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ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ НЕОРГАНИЧЕСКИХ КАТИОНОВ
С БИСЛОЯМИ. СОДЕРЖАЩИМИ ГАНГЛИОЗИДЫ

//. С. МАТ ИН-ЯН. Г. Б. МЕЛИКЯН, В Б. АРАКЕЛЯН. Д. А1. АВАКЯН, 
С Л КОЧАРОВ. О Л МНЛ/КОЯН

Ереванский физический институт ГКАЭ СССР. Институт гонкой органической .химии 
им А. .1 Мнджоякз .АН .Армянской ССР. Ереван

Аннотация Исследовано взаимодействие нунон К , Na՛, Са՜1 и Mg2* с 
бислоями из фосфатиднлхолпиз, содержащими около б мольных % ган
глиозидов GMJ, GD1j, (iTJb мозга человека. Двухвалентные катионы 
Са * и Mg21 адсорбируются одинаково и сильнее, чем одновалентные 

К ■՛ и Na . Зависимости Дер (Ige) дл ; каждой пары исследованных ка- 
Iиопин практически совпадают. Обнаружено, чгс. несмотря на различное 
число зарядов о молекулах разных ганглиозидов, чог.телнйе взаимодей
ствуют со всеми перечисленными катионами в равной мере.

Ա|!|> >nui։j|։։li - տ Ь տաղոսրված Լ К ՛, N3 . Ci'՜ Հ աղսորբցիան в dnj.
տոկՕ4 ղանղլիողիղ պարուրակող Одц, G։ Gjlb 1 Լ1/Ւտ{'',,Ւ է՛աղանթ- 

ների վրա՝, Ca* ՝. Mg* աղսորրյյիոն ոէն ակու (J յոէննե ր ը հավասար են իրար 
!։ ավե(ի JLA են, րան К , Ха ղեպրոլմ՝, Տարրեր ղ անղչիողիղներր ։ չնայած 
տարրեր քանակության (իտր^րի, էյօւցաղրոէմ են նույնանման փ ոի, ա ղղե 1քՈ։ ֊ 
թյռն վերոհիշյալ իոնների հետ՝.

Abstract — The interaction of inorganic callous K՜*, Na', Ca ՜ ‘ and Mg7"՜ 
will։ ibe phosphatidylcholine bilayeis containing 6 :tio! pet cent of gang- 
llozldes fiom human brain GM։. Gn-.,, GT։b was investigated. Bivalent 

cations Ca?> and Mg՜՜ adsorb on ganglhwdvs :deni;ca)ly, but stronger 
than monovalent K* and Na having the same binding constant. It was 
shown that gangHozidcs GD3j ։֊,rj Qr;b interact with all investigated ca
tions likewise the G4J.

Климам, c.wsa: (ivcMuHbie .iu/шднЫе .мембраны, ганглиозном моз^а. ад/.опция 
ионов.

Ганглиозиды являются важными лнниднымн компонентам։։ биологиче
ских мембран Одной из основных функций ганглиозидов на поверхно
сти клетки считается рецепторная функция, которая связана с поляр
ной углеводной головкой молекулы ганглиозида. Так, известно, что 
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они связывают целый ряд физиологически активных веществ: бактери
альные токсины, вирусы, гормоны, лектины и др. [6]. В литературе вы
сказывалось также предположение, что взаимодействие ганглиозидов 
ионами Са5+ приводит к передаче нервного импульса но синапсам (12}

Очевидно, что детальное исследование адсорбции даже простых не 
органических ионов, обычно присутствующих во внутри- и внеклеточной 
среде, существенно расширит понимание сложных физиологических про
цессов, протекающих на поверхности биомембран, Такого рода иссле
дования на бномембранах в настоящее время невозможны. Это дикту
ет необходимость использования модельных систем.

Многие авторы изучали взаимодействие ионов Сгг ганглиозида
ми на различных модельных системах: монослоях [9]. мицеллах [7|, 
липосомах [10] и плоских липидных бислоях [14]. Однако полной 
ясности в вопросе связывания ионов кальция ганглиозидами пока нет. 
Имеется существенный разброс в значениях констант связывания, при 
водимых различными авторами [7. 9, 10]. Еще хуже изучено взак.мо 
действие ганглиозидоз с нонами К , Мд2'.

Нами исследовано взаимодействие бнелойных липидных мембран 
1Б.ТМ1, приготовлю :։». х из смеси фосфатидплхолпна (ФХ) с индивиду

альными ганглпози а:.-.-. (Ояр Оо| , ОТ։Н) мозга человека, с неоргани
ческими катионами, представляющими биологический интерес (И՜, 
К , Из', Са!֊, Мд2’).

Материал и методика Для формирования мембран использовали яичный ФХ и 
различные ганглиозиды мозга человека—г*0м* ^т»ь •—выделенные ш. описан
ному метолу [13] Контроль чистоты фосфолипидов и ганглидещ՛ »в проводили мети- 

м тонкослойно»։ чримг и «графин [4]. Вес исследоианпые липиды были хромагог^з- 
фическн однородными пешестбами.

В качестве раствори гелей для мембране образующих смесез ясполъ-.озплп перегнан
ные хлороформ и декаи Высушенную под вакуумом смесь ФХ с ганглиозидом (ок 
л । ։• мольных ганглиозида) сначала растворяли в՜ небольшом количестве хлор 
форм; , а затем юбввляля (скан при слабом нагревании (^40°С) к ։ечснне иескола 
и» ՛. минут до полного удаления хлороформ^. Кониси грация суммарных липидов н 
мембранообразу «ошей смеси составляла 20 мг/ыл. Мембраны формировали в 10 зА’ 
растворе КС; нанесением капли мембранообразукицего раствора из отверстие ( ~ 1 м-.ч 
и перегородке двухкамерной тефлоновой ячейки (объемом Ю мл).

Удельные проводимость и емкость мембран определяли по методу, описанному п 
[8]. Изменение гранично:> потенциала в зависимости от состава среды измеряли дву
мя методами: потснцнодниамичсскнм [I] и методом индуцированной нонактином 
кал» ■ вой проводимости [И]. При измерениях потенцнодннамнчесьим методом pH и 
концентрации _•.:«.<<чролии>а КХО3, .Ха\О3. Са,Х()3)2, Мд1.ХО3)2 изменяли на одни.', 
стороне мембраны введением а ячейку небольших количеств соогит .стзующнх концент
рированных растворов. При измерениях методом индуцированной нонактином калие
вой проводимости в оба отделения ячейки добавляли мокактнн в концентрации 
125.10 ~бМ И мепемие граничного потенциала рассчитывали по формуле

2,зкт_1
’ Е д СзЮ։).

где -проводимость Б.ПА\ в фоновом электролизе, остальные константы имеют свое 
обычное значение

При определении изоэлектрических точек и потенциалов пулевого заряда исполь
зовали подход, описанный в Г2 |.
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Растворы готовили на днстиллировзнной (или бндпстяллированной) иоде из реах.- 
;нвов марки <хч». pH растворив поддерживали около 6,8*- 0,2 введением небольших 
количеств КОН. В одинаковых условиях результаты экспериментов, полученные ври 
ис11ол։>зовйиий дистиллированной н бндистнллнрованнон воды, совпадали. Для устра՝֊ 
гения примесей многозарядных ионов и растворе фонового электролита в ячейку вво
дили 10 ~**М ЭДТА Ячейку термостатировали при 30°.

Результаты и обсуждение. Вес исследованные ганглиозиды в сме* 
си с ФХ образуют достаточно устойчивые мембраны. Удельное сопро
тивление таких мембран ниже, чем у бислоев из чистого ФХ, и состав
ляет 10?—2-10' Ом-см2, удельная емкость 0,32 мкФ/см2, натяжение 
0,6 дил/'см Емкость и проводимость БЛМ практически не меняются' 
при замене блп на От» или Опь. Известно, что ганглиозиды в от
лично от фосфолипидов достаточно хорошо растворяются в воде. По
этому были проведены контрольные эксперименты. позволяющие оце
нить возможность выхода ганглиозидов в водный раствор. Для этого 
измеряли поверхностный потенциал БЛМ в ячейках разного объема 
(10 и 1,5 мл), так как выход ганглиозидов в раствор должен сопровож
даться уменьшением поверхностного потенциала, зависящим от объема 
водной фазы. Однако поверхностные потенциалы БЛМ в обоих случа
ях были одинаковы и не изменялись в течение 1,5 ч.

Собственный потенциал бнелоев, измеренный методом индуциро
ванной проводимости, составил 70 75 мВ независимо от тина ганглио
зида. При определении собственного потенциала мембран по мете 
«очки нулевого заряда [2] значения его получаются выше 90—100 мВ 
ио практически нс зависят от типа ганглиозида.

Рис. 1з). Экспериментальные зависимости 
А<р (pH) лтя мембран, содержащих 6 моль
ных % ОМ1 (Л). 6 мольных % 601, (■) и 
4,3 мольных % и.11Ь (ф). 6). Определение 
изоэлектрических точек указанных БЛИ 
при нейтрализации протонами. (Значении 
символов те же. что и на рис. 1л). Рззброс 
значении Д(| н различных зкеперименгах 

невелик и не превышаем 2 3 мВ.

На рис. 1 приведены-экспериментальные зависимости Д<р (pH) для 
исследованных бнелоев (рис. 1а) и изоэлектрические точки мембран то
го же состава при нейтрализации ионами Н + (рис. 16). Как видно, 
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изоэлектрическая точка мембран, содержащих 6 мольных % ганглиози
дов, соответствует р! 1—3,2 3,4, что достаточно хорошо сояпадает со 
значением. 'полученным для БЛМ из смеси 95% ФХ 4-5% фосфатидил - 
серина, содержащего, как и ганглиозиды, карбоксильную группу [3| 
Следовательно, можно считать, что течение рК карбоксильной группы 
ганглиозида равно —2.2, как и значение рК фосфатидклссрнна [5]

Рис. 2. Ряс. 3.
I'l’.C. 2 л). Ал Alp՛j ич ; 3 бнслочх. содерж;։иИ1Ч Gv։. HQHOH C.T" (▼) Mg՜ (ф),

К (■>’> N i (A,). ՛). i.npj i.e.-etric и i > метрических точек БЛМ. см.т.-ржл- 
щ։՛. GMJ. при иеитрадилл'дии поилмп ։..։** (▼) и Mg*1 (ф; По осн абсцисс о;- 

ложеи десятичны:։ юсаркфм конце»«раций соответствующих ионов.
Рис. За). АлсопСция ионон Сд՜' hj Gd), (ф>, GT։b (А) нойон Mg՞' на GOJ| 

(■)- б)՛ Определение из-՛ •леюричсскчх ։<>чек БЛ.М при нейгралнздцш! и нами 
Са“ ^ di. • ~ ^~:i3 ՝* в) Адсорбция однозарядных
катионов ид бислоях. содержащих GD1 (ф К . Д — Ха 1 ). и на мембранах.

содержащих G1։l,(А — К*. И — X՛» ).

На рис 2 приведены зависимости разности граничного потенциала 
от концентрации ионов К’, Х'а , Са2 и М§2+иа бнелоях. содержащих 
GV։I, полученные потенанодинамическим методом. Тс же значения по
лучены при измерениях методом индуцированной ионактпиом калиевой 
проводимости (данные не приводятся).

На рис 3 показаны аналогичные тавкспмостн для В.ЧМ, содержа
щих 5 мольных % GOL1 (рис. 3 а) и 4,3 мольных % GT?b (рис. 3 6). 
Очевидно, что адсорбционная активность всех исследованных ганглио
зидов практически одинакова.

По точкам пересечения кривой \<р (Ige) с осью абсцисс на рисун
ках 26 и 36 можщ о -енить константы связывания двухвалентных ка- 
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ткопов [2]. Значения этих констант для разных ганглиозидов лежат в 
интервале 10*—Ю4 М՜’ . Поскольку ноны Са2՜1՜ начинают вытеснять 
ноны К4 и Мз+ при концентрациях, на 3 порядка меньших, чем кон
центрации одновалентных катионов, константы связывания для послед
них могут быть оценены как I ЮМ 1 . Полученные значения констант 
практически совпадают с константами связывания соответствующих 
ионов с фосфатидил серином [2].

Отметим, что в работе [10] получены значения константы связы
вания ионов Са-'+ в интервале 0֊ i00 М ■ ’ . что заметно ниже приводи 
мых в нашей статье величин. Причину расхождения, вероятно, следует 
искать в различиях модельных систем, на которых получены указанные 
данные, а также в условиях проведения эксперимента.

Очевидно, что полного понимания механизма взаимодействия ган
глиозидов с неорганическими ионами можно достичь, лишь продолжив 
исследования в этом направлении и разработав адекватную теорию ад
сорбции ионов на ганглиозидах, позволяющую уточнить значения кон
стант связывания и степень удаленности заряда ганглиозидной головки 
от поверхности бислоя.
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ЗАВИСИМОСТЬ ВЯЗКОУПРУГИХ свойств ПЛЕНОК 
ДНК ОТ ГИДРАТАЦИИ

С. Г ГЕВОРКЯН. Э. Э. ХУДАВЕРДЯН

Ереванский физически»'։ институт ГКАЭ, Ереванский государственный университет

Аннотация — Мнкрометодом Морозова были измерены динамический мо
дуль Юнга ։։ логарифмический декремент затухания аморфных пленок 
ДНК тимуса теленка н селезенки крупного рогатого скота в зависимости 
от гидратации при է -25°. Показано, что модуль Юнга влажных пленок 
ДНК (Е=0.02—.0.025 Гн/и2) с уменьшением гидратации сильно увеличи
вается и достигает значений Е- 0.5—0,7 Ги/м2. Зависимость Е от гидрата
ции носит сложный немонотонны»'» характер, что. вероятно, является выра
жением внутримолекулярных конформационных изменений ДНК.

Անոտացիա /Г «риг, л»//. մեթոգով չափվեք են հորթի նշաձև գեղձից և խոշոր
եղշերավոր տնասունների փայծագից անքասւվաձ ԴՆթ-ի ամորֆ թաղանթների Տունգի 
մոգու/ր I- մարման լոգարիթմական գեկրեմենտր՝ կախված հիղրատագիայից —25°: 
Յոււց ( տրվեի, որ խոնավ թաղանթների Տունգի մոգոպր ("E 0,0i — ՜՛ .ՕՀեԳն մ^ի ւ 
յրի րսէնս/կության նվագման Հետ աճում I. (£.=0,5~ 0,7 Գն/մ^)ւ E-/' կախումը 
հիգրաաացիալիր ունի րարգ, ոչ միօրինակ բնույթ, ինչն Լք. Հավանաբար, հանգի- 
սանում I, Դն^-ի ներմուեկուչյսւր կոնֆորմացիէւն փոփոխությունների արտահայ- 
տութ յուէ՚րւ

Abstract — Dynamical Young's modulus and logarithmic decrement 01 
amorphous membranes of calf tlmus and cattle spleen DNA were studied 
by Morozov method at different hydration levels at the temperature 
t = 25\ Decrease of the hydration of highly hydrated membranes 
(E = 0.02 • • 0.025 Gn in2) was shown to cause an increase In the Young's 
modulus (I-=0.5-1 0.7 Oti/nP). Dependence of E upon hydration had 
complicated not monotonous character, which was the expression of It.lra- 
molecular conformativ».՛ changes of DNA.

Ключевые слова аморфные, пленка ДНК, гидратация. динамический модуль Юнга, 
гогирифмпческай декремент затухания, конформация

Одна из важных проблем физики биополимеров—это проблема изуче
ния жесткости ДНК. Для количественного понимания макроскопиче
ских свойств ДНК, се укладки в хромосомах и вирусных частицах, 
свойств кольцевых замкнутых и субспиральных ДНК этот параметр 
имеет важное значение [2, 13] Изучению этой проблемы был посвя- 

ряд экспериментальных [7, 8J и теоретических работ [3. 5, С]. При 
ра четах жесткости ДНК, основанных па экспериментальных данных, 
используют модель жестком палочки, и соответственно возникает про
блема персистентной длины. Насколько оправдан такой подход, об- 
суи '.ается в обзоре [2]. Во всех экспериментальных работах, о кото
рых шла речь, изучались механические свойства ДНК. в растворе, и они 
в основном относятся к одной из конформаций ДНК—В-форме Из
вестно также, что в твердой фазе (пленки, ориентированные нитн, кри
сталлы), в зависимости от внешних условий (гидратации, температуры), 
ДНК может находиться в различных конформационных состояниях [10].
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Настоящая работа посвящена изучению жесткости аморфных пле 
нок ДНК в зависимости от гидратации.

Материи.։ и .методики. Метод измерения динамического модуля Юнга (Е) н лог
арифмического декремента затухания (0) биополимеров в твердой фазе (микрометод 
Морозова) детально описан [1, 9]. Он основан на анализе резонансных поперечных 
хилсб.'пшй консольно закрепленных пластинок

Изучали ДНК тимуса теленка и селезенки крупного рогатого скота, содержащие 
\пС1 по весу. Пленки готовили медленным высушиванием модного насыщен

ного раствора ДНК на подложке из полиметилметакря.татв (оргстекло) при темпера
туре 1-4-10°.

Ориентацию пленок проверяли в поляризационном микроскопе МБИ֊15У. 4. 2. Изу- 
млн пленки ихлщпиой 5-4-20 мкм, из которых вырезали тласгннкн прямоугольной фор
мы длиной 0,-5-~.2,0 и шириной 0.05-Д-0.1 мм Очносрггльичю вЛЗ&НОСТь (А%) в .ка
мере поддерживали оастворамн СаС12 (от 32 до 97%). Более низкие влажности (10 
я 15%) поддерживали насыщенными растворами 1_։С1 и ЛпС!,.

Результаты и обсуждение. На рис. 1 показана зависимость модуля 
Юнга и логарифмического декремента затухания аморфной пленки ДНК 
тимуса теленка от относительной влажности при температуре 25° при

' нс. 1. Зависимость модуля Юнга Е (—֊> 
логарифмического декременга затухания

_.'•՛(-* О—О—) пленки ДНК тимуса те
ленка от относите л-ной влажности А%.

А = 95%. Е=0,02 Гн/м2. Для сравнения отметим, что для аморфных 
пленок белков ври той же относительной влажности Е=1 Гн/м2 [9], 
т. е. на 2 порядка больше, чем у ДПК. Как видно из рис. 1, с умень
шением относительной влажности, что приводит к уменьшению гидрата
ции, происходит существенное увеличение модуля Юнга. Это увели
чение происходит через ряд переходов—в области, где Е выходит на 
плато. По литературным данным, в твердой фазе при А^90% наблю
дается В-форма. а при А^75%—А-форма ДНК [10]. Из рис. I видно, 
что между В- и А-формзми при А — 70% существует промежуточное 
состояние. Вероятно, В—А переход происходит не плавно. При 
6б% функции Г. (А) и О (А) имеют ряд особенностей, что. вероятно, со
ответствует внутрисемснственны.м переходам. Такая картина Наблю
далась во всех образцах (8 экспериментов), проверенных памп.

Логарифмический декремент затухания, который характеризует 
внутреннее трение в образце, в местах этих переходов имеет ярко выра
женные экстремумы.

Была исследована также зависимость Е в 0 от относительной вл; ч- 
пости пленок ДНК селезенки крупного рогатого скота (рнс. 2). Ви .но. 
что в .этих образцах также наблюдается сильное увеличение жесткости 
с уменьшением гидратации. Несмотря из то, что при высокой влажпо-
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сти (А^90%) эти пленки несколько мягче предыдущих, при низких 
влажностях (А<30%) они становятся более жесткими. Характер не
монотонного пове сепия этих образцов несколько отличается от таково
го предыдущих. Это указывает на то. что механические свойства чув
ствительны не только к внутримолекулярным перестройкам в макрооб- 
разцс, по и к различиям между разными ДНК

Рис 2. рис 3
Рис. 2. Пленка ДНК селезенки крупного рогатою скота-#֊ 9 модуль 

Юнга Е. О О— -ия.-прафмн'кчкий декрсмег.՛: затухания I).
Рис. 3. Пленка ДНК селезенки крупного рогатого скота обратимость из
менений модуля Юнга Е # # дегидратация. О —О—с гидратация.

Была проверена обратимость процесса дегидратации (рис. 3) При 
обратном ходе эксперимента Iгидратация) наблюдается гистерезис—Е 
больше, чем при дегидратации. Однако все особенности прямого хода 
повторяются с большой точностью.

В литературе [4. 11] имеются данные о вязкоупругих свойствах 
плеиок ДНК. Авторы работы [4] измеряли скорость распространения 
звука и модуль Юнга при А=92; 75; 0%. Следует отметить, что плен- 
• ՛ ДНК характеризуются большими значениями внутреннего трения, 
г с. большой вязкостью. Механические свойства таких систем прояв
ляют сильную .зависимость от частоты внешних сил возмущения. Веро
ятно. по этой причине в работе |4] приводятся весьма большие значе
ния модуля Юнга—19,4 н 4,6 Гн/м2 при А —92 и 75% соответственно. 
Такими значениями Е характеризуются оргстекла.

Таким образом, механические свойства пленок ДНК зависят от гид
ратации. Модуль Юнга пленок при Л = 95% имеет значение, равное 
0,024-0,025, а при А-75% 0,44-0,5 Гн/м2. Механические свойства 
'•՛. ./твнтельпы к внутримолекулярным перестройкам
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АДСОРБЦИЯ ИОНОВ НА ПОВЕРХНОСТИ ЛИПОСОМ 
ИЗ ФОСФАТИДИЛХОЛИНА

С. А. ТАТ УЛ ЯН

Институт цитологии ЛИ СССР. Ленинград

Аннотация—Метолом микроэлектрофореза исследована адсорбции ка 
тонов щелочноземельных металлов и некоторых анионов на поверхности 
мультнламеллярных липосом и.։ яичного фосфатнднлхолина и адсорбция 
ионов кальция на липосомах из днмиристонл- и днпальмнтоилфосфаткдил- 
холина. Результаты описаны в рамках теории Гун-Штерна. Определены 
константы связывания покоя с поверхностью липосом и число мест связы
вания на единицу (площади.

ԱէւՈէոացիսւ — Մ րկրոԼւհկարտֆորեդի մեթոդով ուսումնասիրված Լ լպկէպի ահ ո դա
յին մետաղնհրի կատիոնների և որոչ անիոնների սյդսււրրցիան ձվի ֆոււֆատիդիւխո- 
էինք մա րոի/ամ եյյսւր {իւդոսոմէ՚երի մակերեսի վրա և կալիումի իոնների աղսորր- 
ւյիան դիմիրիստրւի/■ ե դիպտւմիտոի/ֆոսֆաւոիդիւի/ուինի /իս{ոււոմների վրար 
Արդյսւնրներր նկարադրված են Գուի-Շաերնի տեսության շրջանակներում ւ Որոշ
ված են յիսյոսոմների մակերեսի հետ իոնների միարյման և միավոր մակերեսի 
վրա միարման տեդերի թվի հաստատ ուններր г

Abstract — Binding of alkaline-earth metal rations and some anions to 
egg phosphatidylcholine liposomes, as well as binding ol calcium ions to 
dimyrisi iylphosphslidylcholine and dipalmitoyl phosphatidylcholine lipo
somes l< studied by microelectrophoresis. Binding constant.- and surface 
densities of binding sites are determiner! tor several cations and anions 
with the help of Gouy—Stern theory.

Ключевые слова: липосома адсорбция ионов, поверхностный потенциал

В последнее время интенсивно исследуется адсорбция неорганических 
коков на. бнелонных липидных мембранах, являющихся моделями кле
точных мембран it представляющих в этом отношении значительный ин
терес. При этом .чмеет место существенное расхождение в параметрах 
адсорбции ионов, определенных разными авторами. Так, кажущаяся 
константа связывания (К, ) ионов Са2 + с фосфатными группами фос
фатидил холина (ФХ), определенная с помощью монослойноп техники, 
составила 6,4 105 М"։ [18] и 3,4• 10- 51 1 [12]. Величина Кд, харак
теризующая связывание Сг '*՜ с моно- и бислоями из яичного ФХ, соста
вила 28,6 М ՜։ [16] и 10 30 М 1 [ 10]. В то же время имеются сооб
щения о том. что ионы Са2‘ не связываются с монослоями из ФХ [9]. 

Установленные разными методами величины KA։<-J? для мембран
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из днпальмитоллфбсфатиднлхолика (ДПФХ) составляют от 19 до 
3-103 М[1, 21].

Данных по адсорбции анионов на липидных мембранах в соврё,мер
ной литературе крайне мало. Настоящая работа была предпринята с 
целью установления констант связывания и поверхностной плотности 
мест связывания ряда катионов и анионов с липосомами из разных ФХ.

Использовали яичный ФХ. выделенный хроматографкческп из яичного лецитин.». 
1 спускаемого Харьковским заводом по производству бактерийных препаратов. Дм- 
мирисгоилфосфагнднлхолин (ДМФХ) и ДПФХ синтезированы А. Е. Соколовой (Ин
ститут цитологии АП СССР). Анализ использованных ФХ методом ТСХ показал.. 
ито содержание фосфатнднлхолнна в препаратах составляет больше 99%. Рсзуль- 
1згы ГЖХ показали, ’по ДМФХ содержит 99,3% остатков миристиновой кисло
ты и 0,7% остатков пальмитиновой кислоты, а ДПФХ—99,9% остатков пальмитиновой 
кислоты и 0.1% осгаткои нсидентифпиированиых жирных кислот. Использовали NaCI 
и СаС12 марки о с. *։,. MgCl2 и ВаС»2 марки х. ՛*.. SrCI2, В.тВг2 и Ba(C104js марки 
ч. .1 а. (Репины, СССР). Ba(NO3)2 марки ч. д. a. (Schering А. <։.. ФРГ). трнс(ок<в- 
мстпл)амнномстзи марки ч. д a. (Serva, ФРГ). Ви всех экспериментах была исполь
зована деионизованная вода (Super Q). Способ приготовления мультиламеллярнкх 
липосом описан ранее [J9J Электрофоретическую подвижность лишком измеряли на 
приборе Parmoquant- 2 (Carl Zeiss Jena. ГДР). В каждом опыте намеря.».։ 
среднее значение подэйжнретн не менее 100 липосом. Стандартное отклонение соста
вило 5 20% от средних значений. Величины ^-потенциалов рассчитывали по уравне
нию Г сльмгольца-Смрлуховсхого:

' — т.н, V»

гц- - ’.и-hr,, форстическяя юднижш.-с i ь, р. и -q >-ответе-ос мо диэлектрическая по- 
сюянная и вязкость водных растворов, р0—дя-.лехтрнчёская проницаемость вакуума.

Для описания связывания ионов с мембранами липосом, ьсиользовали изотерму 
адсорбции .Ънгмюрз-Штерна [13]:

n« NK.C^ 
1 г KiC0

г.и г. -количество -гвизянны.х ионов на единицу плошали. X' -число ионсвязываюших 
месг на единицу нлощлдн. К։ иггиннйп консганта связывания. С,у -концентрзипя 
гона нп границе раздела .мембрана — водный раствор. Вклад в поверхностный заряд 
мембраны, обусловленный адсорбцией нона Г, будет: 

где е—элементарный заряд. / । валентность но нона с учетом знака. Ионы распре
деляются и электростатнчслом поле по закону Больцмана:

Со, =С, (3).
где С, -концентрация I го иона в объеме раствора, х • с’Чг дк'1. ч менпиал пне - 
ней плоскости Гельмгольца, к—константа Больцмана, Г -абсолютная температур... 
Если учитывать одновременно адсорбцию катиона и аннона, то для п.> гиосги заряда.

нм։.и. адсорбцией конов, .можно написать:

1Ч<?2кКц,Ск(.»“-^ ^ле;'- К и Ся ег--՝ /л.
1-;-К.кС1е-11 1 + КцС.е’-1

I .՛- индексы к и о итшюятси соответственно к кати гну -I аниону; валентности ионов 
б.ругсл по абсолютной величине. Если мембрана заряжена незааиенмо от адсорбции 
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пчиоп ii плотность собственного заряда составляет а0, :о суммарная плотность заря.-а, 
G. будет составлять:

3 = о0 4- =.gc. (5)
С другой стороны, согласно теории двойного -лекгрнческого слоя [9, 1՜]

= = sign X 2VN, kT|vc, (е՜’1*— I))1'2. (6)
где Мл—число Авогадро: суммирование производится по всем присутствующим в сре
де ионам. Комбинация уравнении I -б дает:

_ + *Nt <?ZfcKib.Cfc е՜*» _ N. е z, Ki. С» е’**
J“ 1 -i-KuCk е՜4' 1+Ki.c.ev

-signx|2^N։kT£Ci(e-"1’1-l)|w = 0. (7 )
Уравнение 7 было использовано для описания зависимости поверхностного потенциала 
.ыносом от концентрации электролита и определения параметров адсорбции конов. При 
этом предполагалось, что С==фй,

На рис. I представлены кривые зависимости ^-потенциала липо
сом нз яичного ФХ от концентраций ряда электролитов. При постро
ении теоретических кривых ио уравнению 7 учитывали адсорбцию двух
валентного катиона на местах X k и соответствующего аннона на мес
тах N*.

В случае с липосомами из «индивидуальных» липидов. ДМФХ и 
ДПФХ, наблюдается резкое смешение электрофоретической подвижно

Рис. 1 Зависимость ^•потенциала липосом из яичного ФХ от концентра
ций СаС12, 5гС12. ВяСЦ, ВаВг2. Ва(.\О3)2 л Ва(С!О<)2 (кривые со
ответственно I—7) в присутствии 5 мМ трнс-НС1 (pH 7.41 при 25°. Кривые 
1 - построены с использованием <у0=—0.2 мКя/м2. кривая 5- сг0

—28 мКл/м2 и кривые б и 7-0,)- 0.36 мКл/м’

сти при температуре фазового перехода липида, что соответствует 
уменьшению положительного (или увеличению отрицательною) поверх
ностного потенциала липосом при переходе липида из состояния «гель» 
в состояние «жидкий кристалл» (эти данные не представлены). Рис. 2 
и 3 демонстрируют зависимость ^-потенциала липосом соответственно 
из ДМФХ и ДПФХ от концентрации ионов Са2 ՛ при температурах ни
же (кр. 1) и выше (кр. 2) температур фазового перехода ( Т,) этих ли-
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лидов. Поскольку Ти смещается в зависимости от содержания €а2{՜ 
и среде, при каждой концентрации Са-» выбраны температуры, наблю
даемые непосредственно «перед» фазовым переходом и «после» него. 
Кривые зависимости поверхностного потенциала от концентрации ад
сорбирующегося нона ]. обнаруживающие экстремум(ы) в значениях 
поверхностного потенциала (рис. 1, 2, 3). позволяют определить пара

Рис. 2. Ряс. 3.
Рве. 2. Зависимое!;, --потенциала липосом из Д.ЧФХ о։ концентрации 
Сз€12 при ге.миературах люке (22 25°. кр. 1) и выше Тв (25- 28°, кр. 2). 
Растворы содержали 2 мМ ;[>ие-НС1. pH 7,2. При посгроенкн теорети
ческих криных использованы значения = 1.08 (кр. 1) и 1,5 мКл/м^ 
(кр. 2).

Рис. 3. Закиси моей. ^-потенциала лш.оерм из ДПФХ ՛՛; концентрации 
•>С12 . ри температура՝, ниже (-10—43°. кр. I) и выше I п ( 13—46,5°, кр. 2). 
Растворы содержали 2 мМ трис-11С1. pH 7.2 При построении теорети
ческих кривых яс пользованы значения * = —1.05 (кр 1) и 1,89 мКл/м2).

метры Кц и .\] на основании экспериментальных значений Сп1м։ и 
С( ,1; . у максимальное по абсолютной величине значение^—по
тенциала. С,. |!։:1х—копиентрания потеншщлоиредсляющего нона, со-
ответеггл к н

КЧ=-^Х- (8)՝

'■ =А;518пХ[2го։\'дкТ(С) ,1։(е-.' 1) -I))]1'՜3—֊<,1.
7 । С- 1 •*

(9)
где X = %, „их г/кТ. После определения значений Кц и И, для соот
ветствующих ионон по уравнениям 8 и 9 на основании эксперименталь
ных значений С!։ я:.е С|>111иЧ н с0 были построены теоретические кр՛։֊ 
выс рис. 1. 2. 3 по уравнению 7. Найденные таким образом парамет
ры адсорбции ионов пре вставлены в табл. I Особенности привои 7 на 
рис. 1 дают возможность строго определить параметры К| и X' одновре
менно для аниона (С1С^) и катиона (Ва24՜). При описании кривых 
4. 5, 6 рис. 1 с использованием уже известных параметров К. : X для 
Ва- найдены соответствующие параметры для ионов С1՜, Вг~ и ХО՜ 
на основании ианлучщего совпадения расчетн'./х кривых с экслеримеп-
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тальнымя. Адсорбция ионов С1~с теми же параметрами учитывается 
также при описании кривых I -3, рис. 1. Теоретические кривые рве. 2, 
3 построены по уравнению 7 без учета адсорбции анионов СГ (К;а- 0), 
хотя это не исключает возможности слабой адсорбции СГ на мембра
нах из ДМФХ и ДПФХ.

Селективное связывание неорганических анионов с мембранами из 
разных ФХ было продемонстрировано ранее некоторыми авторами. 
Граедален и соавт | 10] определяли константу связывания ионов СГ 
с везикулами из яичного ФХ: К] ֊ 0,065 М ՝5. Позже были получены 
следующие константы, характеризующие взаимодействие анионов с 
мембранами из яичного ФХ. К, =0,9; 2.0 и 8,0 М՜՜’ соответственно для 
СГ, Вг՜ и \’Оз'[22|. К|.С1֊^=О,15М 1 [6], Кл= 1.67; 4.03 и 23,65 М՜’ 
соответственно для СГ, ,\()7 и 5СК’"[1]. В случае с мембранами из 
ДМФХ величины К, для анионов NO՜, Вг . $С>Г, 1 , С1О4 и тринвтро 
фонола составили соответственно 2. 3, 6, 10, 10. 222 и 5000 АГ’ [19].

Величины констант связывания анионов О и Вт с мембранами 
из яичного ФХ, определенные нами, хорошо согласуются с данными 
Эрикссона и соавт [6, 22]. однако константа связывания NO.; , уста
новленная вами |2.8 М՜1). ниже найденной этими авторами (8 М՜1) 
[22]. Кажущиеся константы связывания ионов С1 и NO.՜ с везикула
ми из яичного ФХ, представленные в работе Барсукова и соавт. 111, 
Превышают истинные константы связывания этих ионов, определенные 
а настоящем работе, »тк различия по-видимому, связаны с тем, что 
авторы упомянутых работ [I. 22] использовали «озвученные» везикулы. 
В то время как мы работали с мультиламеллирными липосомами.

Значения констант связывания, К । (М՜1 ), и плошали на нонсвязывающсе мест. 
X՜ (нм2), характеризующие связывание ионов с липосомами из яичного ФХ, 
ДМФХ и ДПФХ

Липид Ион К|(М-’) К՜1 (нм5) ։СС)

Яичный ФХ Са*՜ 42+5 10.7+1 1 25
30+4 10.7+1.2 25

Бг2" 16+2 12.3+1.2 25
Ва5” 10+1 12.8+1.5 25

СГ 0,20±0.1 13.3+1.5 25
Вг“ 2.0±1 13.3+1.3 25
ХО3- 2,8+1 13.3+1.3 25
СЮ7 70+10 10.2+1.2 25

ДМФХ Са2+ 392+30 8.7+1 22
Са24 256+25 10.3+1 27

ДПФХ Са2* 441 ±42 7,2+1 41
Са2+ 190+15 7.6+1 45

Истинные константы связывания Са-’՜1՜ с мембранами из ДМФХ и 
ДПФХ в состоянии «гель» составили соответственно 46 и 120 М *. Со-
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ответствующие значения, установленные в настоящей работе, состав
ляют 392 и 441 М Величины К,, описывающие связывание щелоч
ноземельных катионов с мембранами из яичного ФХ. равны 0.3 -5,0 М՜ 1 
(8. 25]. Поданным настоящей работы, соответствующие значения К։ со
ставляют 10—40 М՜1 . Таким образом, найденные нами величины ис
тинных констант связывания двухвалентных катионов с мембранами из 
ФХ примерно на порядок выше значений, установленных другими 
авторами. Для объяснения этого расхождения заметим, что авторы ра
бот [9] определяли константы связывания по уравнению:

Г ֊ f
41 ' C0(l-։nj)m ’

где [—часть молекул лянида, участвующих в образовании комплексов с 
ионом, ш число молекул липида, связывающих один нон. Низкие зна
чения констант связывания катионов с мембранами из яичного ФХ 
К, Са2+ =1 М֊1 [15] к 2,2 М֊1 [8]) были получены исходя из пред
положения. что комплексообразование происходит по стехиометрии ли- 
лид:иои=1:1, т. е. гп=1. Между тем для строгого определения X, не. 
обходимо иметь экспериментальное значение т. Как свидетельствуют 
наши данные (рис. 1. табл.), максимальное число нонсвязывающих мест 
на мембранах из яичного ФХ в среднем составляет 0,0828 нм 2. Если 
учитывать, что площадь на молекулу яичного ФХ в бнелойных мембра
нах составляет примерно 0.7 нм2 [8, 22]. то получим, что при насыщении 
адсорбции на один связанный нои приходится inr^l7 молекул липида. 
Подставляя экспериментально найденное значение щ=17 в уравнение 
10, получим существенно большие величины К. по сравнению с полу
ченными авторами работ [8, 15] исходя из априорного значения ш=1. 
/Хналогичным образом можно интерпретировать «высокие» значения 
констант связывания Са-11 с мембранами из ДМФХ и ДПФХ, посколь
ку в случае с этими липидами при насыщении адсорбции па один свя
занный ион Са2+ приходится 13—15 молекул липида.

Каким же образом можно объяснить этот нетривиальный результат?
Некоторыми авторами продемонстрировано наличие доменов плот

ной упаковки в бнелойных мембранах из фосфолипидов и. соответствен
но, участков нсупоряточенной организации молекул липида или струк
турных дефектов на границах между юмснами [2, 14] Заметим так 
же, что как длинные оси углеводородных цепочек, так и ориентирован
ные параллельно ламеллярной плоскости полярные группы молекул 
ФХ. расположены по двумерной гексагональной решетке [5. 20]. Струк
турные дефекты в .бислоях из ФХ можно рассматривать как вакантные 
узлы решетки. Ясно, что каждый вакантный узел будет окружен шес
тью полярными группами окружающих молекул ФХ. В зависимости от 
соотношения полярных групп, обращенных к вакантному узлу положи
тельным или отрицательным полюсом, в точке вакансии будет создан 
положительный, нулевой или отрицательный локальный Электросталь 
ческий потенциал, и вакантный узел может обладать сродством к анио
ну или катиону (см. [4]) Именно такие «вакансии» рассматриваются 
нами в качестве нонсвязывающих мест на мембранах из ФХ
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Согласно этой модели, количество катнонсвязывающнх и аннонсвя- 
зывающих мест должно быть одинаковым Данные таблицы свидетель- 
• твуют. что н случае с липосомами из яичного ФХ величина N՜1 для че
тырех исследованных катионов составляет !1.5±0,8 им2, для четырех 
анионов 12± 1.3 нм5. Этот результат может служить подтверждением 
предлагаемой модели адсорбции ионов на поверхности мембран из цвит
терионного липида.

Считаю своим приятным долгом поблагодарить А. Е. Соколову за 
Синтез и любезное предоставление ДМФХ и ДПФХ. а также В. Б. Ара
келяна, II. С- Матннян и Г. Б. Меликяна за обсуждение работы
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Бколог. ж. Армении, г 40. № 3. 194- 200, 1987 УДК 591-ю?
МОЛЕКУЛЯРНЫЙ МЕХАНИЗМ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ ГЕПАРИНА 

С НЕКОТОРЫМИ АНТИГИСТАМИННЫМИ ПРЕПАРАТАМИ

К. г. ЛЛЛВЕРДЯН

НИН медицинской радиологии М3 Армянской ССР. Ереван

Аннотация Показано образование комплексов гепарина с антигиста
минными препаратами (днпразнком, аминазином, супрастином и дкмедр • 
лом) при физиологических значениях pH (7.3) и ионной силе среды, равной 
0,01—0,15. Выявлено одновременное участие электростатических сил н 
гидрофобных взаимодействий 8 стабилизации устойчивой формы комплек
сов. Установлен экспоненциальный характер зависимости тепловых эф
фектов исследуемых реакции от конной силы среды.Անււտացիսւ — Տուլց է տրված հեպարինի ե Հակահիստ ամին ալին պ ր ե и/ ար ատն երի 
(դիպրաղինի, ամիևաղինի, ՕՈէպրասաինի և դիմեդրոլի) ւՏիջև է/ոմ պւ Լ րսի աոալա- 
•քՈէէէլէ րք1 (7,3/ ֆիղՈքքցիական արմերի և իոնական ուժի 0,(11—0,13 տիրա/թի 
դեպքում։ Հայտնաբերված Լ էլեկտրաստատիկ աժերի և հիդրոֆոր փոխազդեց։։։. 
փյունների միաժամանակյա մասնակցութլունր կոմպլեքսների կայան ձևի սսէարիքի- 
զացման մեէ։ Յալլյ է տրված Հետազոտվող ռեակցիաների յերմ ա լին էֆեկտների 
Լրսպոևենցիաք րնուլլ^ կախամր մ իչավալրի իոնական ուժից:

Abstract — Complexes of heparin with antihistamine agents (dlprasln, 
aminasln, suprastin and dimedrol) were shown to be formed and survived 
In case of physi 'logical values ol pH (7.3) and medium Ionic strength 
0,01—0,15. The simultaneous participation of electros։ it'.c strengths and 
hydrophobe interactions in the stabilization of constant form of comp
lexes was revealed. The exponential character oi dependence oi tempera
ture effects of the studied reactions uu the medium ionic strength was 
established.

Ключевые слова: гепарин. антиние? аминные препараты. комплексообразованиеМолекула гепарина выделяется средн мукополисахаридов организма выраженной способностью образовывать комплексные соединения с раз личными низко- и высокомолекулярными соединениями, содержащими основные группы. Этому способствует высокая плотность отрицательного электростатического заряда и малая разветвленность его полимерной структуры. Ио данным ряда авторов [1,8. 10. 11], реакционными центрами в молекуле гепарина являются отрицательно заряженные сульфо- н карбоксил иные группы, взаимодействующие с положительно заряженными группами связываемого вещества. Кроме того, в ряде случаев было установлено участие в комплексообразовании, наряду с электростатическими силами, водородных связен и гидрофобных взаимодействий [2, 3, 7]. Участие слабых молекулярных сил обусловливает также комплексообразование гепарина с гистамином, его высокую лабильность ко всякого рода воздействиям и способность организма осуществлять регуляцию его распада на физиологически активные компоненты [5] Переход гистамина из связанного состояния в свободное и повышение его содержания в организме приводит к резкому нарушению 
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процессов жизнедеятельности. Для предотвращения этих нарушений или их ослабления применяют антигистаминные препараты. Есть основания полагать, что наряду с их основным назначением, инактивацией свободного гистамина в организме, некоторые антигистаминные препараты обладают способностью высвобождать гистамин [4. 9] В связи с этим представляет интерес изучение взаимодействия гепарина с никоторыми антигистаминными препаратами с целью выявления их способности конкурентно вытеснять гистамин из его комплекса с гепарином.
Мачс'риал и методика. Мнкрокалорпметрнческне весле лопан ня взанмрдейегаия г՛:- 

нлрнна с антигистаминными препаратами были проведены на проточном микрокалори
метре 10700-1 F1.AU фирмы ЬКВ (Швеция) В процессе калориметрического титро
вания гепарина антигистаминным։։ препаратами скорость прокачки реагентов выбира
лась одинаковой и составлял:! 40 мл/час Рабочая температура составляла 25°

Пси- лыи вались пр«ч!.։р:пы 1спарл|- * фирмы «БРОГА. (ЧССР) и антигистаминные 
препараты для инъекций.

Растворы гепарина и антягистаминлых препаратов готовили на фосфатном. буфере 
с pH 7.3. Калориметричесшд’ пирование реагентов проводили при ионном силе среды, 
равной С.01. При изучении запискмости теплового эффекта реакции комплексообраяо- 
кання гепарина с лнтигнетамнннымн препаратами от ионной силы среды последнюю 
варьировали в проделал 0,01—0.15.

В процессе калориметрического титрования концентрация гепарин ՜։ в расгпоре фик
сировалась и с!чтэгл:։ла 6.5-10-<>М. Перечень исследованных антигистаминных нр--- 
парлтой и их концентрации лрнведенй в табл. 1

I а блица. 1. Хнтигхстамннные препараты и их концентрации в процессе 
калориметрического титрования

Аигигистлмннныс 
пре параты

Дниразин

Аминазин

Димедрол

Супрастин

К 'нцеитрацян Ц. ( моль л)-Ю1

0.78; 1.56. 3.12; 6.24; 7.79. 9 .35 
10.91: 12.45: 15.58: 24.93; 31.16 
0.7. 1.41; 2 81. 5.63: 7.04 8.4 
11.26; 14.1; 16.9; 11.51. 28.14 
3.43. 6.85; 8.57; 13.7’; 17.(3 
21.42; 27.41 34.27. 42.83 85.67 
1.5. З.о; 6.0; 7.7; 12.3: 15.4 
24.6 30.0. 49.2

Спектральные исследования выполнены на рсч истрнрующем спектрофотометре 
йБРЕКОКРэ (ГДР) и термостатированных при 25р сантиметровых кнлрцепых кювета ч

При изучения образования комплекса гепарин антигистамин но исчезновению ՝•■■■■- 
тйхрома.чни толуидинового синего (ТС) использовались растворы ГС • 1.81.10~5 М). 
гепарина (6,5. II)’7 М), аминазина (2,8.111 ! М), дппразнна (3.1.1Г :Ч), супрастина 
(1.6.10 -$М) и димедрола (Г»,9-10~3 М)

Результаты и обсуждение. На рис. 1 представлены кривые кало- рнметрического титрования, полученные путем последовательного избавления растворов антигистаминов, в порядке возрастания концентраций, к раствор} гепарина фиксированной концентрации в соответствующей регистрацией теплового эффекта. При этом учитывались тепловые эффекты разбавления реагентов. На основании того, что кривые титрования имеют вид. подобный изотерме Ленгмюра, было сделано предположение о независимости и однородности активных центров гепарина.195



Обсчет кривых титрования по способу, предположенному Марковичем с созвт. [6], позволил определить число активных центров (п) гепарина .тля каждого случая взаимодействия с антигистаминами, их энталыивю

Pirc. I. Кривые калориметрического пирования Опарина аминазином (1) 
днпразнвом (2), супрастином (3) к димедролом (•’•), полученные при пол

ной силе среды 0.01 и значении pH 7,3.взаимодействия «’△Н ) и константу связывания (К) дипразина, амила зина, супрастина и димедрола с активным центром молекулы гепарина. Исходя и.֊: полученных значении величин энтальпии ззаимодействня и константы связывания, были вычислены изменения свободной энергии (△С°) и энтропия комплексообразования (֊5С) для каждого из случаев взаимодействия гепарина е исследуемыми антигистаминными препаратами (табл. 2).
! г. й л и ц л 2. Термодинамические константы реакции комплексообразования гепарина 
с антигистаминными препаратами

Вещество п К-10-4 м. 
л/моль

-АН3, 
к Дж,-՛ моль

-ДО0, 
к Дж,моль

as°, 
дждк-моль)

Дпиразин 165 67.0+3.5 33.4+0.13 9.24+0.21 80.7+0.4
Аминазин 218 15.5+2.3 22.9+0.38 ll.2d=0.21 62,3+0.5
Супрастин 194 3.18+1.0 25.9+0.63 3.97+0.12 73.2±1.7
Димедрол 267 0.76+0,5 22.3±0.17 2,42+0.12 66.0±0.8Зависимость тепловых эффектов реакций комплексообразования от ионной силы среды при pH (7,3) и фиксированной концентрат։» реагентов носит в разной степени выраженный экспоненциальный характер (рис. 2).Взаимодействие гепарина с антигиста минными препаратами исследовалось также методом спектрофотометрии в видимой области- (рис- 3) Максимум спектра поглощения ТС находится в области 650 нм, а смеси ТС-гепарин смащен в коротковолновую область. При введении в систему ТС—гепарин антигистаминных препаратов происходит восстановление максимума поглощения красителя как но длине волны, так и по интенсивности. По этому показателю дниразин, аминазин и супрастин на՝-- 196



много превосходят димедрол. При ионной силе среды, равней 0,15, димедрол практически не восстанавливает спектр поглощения 1С.В качестве контроля изучали взаимодействие всех антигистаминных препаратов и ТС. В этом случае не. обнаружено изменений в спектре поглощения ТС, что вместе с полученными выше результатами свидетельствует об образовании комплексов гепарина с исследуемыми ан- тигкстаминными препаратами.

Рис. 2. Кривые зависимости теплового эффекта образования комплексов 
гепарина с аминазином (1), дипразйном (2). супрастином (3) н димедро

лом (4) от ионной силы, полученные при значении pH 7.3 растворов.Результаты проведенных исследований показали, что все изучаемые антигистаминные препараты при физиологических значениях pH (7,3) и ионной силе среды 0,04 0.15 способны вступать во взаимодействие с гепарином и образовывать с ним комплекс.Анализ термодинамических параметров, для равновесного состояния реакций, показывает наличие нековалентных слабых связей между молекулами гепарина и антигистаминов. Отрицательная величина свободной энергии показывает, что процесс комплексообразования гепарина с днпразнном, аминазином, супрастином и димедролом является с а мопроизвол ьпы м.Экзотермический эффект реакций обусловлен сближением противоположно заряженных групп гепарина и антигистаминов с образованием связей между ними. Как известно, последнее должно приводить к некоторому уменьшению энтропии, из-за понижения числа степеней свободы взаимодействующих групп. Однако положительная величина энтропии (66,0 Дж/(К-моль) свидетельствует о том, что преимущественный вклад н этот показатель вносят факторы, вызывающие рост энтропии. 1\ ним можно отнести эффект высвобождения молекул воды из областей связывания, вследствие взаимной нейтрализации положительных зарядов антигистаминов и отрицательных—гепарина. Кроме того, возрастание энтропии в ходе реакции может быть обусловлено и гидрофобными взаимодействиями между хромофорными группами исследуемых соединении.Сопоставляя результаты мнкрокалоримстрических и спектральных исследований, можно заключить, что реакция взаимодействия днмедро- 197



ла с гепарином иосит экзотермический характер; повышение ионной силы среды резко сказывается на их комплексообразующей способности. Ио всей видимости, комплексообразование гепарина с димедролом обусловливается в основном электростатическими взаимодействиями между положительно и отрицательно заряженными группами исследуемых соединении.Взаимодействие дипразнна и аминазина с гепарином, как и в предыдущем случае, также сопровождается выделением тепла. Однако повышение ионной силы среды мало влияет на их способность образовывать комплекс с гепарином. Наблюдаемое уменьшение теплового эффекта реакции взаимодействия при повышении ионной силы среды можно объяснить некоторым уменьшением вклада электростатических сил ։՛. комплексообразование.Термодинамические параметры и результаты спектральных измерений указывают на то, что комплексообразование гепарина с дипразв- ;։ом п аминазином обусловливается нс только электростатическими взаимодействиями, но и другими, обеспечивающими стабильность комплексов при варьировании ионной силы среды. К ним можно отнести гидрофобные взаимодействия между хромофорными группами иссле- 1уемых соединений. Положительная величина энтропии в случае взаимодействия гепарина с динразпном и аминазином (80,7 и 62,3 Дж/(К- моль) соответственно) и восстановление максимума поглощения ТС. вызванного этими соединениями при pH (7.3| и ионной силе среды 0,15, подтверждают данные суждения.Взаимодействие супрастина с гепарином осуществляется несколько иначе. Экзотермический эффект реакции можно объяснить электростатическими взаимодействиями между 'оложнтельно и отрицательно заряженными группами этих соединений Однако зависимость его от ионной силы растворов выражена очень слабо Можно предположить. что немалый вклад в комплексообразование гепарина с супрастином внося! гидрофобные взаимодействия междх хромофорными груп- ■ямп этих соединений. Согласно теории гидрофобных взаимодействий, движущей силой связывания является положительное измерение нелишни энтропии в этом процессе (в (анком случае 73,2 Дж.՛'(К• моль). Но гидрофобные взаимодействия всегда эпдотермичны. Экзотермичвость теплового эффекта реакции в данном случае можно объяснить превалированием изменения энтальпии ионного связывания вад эндотермич- ностью гидрофобного взаимодействия. Однако величина {△№*) вносит незначительный вклад (порядка 15%) н изменение свободной энергии комплексообразования (AG0).В качестве подтверждения результатов млкрокалориметрнчссклх исследований служат спектральные данные о комплексообразовании гепарина с супрастином. Супрастин одинаково хорошо восстанавливает спектр поглощения красителя при обеих величинах ионной силы раствора (0,01 и 0,15).Полученные большие значения числа активных петров (п) при взаимодействии гепарина с исследуемым;: антигистаминными препаратами можно объяснить следующим образом. Поскольку все исследо- 198



■ванные антигистаминные препараты являются поверхностно активным:! веществами, можно предположить, что они взаимодействуют с молекулой гепарина в мицеллярной форме. Вследствие этого рассчитанные значения величии (п) показывают нс число активных центров на молекуле гепарина, а число молекул антигистамина, принимающих участие во взаимодействии.
о

Рис. 3. Спектры поглощения ГС кривая I; ТС гепарин—криняя 5. 
ТС«гепарвн-змилаэ!!и :i ТС-гепарии-дниразип—кривая 2; ТС-супрасгин 
кривая 3; ТС-димедрол—кривая 1: piI 7.3: ионная сила (lol растворов 

0.01 к 0.15.На основании проведенных исследований и аналогичных данных проведённых ранее работ [5| по изучению комплексообразования гена- р.ииа с гистамином можно сделать следующий вывод. Гепарин «> бен вступать во взаимодействие как с гистамином, так и с пи гигпегг • чинными препаратам?, днпразнном. аминазином, супрастином и димедролом и образовывать с ними комплексные соединения, Сравнение тсрмодпндмнческих параметров реакций, и частности, констант связывания (0,7-10 лмол> в .лучае комплексообразования гепарина с гистамином при pH 7.3 1! ионной силе среды 0,01). а также ре ։ультатов спектральных намерении указывает па то, что антигистаминные «препараты днпразнн, аминазин и супрастин лучше связываются с гепарином, чем гистамин.В заключение с ։ед\ет отметить, что антигистаминные препарат днпразнн, аминазин и супрастин, за счет лучшего, чем гистамин, связывания с гепарином, способны конкурентно вытеснять его из комплекса с гепарином. Не исключается, что именно в этом п заключается молекулярный механизм гиста.мицаысвобождающего действия антигистаминных препаратов, относящихся к нензбирательным лнбераторам гистамина. .
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ВЛИЯНИЕ ДЕЗОКСИХОЛАТА НАТРИЯ НА ПРОНИЦАЕМОСТЬ 
Л И П О С О М А Л Ь Н О И М Е М Б Р А Н Ы

Г Г. АМБАР ЦУ \\ЯН. С Я АДАМЯН. Г. Г. МАРИКЯН, Л С. ПЕТРОСЯН 

Ереванский физический институт ГКАЭ

Аннотация Показано, что смешанные липосомы, образованные молекула
ми яичного лецитина и дезоксихолата натрия, имею; более высокую ион
ную проницаемость по сравнению с, бел детергентным и липосомами, в го же 
время проницаемость для глюкозы у них практически нс зваисиг от концен- 
I раним детергента. Дезоксихолат натрия оказывает влияние на проницае
мость липосомальном мембраны при концентрациях выше критической кон
центрации мнцеллооиразовання.

Ա&ուոա<յ|ւԱ1 — 8ույց ( ւորվաձ, Որ ծվի քեցիտինի ն նատրիումի ղեզո րսի/սո/ա տի 
մոյեկու լներիւյ կազմավորված խաոր ւիււրրսոմների թավւանց ե/իութ յունր իոնների 
համար ավե/ի րարձր Լ՝ համեմատած աոանց 4ետերզենտի կաղմավււրված ւիաո- 
ոքւմների հետւ Միևնույն մամանակ զ/յււէկււզւսյի համար (1 սքփաՆց 1./իրւ։թ յունր կախ

ված չկ ղեւոերզենտի կոնցենտրացիայից! Նատրիումի .յեզօրոիիրուատր ազդեցություն 
( դործում յիոյոսոմ այրն թաղանթների թաւիանցևյիությա՛» վրա միյյեյյակադմավոր

սան կոնցենտրացիա յից ոարձր կոնցենտրացիաների դեսյրռմ ։

Abstract—Խ is shown that mixed liposomes egg lecithin and sodium 
deoxycholatc arc more permeable io ions than those wirliou? detergents, 
whereas Ihc liposome permeability to glucose p:a;։icaHy does noi depend 
on detergent concentration. The sodium deoxycholate influences on the 
liposome membrane permeability above the iriiical nucellization concentra
tion.

Ключевые слова: липосомальная мембрана, ионная проницаемость. дегерееы.Известно, что детергенты в высоких концентрациях используются для солюбилизаиип биологических мембран. При более низких концентрациях они включаются в бислой с образованием смешанных бислоев [14]. Соотношение детергент:липид, при котором происходит включение детергента в бислой с сохранением липидной бнелойнон структуры, зависит как от природы детергента и липида, так и от ионной сплк и температуры растнора, причем в большинстве случаев это соотношение не
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преиытает 0.5. При более высоком соотношении Гот 0,8 до 3.0) бислои 
переходят в смешанные мицеллы [6],

Хотя включение детергента в липид не приводит к разрушению 
структуры [15]. однако происходящие и ней нарушения приводят к из 
монепню проницаемости мембран [3. 7].

Ранее памп было показано, что липосомы, образованные с 10 мМ 
дезоксихолата натрия (ДХ\а) при соотношении дегергент:липи•1=0.2. 
не обнаруживают изменения проницаемости для глюкозы по сравнению 
с бе^летергентными липосомами [I, 13] В данной работе приводятся 
результаты исследования ионной проницаемости липосом, образован
ных с различными количествами детергента.

.’И/;.՛ ‘ршм и меюоика Опыты проводили на яичном лецитине X -;рьк шскигп шн՛.»- 
.ли личрелкг.шов Очистил лецитина от лнэолецигнна оеуничтвлч с помощью окиси 
алюминия; Сухую липидную пленку, полученную на роторном испарителе и очищен
ную от поров хлороформа, эмульгировали вручную в течение 15 мин в 20 мМ трис- 
ацетатном буфере с 130 мМ КС! и различными концентрациями детергента (от 0.6 до 
2<1«М). pH раствора равен 8,2 Соси ношение лнпнд:буфср равнялось 50 мг/мл. По
лученною суспензию о।стаивали в течение часа для образования мультнламелляриы.ч 
.пшисом. Для получения унн/.амеляярных липосом птстоенную эмульсию о.твучинали 
в трубчатом, озвучнватс .е с частотой 22 Гц и течение 1.5 мин на УЗДН-2. Препара; 
просйегаялся н хорошо опалесцировал. Если оналссиенцяя была слабой, что бывали 
при низких концентрациях детергента, то препарат озвучивали несколько раз по 1.5 мни. 
Затем суспензия отез ан вилась в течение час; для получения крупных унИламеллярны.՝: 
ДИНОСОМ

Размер липосом определили методом светорассеяния [2] па спсмрофогоме։ре 
«§ресог(1 М40>, (ГДР).

Для определения суммарно:о объема липосом при их образовании и раствор до- 
бзпляли люкозу. концентрация которой равнялась 20 мг? . Глюкозу определяли эн- 
зпм.атнчсскпм методом |9] :< еле ярофо;пмегр; «Эресогб М4(Ь. С. •.■.маркой объем 
лппперм определяли по выходу глюкозы из лняосим, лизированных Тритоном Х-100 а 
концентрации 5 мМ, что пледомо превышало концентрацию этого детергента, нсноль- 
зи-.мого с той же нельм) и работе [8]

Поток» нойон из липосом определяли методом диализа Использование диализных 
мешков было неудобно из-за большого количества складок целлофановой мембраны. 
Поэтому опыты проводили в цилиндрической камере с натянутой целлофановой мем
браной с шяметром ! мм. Колп 1есгно суспензии в камере равнялось 0.1 мл. В каш - 
см - кмыв.нощего раствори •.'.пользовали трисацегатиый буфер с эквивалентным ко՛ 
лпчестаом ХН4С1. Концентрация.. ионов калия в отмывающем растворе определяли ш 
пламенном фотометре ПФМ-У 4 В конце о;мызнн определяли концентрацию ионов в 
камере. Соотношение объёмов с.-и'ензин и отмывающего раствора варьировало от 80 
до 5000 Перемешивание раствора проводили на магнитной мешалке

Результаты и обсуждение. При работе со смешанными липосома
ми. имеющими высокую мембранную проницаемость, использование ди
ализного метода встречает определенные трудности, связанные с том. 
что константа скорости выхода ионон из диализного мешка становится 
сравнимой с константой скорости выхода через липосомальную мембра
ну. В системе типа ячейка—целлофановая мембрана—наружный рас
твор изменение количества ионов в ячейке происходит согласно урав
нению:

М, = М0 ехр (— к9,
где Мколичество ионов в момент времени I, Мо количество ионов в 
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нулевой момент времени, I—время отмывки ионов из ячейки, к—наклон 
зависимости 1пМ>'М., называемый константой скорости. Даже если 
объем наружного раствора достаточно велик, обязательно возникает 
встречный иоток в ячейку, который со временем уравновешивает выхо
дящий поток, т с. измеренный поток ионов является разностным. Так 
как даже в условиях перемешивания у границы мембраны образуется 
неперемешнв.чемый слой, то встречный поток будет пропорционален кон
центрации ионов в этом слое. Это означает, что определяемая констан
та скорости входа ионов из наружного раствора в ячейку это эффек
тивная. а нс реальная константа. Константа выхода ионов из ячейки в 
наружный раствор определялась из тех соображений, что для форми
ровании неиеремешнвасмого слоя нужно определенное время. При от
мывке ячейки в большом объеме раствора в течение короткого врсыеип 
( — 10 с) встречный поток ничтожно мал, поэтому найденное отсюда 
1ИЗЧСННС к?, близко к истинному.

II з системы кинетических уравнений, описывающих скорость изме
нения количества ионов в ячейке и среде, было найдено уравнение, ко
торое можно решить графически:

*•53 Т 35

где М;—количество ионов в ячейке, к;*—константа скорости выхода 
ионов. Мо—исходное количество ионов в ячейке.

Рассматривая его относительно по графику пересечения левой 
в правой частей уравнения, можно найти искомое значение к32. равное 
(1,2x0,15) • 10 ~ 3 с՜1. Если же внутри целлофанового мешка содер
жится суспензия с липосомами, содержащими ге же ноны, что и в омы
вающем их растворе, то решение системы кинетических уравнений бу
дет следующим:

.^••(1+■—1;-—д- )
\ к и ՛ к3«_ к։։ .

М.Г-М, - к։: - -м,
*■□4՜ кди

где №» —количество ионов в липосомах в момент времени I =0, к ц—кон
станта скорости выхода ионов из липосом в окружающий раствор. По
лученное трансцендентное уравнение решается методом последователь
ных приближений. Вычисленные таким способом константы скорости 
выхода ионов к|? через липосомальную мембрану при различных кон
центрациях детергента представлены на рис. I.

Как видно из рис I, увеличение концентрации детергента от 0.8 др 
10 мМ не вызывает изменения константы скорости выхода ноной калия, 
н только начиная с 15 мМ значение константы существенно увеличива
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ется. Возможно, это связано с тем. что ДХХа оказывает действие ври 
концентрациях выше критической концентрации мнцёллообразованвя 
[II]. Аналогичная картина наблюдалась и для лизолеиитина, в то вре
мя как Тритон Х-100 оказывает влияние в мономерной форме [8].

'ч> *

.а___»,֊ « г
* е /? и> С,л

Зависимость константы скорости выхода ионов калия ш липосом от 
концентрации дезокенхолэта натрия в суспензии липосом.

Поскольку истинной характеристикой барьерной функции мембра
ны липосом при изменении ряда параметров является не константа ско
рости. а коэффициент проницаемости, то для его вычисления необходн 
МО было определить размер липосом и количество вещества, заключен
ное в них. которое вычислялось но внутреннему объему липосом

Измерение размеров липосом проводили методом светорассеяния. 
Экспериментально определяли оптическую плотность О —тЬ'2,3 в диапа
зоне длин волн от 400 до 600 нм и по тангенсу угла наклона прямолиней
ной зависимости 1"т от I"/. определяли п-функкию относительного раз
мера липосом Е В работе Клснина [2] и калибровано по Е и гп (отно
сительный показатель преломления) в диапазоне Е<25, 1,05<гп< 1,30, 
откуда берется соответствующее значение п при п։ = 1,10

Суммарный внутренний объем липосом, определяемый по количе
ству глюкозы, выходящей из липосом при лизисе Тритоном Х-100. ле
жит в пределах 9՜ 13%. Это совпадает с величиной, полученной нами 
ирн использовании осмотического шока. Количество глюкозы определя
ли методом ферментного электрода [1].

Лизис липосом, вызываемый добавлением Грнтона .\-100. можно 
считать полным, так как количество глюкозы, определяемое после ли
зиса липосом, равно исходному количеству глюкозы п растворе, исполь
зуемом для получения липосом.

Расчет коэффициента проницаемости проводили по формуле Р- 
1'3-к1:-г, где Р коэффициент проницаемости, г средний радиус ли
посом, к|2 константа скорости выхода ионов

В таблице приведены коэффициенты проницаемости мембран липо
сом для ионов калия при различных соотношениях детергенглипи д. 
Размер липосом и суммарный внутренний объем определяли одновре
менно в каждом опыте. В таблице представлены результаты индиви
дуальных опытов. В большинстве опытов радиус липосом равнялся 
/20—840 Д Крайние значения радиусов липосом, наблюдаемые в от
дельных опытах, варьировали от 600 до 1.500 Д. Приведенные н табли
це значения Р на 2—3 порядка выше проницаемости мелких уни.тамел- 
лярных липосом с г = 250 Д. полученных бездетергентпым способом (13]. 
В то же время проницаемость липосомальной мембраны для глюкозы 
нс зависит от включения в нес Д.ХХа По-видимому. нарушения, нно-
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Проницаемость липосом для ионов калия при различных отношениях концентраций 
ДХХаглипид.

R kJ5> 10՜’ с՜’ г. А V. % Рк 10՜10 см;с

0.016 0.15 720 13 0.36
и.075 0.16 840 9 0.46
0.12 U. 14 720 6 0.34
0.16 0.13 780 II 0.34
0.20 0.30 720 11 0.72
0 30 2.5 В»0 10 7.0
0.40 3.5 780 10 9.1

11рнмечан11е: К птшишкие концентрации дезоксихода га натрия ;; концентрации
липида в суспензии липосом: к (2—константа скорости выхода ионов калия нз лило- 
сом: г—средний радиус лип сом; \ -суммарный внутренний объем липосом в про
центах от общего объема суспензии; Рк— коэффициент проницаемости лн«осоиздьно!1 
мембраны для ионов калия

симыё включением ДХ\а. не влияют на проницаемость глюкозы через 
мембрану.

Известно, что при включении ДХХ’а его гидроксильные группы 
встраиваются в гидрофобную область бислоя [II, 12], разрыхляя ее, 
что должно существенно облегчить прохождение ионов через бислои 
Кроме того, включение анионного детергента, каковым является ДХХа, 
должно способствовать продвижению положительно заряженного иона. 
Полученные результаты находятся в соответствии с предположением, 
что проницаемость для воды ։՛. неэлектролитов зависит в основном от 
прохождения этих веществ через границу липид—раствор [4, 51, а для 
диффузии ионов основным энергетическим барьером является липидный 
бнелой [13].
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КИНЕТИКА ПАССИВНОГО ВЫХОДА К из ЭРИТРОЦИТОВ. 
ИНДУЦИРОВАННАЯ ПЕРЕКИСНЫМ ОКИСЛЕНИЕМ ЛИПИДОВ

.4. В. Г ЮЛ ЬХ АН ДАНЯМ

Ереванский филиал Всесоюзного научного центра хирургии АМН СССР

Аннотация - Исследована калиевая проницаемость эритроцитов при ни- 
дотированном Н2О2 усилении ПОД в условиях ингибирования каталазы 
азидом. Выход К՜» из эритроцитов происходит с лаг-псриодом в 2—3 мни, 
причем в течение этого времени наблюдается резкое подщелачивание среды 
инкубации. Сделан вывод, что калиевая проницаемость мембран эритро
цитов увеличивается вследствие интенсификации процессов ПОЛ, при этом 
выходу К + предшествует окисление гемоглобина.

Ասոս4Ա<յ[ւսւ — Ուսումնասիրված ( քրիտրոցիտների կա (ի nt մ ային ք) ափանցն/իսւ- 
^սլՆւ- ։։2Օշ աոաշացրաե յիպիզների զԼրօրսիզա յին օրսիցացմ ան մեծացման 
d ամանակ կատա(ազա\՝ ազիզով ինհիրացման պայմաններում։ կրիտրոցիտներից 
К " /■' քքուրէէ մզումր աեզի /, ունենում 2— 3 րոպեանոց /ազ֊ պերիոզով, որի մամա- 
նակ նկատվում կ ինկուբացիայի մ իշավայրի Հիմնա յնու թ յան արադ ավելացում) 
եզրակացված Լ, որ Լրիարոցիտների մեմբրանների կա/իումային fl ափ անցեյիութ յո։֊ 
նր մեծանում / I ի «•¥ Ւ 9^ ՐI' դերօրսիդային Օքսիդացման պրոցեսների ինտենսիվի֊ 
կացիայի պատմաււով ե Հեմոզյորինի Օքսիզացոէմր նախորդում կ К + -ի դուրս 
մ զմանր I

Abstract—The potassium conduction и cryuirocyics at increased H5O։ 
induced lipid peroxidation Inhibition ol catalase by azide has been Inves
tigated. The elflux of K+ Irom erythrocytes takes place with lag-period 
cl 2 3 min. During this Interval rapid alkalization ol Incubation medium 
is obsetved. ft is suggested that potassium conduction of erythrocyte 
membrane increases because of intensification • i peroxidation processes, 
and oxidation oi haemoglobin precedes К 1 elflux.

Ключевые слова: эритроциты, калиевая проницаемость, перекисное окисление ли
пидов.

При перекисном окислении липидов i ПОЛ) мембран нарушаются мно
гие важнейшие клеточные функции, что может приводить к необрати
мым изменениям клеток [1,3, 14]. Известно, что перекись водорода 
оказывает сильное повреждающее действие иа -эритроциты, инициируя 
пронессы ПОЛ [16], а также окисляя гемоглобин в Ւ'ժ* -содержащий 
метгемоглобин [14]. В клетках существуют системы, препятствующие 
процессам образования перекисей н регулирующие, таким образом, их 
жизнедеятельность. Это и ферменты, разлагающие перекиси и ингиби
рующие образование активных форм кислорода [4,8, II], и внутрикле
точные антиокислители типа «-токоферола [1,9, 16].

Поскольку одним из показателей нарушения функций мембран 
является утечка К 1 , то представляет интерес исследование взаимосвя
зи между калиевой проницаемостью, каталазной активностью эритро
цитов в окислением гемоглобина при индукции ПОЛ.
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Marepuu.i и мгтоиш.а. Эритроциты и< венозной крови чс.ювен.т осаждали цен
трифугированием. ззт«г. двяждь промывали в 150 м:Ч \:аС1 и соотношении 1:5.

Изменение концепт ради. К и И т измерял։՛. пленочным К • -с,՛ шкгшшым и сте
клянным Н --селективным -лектродамн, соединенными в одной ячейке, в регистрирова
ли с помощью pH-метров, подключенных к самописцам. Количество К+ в эритроци
тах определяли, добавляя са няшн, который, образуя порь՛ в мембранах, щмшодят к 
гемолизу [15].

НОЛ эритроцитов изучали по образованию малинового ди альдегид а (МДА) при 
цветной реакции с гнобзрбигуровой кислотой [7]. К 3 мл среды, содержащей 150 м.Ч 
\зС1 и 10 мМ трис-НС1 (pH 7.11. добавляли 0,1 мл суспензии эритроцитов и. в зависи
мости от цели, азид натрия (-1 мМ) н (5 мМ). Пробы инкубировали в течение 
одного часа при 37° л трясущейся водяной бане

Каталазную активность эритроцитов определяли с помощью титрования марган
цовокислым калием по методу Ваха и Зубковой |2]. Исследование спектра поглоще
нии фнтроцнтов проводили па спектрофотометре сНукленн-М» Испитый объем, 
занимаемый эригроиитзрнон массой, определяли центрифугированием суслензш: эри
троцитов на мнкроиеятрифуге, и все расчеты велись с учетом этого объема.

Грис. азид натрия •՛ фторид натрия были фирмы «Sigma» (США), остальные реак
тивы советского производства классификации «х. ч.» или «о. с. ч.>.

Результаты и обсуждение. В эритроцитах основными ферментами, 
разлагающими перекись водорода до молекулярного кислорода и воды 
и препятствующими, таким образом, накоплению в эритроцитах ради
калов -ОН, являющихся сильными окислителями [8, 10, 13], считаются 
каталаза и селе иосодержащая пероксидаза [12. 14. 16]. При этом из
вестно, что скорость обращения каталазы на несколько порядков выше, 
чем пероксидазы [4]. Для исследования влияния ПОД на выток К' 
пл эритроцитов мы добавляли Н2р2, причем для нейтрализации дей
ствия каталазы суспензию эритроцитов около 10 мин предварительно 
инкубировали с ингибитором этого фермента азидом натрия (II. Ill]

Па рис. (А) показано влияние добавления Н?О_> в присутствии ази
да на выход К ՛ из эритроцитов и изменение pH. С. целью более чет
кой регистрация pH мы оставляли систему незабуференной. Из рисун
ка видно, что сразу после добавления перекиси водорода происходит 
резкое подщелачивание среды ։ ДрН =0.46). при этом визуально мож
но заметить быстрое потемнение суспензии эритроцитов. Затем с не
которым лаг-периодом (в пределах 2 3 мни) происходит выход К*. В 
течение 15 мин выходит приблизительно от 10 до 15% всего К', содер
жащегося в эритроцитах (по данным 5 разных измерений).

Опыты по определению количества МДА (конечного продукта ПОЛ), 
образовавшегося в результате действия 5 мМ 11->О2 при ингибирования 
каталазы азидом, выявили 239,33±4,78 нмоль МДА мл эритроцитоз 
(п=5|.

Отметим весьма интересную кинетику изменения pH и выхода К՜ . 
зависящую от сроков добавления азида после Н2О2. При одновремен
ном добавлении \:а\’з в перекиси водорода наблюдается картина, схо
жая с представленной на рис., А. Добавление азида через 4 с после 
Н2О2 (рис.. В) приводит к более медленному выходу К . имеющему н 
больший лаг-период. Скорость подщелачивания среды не такая высо-; 
кая, как в предыдущем случае, и ДрН несколько меньше. Потемнение 
суспензии эритроцитов визуально заметно. Добавление a:::. га через 20с

206



после Н2О2 (рис., В) приводит к еще более медленному выходу К+ и 
подщелачиванию среды. Добавление азида после 1-12О-> (или только 
НЮ_.) через 30 и более секунд уже не приводит к сдвигу pH и вытоку 
К • (по крайней .мере в течение 15—20 мин).

Кинетика выхода К +, и изменения 
pH а суспензии эритроцитов под дей 
сгинем Н2О2 в условиях пнгибнрова 
нпя каталазы. 0.1 мл зритрощгтов 
инкубировали в течение 10 мни и 
150 м Ч МаС1. затем добавляли: А
I мМ \'а\3. через 10 мин 5 мМ 
11202: Б—5 мМ И,О2: через ! сек— 
1 м.Ч КаМ3; В—5 мМ Н2О2. через

20 сек- 1 мМ №эХ3.

Уменьшение количества Н2О2, добавленного после азида, оказы
вает действие, аналогичное показанному на рис.. Б и В. Это даст осно
вание утверждать, что в упомянутых выше случаях происходит частич
ное' ферментативное разложение Н2О2 ю Н2О и О2, последующее же 
добавление азида ингибирует каталазу. Медленный выход 1\+ и под- 
шел.ччиванне среды обусловлено действием оставшегося Н2О2.

При инкубации эритроцитов с другим метаболическим ингибито
ром фторидом \'я также наблюдается выход К4՜, правда, гораздо бо
лее слабый, чем при добавлении азида. При этом необходимо значи
тельно увеличивать как концентрацию фторида (60 мМ), так и Н2О2 
НОСмМ). Отметим, что резкого подщелачивания в данном случае не 
наблюдается.

Нами были шроведены опыты по изучению влияния азида н фтори
да на каталазную активность эритроцитов (табл.). Если принять ко-
В.шапке ингибиторов на каталазную активность эритроцитов. Растворы с эритроцитами 
Ло добавления перекиси водорода 15 мин инкубировались с ингибиторами или без кик 
Hi-5). Расчет ведется на I мл разведенных в 1000 раз эритроцитов

Концентрация 
ингибитора

Количество неразложен- 
нэй в течение 30 мни

Н2О,. мг

4
20
60

0 243.9+55.7
мМ Na Nj 1552.1+57.9
мМ NaF 884+8.5
мМ NaF 1107.1+40.3

лнчество неразложенной в присутствии азида перекиси водорода за 
100%, то при инкубации с 20 и 60 мМ фторида количество неразложен
ной Н2О2 составит в среднем 56,9 и 71,3%, т. е. по сравнению с азидом 
ф гори л по полностью ингибирует эритроцитарную каталазу.

Спектрофотометрическое исследование взвеси эритроцитов в ЫаС1 
(0.01 мл эритроцитов в 3 мл _\аС!) показало, что если в контрольных
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опытах выявляются два пика, соответствующих оксигемоглобину (Л։-= 
577, /,2 = 542 нм), то при добавлении азида (2 мМ) и Н2О2 (5 мМ) эти 
пики практически исчезают уже в течение 2—3 мин. Чтобы получить 
подобный эффект с ИаЕ и Н2О2, необходимо почти па порядок увели
чить концентрации этих реагентов. Время исчезновения пиков также 
в несколько раз увеличивается. Отметим, что добавление только ази
да или фторида 'почти не влияет на величину максимумов поглощения 
(по крайней мере в течение 20 мин).

Поскольку железо в оксигемоглобине находится в Ес24 -состоянии, 
при окислении же переходит в Ее3 [14], можно думать, что при раз
ложении П2О2, сопряженном с появлением ионов гидроксила, происхо
дит переход Ее2 ч՜ —Ее3*՜.

Чем же может быть обусловлено столь резкое изменение pH, пока
занное на рис.. А? /Можно было предположить, что образование ОН 
происходит при неферментативном распаде Н2О2 согласно реакции Феи- 

тона [6] Ре2+-г112О — ОН4-ОН 4-Ее 1, а также в результате даль
нейшего превращения гидроперекисей жирных кислот КООН-֊Ее- — 
-֊♦ИО-ЕОН՜- Ее1 (Н2О2. атакуя двойные связи ненасыщенных жир
ных кислот фосфолипидов мембран, образует гидроперекиси [б], кото
рые могут превращаться в радикалы жирных кислот. Однако добавле
ние ЭД ТА, комплексона двухвалентных металлов, нс действует на изме
нение pH после Н2О2.

При геминовом же катализе разложения перекиси водорода био
логически активные комплексы железопорфиринон, н отличие от катали
за ионным железом, действуют в качестве ферментов лишь в трехва
лентном состоянии железа [5]. При этом, однако, при взаимодействии 
с Н2О2 образования ОН _ не должно происходить [5].

Другая возможность образования гидроксильных ионов и ОН-ра- 
днкалов может возникнуть в случае появления в системе супероксидных 
радикалов О?4-Н»О2-»ОН՜-ОН4֊О։. Однако присутствующая в зна
чительном количестве в эритроцитах супероксмддвсмутаза может ней
трализовать этот процесс, доведя концентрацию О2 до незначительных 
величин [8], поскольку азид нс ингибирует сушероксндлисмутазу [8].

Поскольку стадии перехода электронов чаще всего сопряжены с 
протолитическими стадиями, обеспечивающими электронейтральность 
продуктов восстановления или окисления, то можно лишь предположить, 
что появление ионов гидроксила или, что то же самое, утилизация про
тонов, происходит при окислительно-восстановительных взаимодействи
ях перекиси водорода с металлсодержащими белками эритроцитов в 
присутствии азида (но не фторида).

Резюмируя вышеизложенное, можно сказать, что при ингибирова
нии каталазы азидом перекись водорода увеличивает калиевую прони
цаемость эритроцитов вследствие интенсификации процессов ПОЛ п 
мембране. При этом выходу К предшествует резкое увеличение pH 
среды и окисление гемоглобина.
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ДЧ'-ЗАВИСИМЫЙ ПЕРЕНОС ИОНОВ КАЛИЯ У 
BREVIBACTERIUM FLA VUM

А. Г ВАРДАНЯН С. С. ДУРГА РЬЯН. М И. ОГАНЕСЯН

Научно-исследовательский технологический институт аминокислот, Ерсязн 

.Аннотация — Изучен характер транспорта К4 У аэробных бактерий В. fla
van: Показано пали ше трех фаз поглощения К 1 . Значения К ц н VIIjax 
для поглощения К 4- близки к характеристикам Trk системы Е. coli. Кзлие- 
сый равновесный потенциал соотйетствует измеренному ДЧ' Введение и 
среду протонофорз приводит к реверсии процесса поглощения К * . В при 
сутствнн ДПКД не наблюдается поглощения К • мрсенат натрия умень
шает вход К + . Предполагается, чю ноны К + поступают в клетки В. fla- 
van по градиенту электрического поля, при этом АТФ является, пилимо, 

регулятором этого переноса.

հսօսւայիա - Ուսումնասիրված Լ |\ * -ի տրանսպորտի րնուչթր В. jlaUUttt шЬгПр 
րակտԼրիանԼրի մ„1ո1 Smjg Ւ. արված « + 1լ(ան,էան երեր փՈ1>երք, աոկայռթյանր: 
К4֊ կւանմաէ< համար К M L \'тл,-Ь արմերներր մոտ են Е. СОИ րակտերք,աներ՛,
(irl; Արստեմ/ւ րնրսթաէքրերինր Կա;(,ումայ/,ն հս/վս/սարակշոէպ{ւն պստէ/նշիա/ը Հա- 
մապատասխանոսէ ( չափված ДЧГ'М' Պրոտոնաֆոր}, ներմածամր մխավայր 
հանձնում ( К+ կ/անման ոեերոին, ^^^ցւ^իկչոհերոխկարրո^խրի,!!, 
jnipjuijp չի դիտվում К 4՜ -ի կչանում։ Նատրիումի արսենատր աոայացնում ! |\4
ուստրի նվազում։ Ենթադրվում (. որ К -ի իոններր թափանցում են Р,. flfU'Uttl 

րշիչնէրի մեջ ԼփկտրակաՆ դաշտի դրադիենտի շնորհիվ, ընդ որում. ԱԵֆ.ր հան. 
դիոանոսէ է այդ պրոցեսի կարդավորիչւ
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Abstract - The character of K-*- .transport in respiring bacteria B. flavum 
has been investigated. It has been revealed the presence of three phases 
of K՜’-uptake. The values of Km and Vma tor K՜'-uptake arc dose to 
Л. col: Trk system characteristics. The equilibrium potassium potential 
corresponds to the measured AO. The application of proIonophore with 
glucose available has led to a К -uptake reverse. In the presence of 
N, N'-dicyclohexylcarbodiimide по К ' -uptake has been observed. Appli 
cation ul sodium arsenate has caused a К’-uptake decrease. Il is assumed 
that the potassium ions enter the B. flavum cells by electrical field 
gradient, cud this transfer may be regulated by ATP.

Ключевые слова гиперполяризация мембраны, мембранный потенциал (ДЧО. 
ионы Л՜ *՜.У грамположительных аэробных бактерий Breiibacteriiun flavum аппликация метаболизируемых сахаров вызывает резкий и кратковременный выброс ионов водорода и гнперполйрнзацню мембраны [1. 2]. Этот процесс сопровождается потоком иоиов калия внутрь клеток, причем стехиометрия ионного обмена И՜1՜: 1<+ равна единице. Эти данные являются предварительным указанием на то, что поглощение К’՜ у аэробных бактерий происходит по градиенту электрического поля, в то время как анаэробы используют для транспорта К энергию гидролиза АТФ [5].В данной работе показано, что и аэробных бактериях В. flavum ионы калия действительно распределяются между клеткой и средой пассивно по градиенту электрического поля. j

Материал :: методика. В работе использовали .-..ivii-.n Brevibacteritun flavum 
штамм АТСС 14067 [б]. Бактерии выращивали в течение 18—20 ч в мясопептонном 
бульоне при 30° на качалке Дальнейшая процедура подготовки клеток к опыту опи
сана ранее [I]. Количество жизнеспособных бактерий определяли методом высева на 
твердые питательные среды. Титр клеток в эксперименте достигал 3 4-5X109 кл./мл. 
Потоки ионов н разность электрических пот еппналов (ЛЧГ) определяли с помощью 
катнонселективных электродов по описанным ранее методикам [4. 7. 9] Внутрикле
точную концентрацию налов калия оценивали по количеству К •. вытекающему из кле
ток, обработанных толуолом в концентрации 2.0 мкл/мл. Такал обработка ведет н 
освобождению 95% внутриклеточного К [8] Использовали Х.Х'-лкцнклогексилкар- 
Содинмвд (ДЦКД), валпномнцин, арсенат натрия. карбоннлцняшы-т-хлорфешшгвдра- 
зон (КХФГ) (все Sigma. США), тетрафеннлфосфоннй (ТФФ+) (Chemapol, ЧССР).

Результаты и обсуждение. Ранее было показано, что добавление глюкозы к суспензии клеток В. flavum вызывает резкую секрецию Н + я гиперполяризацию мембраны с одновременным поглощением ионов калия, совпадающим по характеру с изменением А՝|; [I]. Однако это совпадение нс может служить достаточным доказательством того, что только наличие △Чг обеспечивает наблюдаемое поглощение н распределение полов калия у В. flavum. Одним из основных доказательств того, что К + у этих бактерий распределяется пассивно между клеткой и средой является соответствие наблюдаемого распределения этих попов с измеренной величиной △*|г (табл.)..Установлено также, что скорость поглощения К и количество ионов. поглощенное клетками, прямо пропорционально активности этого нона в среде в пределах 0.5 5,0 мМ. Соотношение начальных скоро-210



Распределение ионов калия между клеткой и средой н Л'Г у В. /1-.гчит ь средах 
с различным содержанием К * в отсутствие глюкозы

|К'1о (мМ) |К*|ы(мМ) |К"рп |К |0 ЕК* (-«В) А»Г (мВ)

0.46 203 440 159 155+8

0.81 227 280 147 147+8

1.91 133 133 127 130+6

Примечание: ГК1- 1 —концентрация ионов калия в среде; [к+]|п —концентра-
I ня внутриклеточного К . величину равновесного калиевого потенциала рассчитывали 
г.о формуле =։-~1п('к‘](0/;к']й).стей потоков Н+:К~ в изученной нами области концентраций К + близко к единице |1]. Из серии этих опытов по методу Лайнуивера-Берка Определены значения Кп ֊ 2,4 м.М и \՝гозх =0,2 мМ/мин. кл., близкие к характеристикам переноса ионов калия через Тгк систему у Е. соН, которая представляет собой К ’ -ионофор [ 10}Введение в экспериментальный раствор 10 т՛ М разобщителя окислительного фосфорилирования КХФГ приводит к реверсии процесса поглощения К ’ в присутствии глюкозы те приведено). При этом скорость секреции ионон водорода, обычно наблюдаемая в течение гл и кол - зз, уменьшается после добавления КХФГ. что объясняется электродиф- фу знойным обратным током протонов, возникающим в результате образования дополнительных II -каналов вследствие обработки клеток протоиофоро.м КХФГ. Из этого опыта следует, что наличие АЧ' необходимо для поглощения к поддержания ионов К внутри клеток. Поэтому ожидалось, что в присутствии валиномиипиа (1СМ М), создающего дополнительные каналы проводимости тля ионов калия в мембране, будет усиливаться поток К ՝ внутрь клеток иод действием электрического ноля. Однако при указанной концентрации валнномицйна мы не наблюдали заметного изменения потоков 1! и К 1 по сравнению с контролем.На рис. 1 показан характер изменения и соответствующих ио- ■ жог ионов К и Н1 после добавления глюкозы при 30° и 20°. На всех грех кривых обращает на себя внимание наличие трех фаз, строго совпадающих во времени. Первая фаза поглощения К* полностью соответствует характеру изменения △՝!'. Регистрируемая гиперполярнзацня мембран аэробных В. Цаиит, как было показано [I, 2], создается усилением секреции И ՛ через дыхательную пень три аппликации глюкозы. Когда мембранный потенциал у этих бактерий достигает некоторого порогового уровня, включение Н ‘ -АТФазы в режим синтеза АТФ ведет к небольшому падению △Чг с последующей его стабилизацией, очевидно, благодаря уравновешиванию потоков Н ‘, направленных из клетки н среду и из среды в клетку, соответственно через дыхательную цепь и 11՝ -Л I Фазу Подтверждением последнего предположения мох;ет елу-
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жить то. что, как уже было показано, в присутствии ДЦКД. блокирующего Н ‘ -АТФазу ;• повышающего △'1г, сёкрепня конов II после добавления глюкозы происходит без изменений скорости [2], и при этом наблюдается некоторое поглощение ионов К *՜

Рис. I. Рис. 2..
Рис. 1. Изменения эктнаппегсй ионов И и К в среде л гниерполири- 
затея мембраны /< lii-.um при аппликации гдкжизы (Г. 2,0 кМ) при 30° 
(сплошная линия) и _’(Р (пунктир) Экспериментальная среда содержала 
(вмМ) трис 10.0. Н3РО4 5.0. KCI 1.0. \аС1 1.0. MgSO4—1.0. ТФФ ' 
2ХЮ -3(рН 7 31 Исходный уровень \’Р практически нс записи г ос тем
пературы и составляет 115 мВ. Фазы 1. II. Ill показаны голые» для 

кривых при 30°.
Рис. 2. Изменения мембранного потенциала и активностей нои.ж I I и К • 
в среде у В. (iQvun: ври аппликации гдюкоиы (Г. 2.0 мМ) до к после до
бавления арсената натрин (А. 3.0 мМ). Условии эксперимента идентич

ны описанным к подписях к рис. I при 30°.Снижение температуры приводит к замедлению секреции И՜ . соответственно уменьшается гиперполяризация и замедляется вход К (рис. I), но при этом начальный уровень △՝!' до аппликации глюкозы остается постоянным ( 145 мВ). Для первой фазы поглощения К' нами определен коэффициент Вант-Гоффа (2| . разный 1,3. Это значение температурного коэффициента почти совпадает со значением Рю = 1.4 для физической диффузии [3], что еще раз указывает на ие.фермси дативный характер переноса попов калия внутрь клеток в период первой фазы поглощения.При аппликации глюкозы в присутствии арсената натрия амплитуда гиперполярнзационных ответов увеличивается (рис. 2). хоти как скорость. так и количество выходящего Н ՛ уменьшаются. В этом случае уменьшается также поток К + внутрь, что. очевидно, можно объяснить отсутствием А ГФ Как было показано ранее [2], ионы К4՜, поступая в клетки в ответ на гипернолярнзацню мембраны, уменьшают амплитуду гиперполяризации. Поэтому з отсутствие потока ионоз К . направлёи- 212



него из среды в клетку, наблюдается реальная величина амплитуды ги- иерполярнзацни—большая по сравнению с контролем (рис. 2).Таким образом, ионы калия поступают в клетки В. flauiim по градиенту электрического поля, но при этом ЛТФ. возможно, является регулятором этого переноса. Причем регуляция может быть как аллостерической, так и происходящей за счет фосфорилирования какого-то белка Tfk системы, как это детально обсуждается Стьюартом н др. [10].
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БИОСИНТЕЗ լ-ПРОЛИНА ИЗОЛ ЕЙЦИНЗАВИСИМЫМИ 
МУТАНТАМИ НЦЕУ1ВАСТЕНШМ Ւ՝Լձ\ՀՍ№ НА ПИТАТЕЛЬНЫХ

СРЕДАХ. СОДЕРЖАЩИХ МЕЛАССУ

Э. М. АКОПЯН. Б 11 КАРЛ БЕКОВ. В. Е. АКСЕНОВСКАЯ.
А. А.БУЛУТЯН. А. Г. МУРАДИН, Ф. И ТХРУНИ

Научно-исследовательский технологический институт аминокислот. Ереван

Аннотация—Изучена возможность осуществления биосинтеза 1-пролиня 
изолейиинзавиенмымн мутантами В. յ՚օւ՚ս/ո на питательных средах, содер
жащих в качестве источника сахара свекловичную и тростниковую мелас
сы Установлено, что свекловичная меласса обладает выраженной ингн- 
бнрующен активностью в отношении биосинтеза этой аминокислоты, в то 
время как тростниковая. наоборот, стимулирует этот процесс. Эффект от 
применения этих видов меласс зависит «>։ их содержания з питательной 
среде. Определены условия практического применения этих видов сырья 
для получения 1-пролина.

։1Г.пи։т<|]ии — յյ,(ւ<«/.;>Հա«» Հ է-սյրսյինք։ բ ի пи [։Ն(1 հ ղր խյ Г о1Ь(1С! С Г 1ւէՈ) քէճէ!Ա1Ո
1պ"(եյցք,նք։ց կախված մոլտանտՆ1ր[։ կողմից սնուցող միջավայրս։։’' որպես չարարի 
и,И,Р’Ч> ^քտաղսրծեյով ճակնղեղի և շարարեղեղի մերսսսաներ: Հաստատված է, որ 
այղ ամրնաթթվի րիոսինթեղի Նկատմամբ ձակնղեղի մԼ/ասսան օմտված է արտա-
■.ա)տ/>չ •սրղ1.1ակ"'ւ հատկությամբ, ա/Ն ղես/բում, Լրր շարքարնղԼգքւ մե/ասսան. 
րնղԿակաոԱ/կն, օմտված Լ խթանող հատկությամբ: Այղ երկո: տեււակի մեյասսաների 
..ղաաղործմ ան (ֆեկտբ կախված Հ սնուցող միջավայրում նրանց սյսւրունակութ/ան 
մսւկարղակիցւ էէրսշված !.Ն տյղ երկու սւեսակի ՀումրԼրի ղործնական կիրաոմ տն 
•ղայմաներր {-պրուինք. ստացման համար։ 213



Abstract — he biosynthesis of -proline by isoleucine auxotrophic mo
unts of tfrevih ict'rtm Jlavum on nutrient media, containing beet molas
ses and reed-mo'asses a. .1 source 0։ sugar was studied. The beet-molas
ses inhibited the biosynthesis of L-proHne, while the reed-molasses $11- 
inulated the biosynthesis 01 this amino add. These effects depended on 
the level of two types of molasses In medium. Conditions of practical 
using of two types 01 molasses were determined . >r the production 01 
I-proline.

Ключевые слова: мутанте՛ Rreuihacierlum fluvum иволейцикзависимые, мела՝са» 
дипсин тез пролина.

Биосинтез I-иродина ауксотрофнымн по нзолейцнну штаммами lirevi- 
bacterium flavum успешно осуществляется на синтетических питатель
ных средах, содержащих источники углерода и азота, минеральные со
ли, витамины п ростовые факторы» многие из которых имеют пищевое 
.-наценке или являются дефинитными и дорогостоящими [1 5]. Име
ются данные о применении для биосинтеза ’-продина технических нс 
■ очников сахара, таких как тростниковая меласса [6, 12]. Однако дан 
пых о применении свекловичной мелассы для биосинтеза пролина мы 
пе нашли. Этот вид мелассы является основным сырьем для получе
ния 1-лизнна в СССР. В связи с этим представляло интерес выясне
ние возможности применения се для получения а минские ют. в часи-о- 
сти. 1-пролина.

Материал к методики. В работе в качестве продуцента 1-пролина исяолзовали 
изолейиннзэвиепмый :угак1 III. который, кроме луксозрофкастн по нзолейцнну, об
ладает резистентностью к днгндропролнну п природно нуждается для роста в тиамине 
и биотине. Ферментацию проводили и колбах Эрлекмснера емкостью 750 мл на 1..1- 
чалм- (п- 200 об/мпн), бьем ферментационной среды в колбах составлял 15 мл. а 
рация п«> сульфитному числу 2,8 г.О^/л.чаг Посевной материал выращивали в те- 
ченпс 1С -20 ч и вносн.։и а ферментационную среду а количестве 0.8 1 мл Процесс 
биосинтеза осуществляли ?. течение 72 ч В качестве посевной среды использовали 
синтетическую среду следующего состава: глюкоза 3%, (\НЦ)„8(>,— 3%. <4^0։- 
7П2О -1%.'КН2РО4 0.1%', Ре5О4-7Н2О 0,001%. Мп 50,-4Н.>О 0.001%. 1-изолей 

инн—250 мкг/м:։. биотин—450 мкг/л, тиамин—5<Х> мкг,л, (pH 7.1-7 8) При нссле 
ковании возможности использования комплексных видон сырья применяли носевну/а 
чреду следующего состава (’>): меласса свекловичная—6% (3е,, по сахару), гидро
лизат БВК (гБВК)—2% (аминный азот 0.02—0,025%).

В качестве ферментационной среды использовали синтетическую среду следующего 
состава: глюкоза—11%, (ХНр^ЗО^ 5.5%. М£$О4.7Н2О—1%, НеЗО.. 7Н->О— 
0.001%, 5\п8Од./։1!2<.։ -0.001 ,. КН„РО4 0.1%. биотин 450 МлГ.'.з, . намин -500 мкг/.ч 
1-изолейцин 150 мкг/мл. СаСО$ 5% [13, II].

В качестве технических источников сахара использовали тростниковую и свекло
вичную мелассы. При компановке мелассных питательных сред последними а составе 
синтетической среды замешали только глюкозу. Остальные компоненты среды иснол . 
«шали в гех Же концентрациях, что и в синтетической ферментационной среде.

В качестве технического источника нзолейцина применяли гидролизат БВК, кото
рый готовили следующим образом: 10%-ную суспензию БВК в 4 к П2$О4 автоклави
ровали при 125° в течение 2.5 3.0 часов. Перед добавлением в среду гБВК нейтрали
зовал;: водным раствором аммиака до pH 7.1—7,3 В питательную сроду гидролиза 
ЬВК вносили вместе с сульфитом амм՛ ння. образующимся в результате реакции ней
трализации [Ю|.
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Пролин в культуральной жидкости определяли методом хроматографии на бумаге, 
используя систему и-бутзнол.'ледяная уксусная кислота: вода в соотпошенин 4:1:1.

О количестве биомассы судили по величине оптической плотности клеточной сус
пензии (ФЭК-56 М. кювета 5 мм, длина волны 510 нм) с последующим пересчетом на 
<.чой вес по стандартной кривой. Количество жизнеспособных клеток определяли ме
тодом титрования клеточной суспензии на пластинках мясо-ислтомного агара в чашках 
Петри.

Углеводы определяли методом Бертрана [И]: аминокислотный состав мелассы и 
гБВК на аминокислотном анализаторе ЛАЛ-339 (ЧССР).

Результаты и обсуждение. Изучение роста мутанта на указанных 
посевных средах показало, что на синтетической он растет со средней 
удельной скоростью (и. ) 0,37 час՜’ при среднем времени удвоения 
(1(1) 1,87 ч, что позволяет ему за 24 ч культивирования при практиче
ски полной утилизации сахара пройти 12.6 генераций (п). Период 
адаптации мутанта к среде (лаг-фаза Ед не превышает 6 ч (табл. 1).
Таблица 1. 
средах

Динамика роста мутанта 111 на синтетической и мелассной посевных

№№ 
проб ч вы

ра
- |

Н
И

Я
. Ч 

' 1

Биомасса X (титр 
клеток и 1 мл)

Удельная ско
рость роста

Их. Ч՜1

Время 
удвоения 

ед, ч

Количество 
генераций, 

п

Вр
ем

 
ш

ин
а

глюкоза меласса глюкоза мелас
са

глю
коза

мелас
са

Глю- мслас- 
коза са

1 
2
3 
4
5 
6
7
8
9

10 
11
12
13

0
2
4
6
8

10
12
14
16
18
20
22
24

4.7 >10* 
5.5X10* 
6.9 x10е 
1.8x10’ 
8.4/. 10'
6.2x10» 
5.5 -.10»

1.25X10“ 
2.0хЮ“ 
2.6 <10“ 
2.9x10“ 
3.0 10“ 
3.1 10“

2.11 10* 
2.54 10*
9.0 ХЮ* 
5.24x1 О’
2.55ХЮ» 
3.23 10*
7.81; 10«
6.43X109
2.51 > 10“ 
3.25x10“ 
.5.71X10“ 
4.12x10“ 
4.14 10“

0.096
0.095 
0.48
0.77
0.99
1.09
0.41
0.23
0.13
0.055 
0.017 
0.016

0.09
0.64
0.88
0.81
0.11
0.45
1.05
0.68
0.12
0.07
0.05
0.002

7.4
7.4
1.46
0.90 
0.70 
0.64 
1.77
2.98
5.26

12.5
41.7
41.7

8.0
1.08
0.80
0.88
6.25
1.56
0.66 
1.025 
5.7
9.5

13.3
346.5

0.27 0.25
0.27 1.84
1.37 2.51
2.2 2.28
2.86 0.32
3.12 1.28
1.18 3.02
0.67 1.95
0.38 0.35
0.16 0.21
0.05 0.15
0.05 0.006

Средние 
ли роста

ноказате- 
за 24 ч 0.37 0.41 1.87 1.7 12 6 14 2

При применении в качестве посевной среды мелассы и гБВК вдвое 
сокращается лаг-фаза ), несколько увеличиваются н в другие фи
зиологические параметры роста мутанта (1г1 в п). Однако обращает 
на себя внимание диаукенческий характер динамики роста мутанта на 
мелассной среде (табл. 11. свидетельствующий о содержании в мелас
се другого, кроме сахарозы, ис։очлпкз углерода в виде оргаинчс .кнх 
кислот (испытанные нами партии свекловичной мелассы содержали до 
20 г/л молочной кислоты).

Таким образом, из основании полученных результатов можно счи
тать- что свекловичная меласса и гБВК н примененных концентрациях 
хорошо обеспечивают ростовые потребности изолейципзависимсно му- 
тзнта III В. //дуат—продуцента пролина.

Для выбора оптимального количества мелассы, обссиечиваюшд ; 
наибольший выход пролина у мутанта, : .иокозу в синтетической фермсн- 
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тационной среде частично или полностью замешали свекловичной или 
тростниковой мелассой с таким расчетом, чтобы конечное содержание 
сахара было на уровне 11%. На рис. I приведены данные, характери
зующие выход биомассы, пролина и удельную продуктивность у мутанга

Рис I Выход бмомлсси (.о. 1-пролию (б) и удельная продуктнпиость (и) 
мутанта III п .апкспмогтн от концентрации i> среде свекловичной (#->) 
и тростннкопои (О — О) меласс. По «н абсцисс: в числителе процент си- 

жара (глюкозы) и среде, н знаменателе процент мелассы п среде

в зависимости си концентрации мелассы в среде. Видно, что выход 
биомассы при разных концентрациях мелассы в ферментационной среде 
но сравнению с таково»՜։ на синтетической среде (11% глюкозы) не пре
терпевает существенных изменений. При применении свекловичной ме
лассы биосинтез I-пролина резко ингибируется н при полной замене са
хара на мелассу—0/22—он практически не имеет места Напротив, при
менение тростниковой мелассы приводит к усилению биосинтеза (-про
лина н к соответствующему увеличению удельной продуктивности му- 
•. знта, а при полной замене сахара в среде на тростниковую мелассу— 
( 22—уровень биосинтеза ( пролина остается такой же. как на синтети
ческой среде — 11 0.
Поскольку в литературе явление ингибирования биосинтеза 1-пролин.! 
свекловичной мелассой, а также механизмы этого явления не обсужда
лись. мы сочли интересным выяснить его причины.

В связи с тем. что свекловичная и тростниковая мелассы отличают
ся друг от друга по аминокислотному составу (табл. 2). было естест
венно именно в аминокислотной фракции искать причину ннгибирова- 
!кр процесса биосинтеза 1-пролнна свекловичной мелассой Для это- 
и- .векловичную мелассу подвергали обработке на ионообменных смо
ла Были получены дне партии обработанной мелассы: одна, обрабо
танная катионитом (КУ 2ХВ). не содержала аминокислот, другая, обра
ботанная анионитом (АВ-17), содержала все аминокислоты, ирису г- 
сг֊г. >!цис в исходной мелассе Эти парши мелассы включали и состав 
синтетической среды взамен! сахара (глюкозы) в двух вариантах: с ис
ключением из состава среды соле»’։ и витаминов (^микродобавки^) п без 
изменения остального компонентного состава среды. В качестве кон
тре использовали синтетическую ферментационную среду. Получсп-
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1 блица 2. Химический состав свекловичной и тростниковой меласс 2
Свекловичная Т рос гниковая 

меласса мелассаНаименование показателем

pH 6.0-6.4 5.5-5.8
Общий сахар, вес.% 51.0—51.8 54-60
Прямой сахар, всс.% 2.6-5.б 20-28
Зола, вес. % 7.3 —8.4 5-9
Сухие вещества, вес. % 72.9—74.5 70-40
Общий калий, нес. % 3.1-3.6 2-3
Общий фосфор, мг % 42 6-44,7 150—180
Кальций, мг % 645 -792 500—180

АМИНОКиСЛОТЬ!. М1 51.

Гистидин 0-40
Аргинин — ЛИЗИН 12-4) -4
Аспарагин 12-36 4 6
Треонин 1Ь-34 —
Серни 49-Кб —
Глутамин 14.3-475 —
Иролин 20-8? —
Глицин 14 80 —
Алании 37-89 5-10
Валин 11-93
Метионин 2-30 —
Изолсйцнн ~ лейцин 50-208 —
7нрозип П-51 —
Фенилаланин 0-100 —
Триптофан 4-5 —

Витамины, мкг, ।
1 намин 1.3 8.3
Биотин 0.053 12.0
Рибофлавин 0.41 2.51
Никотиновая кислота 51.0 21.0
Пантотеновая кислота 1.3 21.4
Фолиевая кислота 2.1 0.038
1 !нрл.токсин 5.4 6.5

кые данные подтверждают предположение о том, что ингибирующая 
активность свекловичной мелассы связана с ее аминокислотной фрак
цией и, ио-видимому, с нзолейнином, поскольку именно эта аминокисло
та у изолейнинзависимых мутантов-продуцентов ’-нррлина является 
регулятором биосинтеза. И, действительно, исключив из состава син
тетической среды изолейцин при применении свекловичной ме.чссы, мы 
убедились, что ингибирующий эффект ее на биосинтез 1-пролина значи
тельно снижается, а отсутствие в среде этой аминокислоты компенси
руется изолейцином мелассы. На рис. 2 для сравнения приведены дан
ные о биосинтезе 1-иролина мутантом III из синтетической фермента
ционной среде в зависимости от концентрации Ь изоле»։ ци на в среде. 
Видно, что высокий выход 1-пролина достигается тогда, когда в синте
тической среде лишь 4—5% сахара (из 11%) заменяется свекловичной 
мелассой (8 10%). Полная замена сахара мелассой, по-впдимому. при
водит к некоторому избытку 1-изолейнина в среде, о чем свидетельству
ет схожесть профилей кривых зависимости выхода пролина от конне'н- 
Трации 1-изолейинна в синтетической среде и от концентрации меласс.։. 
Полученные данные свидетельствуют о том, что количество нзолейнина, 
вносимое в среду в составе свекловичной мелассы, вполне удовлетворя
ет потребностям мутанта для успев;:: го осуществления бпоенп:с-:а 
иролина.
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Таким образом, эксперименты со свекловичной мелассой в качестве 
источника углерода показали возможность ее использования для полу 
чения I-пролина При этом было установлено, что концентрация ее в 
питательной среде не должна превышать 10% (5% по сахару). Дефи
цит сахара в среде в этом случае должен быть возмещен внесением чи
стой глюкозы (или пищевого сахарного песка).

Рнс. 2. Биосинтез 1-нро.шна из среде бе։ изолейцнна, содержащей раз
личные концентрации свекловичной мелассы 9) н из синтетической 
среде с рахянчными концентрациями Ьнзилейцинз ( — ). По оси абс

цисс и числителе процент глюкозы » среде, а знаменателе процент ме
лассы в среде.

Рис 3. Влияние витаминов на биосинтез пролина мутантом III

На основании результатов проведенных исследовании была выяв
лена возможность и установлены условии применения названных видов 
меласс для получения ։ иролина микробиологическим синтезом, по вон- 
рос о причинах стимулирования синтеза этого продукта при применении 
более низких концентраций тростниковой мелассы оставался невыяс
ненным.

Сравнивая химический состав тростниковой и свекловичной меласс 
(табл. 2), можно убедиться, что первый значительно богаче некоторыми 
витаминами. Для выяснения возможной роли этих витаминов была про
ведена серия экспериментов с использованием среды с витаминами 
(рнс. 3).

Полученные данные позволяют сделать вывод, что стимулирующий 
эффект тростниковой мелассы на биосинтез 1-пролнна, по-нпднмому. в 
б.. :.шой степени зависит от содержания в ней витаминов, в частности, 
рн 'офлавина. стимулирующая роль которого в концентрации 30 мкг.'л 
особенно выражена.
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ВЛИЯНИЕ п-ХЛОРМЕРКУРИБЕНЗОАТА НА Լ-Л ИЗИ Н-2-МОНО- 
ОКСИГЕНАЗУ ИЗ PSEUDOMONAS Sp.

Г Э. ХАЧАТРЯН, т Р КАЗАРЯН. А. Л. СИМОНЯН 

Ереванский физический институт ГКИАЭ СССР

.Аннотация Изучено влияние п-х.юрмеркурибенэозта на активность Լ-лн- 
зин'2*моиоокснгсна:)Ы и.» двух штаммов рола Pseudomonas. Показана 
трансформация окенгеназпеш активности фермента в оксидазную

Անոտացիա — ՕւսումՆսւսք-րվոէ է պ. րւորմԼրկուրիրեՆգոատ^ սպդ եյ ութ յունր 
Pseudomonas էյերյյ. երկո ;տա,!ՆԼրր Սքի<է1’1,~' ■ մոնոո^Ւհննւսզր-յյթ ակս-. [էՎոլթ ,ահ 
‘1Гш։ Տոպց է տրված ֆնրմՕ/տթ оրսիցենա^աւյ>և ակտթվո,թյան վերափոխումն 
ոքէքէթղազայիՆխ

Abstract — The Influence ol p-chloromercurybenzoatc on L-lysm-2-mono
oxygenase activity from t.vo strains ol Pseadum mas species is investiga
ted. The transformation of o.vy^ena>e activity ol enzyme into an oxidase 
one is shown.

Ключевые слона I.- \и тн-З моч юши.-еназа. трансформация, П‘хлормеркурибениоат, 
Psendoiwnas чр

Химическая модификация фуикциоиальных групи молекул ферментов 
часто сопровождается изменением их каталитических свойств. Извсст 
но. что при некоторых патологических состояниях, например, вследствие 
облучения [2], происходя г качественные изменения активности фермой 
тов. т. е. трансформация Изыскание способов избирательного блоки
рования таких изменений в принципе может быть использован։। 1ля со- 
Здания новых лечебных средств Кроме того, сопоставление свойств 
природных и трансформированных ферментов может быть интересным 
Для решения фундаментальных проблем биокатализз fl].
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Ьлпзин-2-монооксигеназа—Л МО (КФ 1 13.12.2.) в нативном сиего- 
111111 является внутренней монооксигеназой [3], т. е. катализирует окис

ление лизина с внедрением одного атома молекулярного кислорода в 
структуру субстрата по схеме

Nil, NH, 
|

'Ci։2)« лмо (СН3)< I
CH NH. °3 * c-nh, ։н:о + с(\ (о-

1 И
СООН и

1. лизни с— аминовй.-.грамид

Известно, что Л МО из Rs՛. [Ittorepcens ЛТСС 11250 под воздействи 
им меркантндобразуюших реагентов в значительной степени теряет ок
сигеназные свойства, приобретая оксидазные. Ирв этом молекулярный 
кислород расходуется на образование пероксида водорода, а кислород 
кето-группы а-ксто-е-амннокапроновой кислоты берется из молекулы 
воды по схеме

Nil, ’ NH,
I I

(СН։)< ------ > (СН5)4
} -{-0,4-11,0 .’IMO I 4-H Ojl-NHj 01).

CII-NH, С=0
I ֊ Iсоон соон

I.-лизни 1-к<?то-£-зми1’.<>хапроповёЯ кислота

ЛМО не обнаружена н։н te, кроме некоторых штаммов Ps. flaores֊ 
tens и Rs- pulida. Детальное исследование свойств, и том числе свойства 
трансформации, было проведело только для фермента из Ps. fluorescent 
ЛТСС 11250.

Целью настоящей работы явилось сравнительное изучение свойств 
.ЧМО из штаммов Ps. putida ВКМ В 1458Д и ';,х. jluarescens Oil иод 
влиянием п-хлормеркурнбензоата (и-ХМБ).

'.iar piiti ՛ и .4: TO'.iiiKG . ЧМО ныделяли :;i Pseudomonas по методу Такеда и Г.'о: 
num |3]. 4i каждом случае фермент очищался примерно я 2(10 рал и содержал незна
чительную белковую примесь.

В работе использовали натриевую соль п-ХМБ ква.шфикацнн «и», «.Chemapob 
(ЧССР): L-лизнна гидрохлорид, «Reanal» (ВНР); 2-меркапгоэтанол, <Serva> (ФРГ), 
каталазу. «Sigtna» (США). Остальные реактииы—отечественного производства выс
ших квалификаций.

Хкгнанссть фермента определяли амперометрически, оценивая убыль кислорода с 
помощью мембранного кислородного электрода, спектрофогомегрическн на спектр-bo- 
:омстрс «Specord М-40» (ГДР», определяя изменение интенсивности окраски феноло
вого красного а |к туль։атс смещения pH в кислую облает- под воздействием ня 
■чегося (ХЪ, нрн длине волны 558 нм. Измерения выполняли при 25° в 5 мМ нилш՛- 
фпсфатиом буфере (pH 8.0). содержащем 1-литин в конечной концентрации 20 мМ. 
Концентрация фенолового красного при спектрофотометрическом определении состав
ляла 21 мкМ.

Модификацию фермента с помощью п-ХМБ проводили. преннкубируя 20 нм JIM01 
с п-ХМБ в концентрациях от 0.03 до 0,9 мкМ в ге енне 5 мин лрп 2-5°. После того 
ипрсдслялн ферментативную активность. Процент оксидазной активное» 'шришьтлп, 
определяя количество пероксида водорода, добавлен։՛.■ -в реакционную среду избытка 
каталазы. При этом регистрировали уменьшение п». р ՛'.֊■ н?:-։ кислорода, пропорило- 
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и,чльн։>с количеству выделиапйгося в холе реакции пероксида водорода. Обратимость 
трансформации определяли добавлением избытка 2-меркаптозтанрла.

Результаты и обсуждение. Предполагается, что причиной появле
ния оксидазной активности у ЛМО после обработки п-ХМБ является 
модификация тиоловых групп фермента [4]. В наших экспериментах 
при действии на фермент различных концентраций п-ХМБ наблюдалось 
ожидаемое уменьшение активности Л МО. Причем, как видно из рис. 1, 
существенных различий з степени инактивации фермента из разных ис

Рис. I. График зависимости активностей ЛМО из Р.< fluorescens ( — О)н 
Ps. putida (#—#)от различных концентраций п-ХМБ. Время лреинкуба- 

ций фермента с п-ХМБ 5 мин. Концентрация фермента 20 нМ.

точннков не было обнаружено. Наблюдаемое резкое падение активно
сти фермента уже при очень низких концентрациях и -ХМБ действи
тельно может быть обусловлено связыванием последнего с SH-rpynna- 
мн активного центра или, по крайней мере, с SH-группамн, несущими 
ответственность за активность фермента (например, с БН-грунпами ре
гуляторных центров). Свидетельством тому может также служить рез
кий перегиб в кривой инактивации при соотношении 7 -8 моль п-ХМБ 
на моль фермента. Последующее увеличение концентрации п-ХМБ не 
приводило к изменению каталитической активности ЛМО из Ps. putida, 
в то время как у ЛМО и . Ps. fluorescens опа незначительно снижалась.

На рис. 2 приведена зависимость активности ЛМО от времени пре 
инкубации фермента с различными концентрациями п-ХМБ, из которой 
видно, что связывание п-ХМБ с ферментом практически заканчивается 
за 4 — 12 мии и зависит от соотношения п-ХМБ/ЛМО, причем дальней
шая преиикубания не приводят к изменению активности.

Модификация ЛМО из обоих источников с помощью п-ХМБ нс толь
ко приводит к сущеечвеяной потере каталитических свойств фермента, 
иг» л трансформирует значительную часть остаточной активности из 
оксигеназной в оксидазную. В таблице суммированы данные об изме
нении характера окислительных свойств фермента. Явление трансфор
мации регистрировали обоими методами оценки ферментативной актив
ности. Как видно из схемы 1. стехиометрия убыли кислорода и образо
вания диоксида углерода в оксигеназной реакции равна 1:1. Между 
тем с появлением оксидазных свойств количество, образующегося СО..
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должно сократиться (схема II). II действительно, наблюдалось несоот
ветствие между определенным амперометрически количеством кислоро- 
. а и количеством образовавшегося СО2, определенного спсктрофотп-

Рис. 2. График зависимости активностей ЛАЮ из Р$. [1иоге$сеп՝ от време
ни прсннку6з:и:л с л-ХМБ: О -00,06 мкМ:ф—ф0,15 мкАк ■—ВО.З мкА! 

п-ХМБ, Концепт ранил фермента 20 нМ.

Прицеп।ние соотношение оксигеназной и оксидазной активностей ,’1МО после 
модификации фермента п-ХМБ

Штамм
Состояние °""””™ .кт...,.ость. %

фермента 
по |O;J н<» |СОг| по {|C2j В'О5]) по каталазе

Ps. fhiorcscuii'? патин. 100 100 0 0
модиф.' 24.2 10 14.2 13

!*$. piilidn патин. 1С0 100 0 0
мидпф." 26.7 18.4 8,9 10

՛ Модификацию ироаодпли премнкубнруя 20 лМ фермента со 120 нМ n-XMBl

метрически. Эта разность и соответствует оксидазной активности. По- 
следикло определяли также с помощью каталазы. Из схемы 11 видно, 
что в оксидазной реакции образуется пероксид водорода эквимолярно 
расходу кислорода. Если бы вся остаточная активность была оксидэз- 
। ин го в случае добавления в реакционную смесь каталазы половина 
поглощенного кислорода должна была вернуться в реакционную среду 
согласно схеме

каталаза
Н,О2 --------- «|2О 12 О2 (Ш>

Наблюдаемое в нашем случае отклонение от подобной стехиомет
рии указывает на то. что реакция ферментативного окисления протека
ет одновременно ио двум механизмам: оксидазному и оксигеназному. 
Приведенные в таблице значения уровня оксидазной активности двумя-, 
методами дают неплохое совпадение. Добавление к модифицирован
ном) ферменту избытка 2-меркаптоэтанола з.-: тсяавлявает оксигеназ֊ 



ную активность ЛМО до 80%. при этом оксидазная активность пол
ностью утрачивается.

Таким образом, ЛАЮ как из Ps. putida В КМ В-1458Д, так в из 
Ps. [luprescens 011 действительно проявляет способность к трансформа 
ни։։ под действием п-ХМБ.

Авторы выражают благодарность Аустре Л яшмам за любезное пре
доставление штамма Ps. fliioreseens Oil и Н. И Мкртчян за выполнение 
микробиологической части работы.
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ЭНЗИМОДОЗИМЕТРИЯ КАК МОДЕЛЬ ОЦЕНКИ ТЯЖЕСТИ 
ПОРАЖЕНИЯ ОТ ВНЕШНЕГО БЕТА-ОБЛУЧЕНИЯ

В. Б. МАТЮШИН ЕВ. И. Б. АМН ПЛОВА. И. !О. БАЛ АНИ НА. И И. СОКОЛОВ

Ленинградский государственный университет нм. А. А. Жданова

Аннотация — С помощью множество и наго регрессионного анализа изуче
на связь уровней 16-in ферментных показателей с дозой (30—100 Гр) 
внешнего бета-облучения крыс.. Отобрана группи из 9-ти эффективных тес
тов. Показана перспективность использования энзнмолозимётрик для от
бора признаков, информативных в отношении оценки тяжести постлучевых 
нарушений.

U.r>UUI III [J jl Щ — Puir^hulj/l uL^l’Lt’/ч'Ь luhuillm/t nlfbntpfUJli p Hll/IUll'llUl ujipi]iu r) i։ IS
Ij.Lpiihbinujut/ul itшlftupqiul/Ъl.pfi Ijiuu/p aitibLirA։i,fip uipinuipjdt pbuim-
tiUllt>l>rfWjtll[u։1l (30—lllll 4-n J ’ILmi (.‘ЪшрфиЛ I, S rnbnurbfi/irj
Г/иЛ; «г/i [itnijp։ Srtljff / 1:411(1111) (Inf {ijni/n 4 /id huippui/р едшигцнрйи atli л «iu//։ir- 
pui ibnipjoibp ՛. I. mSiu run/Jin jP Iii/ph lnutb/ftupmdbLpfi hiubpiuP iwb qii U>‘tuj in J uibp dli- 
piupbpijni^ •?'titin Ij HillД pt.h(1 /1 pbu՝fUHpJ4lb ■Iwduipr

Abstract By means of multivariate regression analysis the relationship 
of 16 enzymatic indices levels with the des (30—100 ..ray) ci rats outward 
beta-irradiation has been studied. A group ‘ia- >ccu selected, consisting 
of 9 effective tests. The perspectiveness oi enzymatic dosimetry utiliza
tion for selection of Indices, informative with lespect to estimation of the 
heaviness of posrirradiation breaches has bceb shown.

Ключевые слова: ферменты, бста гичлцченш: регрессионный и>.н.гиз.

?\отя проблема биологического те՛, гировгння лучеь. .> поражения орга
низма еще далека от окончательной |?ешсппя. признается, что значи
тельные успехи в этой области могут быть достигнуты на путях биохи-
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мического мониторинга сопутствующих изменений. Одними из наибо
лее перспективных радиоиндикаторов считаются ферментные 'показа
тели [2]. Правда, до последнего времени фактически данными для чет
кой и обоснованной аргументации подобной точки зрения специалисты 
не располагали, поскольку серьезных, систематических исследований 
вопроса не предпринималось. Лишь недавно в представления о диагно
стических возможностях энзиматического подхода была внесена опре
деленная ясность [4]. Выявлена несостоятельность ставки на единич
ные признаки. Продемонстрировано, что в целом существенны не те 
или иные тесты сами ио себе, а именно ферменты, т. с. буквально неко
торая совокупность показателей, имеющая конкретную сферу примени
мости. Причем реализация потенциала комплексной оценки требует 
специальной адекватной методологии, основанной на многомерности 
эксперимента и анализа его результатов с обязательной дифференциа
цией условий лучевого воздействия. Как было с убедительностью по
казано, при объединении индивидуальных параметров и умелом ис
пользовании кооперативного эффекта разрешающая способность энзи- 
моиндикации резко возрастает [3, 5, 6]. Общая ситуация поэтому вы
глядит сейчас благоприятной. Вместе с тем нельзя не отметить, что 
базовые исследования выполнены в плайе ретроспективной оценки ве
личины лучевой нагрузки и соответствующие, выводы сделаны в пред
положении адекватности энзимодозиметрии характеристике тяжести 
поражения. Последнее допущение произвольно уже в силу заведомой 
нереальности создания биохимического дозиметра (как было показано, 
тестирующие свойства ферментных показателей изменчивы и определя
ются не только уровнем радиационного воздействия). В подобной об
становке для большей основательности прогностических заключений 
необходим завершающий штрих—-подтверждение правомерности сде
ланных экстраполяций. По-видимому, лучший способ установления 
истины в данном случае состоит в параллельном анализе дозиметриче
ских и индикаторных кондиций совокупности одних и тех же показате
лей Целью настоящей работы явилось проведение именно такого сра-з- 
11 ите.ч ьного и сел едов а н и я.

Материал и методика. Использоралп фактический материал работ [Б, Г>], выпол
ненных ранее на беспоро.лых половозрелых белых крысах-самцах, подвергнутых внеш
нему бета-облученню от криптона-85 в дозах 30—100 Гр. с интервалом II) Гр. Напом
ним, что через 14 гут после лучевого воздействия (т. и. в Момент, когда различия » 
проявлениях кожной клиники, определяющей в конечном счете судьбу особи при 
бранной форме облучения, становятся отчетливо заметны) животных сортировали ио 
степеням поражения и забивали. В коже и плазме крови определяли уровни актиз- 
вости ряда ферментов. Полученный цифровой миссии для облегчения ориентации в 
многомерной структуре выявленных фактов подвергали компонентному анализу Г 
итоге предположение о способное!:< определенной совокупности биохимических пара
метров обеспечить успешную радноэнзимопидикацию получил.։ объективно?. подтвер
ждение. Были выявлены признаки, совместный учет которых позволяет охарактери
зовать полностью веса» диапазон клинических сдвигов в состоянии кожных покрове* 
животных. В настоящем исследовании пул имеющихся первичных биохимических ։н- 
мсреннй был перераспределен по дозам излучения На каждую из 8-ми примененных 
доз приходилось по 20 подопытных и 8 интактных особей Активность, отмеченную у 
облученных крыс, выражали в долях от принятой за единицу средней активности и с >-
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•листствующсн контрольной группе Нормированные таким образом данные оираба- 
wbs.ii։ на ЭВМ ЕС-1045 по стандартной программе множественного регрессионного 
анализа. Оценивали параметры линейных уравнений нндз: у—Ь0 + Ь1х։4֊... ы 
где у -средняя величина дозы при значениях х։х2...х։ ферментных показателен, Ьо— 
свободный член, Ь,...Ь։- частные коэффициенты регрессия. Поскольку были проведе
ны две независимые серин эксперн ментов (серия 1: в коже н плазме крови крыс ре- 
। естрмровалн уровни активностей асвартатамннотрансферэзк. аланннамннотрансфера- 
лы. щелочной фосфатазы, дегидрогеназ пенгозофосфэтпого пути, лактатдегидрогена- 
•ы, обозначаемые далее как АСТК, АСТГ1, А.’ГГК. АЛТП, 1ЦФК, ШФП, ДПК, ДПП, 
ЛДГК, ЛДГП; серия 2: активности хнелой ДНКазы (ДКК. ЛКП), щелочной ДНКазы 
(ДЩК. ДШП). альфа-амилазы (АМК. АМН), найдены характеристики двух таких 
уравнений связи совокупности экзогенных биохимических признаков с дозой бста-н»- 
дучення.

Результата и обсуждение. Полученные результаты представлены 
в таблице. Видно, что оптимистическая точка зрения, сформировавшая
Показатели связи уровнем энзиматической активности с дозой бета-излучения

X грактсри.тнки уравнении мнбжесшейной регрессии
Формен-се рвя ты „'R

Ь1

Г
 

ос•• ос 
«с Р

АСТИ -9 50 0.039
АСТК —31.98 0.650
АЛТП 4.05 0.(110
А ЛТК 7.85 0 046

I ЩФП 7.98* 0.101 67 40 12 . 38 10.24 •1.756 0 047 41.2»1 1ЦФК 0.69* о.ою
лдгп 1.22 0.003
лдгк 10.32* 0.069
ДПП 5.74* 0.068
ДПК 1.52 0.004

дкп 6.81- 0.152
ДКК 9.21* 0.151

2 АМК 3.06 0.034 53,45 31.55 14.87 0.652 о 075 16.1е
АМП 3.16* 0.090
дтп 0.02 0.013
дщк -22.39* 0.560

— 0.05.

ся под влиянием итогов компонентного анализа, находит в них полную 
поддержку. Так, достоверные величины Н-критерия не оставляют сом֊ 
.чення в работоспособности избранных линейных моделей. Общая адек
ватность выведенных интерполяционных формул исходным цифрам 
косвенно подтверждается высокими значениями коэффициентов детер
минации (R2): для серий 1 и 2 учитывает» я • ю.зсктвенно 76 и 65% от 
общей дисперсии дозы. т. е. совокупность независимых биохимических 
переменных оценивает большую часть принятого в эксперименте варьи
рования лучевой нагрузки. Масштаб средних ошибок аппроксимации 
«е) отклонений расчетных значении результативного признака от фак
тических—также говорит об удовлетвори тельной точности предсказания 
[I]: ретроспективно доза определяется с погрешностью в 10—15%. 
Впрочем, качественное различие двух систем показателей в индивиду
альных совокупностях отчетливо видно даже невооруженным глазом: 
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информативность массива тайных серии I явно выше. Возможности 
регрессионного уравнения, построенного иа материале серин 2, выглядят 
скромнее не только по критериям р, R2, &, но и ио величине остаточной 
дисперсии (£;).

Особое внимание, естественно, привлекают значения коэффициен
тов Ь;, позволяющие решить вопрос о вкладе отдельных энзиматиче
ских показателей в опенку лучевой нагрузки. Чем больше величина 
частного коэффициента регрессии, выражающего количественную за
висимость уровня воздействия от переменной х. при исключенном вли
янии всех остальных признаков, тем значительнее степень ее участия в 
общей характеристике целевой функции. Прогностическая неоднород
ность состава апробированных совокупностей тестов несомненна. Ста
тистически значимой связью с дозой излучения в блоке данных серии ! 
обладают АСТК. ЩФП, ЩФК. ЛДГК. ДПП. а в серии 2 ДКП. ДКК, 
АМП, ДЩК. Эти же констелляции выделяются п относительной долей 
вклада признаков в прогнозирование дозы (6Х, ), для каждого из них

превышающей величину 2 — [7]. Использование критерия 6 Х1 позво- 
R

ляет ранжировать показатели в соответствии с их реальной эффектив
ностью и определить такой порядок следования в группах по снижению 
разрешающей способности: АСТК, ЩФП, ЛДГК, ДНП, ЩФК и ДЩК. 
ДКК. ДКП, АМП Бесспорно, ведущие позиции в сериях занимают 
АСТК, концентрирующая 65% информационной емкости соответству
ющей батареи тестов, и ДЩК. берущая на себя 56% от общей резуль
тативности другой совокупности. Как легко подсчитать, суммарный 
реестр показателей, имеющих значение для прогнозирования дозы, 
включает всего 9 элементов из 16-ти фиксировавшихся в ходе проведен
ных экспериментов независимых переменных, т. с. остальные 7 иризиа- 
ков ввиду их несущественности можно исключить из рассмотрения. По 
этому не вызывает сомнения, что в рамках апробированных групп био 
химических тестов достигнутая точность предсказания способна увели
читься паже за счет выбраковки засоряющих систему балластных пока
зателей. не говоря уже о возможности ш пользования резервов повыше
ния дозиметрического потенциала анализа, опирающихся на механиче
ское объединение всех 9-ти эффективных регрессоров в один кластер, а 
также иа чисто статистические приемы.

Впрочем, в повторной обработке данных пот необхе шмости, убеди
тельность выводов гарантируется и без этого. Поскольку центральные 
тенденции выявлены достаточно четко, введение в поле зрения каких- 
либо дополнительных материалов представляется излишним. Даже нс 
прибегая к углубленному изучению редуцированных матриц первичных 
данных, мы вправе констатировать высокий биодознметрический ста
тус групповой оценки. Подобное заключение созвучно мнению о боль
ших возможностях системного подхода к ферментной радиолнагностике. 
Однако важнее другое- исследование дозовой зависимости не только 
подтвердило перспективность использования многомерной эизимоинди- 
нации, но и дало результаты, согласующиеся с итогами выполненного 
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ранее компонентного анализа пригодности ферментных показателен для 
характеристики в аналогичных условиях степени поражения особей.

Особенно примечательно то, что набор из 9-тн признаков, хорошо 
измеряющих дозу бета-излучения, по своему составу оказался идентич
ным обойме тестов, способных при совместном их учете полностью от 

-дифференцировать тяжесть постлучевых нарушений (5. 6]. Правда, 
как оказалось, в каждом из случаев при формальном тождестве ком
понентов прогностической системы перед нами качественно своеобраз 
пая совокупност։., имеющая обособленную структуру приоритетов син
гулярных показа гелей, особое соотношение их бнонндикаториых конди
ций. И это весьма существенно, так как предостерегает от еще встреча
ющегося отождествления бнодознметрии с регистрацией выраженности 
поражения индивида Чежд> тем поглощенная доза излучения и сте 
кеш. вызванных ею нарушений биологически нс эквивалентны, они свя
заны лишь более или менее тесной корреляцией, но отнюдь не строгой 
функциональной швнеимок гыо. с чем и необходимо считаться. Реакция 
живого объекта на одно ь то же влияние величина переменная, кон
тролируемая рядом условий, поэтому практически следует ориентиро
ваться на выявление именно тяжести поражения как определенного со 
стояния организма. Конечно, характеристика дозы есть первое и наи 
более строгое приближение ь оценке конкретной силы воздействия, ибо 
уровень радиационной нагрузки позволяет с достаточной уверенностью 
судить об ущербе, нанесенном особи и клинически проявляющемся позд
нее. То, что интуитивно угадывается, априори подкреплено материала
ми проведенного эксперимента. При всей своей условности и ограни
чениях энзимодозиметрик), очевидно, можно использовать в качестве 
высокоадекватной модели учета общей лучевой нагрузки- Во всяком слу
чае баланс соответствующих фактов однозначно указывает на пер
спективность ее использования для отбора признаков, информативных в 
отношении оценки тяжести пострадиационных нарушений при внешнем 
бета-облучении.
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ИЗМЕНЕНИЯ ФУНКЦИОНАЛЬНОГО СОСТОЯНИЯ СИСТЕМЫ 
ТРОМБОЦИТЫ —СОСУДИСТАЯ СТЕНКА ПРИ ОБЛУЧЕНИИ

С. Э. АКОПОВ. -1. Л. ХАРЛТЯН. Э. С. ГАБРИЕЛЯН

Институт медицинской радиологии М3 Армянской ССР, Ереван

Аинотапня — Облучение приводиւ к нарушениям баланса метаболитов ара
хидоновом кислоты и системе тромбоциты—сосудистая стенка, с развитием 
внутрисосудистой агрегации тромбоцитов, вызывающим гнаерагрегацню п 
нарушение гемостаза в разгаре заболевания. Процесс может значительно 
усиливаться при воздействии различных биорегуляторов. Терапия гемор
рагического синдрома при лучевой болезни .ч.окна 6ы>ь направлена не 
только на увеличение числа кровяных пластинок, но и прежде всего на вос
становление их функциональной активности

IСТ. IIUI «11 g jilil — f^pnJi-xglurt-անոթի պատ սիստեմում ճաոադայթւււմր /
արաքսիդոնային թթվի մետաք-ս/խոների հավասարակշռության խան դարման՝ դար- 
վացնեյով ներանոթային 1քրոմրսցիւոային ադրեդացիա, որի հետ մեկտեղ ղարդանում 
• թերադրեղացիա ե արյունականգի խանգարում հիվանդով!յան րուոն զարգացման 
շրշան րոմէ Տարրեր կենսակարգավորիչների Ներգործութ ւան դեպրում այդ երևոպթր 
կարոդ է, րավականին ումեդանաչ ճաոաղայթային Հիվանդության մամանակ ւսրյու֊ 
.:ահռսՈւթյան համախտանիշի թերապիան պետր ուղղված էինի ոչ միայն թրոմ- 
րււցիտների րանակի ւսվ li/wgif ա)՚ր, ա յյ նախ ե առար նրանց քխսնկցիոնայ վերա, 
կանդն մանր.՛

Abstract—The irradiation Induces the alteration in the balance of arachi
donic acid metabolites in platelets-vascular wall system .followed by the 
development of Intravascular platelet aggregation, causing hypoaggrega
tion and imbalance of homeostasis in the acute phase of disease. The 
application of some bioregulators, gives a rise to this process. Therapy of 
hemorragis syndrom during ray disease muss be directed no։ only towards 
the increase of blood platelets number, but also to the restoration of 
their functional activity.

Ключевые слива: тромбоциты. сосудистая стенка, облучение, эйкозаноиды. катехо

ламины.

Упрощенный взгляд на механизмы развития геморрагического синдрома 
как следствие только тромбоцитопении постепенно уступает место соз
нанию сложности, многоком'понентпостн его патогенеза, включающего 
не т.чистую» гипокоагуляцию, а напротив, активацию системы гемоста
за с развитием синдрома днссимнкировавного свертывания крови 
|ДВС) |9|. Известно, что весьма важным фактором в развитии син
дрома ДВС, как и вообще любых гемостатических расстройств, являют
ся нарушения функционального состояния тромбоцитов, однако вопрос 
л характере этих изменений при облучении остается малоизученным и 
полон противоречий. Кроме того, в большинстве работ функциональ
ное состояние тромбоцитов анализируется в отрыве от состояния сосу- 
.-.нс гой стенки, а между тем известно, что тромбоциты л сосудистая стен
ка образуют единую динамическую систему, равновесие в которой, свя
занное как с состоянием кровяных пластинок, так и антиагрегантной ак- 
228



тивкостыо сосудов, определяет полноценность тромбоцитарно-сосудисто
го гемостаза 12]. Наконец, практически не исследованы изменения 
реактивности системы тромбоцнты-сосуднстая стенка при воздействии 
физиологических биорегуляторов, н частности, катехоламинов. В на
стоящем сообщении приведены результаты изучения этих аспектов па
тогенеза геморрагического синдрома при облучении.

Материал и методика. Исследования проведены на крысах линии Вистар массо'1 
150֊ 180 г. Острую лучевую болезнь вызывали однократным общим бблученнем улу 
чамн МСо в дозе 6 и 8 Гр. при мощности дозы 0,33 Гр/мин. кожно-фокусном расстоя
нии 100 см. Кровь .збнрзлн ■> наркотизированных крыс из сонных артерий к стаби
лизировали нитратом натрия Агрегацию тромбоцитоз на агрегометре, собранном на 
базе спектрофотометра Specord ViV ViS (ГДР). Прибор позволяет работать при низ
ком содержания тромбоцитоз п пробе (до 90000 кл/мкт). Агрегацию тромбоцитов ян- 
дуцкровал» АДФ (10-*’М), ; >р.-|дреналин добавляли в пробу совместно с АДФ й кон
центрации 5. К— »М, анетилсалнцилозая кислота—5-10—5 М. Антиагрегационную ак
тивность сосудистой стенки оценивали по [10]

Результаты, и обсуждение. Исследования показали, что АДФ—ин
дуцированная агрегация тромбоцитоз у облученных животных (6 Гр) 
увеличивается уже с первых часов после облучения. Гинерагрегируе- 
мость кровяных пластинок сохраняется в I и 3-й день после облучения, 
но к 7-.му дню резко снижается. Снижение способности тромбоцитов 
к агрегации прогрессирует к 10-му дню. а к 11-му прослеживается сла
бая тенденция к увеличению агрегирусыостн кровяных пластинок 
(табл.). Параллельная опенка антиагрегантной активности аорты по-

Влияние Облучения на систему тромбоциты сосудистая стенка

6 1 Р 8 Гр

Срок 
наблю
дения

Степень 
агрегации 

тромбоцнтоп. 
%

Антиагрегант
ная актив

ное ib лор гы, 
%

Степень
Л1регацнн 

ТрОМООЦНТОВ, 
%

Антпагреган.-- 
ная актияност։. 

аорты. %

3 ч 24.6+2.15' 
п=17

80.4+2,8 
и ֊ 18

36.0+3.2- 
г—12

70.0+3.4 
п = 12

։ день 30.6+2.3» • 
п=17

65.1+3.9- 
п- 19

30.3+4.9' 
г-12

56.7+4.6* 
п = 12

3 день 29.4*2.4֊| 
п=17

63.5+4.6* 
п=19

8.45+1.2* 
п = 12

58.6+4.5’ 
и 1?

7 день 13.0+1.9 
п=17

49.7+4.0** 
п=։9

2.6+1.2' 
п=!1

59.5+5.2 
п=11

50 день 7.03+1.1 
н = 18

59.7+4.3* 
и 20

— ₽■! ՛

14 день 7.65+0.95* 
ь=9

66.4+7.6 
п= 13

—

Контроль 15.7+1.06 
п=18

84.1+2.43 
п=20

15.7+1.06 
я 19

84.1+2.48 
i»=20

*Р < 0.05 ••Р < 0.01

казала, что в первые часы после облучения существенных изменении к 
«ей не происходит. Нужно отмстить, что хотя усредненные данные не 
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и г.п।чаются от контрольных, они носят весьма вариабельный характер., 
у части животных наблюдалось пониженно антиагрегантной активности 
сосудов, а у других даже повышение. В 1-й день после облучения от 
мечается отчетливое понижение антиагрегантной активности сосудов, 
прогрессирующее на 3- и 7-е сутки лучевой болезни.

Представляло интерес сравнение изменений функционального со
стояния системы тромбоциты—сосудистая стенка при различных дозах 
облучения. Оказалось, что при облучении в дозе 8 Гр агрсгируемость 
тромбоцитов возрастает только в верные часы и день после облуче
ния, ио уже к 3-м суткам она сильно падает, а к 7-м су ткам практически 
нс определяется. Аналогичным образом антиагрегантная активность 
сосудистой стенки отчетливее понижается уже и первые часы после об- 
«учения, продолжая снижаться и в последующие сроки наблюдений 
табл.). Таким образом, в скрытом периоде лучевой болезни наблюда

ется сдвиг равновесия в системе тромбоциты -сосудистая стенка в сторо
ну увеличения агрегационного, тромбогемного потенциала. Внутрисо
судистая агрегация кровяных пластинок, развивающаяся в этих усло
виях, по-видимому, служит основой образования обнаруживаемых иног
да при радиационных поражениях внутрисосудистых тромбов |3|.

Подобный сдвиг гемостатического потенциала де ։аст весьма опас
ным любое эн 1,0- или экзогенное воздействие, приводящее к изменениям 
функционального состояния системы тромбоциты—сосудистая стенка. 
В качестве одного из возможных типов воздействия нами было изучено 
влияние епмпатомнметнков. Исследования показали, что норадреналин в 
использованной концентрации, самостоятельно не индуцирующий агре
гацию, потенцирует АДФ-индупированную агрегацию у контрольных 
животных на 24% (рис. I). Этот эффект норадреналина существенно 

Рис. 1. Рис. 2.
Рис. 1. А Влияние норадреналина на АДФ-индуцированную .прегацию тром
боцитов (I) я антиагрегантную активность сосудов (11). Б. Влияние АСК 
на АДФ-индуцированкую агергзиню тромбоцитоз. 1 контроль; 2—Зч 
после облучения; 3 I день после облучения; -1—3 день после облучения; 
'| 7 день; Г> 10 день, 7—Ы день. Ио оси ординат аффект в процентах 

от исходной величины.
Рис. 2 Л. Влияние норадреналина на агреганпю тромбоцитов, индуциро
ванную ЛДФ до (1) и после (11) обработки АСК. Б. Влияние норадрена

лин:) ил агрегацию тромбоцитов, индуцированную арахидоновой кислотой.
1 — исходный уровень агрегации; 2—после добавления норадреналина.

230



возрастает впервые часы, 1- и 3-й шнь после облучения, в разгаре же 
лучевой болезни -н исчезает и появляется нечетко выраженная способ 
ирсть норадреналина подавлять агрегацию ՛ рис. 1). Напротив, на аи- 
шагрсгантнук) активность сосудистой стенки контрольных животных 
норадреналин не оказывает выраженного влияния. Наблюдались слу 
чан, когда этот агент как потенцировал, так и ослаблял антиагрегант
ный эффект сосудистых сегментов. Это соответствует результатам, ра
нее полученным на сосудах различных экспериментальных животных и 
человека [4|. В скрытом периоде лучевой болезни действие норадре
налина на антиагрегантную активность аорты остается нечетким, к раз
гаре же заболевания проявляется сметная и достоверная (Р<0.05.» 

•способность его подавлять антиагрегантный эффект сосудов (рис. I).
Прежде чем обсуждать природу выявленных закономерностей, не

обходимо отмстить, что нарушение равновесия в системе тромбоциты 
сосудистая стенка чаще всего определяется дисбалансом в каскаде ара
хидоновой кислоты я, и. частности, изменениями соотношения между об
разованием тромбоксана V (ТХА2) в кровяных пластинках н проста
циклина (ПГ12) в сосудистой стенке |2|

Имеются основания полагать, что гиперагрегация тромбоцитов в 
скрытом периоде лучевой болезни связана с активацией в них каскада 
арахидоновой кислота [8]. Об этом же свидетельствует проведенный 
нами анализ особенпостой влияния одною из ингибиторов арахидоно
вой кислоты на уровне циклооксигеназы—ацетилсалициловой кислоты 
(АСК). Как видно н. рисунка, АСК эффективно блокирует агрегацию 
тромбоцитов контрольных животных. облученных животных в пер
вые час՛., I- н 3-й (ни после облучения чувствительность клеток к .АСК 
резко повышается :Р<0,05). В разгаре же заболевания эффект препа
рата практически исчезает (рис. I). По-внднмому, это связано с акти
вацией метаболизма арахи тоновой кислоты в скрытом периоде заболе
вания, преобладанием роли эйкозаноидов а процессах активации кровя
ных пластинок В разгаре же заболевания арахидоновый каска т истоща
ется. чем н обусловлено исчезновение антиагрегантного эффекта его 
ингибитора. Понижение антиагрегантной активности сосудов может быть 
«вязано с подавлением синтеза в них ПГк перекисями жирных кислот, 
увеличивающимися при облучении. Известно, что перекиси являются 
мощными ингибиторами простацнклинсинтетазы [2].

По-внднмому, пои облучении по мере, выключения синтеза Г1Г12 на
чинает преобладать процесс образования веществ—проагрегантов. В 
этих условиях норадреналин, действуя на деетабнлированную, частично 
редуцированную систему каскада А К в сосудах начинает проявлять от
четливую способность подавлять антиагрегантный эффект сосудов, в 
частности, за счет увеличения выработки проагрегантом. С другой сто
роны, эффект норадреналина на тромбоциты также связан с его влия
нием на арахидоновый каскад. Об этом свидетельствует, в частности, 
тот факт, что предварительная обработка тромбоцитов АСК приводит 
к исчезновению, а нит ы инверсии проагрегантного эффекта норадре
налина рис. 2) Об это՝.: же свидетельствует способность норадрена 
липа усиливать агрегацию, индуцированную арахидоновой кислотой 
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(рис. 2). Естественно, что в условиях активации арахидонового каскада 
в скрытом периоде лучевой болезни проагрегантный эффект норадре
налина значительно возрастает. Итак, облучение приводит к наруше
ниям баланса метаболитов арахидоновой кислоты в системе тромбоци
ты—сосудистая стенка в сторону преобладания веществ—проагреган- 
тов. Это вызывает нарушения равновесия в этой системе с развитием 
внутрисосудистой агрегации тромбоцитов, иинниапией. процессов тром
бообразован ня.
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СРАВНИТЕЛЬНАЯ ОЦЕНКА ВЛИЯНИЯ ЗАЩИТНЫХ 
НУТРИЕНТОВ ПРИ ДИХЛОРБУТЕНОВОЙ ИНТОКСИКАЦИИ

П. А. БАКАЛЯН, О. А. АНТОНЯН

Ереванский государственный медицинским институт, кафедра гигиены 
санитарно-гигиеническою факультета

Аннотации В условиях .хронической днхлорбутсноЬ'п. ;пп«кснкзц|*.н изу
чена протекторная роль двух различных сочетаний нутриентов. Показа
но, что комплекс инстснн-облспиховое масло на фоне высокобелкового ра
циона более эффективен для поддержания уровня эндогенных антиокси
дантов— витамина Е н восстановленных тиолов н, следовательно, для ста
билизации антмоксидоптаой системы.
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higl։ protein r< ion is more efieclive (or sappor in® 'he level of endoge* 
neotis inttoxldanis. I, e ՝ t.rmln "F* and restored thiol։ and consequen - 
ly for the st.iblli utlon of Antioxidant system.

Ключевые слова: дихлорбутеиозая интоксикация, :,ащигн՛- нутриенты, антиокси
данты, липотропный эффект.

Ранее нами в условиях хронической дихлорбутеновон интоксикации бы
ло установлено нарушение процесса ассимиляции жира в организме и 
подавление функциональной активности антиоксидантной системы [4] 
Показана также зависимость этих изменении от качественного состава 
рациона и, в частности, юкадзио определенное благотворное денствил 
высокобелкового рациона, недостаточное, однако, для стабилизации ан
тиоксидантной системы [2. 3, 5].

В то же время многочисленные литературные данные свидетель
ствуют о возможности регулирования обменных процессов и связанных 
с ними систем при различных промышленных интоксикациях путем эк
зогенного введения ряда нутриентов [I, 6—8].

Целью настоящей работы явилось изучение возможности регулиро
вания функциональной активности антиоксидантной системы путем це
ленаправленного подбора нутриентов, обладающих липотропным и ан
тиоксидантным действием и способствующих поддержанию уровня ви
тамина Е и восстановленных тиолов—важнейших элементов антиокси
дантной системы организма.

В связи с этим были испытаны витамины Е в качестве природного 
антиоксиданта, являющиеся источниками сульфгидрильных групп сер\ 
содержащие аминокислоты цистеин и метионин tпоследний o6.ia.taei 
также выраженных: липотропным действием), глутаминовая кислота, 
широко применяемая з профилактике и лечении профессиональных за
болеваний как щзянтокснкационнос средство, и облепиховое масло, 
природный источник антиоксидантов и биологически активных веществ.

Материал и методика Исследования проводили на 34 белых крысзх-самцзх с 
исходной массой !40 , > ■>; ,рым .-дневно ни протяжении 5 месяцев перорально зя՛՛- 
лнли 200 мг/кг масляное- раствора 3,4-дихлорбутсна-1. Первую кон г рольную группу 
животных составили II ннгакгны.х крие. Но истечении 3.5 месяца or начала .трав
ки (И, IV и V группы животных были переведены на рацион с увеличенной до 25% (по 
калорийности) долей белка за счет добавления казенна и яичного белка, при 26% жи
ра и 49% углеводов, л I и II группы продолжали содержать из стандартном рационе 
пивзриумз. б котором основные компоненты соответственно составляли 18. 26 и 56%. 
Все группы, за исключением интактной, подвергали загранке до конца эксперимент.՝. 
На протяжении всего пято: > месяца травки IV группа животных ежедневно перо
рально за полчаса до кормления получала по 25 мг/кг глутаминовой кислоты и .метко- 
пин:» в виде 0.5%-кого водного раствора и внутрибрюшинно—1 мг/кг витамина Е в 
виде 20 мг% водной эмульсин токоферилацетата, а пятая группа перорально 2.5 мл/кг 
облепихового масла и 25 мг/кг цкстекна в виде 0.5%-ного водного рзстворз.

Пи окончании эксперимента животных обезглавливали под эфирным наркозом, 
колировали печень, мозг н кровь, в которых определяли содержание сульфгндрильны 
групп методом Седлака и Линдсея [II] по цветной реакции с 5.5։-днтиобнс-2-нигро- 
бензойной кислотой. Фотометрию цветного комплекса проводили на СФ-4А при 412 нм. 
Количество восстановленных тиолов рассчитывали по коэффициенту молярной экс- 
тиикции. равному 13100. и выражали а мкмолях на грамм сырой ткани или 100 м : 
с/ворот.чн крови.
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Витамин Е определяли по методу Бир։։ [9] к модификации Кандели и Бпорксонз 
[10], основанному из способности токоферолов восстанавливать окисное железо в 
закисное, дающее окрашенное комплексное соединение с г»- cti-липнри днлом. От ка
ротинов н витамина А освобождались при помощи хроматографической колонки с 
AljO3. Фотометрию цветного комплекса проводили из СФ-4Л про 516 нм Результа
ты выражали в мкг/мл сыворотки крови или мкг/г сырой ткани

Результаты и обсуждение. Согласно полученным результатам, со
держание животных на высокобелковом рационе способствует досто
верному по сравнению со стандартным рационом повышению содержа
ния витамина Е в печени на 29%, а в крови -на 36,6% (табл. I). До
полнительное комплексное введение витамина Е. глутаминовой кисло
ты и метионина на фоне высокобелкового рациона способствует появ
лению выраженной тенденции к повышению уровня эндогенного токо
ферола как в печени (t| = l,6). так и в крови (1$= 1.7).
Таблица I. Изменение уровня витамина Е у крыс на фоне применения защитных 
нутриентов при хронической дихлорбутеневой интоксикации

Витами и Е
Группы СП

печень, 
мхг/Г

сыворотка 
крови,мкг,'мд

Контроль М+т 
п

37.4+2.2
7

12.6+0.84
7

Затранка М+т
Pi 
II

23.1+1.34
<0.001

7

7.1+0.63-
<0.001

7
Затравка ■ высокобелковый раиной М+ш

Р1 
Ра 
п

29.6+2.3

<0 <)’>

9.7+0.85
<0.05
<0.05

Затрзвка-фвысокобелковый рацион ни г. И 
лутампно пая к-та - метионин

М+ш
Pi 
Ps
II

35.3 » 2.53
>6.05
>n.os

11.8+0.9
>0.05
>0.05

8
Затравка+высолО>с.֊ ковы Й рапир н+облеиихо- 
вос масло-|-цистеи11

A'.+ni
Pl 
pj

II

41.7+3.15
>0.05
<0.01

8

14.1+0.72
<0.05
V 0.001

8

Pj—по сравнению с контролем. р2—по сравнению со стандартным рационом р3— ш> 
«равнении с высокобелковым рационом.

Введение другого комплекса защитных ..утрнентов—облепихового 
масла и цистеина более эффективно. У этой группы животных, по 
сравнению с группой, содержавшейся на высокобелковом рационе, на
блюдалось достоверное повышение уровня витамина Е в печени па 
39,9%, в крови—на 45,4%.

При изучении содержания сульфгидрильных групп в печени, мозге 
в сыворотке крови в условиях дополнительного экзогенного поступле
ния нутриентов при хронической щхлорбутеновой интоксикации выяв
лена аналогичная картина (табл. 2). Содержание животных на высо
кобелковом рационе по сравнению со сгапдартн м приводит к появле
нию выраженной тенденции к повышению содержания как общих, так 
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Iлблииа 2 Изменение содержания сульфгидрильных групп п тканях крыс на фоне применения защитных нутриентов при хронической 
ДХБ-интокслкаинн

р, по сравнению с контролем, р7—по срипненню со стандартным рационом, р3- но сравнению с высокобелковым рационом

Группы СП
Общие Свободные Общие Свободные Общие Свободные

печень. мкмоль, г мозг. мкмоль,г сыворотка крови. 
мкмоль/100 м ।

Контрить •М г 1Н 
п

20.«4 0.82 
П

3.274-0.17 
П

14 7+0.46 
ГТ

1.55+0 095
11

34.3^1.73 
II

3.51+0.15 
П

Затравка • стандартный рацион М+сп
14 
II

17.5+1 07
■ о 05 

Я

2.69+0,14
<02 

Я

14.04-0 67 
=а~ оз

я

1.1+0 15 
< 0705

8

27.2+2.1 
<•02

8

2.64+0.14 
«>.001 

н

Затравка4 высокобелковый рацион М+пт
Р| 
Рт 

п

19.1:1 0.93
>0.05
>0.05 

«

з 1б+».2к 
>6705 
<0.05

Я

14 1+0 72 
>0705 
>0.0г|

г,

1.63+0.18 
>о,0.՜՛
• 0.05 

' 8

31 1+2 .25 
>05 
>0.05

8

3 18+0.17
>05
<0.05 

Я

Затравка 1 высокобелковый рацион Ь 
внтамни Е4-глутаминовая кислого+ 
метионни

М±т 
Р| 
Ра
II

28.3±1.24
<0,001
<0.001

10

5,29+0.36
- .т»1
<0.01

10

15.9+0.41 
>6.05
<0.05 

10

2.16+0.21 
<02 
>0.05

10

39 Я+1.9
<0 05
<0.01

10

3.89+0.2 
.0” 05

<0.02 
10

Затравка-г высокобелковый раштон+ 
цистенн4об.тспнховос масло

М+пт
Рт
Рэ 
II

26.1д 1.31
<0.01
<0,001

8

7.76+0.55
< 67001
<0.001

8

16.2+0,65 
>0.05 
<0.05 

8

2 41+0.19
<Оо1 
<0.01

8

41.6+2.21
<0 02
<0.01

8

3.65+0.23
0.05

>0.05 
8



и свободных сульфгидрильных групп э печени, мозге и крови. Допол
нительное комплексное введение витамина Е. метионина и глутамино
вой кислоты способствует статистически достоверному по сравнению с 
группой, получавшей высокобелковый рацион, повышению содержания 
как общих. так и свободных тиоловых групп во чсе.\ тканях и среднем 
на 32%.

Экзогенное поступление иистснна и облепихового масла, как и в 
случае с витамином Е. более эффективно и характеризуется повышени
ем показателей контрольной группы

Давая сравнительную оценк влияния пенытайных комплексов нут 
рнентов, можно отмстить, что комплекс цистеин облепиховое масло в 
сочетании с высокобелковым рационом более эффективен для поддер՛ 
жаипи необходимого при хронической шхлорбутеновой интоксикации 
уровня важнейших эндогенных антиоксидантов витамина Е и восста
новленных тиолов и. следовательно, для стимулирования активности и 
стабилизации антиоксидантной системы.

Полученные результаты отражены в методических рекомендациях 
по профилактическому питанию рабочих, подвергающихся в условиях 
производства токсическому воздействию 3.4-дкхлорбутсна-1. и могут 
быть использованы также при разработке алиментарной профилакти
ки других патологий, патогенетически обусловленных подавлением 
функциональной активности антиоксидантной системы.
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2.ԱՄԱՌՈՏ ձԱՂՈՐԴՈԻԼՐՆծՐ * КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

Рмолиг. ж. Армении, т. 40, № 3, 237—238, J987 2*ДК 577.23ВНУТРИКЛЕТОЧНЫЙ pH И ПЕРЕРАСПРЕДЕЛЕНИЕ КОМПОНЕНТОВ д£/ У LACTOBACILLUS SALIVAR!US

Е С. ОГАН ДЖАННИ, А. А. ТРЧУНЯН

Ереванский государственный университет, кафедра биофизики

Ключевые слова: молочнокислые бактерии. внутри*легочный pH, Д^ц-г • мембран
ный потенциал. трансмембранный градиент pH.Как S. [aecalis и другие гра.мположительные, так и грамотрицательные бактерии поддерживают постоянный внутриклеточный pH. В поддержании постоянства pH существенная роль принадлежит мембранным протонным насосам и системам сопряженного с Н+переноса ионов и веществ [2. 3, 5, 7]. При этом на мембране существует разность электрохимических потенциалов для Н* (ձյւ, ,) в форме двух компонентов: мембранного потенциала • △'!') и трансмембранного градиента pH (△pH). Распределение энергии д]Л|1 ь между ними зависит от условий среды и потребностей клетки [2, 3, 6].Данная работа посвящена определению внутриклеточного pH и ДуН4 у грамположнтельных молочнокислых бактерий.

.Материал и методика. В работе использовали бактерии Լ. salidarlus АТСС 307J 
и՛ Американской коллекции типовых культур, предоставленные С. Тер-Казарьяном 
(Ереванский зооветинститут). Бактерии хранили в обрате молока, их выращивание и 
подготовка к эксперименту не отличались от ранее описанных для Е. coli [4]. Разме
ры бактерий определяли с помощью микроскопа «Biolam» с окуляр-мнкромегром: 
1-ипрсиинй объем составлял 5.10ХЮ’ 12 см3. Титр бактерия определяли методом пре
дельных разведений. Величины Д'р и ДрН рассчитывали по распределениям тетра- 
феИнлфоСфония (ТРР-■-) и салициловой кислоты (Sigma, США) между клеткой и сре
дой соответственно, определяемым с помощью сиответстпуюших селективных электро
дов. изготовленных в Вильнюсском i осу пн вереи тете- нм. В. Кэпсукаса под руковод
ством проф. Л Гринюса.

Результаты и обсуждение. Լ. salivarius АТСС 3071 в свежей среде поддерживают внутриклеточный pH около 7,1 при широком диапазоне значений pH среды. 4,5—7,3 (рис.). При этом 4рН равен пулю при pH среды 7.4. Эти же бактерии в том же диапазоне значений pH обладают A’ •.F(F—число Фарадея) в пределах 150—170 мВ. С увеличением pH среды от 3,4 до 7,6 △'Г и ДрН изменяются от нуля до 140 мВ и от 1֊>4 мВ до нуля соответственно (рис.), т. е. с увеличением pH среды имеет место перераспределение энергии Дц н+ между △Ф и ДрН. При 237



этом максимальные значения Дрн наблюдаются в диапазоне значении pH среды 4,5—6,9.Отличие этих бактерий от других анаэробных грам положительных бактерий, например от 5. [аесиДз. заключается в том, что деэпергизо- ванные Ь. заН'саПик л среде с pH 6,0 -6,9 обладают высоким △Чг в 95— (30 мВ. н то время как деэнергизованные 5. {аесаИй имеют △Чг, близкий к нулю [I]. Введение экзогенного источника энергии—глюкозы приводит к незначительному возрастанию △'(' у £.. хл/кш/шх. и то время как у 5. [аеса1(1з наблюдается существенное возрастание АЧГ. до 150 мВ [I].

Величины внутриклеточною pH (□), Ар-щ. F (А). А'Г' (3) и АрН (ф) 
при различных pH среды у L. sallvanas АТСС 3071. Бактерии отмыты 
в растзоре этилепдпампптеграуксусмой кислоты з концентрации 
20 иМ и ’перенесены в экспериментальный раствор; активность К4 
0,96 м.М, ТРР€ ։։ салициловая кислота а концентрациях 10՜" и G 10 ” М 
соответственно. Стандартная ошибка не выходит ла пределы обозначения.Полученные данные позволяют утверждать, что молочнокислый бактерии L. salivarius поддерживают постоянный нейтрал.ный внутриклеточный pH. обладают высоким дн.|+. и что в мембранах этих бактерий функционируют электрогенные системы, отличные от механизмов у S. faecalis.

ЛИТЕРАТУРА 
с

I. А1 артиросой С. Л1, Виргинии А Г Петросян Л. С. Биофизика. 27. 407 468, 1982. 
2. Николс Д. Дж. Биоэнергетика. Введение в хсыиосмотическую теорию М., 1985.
3. Скулачса В. П. Трансформация энергии в биоме «бра нах. М., 1972
4. Durgaryan S. S’., Martiros»'.՛ М Bloelectrochcin. Bfoenerg., 5. 55 1 560. 1978. 
5. Kobayashi IL. Murekdmi N.. Unemoto T. .1. Biol. Chern.. 357, 13246 13252, 1982. 
6. Mitchell P. 1. Biochem., 97, 1-18, 1985.
7. Schutdlner S. Padan 7:. Membranes and Transp., 2, 65 ֊73. X- Y., London. 1982.

Поступило 8.1 1986 г

238



Биолог, ж. Армении, т. 40, № 3, 239—241, 1987 УДК 539.1.04

ДЕЙСТВИЕ СИНХРОТРОННОГО ИЗЛУЧЕНИЯ И 
РЕНТГЕНОВСКИХ ЛУЧЕЙ НА ПОКОЯЩИЕСЯ

СЕМЕНА С/?. САР1И.АЩ8

Ц. .И, АВАКЯН. Г. А1. АВАКЯН. /< С. КАГРАМАНЯН 

Ереванский физический институт ГКАЭ ССС^Р

Ключевые слова, покоящиеся семена Сг. сарШапв, рентгеновское излучение, сип- 
хротронкое излучение, влажное гъ. радиационное последействие.

Повышенный интерес к синхротронному излучению (СИ) вызван его 
уникальными свойствами высокой интенсивностью, широким сплош
ным спектром энергии, импульсным характером излучения и др. [2],— 
позволяющими ожидать эффекты, отличающиеся от таковых при облу
чении традиционными радноионизирующими излучениями. Всесторон
нее детальное изучение радиобиологических особенностей СИ может 
раскрыть новые стороны биологического действия ионизирующей ради
ации.

Цель настоящей работы состояла в изучении биологического дей
ствия СИ на классическом объекте радиационной генетики и радиобио
логии—Сг. сарН1ог1$.

Материал и методика. В опытах использовали покоящиеся семена Сг. сарШапв с 
содержанием воды 3 («сухие») и 10% («влажные»). Выбор семян с такой влажностью 
ие случаен. Они представляют тс области влажности, в которых наблюдается соот
ветственно .максимальное и минимальное влияние физико-химических модификаторов 
(кислорода, температуры, пострадиационного хранения) на радиационное поражение 
семян. В этих же областях семена проявляют наибольшую и соответственно наи
меньшую чувствительность к действию радиации [1, 5, 6],

Облучение СИ проводили на синхротронном канале Ереванского электронного 
Кольцевого ускорителя с энергией электронов 4.5 Гэн. При этом (и в соответствии с 
коиструвдяей канала) СИ занимало участок энергии примерно от 1 до 30 кэВ. Для 
уменьшения интенсивности СИ был применен потлотнтель стеклянная пластинка.

Источником рентгеновских лучей служила установка РУМ-17 с вольфрамовым 
диодом. Облучение проводили без фильтров при анодном напряжении 200 кВ, токе ка
тода 15 мА, Мощность экспозиционной дозы в обоих случаях составляла 1 кР/мин. 
Дозы облучения измеряли клиническим дозиметром 27012 (ГДР).

После облучения семена замачивали сразу шбо спустя 45 дней пострадиационного 
хранения в установках, обеспечивающих исходную влажность. В мегафазиых клетках 
меристемы корешков регистрировали хромосомные аберрации по известной методике 
К-мнтвза [3].

Результаты, и обсуждение. На рисунке показаны зависимости час
тоты хромосомных аберраций от дозы синхротронного и рентгеновского 
излучений. В таблице приведены коэффициенты линейной регрессии, 
рассчитанные для этих зависимостей по методу наименьших квадратов.

Из представленных данных следует, что начальное поражение се
мян при обеих влажностях после облучения СП (варианты С и В) при
мерно одинаково (разница в линии регрессии статистически нс значн-

Бнологичссквй журнал Армении, т. 40, № 3—5
239



ма), а при дозе 12 кР во влажных семенах хромосомных аберрации за
метно больше, чем в сухих. Между тем рентгеновское облучение по
вреждало хромосомы и сухих семенах и большей степени—отношение 
коэффициентов регрессии (ФИД) для вариантов С и В составляет 2,3. 
О большей чувствительности сухих семян к рентгеновскому излучению 
(как отмечали выше) свидетельствуют и литературные данные.

Поражение семян Сг. сарШап^ при облучении реитгепозскими лу-нмп и 
СП. С влажность 3%; Схр - С4-45 дней хранении: В влажность—10%; 

Вхр — В+45 дней хранения.

Пострадиационное поражение сухих семян (Схр ) было значитель
ным после действия обоими видами излучений. Во влажных семенах 
(Вхр ). как и следовало ожидать, эффект хранения слабее, поскольку

Коэффициенты .пшенной регрессии зависимостей лоза эффект, кР -։

Варианты СИ Рентгеновские лучи

С 2.94 ±0.25 7.57+0.41
Схр 31.0+1.1 38.9+1.6
в 3.63+0.42 3.25+0.27
Вхр 5.66±0.26 5.70+0.31

здесь он представлен только медленным компонентом [4]. Заметим, 
однако, что после облучения СИ этот эффект выражен больше, чем по
сле рентгеновского излучения ФИД равны соответственно 10.5 в 5,1 
?)то обусловл։•;!(> ЛИШЬ МСНЬИП'.М ВЛЧ. 1ЬИЫМ ПОраЖОНИСМ (1՝|. конечное 
поражение (С . । л обоих случаях практически олилаково.
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НАД-ЗАВИСИМОЕ ОКИСЛЕНИЕ И СОПРЯЖЕННОЕ С НИМ 
ФОСФОРИЛИРОВАНИЕ МИТОХОНДРИИ ПЕЧЕНИ КРЫС 
ПОСЛЕ ВОЗДЕЙСТВИЯ ЭЛЕКТРОСТАТИЧЕСКОГО ПОЛЯ

Г. Г А.Р ЦРУ НИ. .4. С. ТЕР-МАР КОС ЯН

Ереванский государственный медицинский институт, лаборатория 
биофизики а молекулярной биологии ЦНИЛ

Ключевые слова: электростатическое поле, митохондрии, окислительное фосфори
лирование.Ответная реакция различных звеньев дыхательной цепи на действие того пли иного экзогенного фактора в ряде случаев оказывается неодно- тнпной [3, 4]. Рансе [5| нами были выявлены существенные сдвиги в ФАД-зависи.мом дыхании и сопряженном с ним фосфорилировании митохондрий печени крыс, подвергшихся действию электростатического поля (ЭСП), что выражалось в основном в разобщении окислительного фосфорилирования (длительность воздействия 1 ч) и подавлении скорости окисления сукцината длительность воздействия 1 сут и С> сут но 6 ч ежедневно). Для более полного представления о состоянии энерго* накопительной системы митохондрий возникла необходимость исследования НАД-зависнмого пути окисления после воздействия ЭСП, результаты которого приводятся в данном сообщении.

Материал и методика. Эксперименты проводили на белых беспородных крысах* 
самцах массой 150—180 г, которых подвергали воздействию ЭСП иапр։:женностью 
2000 В/см и продолжительностью 1 ч. 1 су । и 6 сут по 6 1 ежедневно. Животных за* 
онвалн сразу после воздействия ЭСП ЭСП создавали при помощи установки конден
саторного типа [I]. митохондрии выделяли из печени методом дифференциального 
центрифугирования [6^ Дыхательную и фосфорилирующую активности митохондрий 
изучали полярографическим методом )8] на полярогрвфе 1Р-7 (ЧССР) при помощи ,мо
дифицированной измерительной ячейки с мембранными электродами Кларка 171 
при 26°.

Среда инкубации митохондрий содержала 0.25 М сахарозы. 0.1 М КС1. 0.1 М 
КИТО... 0,5М (pH 7,4) В качестве субстрата окисления использовали пн՛
цитрат.

Измеряли скорости дыхания <покоя» (У2), активного поглощения кислорода с 
фосфорилированием ЛДФ (\\). «отдыха. (\\) в мнкроагомах О2 в минуту на I мг 
белка, рассчитывали вречя фосфорилирования (ДО в секундах, величину дыхательного 
контроля (ДК) по Чяису, коэффициент ЛДФ/О

Количество белка в пробах определяли методом Нтзаки [Я].

Результаты и обсуждение. Результаты исследования обобщены в таблице, из которой следует, что воздействие ЭСП длительностью I ч и бсут по (> ч приводит к увеличению скорости дыхания «покоя» и не ог-
211
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Дыхание н фосфорилирование митохондрий печени крыс, подвергшихся ЭСП

п Дл ит елмIос т ь воздействия ЭСП

V,
о «э Контроль

1 час 1 сутки 6 суток (по 6 ч 
ежедневно)

V» м
ик

 пз
 1: 1 1

0.0205+0.0017 
л=9

0.0265+0.0023 
п 10

I 2.95

0,0197+0.0008 
п 8 

1—0.95

0.0252+0.0012 
п=Н

1 2.26
: 02

 п 
1 0.042+0.0060 

л=9
0.0106+0.0032 

п 10 
1 0.21

0.0345+0.0020 
п=8

1 =1.19

0 0450:^0.0042 
п=8

1—0.49

V,

кохсм
л

0.0280+0.0035 
л=9

0.0267^0.0016 
и 10

I 0.26

0.0248+0.0016 
п=8

1-1.90

0.0300.+0.0017 
п==8 

(=0 69

дк 1.52+0 08 
л — 9

1.58^:0.08
II _ 10 

1-0.53

1.39+0.(142 
п" Я 

(-1.41

1.48+0.64 
п=8 

1=9.45

АДФ/0 1.42+0 09 
п=9

1.54+0.11 
п- 10

1 «0.85

1.36+0.05 
п=8 

г=0.61

1.35+0.21 
п -8 

1-1.35

ы 136.50+11.03 
л=9

128.95+8.99 
и = 10

1 0.52

157.1+7.172 
п=8 

1=1.53

130.70+23.75 ' 
п=8

(=0.40



ражается при этом па других исследованных параметрах. При суточном воздействии обнаруживается тенденция к՛ увеличению △ ! и уменьшению Va, V4, ДК 'при неизмененных V; и АДФ'О.Анализ полученных данных нс выявил глубоких нарушении в функциональной активности цени НАД-завнснмого окисления я сопряжен* йоге с ним фосфорилировании, в то время как при окислении сукцината в аналогичных условиях [5| обнаружены значительные сдвиги н параметрах окислительного фосфорилирования митохондрии. Изложенное позволяет заключить, что ФАД-завнсимое окисление более лабильно к воздействии։ ЭСП, чем НАД-зависимое Это заключение хорошо согласуется с литературными данными [2, 3. 4]. указывающими па лабильность сукпннатвой фракции дыхания даже при небольших изменениях физиологического состояния.Сопоставление характерных показателей ФЛД- и НАД-завненмых путей окисления и сопряженного с ними фосфорилирования дает основание полагать, что наблюдаемые после воздействия ЭСП изменения в функциональной активности митохондрий происходят в основном за счет нарушений в звене ФАД-зависимого окисления.
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ИЗУЧЕНИЕ БЕЛКОВОГО СПЕКТРА КРОВИ КУР 
РАЗЛИЧНОГО НАПРАВЛЕНИЯ ПРОДУКТИВНОСТИ

Э. И. МХЧЯН. к. г. ПЕТРОСЯН. К. Г. ШАГОЯН

Ереванский >оотсхничсско-йетёрннаряый инспиуг

Киочсвые слова: куры-несушки, фракционный состав крови, витсллоссннн, лип՛)- 
протеид очень пилкой платностиАктивность репродуктивной системы кур зависит главным образом от деятельности половых стероидных гор ионов, под влиянием которых у243



.молодок перед началом яйцекладки увеличивается содержание белков 
в крови за счет появления фосфопротендов. Перестройка белкового 
обмена обусловлена подготовкой организма созревающих молодок к 
синтезу яичных белков.

Местом синтеза большинства желточных белков является печень. 
Белки желтка образуются в основном из вителлогенина и липопротеида 
очень низкой плотности, синтез которых начинается в печени по дости
жении курами половой зрелости.

Цель настоящего исследования состояла в изучении фракционной 
состава крови кур-несушек разных пород.

Материал и методика. Исследования проводили на материнских формах трех по
род (леггорн, плимутрок и ереванская) с охватом следующих их возрастных периодов 
п соответствии ео сроками физиологического созревания каждой породы: неполово
зрелые молодки, начало яйцекладки, интенсивность и инк яйценоскости, спад (у не- 
реярых кур). Кровь брали из подкрыльцовой вены. Форменные элементы крови осаж
дали 30-минутным центр։ фугированием при 4000 об/мнм, 11 полученной плазме опре
деляли общее количество (концентрацию) белка по методу Лоури [7] после двухкрат
ного осаждения 5%-иой трих.юруксусной кислотой В качестве стандарта нспалыю« 
нал» бычий сывороточный альбумин фирмы «Sigma» (США). Концентрацию вктелл՛ ■ 
։еннна оценивали по содержанию в крови белкового фосфора методом Грибанова [2] 
с некоторой модификацией.

Электрофорез сывороточных белков проводили по методике Лаем.ш [б] г. поли- 
акриламидном геле 7% кой концентрации, ч трцеглнциновом буфере (pH 8,3). содер
жащем 0,1 % додеи։игсул1.фата натрия. Ко-тичествс.мьх- фракционирование белки 
плазмы крови несушек осуществляли методом электрофореза на бумаге [5]

Результаты а обсуждение. Результатами наших исследований 
установлено, что скорость накопления и утилизация вителлогенина в 
плазме крови кур-несушек различного направления продуктивности не
одинаковы: так, у кур-несушек, яйценоскость которых не ниже 80% 
(леггорн), количество общего белка и белкового фосфора । вителлоге
нина) в плазме крови больше, чем у несушек с низкой яйценоскостью 
(плимутрок в ереванская).

Ко времени наступления половой зрелости (110—160 дней) в кро
ви молодок концентрация вителлогенина повышается (145,6—188.2 
мгк/мл), что можно объяснить, вероятно, насыщением се белками, т. е. 
фосфопротеидами, предназначенными для «выноса». В период усилен
ной яйцекладки (260—320 дней), когда при поглощении растущими 
фолликулами из крови компонентов яйца истинная интенсивность син
теза этих компонентов искажается, концентрация вителлогенина у от
дельных особей достигает 200 220 мкг/мл. В плазме крови переярык 
кур (420 450 дн.) концентрации общего белка и белкового фосфора 
понижаются, вероятно, в этот период перенос основных компонентов 
яйца, из которых формируются в ооците белково-лнлндные комплексы 
желтков яиц, происходит более активно.

В распределении и динамике изменений белковых фракций плазмч 
крови несушек наблюдается следующая картина: белковые фракции 
крови, синтезируемые в основном печенью, с возрастом «уходят» из кро
ви, поступая в яичник. Это касается тех фракций, которые включают
ся в образование желточных белков. Так. начиная с 4— б-мееячноп» 
возраста количество а-альбумпнов понижается, причем во время пика 
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яйцекладки (260 дн.) содержание этого бедка в плазме крови несушек 
ьанменыиес .11,9% против 16,9% в начале кладки яиц). Эта фракция 
белка используется в основном как пластический материал для форми
рования белкового комплекса желтка яиц (ооцитов). Наибольшее коли
чество фракций—а։-, у* гл обул инов и <х2-альбуминов—в 9-месячном воз
расте в крови несушек указывает, по-виднмому, на усиленный синтез 
овогепных веществ яйца, накопленных в крови, которые еще не успели 
реализоваться. թ-Глобулиновая фракция, наоборот, уменьшается, так 
как она также используется в организме для формирования пластиче
ских компонентов желтка [4 |.

При сравнении электрофоретической картины плазмы крови несу
шек на полиакриламидном геле видно, что усиленный синтез вителло
генина наблюдается \ кур с высокой продуктивностью Чем выше яйце
носкость, тем сильнее индукция вителлогенина н липопротеида очень 
низкой плотности (VLDL В), который появляется в кровя несушек 
раньше, чем вителлогенин, и исчезает позже.

В последние годы в литературе появились работы [8]. указываю
щие на то, что у кур имеются 2 вителлогенина, различающиеся по анти
генным свойствам и, незначительно, по размерам. Есть сведения о том, 
что гены, программирующие вителлогенин, имеют разные кинетики экс
прессии [9].

Полученные нами данные не дают оснований для подобных утвер
ждений. однако на некоторых наших фореграммах вителлогенин про: ։- 
шлея двумя полосками, что, видимо, косвенно указывает на это.

Таким образом, изучение биосинтеза белковых компонентов желтка 
яиц представляет определенный практический интерес, так как по кон
центрации вителлогенина в крови кур становится возможным прогно
зирование яйценоскости кур путем отбора высокопродуктивных особей 
в раннем возрасте.

ЛИТЕРАТУРА

! ЯпанштоЯт 7 5. В кн: Цитологт։я оогенеза. 143 199. М.. 1984.
2 . Грибанов Г .4 . Сергеев С. Я.. Ялексеекко Я. С. Лабор. дело, 12, 724—727, 1976.
3 . Карапешн Р. В., Коршунова -Л. I.. Журавлев И. В Сб. научи, гр. ВНИИТИП, 

40 -46, Загорск, 1983.
4 Циновый В. И. Мат«лы 4-й Всссоюэн. конф, по физиологии и биохимии с/х живот

ных. 2. 505—507, 1966.
5 Цинооый В. И Мат-лы 14 Конгресса по птицеводству, 158—172, М., 1970
6. Caemmly 1Հ К. Nature, 227. 5. 259. 680- 685, 1970.
7. Loury О. Н. el all. The Journal о: Chemistry, 193. 1. 265-275. 1961.
8. ւր-ն/Ա/ 5. G.. Williams D. /.. Y. Biol. Chemistry, 257. 7. 3837-3861, 1982.
9. Williams D. /.. Bioi hern <liy, IS, 1056-10 3. 1970.

Поступило 18.111 1986 т.

245



П-Ъа>ЬРЦ.8ЪЬГ • РЕФЕРАТЫ
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МНОЖЕСТВЕННЫЕ МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ФОРМЫ НАД-ЗАВИСИ- 
МОЙ МАЛАТДЕГИДРОГЕНАЗЫ В ОНТОГЕНЕЗЕ КУР

Т К ХЛЧКАЛЯН. А .4. СИМОНЯН

Институт биохимии АН Армянской ССР. Ереван

Изучали онтогенетические сдвиги в нзоферментно.м составе малатде՝ 
гидрогеназы к тканях кур. Опыты проводили в цитоплазматической и 
митохондриальной фракциях мозга п печени 20-дневных эмбрионов, 
5-дпсзиых цыплят н половозрелых кур.

Результаты проведенных исследований показали, что молекуляр
ные формы цитоплазматической МДГ в ходе онтогенеза кур претерпе
вают лишь количественные изменения, в то время как ферментативно 
активные фракиш: митохондриального. фермента подвергаются как ко
личественным, так и качественным изменениям. В цитоплазме мозга 
нами выявлены 4 полосы с малзтдегидрогеназнбн активностью, причем 
2 из них обнаруживаю! существенные изменения по ходу развития. 
Пря созревании мозга содержание 2-й (анодной) фракции повышается 
почти в 3.5 раза, а доля 4-й фракции, обладающей наименьшей электро
форетической подвижностью, снижается в 2 раза. Несмотря на то. что 
повышение общей активности цитоплазматической МДГ мозга в онто
генезе достигается за счет быстрого повышения доли 2-й фракции, па 
всех стадиях развития основной формой фермента остается 3-я (катод
ная) форма (50—55% от общего содержания).

Совершенно иная картина наблюдается в митохондриях .мозга. Фер- 
мен.1 мозга эмбриона представлен 6-ю различными формами, а у взрос
лых кур обнаруживаются только 4 фракции, обладающие малатдёгнд- 
рогеназной активностью. Несмотря на последовательное исчезновение 
2-й и 3 й фракций, тенденция к повышению общей активности МДГ со
храняется в митохондриях за счет значительного возрастания уровня 
4-й фракции, которая у кур составляет 50% от общего содержания.

В конце эмбрионального развития в печени кур выявляются 6 фрак
ций с малатдегидрогеназной активностью, однако при дальнейшем раз
витии организма их число сокращается до 4 фракций (у взрослых кур). 
В митохондриях наиболее стабильным?, являются быстро мигрирующие 
к аноду фракции (1, 2, 3), которые отмечаются во все исследованные 
сроки, причем 3-я фракция постепенно становится основным носителем 
ферментативной активности. В цитоплазме печени основной формой 
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МДГ на всех стадиях развития является 3-я фракция (36—40% от об
щего содержания). 1-я. наиболее быстро мигрирующая фракция, зна
чительно активируется в ходе развития, а 6-я (катодная) фракция ис
чезает у цыплят.

Надо полагать, что количественные и качественные изменения изо 
ферментного спектра МДГ, обнаруженные на определенных этапах эм 
брионального н постэмбрионального развития, характеризуют особен
ности обмена веществ на этих этапах.

13 с., библногр. 28 назв

Полный текст статьи дсп. н ВИНИТИ, № 8150-886, 1X11 1986г.

Поступил։։ 3.1 1986 г.

Биолог, ж. Армении, т. 40, № 3. 217 2'8. 1987 УДК 577.1.636.5:612.393

ВЛИЯНИЕ ЯНТАРАТА КАЛИЯ НА ДИНАМИКУ МИТОТИЧЕСКОЙ 
АКТИВНОСТИ ГЕПАТОЦИТОВ КУРИНОГО ЭМБРИОНА

Н. С. НАЛАСАНЯН. ./ Р. КАН ЛЯН. Н. Н. НАТИ ШПИЛИ

Ереванский зооветеринарный институт, .лаборатория обмена веществ

В качестве объекта исследований взята печень как сложный много
функциональный орган, состояние которого в определенной степени от
ражает ход обменных процессов в организме эмбриона.

Прйдынкубационная обработка яиц биоактивным веществом, 0.13- 
к 0,15%-ным растворами янтарата калия, проводилась без нарушения 
целостности скорлуп ы.

Печень у контрольных и опытных зародышей брали на 11,5-; 18,5- 
1՛ 21-е сутки эмбрионального развития. Индекс митотической активно
сти (МА) гепатоцитов определяли путем подсчета клеток, находящих
ся ։՝ отдельных фазах митоза.

Результаты опытов показали, что предынкубационная обработки 
яиц растворами янтарата калия приводит к значительному изменению 
активности деления гепатоцитов в ходе развития зародыша. Использо
ванные и опыте концентрации биоактивного вещества во всех возрастных 
группах статистически достоверно повышают интенсивность пролифера
ции (Р<0,05). Наиболее эффективное действие оказывает 0,13%-ный 
водный раствор янтарата калия, причем максимум деления клеток от
мечается на Г1,5 сутки инкубации. Процент делящихся клеток в опы
те составлял 1,53±0,05%, в то время как в контроле—0,59 ±0,02%. В 
поздние сроки эмбрионального развития зародыша отчетливо просту
пает тенденция к замедлению темпа пролиферации. В указанный не 
риод в опытных группах отмечается особенно большая разница в пропей 
тах делящихся клеток по сравнению с контрольным показателем. Так, 
если в контроле относительное число делящихся клеток составляло 
0.03%, го в опытных группах—соответственно 0,3±0.04 и 0.24±0,09%.
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Анализ активности отдельных фаз показал, что в опыте в отличие 
от контроля число ирофазных клеток значительно выше. Повышение 
.митотических индексов гепатоцитов опытных групп сопровождается 
значительным увеличением числа отдельных фаз, клетки вступают к 
последующие фазы и завершают начавшийся митоз» что, по.-видвмому, 
свидетельствует о стимулирующем действии янтарата кадия на актив
ность деления гепатоцитов. Возможно, янтарат калия вызывает акти
вацию метаболических процессов в ядрах, способствуя укорочению кле
точного цикла, и тем самым обеспечивает вхождение в митоз большего 
числа клеток.

5 с, табл. 1, библиогр. 10 нззв

Полный текст статьи деп, в ВИНИТИ, № 814-В-87 от 5.11.87 ।
Поступило 22.Х 1985 г.

Биолог, ж. .Армении, т. 40. № 3, 248, 1987 УДК 575i3|

ЦИТОГЕНЕТИЧЕСКОЕ ДЕЙСТВИЕ РЕГУЛЯТОРА РОСТА 
РАСТЕНИЙ НА СЕМЕНА CREPIS CAPILLARfS

С Н. МАРТИРОСЯН. С. Г МИКАЕЛЯН. .4. М БАГДАСАРЯН

Ереванский государственный университет, проблемная лаборатория цитогенетики

Изучено действие синтетического регулятора роста растений, препарата 
А-1. на меристематические клетки корешков тест объекта Crepis capil- 
laris, Препарат А-1 применяется в виде 0,00!—0,005%-ного водного 
раствора для предпосевной обработки семян сельскохозяйственных 
культур. Для анализа цитогенетической активности препарата неволь 
зовали его 0.001-, 0.005-, 0.01-, 0,1%-ный водные растворы-

Полученные данные свидетельствуют о том, что применяемые кон
центрации препарата А-1 примерно вдвое подавляют энергию прораста
ния и общую всхожесть семян, индуцируют хромосомные нарушения в 
количестве, в несколько раз превышающем контроль, и способствуют 
числовым изменениям хромосом.

7 с., табл 3. библиогр. 8 нззв.
Поступило 15.V11 1545 г.

Полный текст статьи деп н ВИНИТИ, № 41-В87, 5.1 1987г.
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биолог. ж. Армении, г. 40, № 3, 249. 1987 УДК 581.4 + 576.80.95:337

ВЛИЯНИЕ Л5АКРОЭЛЕМЕНТОВ НА СОДЕРЖАНИЕ МОЛИБДЕНА 
В ЛИСТЬЯХ И ПОБЕГАХ ВИНОГРАДНОГО РАСТЕНИЯ

I....... . ■< Б. АФРИКЯН

Исследовалось влияние удобрений на содержание молибдена в листьях 
и побегах виноградного растения по ярусам в течение вегетации.

Обнаружены значительные колебания в содержании молибдена в 
зависимости от яруса, срока вегетации и внесенных удобрений.

Согласно полученным данным, листья и побеги нижнего яруса ви
ноградного растения наименее обеспечены молибденом в начальные фа
зы роста и развития. Листья плодового яруса в начале вегетации ис
пытывают недостаток в молибдене, что связано с большой потребностью 
растения в этом микроэлементе. Это подтверждается значительным 
возрастанием его количества в более поздние фазы роста и развития 
виноградной лозы. В течение второго периода вегетации содержание 
молибдена в органах плодового яруса значительно изменяется. Плодо
вый ярус побегов контрольных растений обедняется молибденом более 
чем в 15 раз (от 0,54 до 0,04 мг/кг) Это имеет место в течение всего 
периода роста и развития виноградного растения. Однако плодовый ярус 
побегов удобренных кустов наиболее богат молибденом (в 10 раз) по 
сравнению с контролем е последние фазы вегетации.

Интересны данные о содержании молибдена в листьях среднего 
яруса опытных растений В фазы формирования и роста, начала созре
вания и физиологической зрелости ягод определенное влияние на коли
чество молибдена оказывают удобрения \Р. \К, \РК Видимо, азот 
оказывает существенное влияние на накопление этого микроэлемента, 
так как существует синергизм молибдена с азотом.

В листьях верхнего яруса до цветения ;; в период, цветения количество 
молибдена невысокое. В период формирования и роста ягод оно уве
личивается в контроле и в варианте с \’К. В начале созревания ягод со
держание микроэлемента снижается и возрастает в фазу физиологи
ческой зрелости ягод. В верхнем ярусе побега в начале вегетации мо
либден нс обнаружен. В фазу формирования в роста ягод в листьях п 
побегах контрольных растений содержится значительное количество мо
либдена 1.08; 1,23 мг.-'кг) Иод влиянием макроэлементов оно снижа
ется в меньшей степени в листьях 11—2 раза), чем в побегах (3—5 раз).

Полученные данные дают основание полагать, что молибден явля
ется необходимым для виноградного растения микроэлементом и играет 
важную роль в образовательных процессах; совместное действие азота, 
фосфора и калия способствует более полному использованию молибде
на органами виноградного растения.

7 С„ 0։։бл։։огр. 3 назв

Полный текс! статьи .ю в ВИНИТИ, X? 43-В87, 5.1 1987 г
Поступило 4.11 1986 г
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СОДЕРЖАНИЕ ХИМИЧЕСКИХ ЭЛЕМЕНТОВ 3 ПЛОДАХ ТОМАТА 
В ЗАВИСИМОСТИ ОТ СОРТОВЫХ ОСОБЕННОСТЕЙ

,1 Г. АВАКЯН. С. С ПАНЯМ, [■ О ТАРОСОВА

Республиканская селекционно-семеноводческая станции овощных к бахчевых 
культур Госагропрома Армянской ССР

Химические элементы участвуют в регуляции физиологических и био
химических процессов, обеспечивая нормальный рост и развитие рас
тений. Изучение их состава и содержания в различных органах расте
ний томатов имеет научное и практическое значение

Содержание макро- и микроэлементов определяли химическим и 
спектральным методами.

В плодах томата в различные периоды плодоношения растений об
наружено 23 элемента: 8 макро- и 15 микроэлементов

Содержание калия в золе плодов весьма высокое и колеблется я 
пределах 26.581 -67.485 мг'кт. что объясняется высоким содержанием 
подвижных форм его в почве и биологическими особенностями данной 
культуры.

В плодах отмечен высокий уровень накопления фосфора и кальция 
но сравнению с другими элементами.

Наибольшее количество фосфора содержится в плодах, затем в се
менах, наименьшее—в вегетативных органах.

Существует определенная коррелятивная закономерность в накоп
лении фосфора, магния и натрия в золе плодов. Содержание макро
элементов в плодах в основном соответствует количеству кларковога 
числа, за исключением кремния, содержание которого значительно 
ниже.

Содержание биогенных микроэлементов —марганца, меди, цинка и 
молибдена—низкое. Из них сравнительно больше марганца и цинка, 
что, возможно, объясняется биологическими особенностями данной 
культуры.

Максимальный вынос таких микроэлементов, как П, Мп, Мо, Си н 
РЬ, с урожаем свойствен сортам средних сроков созревания.

Содержание .микроэлементов, за исключением титана, в золе пло
дов томата ниже количества кларкового числа.

П с., габл. 2, бнблкогр. 9 назз

Полный текст статьи дсп. ц ВИНИТИ. № 40-В87, 5.1 1978 г
Поступило 28.Х1 1986 г.
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ЬРЦЗПГ * ХРОНИКА

ВЫЕЗДНАЯ КОНФЕРЕНЦИЯ ПО ПРАКТИЧЕСКОМУ
ПРИМЕНЕНИЮ ФЕРМЕНТАТИВНОГО КАТАЛИЗА

2—7 Октября 1986 й Нор Амберге си 
■сголлась выездная сессия С-астз но про
блемах химической физиси АН СССР (сек- 
цк 1 «Химическая физика ферментативно։՛» 
катализа и его моделирование»-), ноевн- 
щеннзч проблемам ферментативного ката
лиза, химическим моделям н путям их 
1։ра։пи-к։ского использования.

Органмзз юрами сессии были Греча некий 
физический институт Гос. комитета по нс- 
иол1»з<жан1‘. ՛> атомной энергии СССР и Ин
ститут химической физики АН СССР. Кр<»- 
е? них учреждений были । р.-дсга плены 
Институты бкооргяипчесхой химия, моле
кулярной биологии АН СССР, МГУ нм. 
Ломоносова. Институт биохимии АН Ли- 
Юаскпй ССР, И цени у ты <>р:-.-.ническрн " 
бноорганичесхой химии АН УССР, бноор- 
тонической химии АН БССР, химической 
кинет՛..ки и горения и бипоргаш'-шсяой хн-

СО АН СССР, л также Инс титр при
кладной молекулярной биолит։՛ Минздра
ва СССР.

Совещание открылось вступительным 
словом члеи-.юрр, АН СССР А Е Шилова, 
обратившего основное аниминве участни
ков и՛ вопросы прлктн некого исиелмока- 
и՛՛, я результатов фундамента.!-иьк иссле
дований в области фермент.п. лно. । ката
лиза и его моделирования, на работы, ко
торые в перспективе должны ко л лести к 
созданию принципиально новых технологи
ческих процессов, методов их мшгиоля и 
аналитических .методик В докладе Г И 
Лихтенштейн.! (ПХФ ХН СССР) были из
ложены основные принципы и результаты 
комплексного подхода к изучению .молоку- 
лирной динамики белков, ферментов и био 
мембран. Эксперименты показали экстре
мальную зависимость молекулирной под
вижности в на посекундной об части. времен 
от температуры и влажности !!а основе 
этих фундаментальных исследований были 
предложены экспресс-методы контроля ста

бильности биологических препаратов (бел
кой, ферментов, вакцин и г. д.)

А. Л. Симонин (ЕрФИ ГКИЛЭ) расска
зал о работе по выявлению представляю
щих аналитический интерес ферментов, из 
учению их свойств и созданию на их осно
ве ферментных анализаторов. В резуль
тате были получены два фермента -урат- 
иксидаэа н лизнн-2-могИюк-.'шеназа. Создан
ный с использованием этих ферментов уни
версальный проточный анализатор дли оп
ределения концентрации лизина «АРФА • 
прошел предвари тельные испытания на 
предприятиях микробиологической промыш
ленности В дальнейшем предполагается 
расширить функциональные возможности 
анализатора для определения концентрации 
ряда аминокислот, представляющих инте
рес с медицинской и промышленной точек 
прения.

В докладе Р. Л. Асатуряна (ЕрФИ 
ГКИЛЭ) сообщалось о первых п нашей 
стране результатах по исследованию строе
ния активных центров модельных медьсо
держащих белкоп методом ЕХАЕЗ с при
менением синхротронного излучения Одно 
временно ЭГ1Р и ЯИР методами заторы 
полу'iii.ui детальную информацию о приро
де лигандов комплекса медь альбумин

С. Г. Геворкян (ЕрФИ ГКИЛЭ) сооб
щил о вязкоупругих свойствах пленок бел
ковых макромолекул, выявленных с по
мощью уникальной сверхцуветвн голыши 
установки.

Доклад Л. Е. Шилова был посвящен про 
блемс химического моделирования окисли- 
1сльно-восстановятельных ферментов И։ 
основе молекулярных липидных пленок на 
поверхности амальгамы натрия, содержащих 
молибденовые активные центры и произ
водные фосфина, были предложены высо
коактивные катализаторы восстановления 
атмосферного азота в аммиак и гидразин.

С. Д. Варфоломеев (МГУ) сделал до
клад на тему «Кинетические закоиомерно- 
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сги репликации плазмид в растущих мик- 
ропопуляциях».

Теоретическим и практическим аспектам 
катали Iичгското лене։вня неорганической 
пирофосфатазы был посвящен доклад С. М. 
Акаевой (МГУ). На основании фунда
ментальных исследовании была предложе
на система нммуноферментиоЕо анализа. 
Метод был отработан на ряде вирусов с/х 
растении и совместно с институтами АМН 
СССР и Минздрава СССР использован для 
диагностики некоторых заболеваний.

Д. И; Метелина (Ни-: биобрганической 
химии ЛИ БССР) рассказал о результа
тах исследования кинетики и механизма 
действия ферментов-оксидоредуктаз, кото
рые могут быть эффективными маркерами 
в вммунофер.меитлим анализе. Созданы 
и.ммунофйрментные тест-системы для ана
лиза сердечных гликозидов н прогестерняа, 
которые могут быть применены в медицин
ской практике и ветеринарии.

Я. М Вайнер (Ин-т химической кинети
ки и горения СО АН СССР) доложил о 
результатах исследования субстратов и их 
слих-меченых аналогом с активным цент
ром цитохрома Р -550. Аффиные ингибито
ры Р-450 использованы для продлении дей
ствия лекарств, окисляемых этим фермен
том.

II К. Чаиас, Ю. Ю Кулис (Ин-т биохи
мии Литовской ССР) сообщили о фунда
ментальных результатах по изучению одно 
п двухэлектронных процессов окислении 
флавопротеинов хинона.

А С. Соболев. И. Ф. Пытьева (Ии-1 при
кладной молекулярной биологии Минздра

ва СССР. МГУ им. Ломоносова! на при
мере аденилатциклазной системы рассмот
рели взаимодействие интегральных белков 
мембран: образование временных ассоци
атов с последующей активацией фермента.

О. 51. Лаврак (Ии-7 биоррсаничсскбй хи
мии СО АН СССР) доложила о результа
тах изучения ДНК-лолимеразы н ; плацен
ты человека методом аффинной модифи
кации, Эти ‘исследования позволяют на
правленно регулировать активность ДНК" 
полимераз.

В своем докладе А. А. Ясинков (отдел 
химии фотосинтеза Отделения биоорга'нй- 
ческой .химии ИСК АН УССР) сообщил о 
том, что по аналогии с биологическим фос
форилированием разработан оригинальный 
способ синтеза фосфорилированного крах
мала и выдан ре1.1змен: для опытно-про
мышленного производства этого препарата.

Были заслушаны также Доклады М. Л. 
Карпейсхого «Инженерия белков, перспек
тивы и ограничения» и В. К Антонова с 
соавт. «Специфический гидролиз белка ре
комбинантною г» на этерокипазин с целью 
получения энкефалина».

А. М Егоров (МГУ) рассказал об основ
ных принципах иммуиоферментлого анали
за. о новых тенденциях его развитий н 
перспективах широкого внедрения в прак
тику.

Участники сессии обсудили перспективы 
повышения эффективности внедрения ое- 
зультатов фундамен:альных исследований 
ферментного катализа п практику и наме
тили план мероприятий в этой области.

АВАКЯН И М СИМОНЯН А- Л.
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Г1 р к л о Ж с и н е
В статьях, представляемых к редакция», все единицы измерений должны быть выражены в Международной системе единиц (СИ)

Величина Единица
обозначение Обозначение рекоменлуе-

мых крзткмх и дольных Прннечзнне
наименование ность наименование междуна- единиц

роди. русское

W
 г сл
 

՛ о
 L

Основные единицы СИ

Длина 1. метр т м км. см, мм. мкм, нм
Масса М килограмм к# кг мг. г. мкг
Время Т секунда $ с мс. мкс, нс
Сила электрического тока Т Ампер А А кА. мА. мкК, нА. нА
Термодинамическая температура н Кельвин К К МК, кК. мК, МкК
Количество вещества X моль то! моль кМоль. М.Моль, Мкмоль
Сила света J кандела с<1 кд

Производные единицы СИ по разделам физики

1. Площадь и квадратный метр пт1 м- км», дм3, см’, мм’ Пространство и
2. Объем, вместимость Ь3 кубический метр и։3 м3 дм3, см3, мм3 время
3. Скорость (линейная) ЬТ—> метр в секунду пт.'з М/с
4 Ускорение ГТ-՜’ метр на секунду в квадрате п։.з։ м/с3
5. Угловая скорость Т-1 радиан в секунду габ/з рад/с
6. Угловое ускорение Т-2 радиан на секунду в квадрате габ $3 рад/с3
7. Период Т секунда 5 с
8. Частота периодического про-

несса Т—1 герц На Гц 11ц, Ни, МГц, кГц механика
9 Частота вращения Т֊1 секунда в минус пер. степени 5-» с-»

«о 10. Плотность I- ՜3 М-1 килограмм на куб. метр кя/пР кг м3 Мг/м3, кг/дм3, г см3
& 11. Удельный объем I.3 М֊‘ кубический метр на килограмм пР/к^ м3'кг



1 2 3 4 5 б 7

12. Сила 1МТ-3 Ньютон X Н МН. кН, мн. МкН
13. Давление Ь-։ мт-» Паскаль Ра Па ГПа, МПа, КПа. мПа. мкПа
14. Поверхностное натяжение МТ-’ Ньютон на метр Ху пт НМ мН м
15. Работа 1? МТ-2 Джоуль 1 Л ж ТДж, ГДж. МДж. кДж. мДж
16. Мощность и мт-» Ватт и՛ Вт 1 Вт, МВт, кВт, мВт, мкВт
17. Температура Цельсии О градус педьсия теплота
18. Температурный коэффициент 6-1 Кельвин в минус первой

степени К К֊’
19. Температурный градиент 1.-16 Кельвин на метр к/п» к м
20. Теплота, количество теплоты I МТ-2 Джоуль 1 Л ж ТДж, ГДж, МДж, кДж, мДж
21. Тепловой поток 1.’ мт-2 Ватт XV Вт кВт
22. Теплопроводность 1. МТ-3 0-1 Ватт на метр кельвин и՛ (т к) Вт м К
23. Теплоемкость 1.2МТ-20-1 Джоуль на кельвин Дж/К кДж К
24. Энтропия 15МТ-20֊։ Джоуль на кельвин Дж'К кДж К
25. Термодинамический потенциал

(энтальпия) 1’МТ-* Джоуль 1 Дж
26. Количество электричества Электричество и

(электрический заряд) II Кулон С Кл кКд, мкКл, иКл, пКл магнетизм
27. Поверхностная плотность мКл м3. Кл•мм3. Кй/сч’.

электрического заряда Ь-2Т1 Кулон на квадратный негр с/т3 Кл/м3 мкКл м3
28. Напряженность электрического

поля МТ-31-1 Вольт на метр V пт В м МВ м, кВ. м
29. Электрическое напряжение.

«лектрнчсскнй потенциал, раз-
поел. эл. потенциалов, электро-
движущая сила 1.’ МТ-з 1-1 Впльт V В кВ, мВ. мкВ, нВ

30. Электрическая емкость к֊2М֊1Т4Р Фарад г Ф МФ. МкФ, нФ. нФ
31. Плотность электрического тока ь֊21 Ампер на квадратный метр А, пт1,* А/м’ МА/м3, А/мм3. А см’.кА-'м3

32. Магнитная индукция МТ-з 1-1 Тесла Т Т-1 мТл, мкТл. нТл
33. Индуктивность 1.’ МТ-21-2 Генри Н Гн мГн, мкГн
34. Электрическое сопротивление Ь» МТ-31 -2 Ом р Ом ТОм. ГОм. МОм. кОм.

— мОм. мкОм
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35. Электрическая проводимость 
активная РМ- ։ Та 1’ Симане 5 См кСм. мСм, мкСм Свет, электромаг-

36. Энергия излучения

37. Энергетическая экспозиция (лу-

«МТ-2

МТ-’

Джоуль

Джоуль на кз. метр

1

Гт*

Дж кнтное излуче
ние

чистая экспозиция) Дж/м*
38. Энергетическая освещенность МТ֊3 Ват՜ на кв. метр \е т* Вт/м*
39. Энергетическая яркость мт-з Ват- па стерадиан ко. метр ТУ Вт/Ср.м*
40. Световой поток .1 Люмен, сек. Ьт. 5 лм. с Акустика
41. Яркость 1.-2.1 Кандела на кв. метр сб/т’ кд/м5
4 2. Освещенность 1-2-.1 Люкс 1х лк

Физ. химия н мо
лекулярная физика43. Период звуковых колебаний

44. Частота звуковых колебаний
т
т-1

Секунда 
Герц

5
Нг

с
Гн

мс, мкс
МГн. кГц

45. Скорость звука СТ-1 Метр п сек. т. $ ИС
46. Молярная масса МК-» Килограмм на моль к£ то! кг/моль г моль

47. Молярная внутренняя энергия РМТ 2.4֊։ Джоуль на моль |'то1 Дж.'моль кДж моль
Метр в минус третьей сте-

48. Концентрация молекул 1 3 пени ։п М-3
49, Молярность М 1 Н Моль на килограмм то! к$» моль кг
50. Осмотическое давление 1-։ МТ-2 Паскаль Ра Ла
51. Коэффициент диффузии 1_- т-« Квадратный метр на секунду П|’,5 м’/с
52. Скорость химической реакции Ь-ЗТ-З Мель на кубический метр п то!(т3.$ ) Моль М ’С

53. Поверхности.։•• плотность 1-։.\՛ секунду
Миль на квадратный 1метр то1т3 моль м*

54. Элсктрнчс.>.■•!» дипольный мо
мент

55. Проводимо՛ к электролита
56. Электродный потенциал

1.Т1
' аМ-‘Та1=
1.2 МТ-31-։

Кулон на метр
Сименс иа метр 
Вольт
Джоуль

С-т 
Я/т 
V 
1

Кл.’м 
См'м 
В 
Дж ТГр. ГГр, МГр. К Гр, мГр,Ионизирующие из-

57. Энергия ионизирующего налу- 1.2 МГ-з мкГр лучения. Атомная
чения и ядернач физика

$8. Поглощенная лоза излучения 1։Т-з Грей бу Гр
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59. Мощность поглощенной доли 
излучения (мощность лозы из
лучения)

60. Активность рл тионуклида (ра
диоактивного вещества)

61. Удельная активность
62. Постоянная распада
63. Экспозиционная доза (рентге

новского и гамма излучений)

1? Т-з 
Г֊>

М֊։Т֊‘
Т~։

М֊։ TI

Г рей в сек.
Беккерель

Беккерель на кг
Сек. в минус первой степени

Кулон на килограмм

Ov/S
Bq

Bq/kT
S-J

C.kg

Г р/с 
Бк

Бк., к г 
с-։

К.։, кг

ЭБк, 
кбк

11 Бк. ТБк. ГБх, МБ к,

Соотношение некоторых внесистемных единиц с единицами СИ
Единица

11аименованне величин
наименование международное русское соотношение с едини

цей СИ

1 2 4 4 5

Длина
Площадь
Масса
Телесный угол
Ускорение
Сила, вес

Давление

Работа, энергия
Кинематическая вязкость
Магнитный поток

ангстрем
ба ри
центнер
квадратный градус
Гал
Дина
грамм-сила
килограмм-сила на кв. сантиметр 
миллиметр ртутного столба 
Торр
Эрг
Стокс
максвелл

А 
Ь 
ч 
□° 
Gal 
dyn 
gf 
Kgf.cm2 
m inHj) 
Torr 
erg 
st 
Mx

А
б 
ц
□° 
Гал 
Дина 
те 
к гс, см’ 
мм рт. ст.

эрг 
Ст
Мкс

10-™ м
10г« м։
ЮЭ kg
3,0452-.֊ 10 < Sr
0,01 in. s’
10- ’N
9.806.65֊ 10֊- X
98066.5 Pa
133.322 Pa
133.322 Pa 
10֊’ ) > .
10~* гц’/s
Ю-s wb
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