։ argECBH Jnihlpuipup 1цпЪип(п-
ptittip pBR322 If in tip ft tfptu։

huindi/uid I, pALAll ицшгр!iif>4mp{iliylnib piupinf.i/pi pALMl
'tp k BaniHl 4шчп{шдр, npp и/u>pitthm//uni Z argECBH l(pl(1iuipLbit 
О и/ !> p nil f, рП(Пр уЬЪЬрр։
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Տարբեր ոհստրիկցխէն ֆերմենտների օգնությամբ ստացված են pALAV 
լ'{1ահ մ frrjfi գելեցխէն մու տ անտն հ ր, որոնց մոտ համենա յն դեպս պահպանված 
Լ ;irgE էքենըւ E. COll-/’ բջիջներում ռեկոմբինանտ պրսզմիգներր առաջացնում 
են բազմաթիվ պատճեններ, բնութադրվւււմ են ամպլիֆիկս՝ ցի ա յի ենթարկվելու 
(էպունակաթյամր ե կայունությամբ:

նկատված է ոգենի զողայի էէիեկո.՝<\ ըստ - ա ցե տ ի լօ րն ի թ ին զենացեաիլա~ 
•ր-օի (3!'gL զենի պրույսւ կտը ) ակտիվության ոե կաքբինան tn լզլազմիղր կրող 
£. coli շ սր ա մի I, բս ա ր ա կան ե բո ւմ :

PHYSICAL ANALYSIS OF RECOMBINANT PLASMIDS CARRYING 
ar^ECBH REGION OF THE CHROMOSOME OF ESCHERICHIA 

coli K—12
I. L. METT, A. V. KOCH1KYAN, A. I.. METT. M. 7. ASTVATSATURYAN.

V. A. SAK’ANYAN

ArgECBH genes oi E. coli K—12 have been cloned on the vector- 
pliRS'2'Լ Restriction map of (be pAI.M! recombinant plasmid, harbouring 
Il.imlH—fragment (8 kb) with whole bipolar operon ar p ECRH. has been 
constructed. Deletion mutants of pAL.Wi plasmid have been generated 
by different restriction enzymes. The mutant plasmids have retained at least 
argE gene. Recombinant plasmids are multicopy, atu pi if icable and stable 
in E. coli cells. The strains carrying recombinant plasmids have increased 
the activity of N-acetylornlthine deacetylase, coded by argE gene.
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МЕТОД БЫСТРОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ ПРОНИЦАЕМОСТИ 
ЛИПОСОМ ДЛЯ р-д-глюкозы

Ц М АВАКЯН. С. Я. АДАМЯН. Т. Г. АМБАРЦУМЯН, Ж. X ОГАНЕСЯН, 
Л. С. ПЕТРОСЯН. А. Л. СИМОНЯН, С. 111 ТАТИКЯН, Г. Э. ХАЧАТРЯН 

ключевые слова: липосома, иммобилизованный фермент, г.покоза.

В настоящее время в медицинских и биологических исследованиях 
интенсивно использую гея липосомы как для доставки веществ в ткани 
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организма. так и для моделирования различных свойств клетки [1, 2. 
3|. В связи с этим особое значение придается изучению их физико-хи
мических свойств, в частности, проницаемости липосомальной мем
браны.

Для тестирования проницаемости липосом выбрала глюкоза- вс-1 
шеегвс. играющее важную роль в метаболизме клеток. О к> «иниаемо?. 
егя липосомальной мембраны судили по прибыли глюкозы в наружном 
растворе, обуелп.нлеином ее выходом из липосом. Обычно химические I 
методы анализа глюкозы требуют довольно большой затраты времена 
и, возможно, оказывают плияние па мембраны клеток. Энзиматические 
мсгоды анализа требуют постоянного расхода высокоочишепных фер
ментов и кофакторов. О л их недостатков свободен метод определения 
1-.онпен.трзции глюкозы с использованием иммобилизованных фермой֊| 
тов. При определении проницаемости мембраны липосом для глюкозы! 
в данной работе впервые применена аналитическая система глюкозе-. 
метр, сконструированный в нашей лаборатории [1].

В основе рабогы гл юкоян .метра лежит реакция окисления глюкозы с помощью им
мобилизованной ла силикагеле глюкозодкендиЗы О концентрации глюкозы, окисляе-3 
мой глюкозоок<'пя;13он. судили но убыли кислорода, определяемой кислородным мем
бранным электродом. Измерения проводили в проточном реакторе • вигсснением. Не-: 
обходимую (кмотичносп. прог-кающего раствора создавали добавлением сахароз». < 
Результаты измерений регистрировали в цифровом виде с помощью глскгролного бло
ка. Время отклика глюкозиметрв—30 ՛ Для полуи инн липосом нс пользовали яич
ный леинтнп харьковского зплода Хим реактивов Исходная водно леццглповзи смосз 
состояла из 25 мг ле-инина ня I мл щисвцетатною буфера с 100 мМ -100 мг$| 
глюкозы и 10 мМ дсзоксихолатл натрия. Диспергирование проводили ультразвуком 
частотой 22 кГц с использованием трубчатого излучателя прибора УЗДН 1.

Наиболее удобным условием определения выходящего потока глю-.очы ил липосом 
.о данной методике было бы отсутствие глюкозы а наружном растворе. Однако'« 
процессе освобождения наружного раствора <>| глюкозы, например, мсгодом гсльфиль-. 
’опции, липосомы теряют ее, и к началу измерс-ннь выходящего погона истинная ко։։- 
центрлция :.тюкозы в липосомах окалывается щ-ианесгвой. Эго эитр.д'яс։ определе
ние комета: ты выхода глюкозы. Поэтому мы пошли по пути создания гргдяента кон- 
..ентраинн, напраелейного из липосом в наружную среду. Для этого раствор с липа- 
томами, содержащий -100 мг% глюкозы, разно .или соленым грцсоным буфером до 
50 мг^ глюкозы, а изоосмотичиость раствора создавали добзикой сах.чрблы. За ну
левую точку слсчетл времени принимали момент разведения раствора и через опреде
ленные временные интервалы вводили и проток пробу объемом 70 мкл. 1} качестве 
калиброночного раствора использовали солевой грнсовый буфер г '0 1 100 чг%
: люхозы.

Рассчитанный коэффициент проницаемости 3,5-10 ~им/с (сред
нее из -10 измерений) является несколько заниженным. гак как в та
кой поста нивке опыта. строго говоря. измеренный поток является раз
ностным; потоком, направленным внутрь липосом, можно пренебречь 
из-за сравнительно низкой наружной концентрации глюкозы. Введение 
поправки на утечку глюкозы из раствора в липосомы увеличивает рас
считанный коэффициент проницаемости всего па 0.12-10 14 м/с.

Хяалсяичные < пыты по определению потока глюкозы из липосом 
проводились на спектрофотометре энзиматическим методом [5]. позво
ляющим определять концентрацию глюкозы в растворе. Результаты



Шяосп»ю совпали с результатами. полученными с помощью глюкози- 
цетрз.

■ С помощью глюкознметра можно определить внутренний объем 
ВЛИпосом по количеству захваченной липосомами глюкозы. Для этого 

'••ерез проточный реактор пропускали нс нзоосмотнческнй раствор, а ди
стиллированную волу, что привозило к осмотическому шоку ЛИПОСОМ. 
Калибровочные кривые при кзоосмотическом сахарозном протоке и про- 

Иокг шетиллированной волы нс отличались яруг нт друга.
г Разиина между показаниями глюкознметра до осмотического нп»- 

м и после него соптаетс г.чуег количеству глюкозы, вышедшей из ли- 
Ирсрм Поделив количество глюкозы, вышедшей из ли носом в резуль
тате осмотического разрушения, на копнен грацию глюкозы в липосо
мах, которая известна, можно вычнелть объем липосом, который в и:։* 
шем случае составлял в среднем 10-15%

Описанный метол быстрого определения глюкозы может быть мо
дифицирован для определения проницаемости не только мембран липо- 
'Сом. но и проницаемости клеток в клеточной суспензии благодаря вы
сокой специфичности метода определения
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В работах Абндора. Аракеляна и яр. |1. 4] было показано, что про
бой бислойных липидных мембран (БЛАН в электрическом поле свя
зан с появлением и развитием дефектов типа сквозных гидрофильных 
пор. Рост этих пор. приводящий к разрушению БЛА\, связан с преоло- 
ленпем энергетического барьера (диффузионная сталия пробоя) Число 
стадий электрического пробоя БЛАА можно определи и. из зависимости, 
приведенной в работе [2]
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1
t= = M-s’nl rJ, (!)•

где t—среднее время жизни БЛМ, S—площадь БЛМ, гл—число ста
дий, дополни тельных к диффузионной и М—независимая от S констан
та. Зависимость (1) была использована нами ранее [3], причем было 
показано, что при относительно высоких потенциалах (500 и 600 мВ) 
пробой происходит в две стадии. Для выяснения природы второй ста
дии электрического пробоя БЛМ представлялось целесообразным ис
следовать влияние детергентов па число стадий пробоя.

/Иятерм.։ и методика. БЛМ формировали обычным способом из общих липндоэ 
мозга быка, растворенных а н-декане. Детергент добавляли как а омывающий мем
брану раствор (0.1 М К.чС1). так и в рабочий раствор липндз, нз которого формирова
лись мембраны. В качестне детергента использовал։։ додсцплсульфат натрия (ДДС , 
Ха). концентрация которого в растворе составляла 10-б, 10—'՛, 10—* и 10-3 .'А 
Измеряли t мембран, имеющих площадь черной част 0.64, 0,85. 1,32 и 2,41 мм'< Чи
сло стадий электрического пробоя определяли по углу наклона кривых lgt~lgS [3].

Результаты и обсуждение. Отметим вначале, что способ добавле
ния детергента практически не влиял на полученный результат; при 
концентрациях детергента 10“3М мембраны сформировать нс удавалось.

Рис. Закнснмщ :ь 1^1 <> 1”Я при потенциалах пробоя 300 и 500 ,мВ н при
сутствии ДДС \а. А—300 мВ; В—500 мВ. Цифрами I, 2. 3, I обозна
чены кривые, соответствующие контролю (0,1 М МаС1 и концентрациям 

ДДС №а 10 б. 10-5 и ю-։ М. соответственно.

Результаты работы представлены на рисунке, из которого виднф 
что наклон кривых при 300 мВ нс изменяется от концентрации детер
гента и равен 1,1; 1,0; 1,02 и 0,98. Поскольку число стадий не может 
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быть дробным, то 1£<р можно принять равным единице для всех 
четырех кривых. Это означает, что т = 0 и процесс определяется диф
фузионным барьером. Для кривых группы В ситуация иная. Наклон 
контрольной кривой соответствует двустадийному процессу, как и было 
показано в работе [3]. Однако в присутствии ДДС Ха наклон кривых 
изменяется, и пробой происходит в одну стадию как и при низких по- 
нчщиалах пробоя. Это означает, что пробой БЛМ в присутствии де- 
цргента при высоких потенциалах пробоя переходит из двустадийного 
в одностадийный процесс.

Присутствие ДДС Ха как бы «убирает» одну из стадий при элек
трическом пробое БЛМ (500 мВ), что может быть связано как с облег
чением рождения дефекта, так и с уменьшением высоты диффузионного 
барьера.
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Общепринятым методом лечения заболеваний, связанных с повы
шением концентрации свободного гистамина в плазме крови и тканевых 
жидкостях, является применение антигистаминных препаратов. Одна
ко есть основания полагать,'что некоторые особенности действия анти- 
гнегаминных препаратов обусловлены их способностью высвобождать 
гистамин [1, 2]. Предполагается также, что действие этих препаратов 
обусловлено изменением проницаемости клеточных мембран [3].

В связи с этим представляло интерес изучение влияния антигиста
минных препаратов на модельные мембраны, выявление возможности
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кх диффузии через нее и, в конечном итоге, сопоставление полученных 
результатов с данными об их гистам и нвысвобож лающей активности.

Материал и методика. В качестве антигистаминных препаратов использовали л։՛.- 
пр.тзии. аминазин, супрастин и димедрол и концентрациях оч 1Q—$ до П) ~3 М. Кро
ме того, в экспериментах использовали метиленовый синий в тех же концентрациях, 
хотя он и не обладает антигистаминной активностью, но является гистамнивысвобдж- 
дающим агентом и относи гея к ряду фснотиазиноаых производных, как, например, дк 
нразин и аминазин.

Измерения сопротивления проводили на бислойных мембранах, сформированных 
нт общих фосфолипидов мозга крупного рогатого скота по методу Мюллера [4]. з 
концентрашш 50 мг/.мл ь н-декзне. В качестве фоновых растворов электролит он нс- 
пользовали 0,1 М СаС12, 0.1 М KCI п 0,005 М MgCI2. Сопротивление бислбя во всех 
фоновых растворах составляло 1.0. 10-9 О.м-> ■ с.м—■*. Трансмембранное напряже
ние равнялось 50 мВ. Ошибка при измерениях была равна 15 20%.

Эксперименты по изучению трансмембранного переноса антигистаминных препара- 
н«» проводили путем фиксирования трансмембранного потенциала при 10-кратио.м гра
диенте концентраций исследуемого препарата и присутствии 0,005 М MgCI2 по обе 
стороны мембраны. Использовали фосфа г -ын буфер (pH 6.8) Вее исследования про
водили при температуре 22°.

Результаты и обсуждение. Результаты измерения сопротивления 
модельных мембран показали. что дипразнн, аминазин и метиленовый 
енни.й в концентрациях от 10~5 до 10 3 М являются модификаторам:: 
проводимости бислойных липидных мембран. При этом характерно, 
что стационарные значения модифицированной проводимости были 
практически недостижимы. Супрастин и димедрол вплоть до концент
рации 10 ՝3 М нс обладали указанным свойством.

Измерения трансмембранного потенциала показали (табл.), что 
10-кратный градиент концентраций ;цм]|разина, аминазина и метплеио-

'I а б л и ц а
Результаты измерений трансмембранного напряжения ни модельных мембранах при 

10-кратиом градиенте концентраций исследуемых соединений

Вещество
Концентрация ве
щества но одну 
сторону мембра

ны, М

Концентрация ве
щества по другую 
сторону мембра

ны, м

Т ра нс м с мбра н на я раз
ность потенциалов,

МВ

Дипразнн 6.2-10 1 6.2-10՜5 30
Аминазин 5.6-КГ4 5.6-КГ՜5 35
Метиленсшып синий 6.5-10-’ 6.5-10՜5 30
Супрастин 6.2-10 ’ 6.2-10՜5 —
Димедрол 6.8-1U՜4 6.8-10 5

«ого синею создаст разность потенциалов порядка 30—35 мВ. Поло
жительный заряд был на электроде, погруженном в раствор с более вы
сокой копии !грацией препарата. Супрастин и димедрол в*том же ин
тервале не вызывали изменений трансмембранного потенциала.

Дли изучения трансмембранного перекоса антигистаминных пре
паратов нами сп-. циальиэ были выбраны значения концентраций, при 
которых данные соединения вызывают высвобождение гистамина [I].

Учитывая высокую поверхностную активность производных фено



тиазинового ряда, а также практическую недостижимость стационар
ных значений проводимости, можно предположить, что данные соедипе- 
•нн понижают сопротивление мембран но механизму, характерному 

для поверхностно активных веществ.
Полученные результаты при 10-кратном градиенте концентраций 

•.•нидевмьствуют о том, что дипразин. аминазин и метиленовый синий 
юпффунднруют через мембрану, у то время как супрастин и димедрол 
рекам свойством не обладают.

Сопоставляя результаты проведенных исследований с литера тур- 
Пымн данными 11]. мы пришли к заключению, чти антигистаминные 
препараты, способные диффундировать через клеточные мембраны, яв
ляются гистамипвысвобождающнми агентами. Этим свойством, в част
ности. обладают соединения фенотиазинового ряда, представителями 
Которого являются дниразн.и и аминазин.
Сойгср радиобиологии М3 Армянской ССР Поступило 13,\11 1981
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ХХРАКТЕРИСТИКА НЕКОТОРЫХ МУТАНТНЫХ ФОРМ СОИ.
ИНДУЦИРОВАННЫХ РЕНТГЕНОВСКИМИ ДУМАМИ И

X11М И Ч ЕС К ИМ И Ч УТА ГЕНАМИ

МАП КУАН Г ВИНЬ, ФАП ФАП

Работа посвящена характеристике некоторых хозяйственно-ценных 
мутантов сои. индуцированных у двух местных сортов Северного Вьет
нама Кск-ч'. м и Куаиг-хоа рентгеновскими лучами в дозах 15. 18 и 20 
кР и химическими мутагенами Н.Ч.Ч, НДММ и ЭИ в концентрациях 
'.'.01 0.06 и 0,08% при экспозиции Г> часов. Мутанты выведены в М*. а 
подробному анализу подверглись в М, л Мб поколениях, полученных 
при двух посевах- весеннем и летне-осеннем.

Доказана возможность устранения ряда основных недостатков мест
ных сортов сои: ни. корослости. малобобовости, полегаемости, поздне
спелости. Создана богатая коллекция мутантных форм с улучшении։-
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мн ценными свойствами: иммунность, аысокоустойчнвость. высоко- 
адаптивность к неблагоприятным условиям региона возделывания. В 
работе приводятся данные предварительного производственного испы
тания некоторых ценных мутантов. Дальнейший целенаправленный 
отбор перечисленных мутантов позволит выделить для внедрения з 
сельскохозяйственное производство миогих районов Северного Вьетна
ма константные и хозяйствен подцепи ыё образны этой очень важной для 
страны культуры.

8 с., табл. I. бнблногр. 9 нлЗД.

Ереванский государственный университет.
кафедра генетики и цитологии Поступило 5.Х1 1984г.

Полный текст статьи депонирован в ВИНИТИ.

'Биолог. к. Армении», т. XXX'. III. Л: /. /РЛ’5»

ХРОНИКА

1 РЕСПУБЛИКАНСКАЯ КОНФЕРЕНЦИЯ НО ФИЗИКО- 
ТЕХНИЧЕСКОЙ БИОЛОГИИ И БИОТЕХНОЛОГИИ

Междуведомственным научно-техническим советом но проблемам физико-химяче? 
с кой биологии и биотехнологии при Президиуме АН АрмССР 12—13 декабря 1984 г. 
была организована I республиканская конференция по физико-химической биологии и 
биотехнологии, посвященная вопросам производства кормов, физиологически актив
ных соединений и пищевых продуктов.

Со вступительным словом конференцию открыл президент .Академии наук .Армян
ской ССР академик В. А. Амбарцумян, отмстивший достижения и перспективы фи
зико-химической биологии и биотехнологии и особое значение их для такой малозег 
мелъпой республики, как Армения. В республике создан известный научно-техниче
ский потенциал и заложены основы развития биотехнологических производств. Сегодня 
» Армении производятся аминокислоты, витамины, антибиотики, многовековые традиции 
имеют виноделие. пивоварение, сыроделие и т. д. Президент указал и.։ большую нау.чо- 
емкость биотехнологических производств, требующую ускоренного и опережающего 
развития научного потенциала в этой облает. Академик В. А. Амбарцумян с удоъле- 
творением отметил, что первая республиканская конференция посвящена таким важ
ным для Продовольственной программы СССР вопросам, как производство пищевых 
продуктов, кормов и физиологически активных соединений.

На пленарных заседаниях было заслушано девять докладов, отразивших тенден
цию п развитии различных областей биотехнологии. На конференции было представ
лено также около двадцати стендовых сообщений.

Наибольшее число работ, как и следовало ожидать, касалось вопросоа кормопро
изводства. Этой теме была посвящена половина заслушанных пленарных докладов.

В докладе Э. Г. Афрпкяна («Современное состояние проблемы микробиологиче
ского производства кормового белка») были обобщены состояние и nejicncKinubi ра
бе-.՛ по получению кормовых и пищевых продуктов прежде всего на возобновляемом 
сырье. Дано обоснование организации в Армении производства белка одноклеточных 
в целях обогащения растительных кормов. Особое место в дохл.-де было уделено вон- 
росам получения белкОво-внтаминных концентратов с использованием фотосинтезиру
ющих микроорганизмов и метанового брожения. Во второй части доклада рзссматрн-
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>й.кн вопрос о возможности обогащения крахмалистых продукт՛՜-, белком амнлолн- 
ii։wc.-..|։x дрожжей с получением белково-иитамнниых кормовых добаиок, применение 
которых и ппшеводстце показало их высокую эффективность.

В докладе М. Г. Оганесяна («Технологическая стратегия сб стшснрованного кор- 
иопронзводствах) рассматривалась совокупность технологических процессов, от кото
рых .шисцт количество и качество производимых растительных кормов: селекции и 
»хм‘.։вояодство, агротехника, переработка и хранение кормов, и. наконец, технология 
4клрмливашт животных. В докладе указывалась области наиболее эффективного нс- 
иильэовання биотехнологических подходов, в частности, селекиня терновых культур :■։ 
кормовых растений. Особенно детально были обсуждены проблемы биологического 

'.'.чин кормов, я том числе техноло։ня прямого микробиологического обогащении 
।дрожжевание, силосование) и методы балансирования кормов с использованием га
тх продуктов микробного синтеза, как белки, аминокислоты, вптпмнпы. ферменты в др

В докладе Б. П. Авакяна («Рациональная биотехнология переработки oi.xo.ioit 
хг|Н»|1ромышлепкого комплекса для использования белковых продуктов в животнойол- 
ггве>) обсуждался вопрос о макепмальном пспользовгнип отходов агропромышленно
го комплекса в качестве вторичного сырья для кормопроизводства. С. ^той точки тре
пня была дана оценка отходам вино։радирства, мниоделня, овощеводе։ни, переработки 
плодов и др.

В докладе В. А. Петросян:։ в соавторстве с Г. А. Чухяджяиом и С. С. Манве.тн- 
||пя («Стабилизация некоторых биологически активных веществ в травяной муке») 
рнкматрнвался вопрос сохранения биологически активных веществ в кормах и. а част
ности, возможность применения химических препаратов в этих целях.

Вопросам кормопроизводства и кОрмопогреблення был посяйщсн п ряд стендо
вых сообщений; Так. в сообщениях А. М. Караджяна и А. Ч. Чнркиняна, и также 
Ф Р. Аракеляна были рассмотрены физиологические, биохимические в. пнщеавритель- 
ные особенности у жвачных я сельскохозяйственных пищ при использов лнш природ 
пых соединений (цеолитов, бентонитов).

В докладе В. .4, Даяна и ряде стендовых сообщений обед ждались вопросы микро- 
бнологического производства продуктов дли обогащения кормов. В. AL Данном пред
ставлены материалы о развитии микробиологической пауки и промышленности и наше.՜։ 
республике за последние 15 лет, состоянии и перспективах ратин։ня этой отрасли, 
<1хлрлхтернзе8янз выпускаемая ею продукция. В серим стспдо:ш сообщении Е А 
Арзуманова, А. О Арманджя:։ и М Г Оганесяна. В. А Саквияпа, В, А. Унпняна с 
соаэт. рассмотрены вопросы селекции штаммов-продуцентов и технологии .микробно- 
логического производства лизина и других аминокислот.

Два пленарных доклада были посвящены методам биологического удобрения почв 
И Зашиты растений от вредителей сельскохозяйственных культур. В пжладе .A It. 
Налбандяна («Состояние я перспективы получения и применения бакюриальных улоб- 
речнн и Армянской ССР») была показана эффекпишость бактериальною у юбреиия 
нитрагина и рассмотрены вопросы получения новых форм этого препарпга :։ перспекти
вы организации его произвола за в нашей республике.

В докладе Г. X. Азаряна («Результаты полевых целы гании синтезированных ИОХ 
АН АрмССР образцов феромона гроздевой листовертки и перспективы их произзрд- 
етвениого применения») были представлены данные о производственных испытаниях 
феромонов гроздевой листовертки, синтезированных в Институте органической химии 
АН АрмССР (группа ученых Меликян Г. Г.. .Атанесян К. А., Бадалян III О—՛ 
своем стендовом сообщении представила данные о синтезе феромонов). Испытания 
показали высокую эффективность синтетических феромонов и :-:х безвредность для че
ловека и животных.

В другой группе докладов быди приведены данные о производстве растении для 
пищевых, медицинских и технических нолей. Особо следует отметить работы, прел- 
ставленные вкстигутамк ботаники и агрохимических проблем н гидропоники АН 
АрмССР.

Группа авторов (Денисова II. П.. Чзрчоглян А. А.. Петрищев II. И. Сзядяи 
X. С.) в докладе «Культура высших грибов—перспективный продуцент препаратов 
медицинского назначения и пищевого белка» рассматривает возможность ортзииза- 
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дни безотходного промышленного производства некоторых съедобных грибов, «ияе« 
.тин которых используется в пищевых г. кормовых целях, а культуральная жклкосш 
служит источником получения ферментов с тромболитической активностью.

В серин интересных сообщений (С. X. Мдйранстян, Э. Д, Саркисян, М. К, Вон 
гаиян, М Л Бабаьханяи) описаны технологически։ процессы получения лекаретишину 
эфиромасличных культур и хны гидропоническим способом. Разработанные чел|И»ла. 
гнческие процессы отличаются малой трудоемкостью, высокой эффективностью в дмМ 
т ысококачествеяиос сырье для пищевой, фармацевтической, парфюмерной и мясо-у.о- 
лочной промышленности.

Группа сообщений касалась вопросов применения молочнокислых бактерий в ризе 
личных отраслях народного хозяйства Было показано, в частности, стимулирующее 
влияние некоторых биополимеров на молочнокислые бактерии (С. Н. Ай рапе га». Я 
с'авт.}, использование концентратов этих бактерий в сыроделии, ветеринарии, медина-.! 
не, при силосовании кормов (3. X. Дилвнян ։: Р. С. Курдоян), возможность замела 1 
дорогостоящего сычужного фермента дешевым и эффективным препаратом микроба 
ноги происхождения (Дж. Т. Магзкьяи с солит.։.

В пленарном докладе А. Лк. Самвеляна («Хересоь.тние вина и непрерывном пото
ке с применением дубовых клепок и лвтолизатои трожжеЛ») описана высокопроизво
дительная технология получения хересных вин с высокими органолептическими харак
теристиками поточным методом с использованием дрожжевых эптолизптов {в том чне՛ 
ле осадков старых хересов) и дубовых клепок взамен дубовых бочек.

В двух сообщениях были представлены данные об антиагрегационной активносга 
более 50 флавоноидов, выделенных из различных растений (Э. А Амроян, А. Г. ПШ№ 
енв, Э. С. Габриэлян) и способе получения самоклеющихся бнолеструктнруюшихс։ 1 
полимерных двухслойных пленок, обладающих направленным фармакологическим дей
ствием, на основе аитнбяотнксш стрептомицина, лннкохпшина, мечюмяцннз н тетрацик
лина (Г. А. Чухдджян, Ф. А. Саркисян, С. А. Карапетян, Э. С. Габриэлян).

Интересное сообщение об электродах на основе иммобилизированных ферментов՛ 
было представлено группой авторов из Ереванского физического пнеттуга (А Л. Си
монян с соавт.), С. Ш. Тер-Казарьян представил материалы о систематизации микро-.
организмов, которая может облегчить поиски культур-микроорганизмов для биотехно
логических нужд, а А. Ананян—об использовании методов афипной хроматографии 
для выделения ферментов.

Оценивая работу первой республиканской конференции, с удовлетворением можно 
отметить широту охвата проблем био технологии и тесную связь проводимых исследова
ний с народнохозяйственными проблемами. А сам флм проведения конференции сви
детельствует о том. что з республике создав определенный штучный и производственный 
потенциал п области биотехнологии.

М. Г. ОГАНЕСЯН.

д'՛”-֊ '։ . .
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