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АДСОРБЦИЯ ОРГАНИЧЕСКИХ И НЕОРГАНИЧЕСКИХ ИОНОВ 
НА ГАНГЛ И03ИДС0ДЕРЖАЩИХ БИСЛОЯХ

//. С. МЛТЛНЯН. Г Б. МЕЛИКЯН. В. Б. АРАКЕЛЯН. Ц. М. АВАКЯН.
С. Л. КОЧАРОВ. О Л мнджоян

Ереванский физический институт ГКАЭ СССР.
Институт тонкой оргзминегхой химии ид. А. Л. Мнджояна ЛИ Лрм.ССР

Исследовано нзаимодтйовие неорганических катионов и серого։։ ниа с 
бнелоями из ФХ. содержащими апглно-иди ՛Հու. <ւ0։յ, ‘i-;b мозга 
человека и Gp3 Kopuubt.ro молока По.-.а.»мни. что девисям .л.՛; и н •мсн.-иии 
разности граничных потегшиалов от концентрации различных конов описи 
паютс.ч моделью Гун-Чомпснл и случае адсорбции однозарядных катионов 
и моделью Гун-Штерна при а ,теорб ни твухзарядных катионов и серо
тонина В обоих случаях необходимо учитывать удаленность дерядов 
ганглиозидоз на некоторое расстояние от поверхности бислои. Показано 
также, чю ганглиозиды Gn;. и GT|> активнее связывают серо и:ни. чем 
Рми ^*oiu 11 фосфолипиды.

2ձաաղոտված i սերոտոնինի հ տնօրւքտե n.'/ւսն իոնների փոիւաղդեցՈ։'!յՈ։նր ‘իոս- 
ֆ ւս 1ГГ ք. րշ ft I Jun / ին երկշերտ թաղանթների Հես։, որոնր պարունակում Հին (i ц . 
Gjjj ,. G-յ-Ա, մարդու ուդեդի ե i 1 Qg ^Ш)Ч‘ փ*!”* ղ>^էք1^ո^իէքեեր՛ Uս։rjtfut/։ պո- 
սւեն^քւ։ս(ներքէ տարրերւէւք/յան կսէքսոսքր կատքւօններքէ կոնէյենտրւս ^քւայիշյ Նկարւս- 
է{րվում / Դու/ւ-Տասքմենք։ մողեյք. չրյանաէ^ւերում ‘ll,l‘4l՝llf՝ կ’>'"ւք>"'ս^եր1' ս։րյւ։որր- 
1)1,սյւՒ I։ Գուքէ-Շտերնքւ մոդելով՝ ծ սԼրոտոնքէնի
ադււորրլյ/էսւյքւ րյեպրոււհ ք>ՈքՈր դեպքերում անՀքամեշտ I սան՚պ, որ ։ր,/նդ-
(իոդ/էդներք, (իցրր դուրս կ դտնվում թաղանթի "արք1ոէթյո։նքէ ց<

Ապացուցված Լ, որ < 4 դանդլիոդիդներր ջասւ ավյպք, ակտիվ են
կապվում սերուոոնինի Հետ, րսւս ՚ ՝ ... । . • 1յ դս՚Նդւիոււիդներր կամ ֆհսֆոլքւպիդ- 
ներր.

The interaction of norg.-.n;-- . : ions n. ero omn wit'i I e phu*p'i.:.’tdyii- 
holme bilayers. conialning g.ingj։ozldes G.՛՛,։- Cidj.i Gtjt» 'corn hiim.in 
brain tml Gbji from buttermilk h is f’Ce:i investigated.

Сокращения ФХ—фосфатидил холин, ГСХ—тпнхослоймая хромигогрж} ня.
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The dependences of boundary potential difference or. tbe cation con
centration can be satisfactorily described n terms o: Gouy—Chapmen 
model for monovalent canons adsorption and m terms of Gouy Stern 
model for bivalent ones and sera Ion nt In both cases we have supposed 
that the gangliotidc- ՛ h.trges have boon removed from tit '-nembr.tne sur
face for scki-.c distance.

The yctigllozides Gm and (ioa .or. actively bind he serotonin 
than G.mi- Gou or phospholipids.

Z>:tf.;6d/z6ji? ,?игш£ядо мембраны ганглиозиды серотрнин адсорбция..

Одной из основных функций ганглиозидов и клетке является рецептор
ная. Ганглиозиды специфически связывают бактериальные токсины, ви
рус Сендай, лектины, гормоны и др. физиологически активные веще
ства [3]. Однако для некоторых веществ, в частности для серотонина, 
рецепторная функция ганглиозидов однозначно не ..оказана.

Впервые By.t.-i Гомми [19] показали, что ибрьб тка мышечной 
голоски желу д-:л крысы нейраминидазой приводит к потере чувстви
тельности к серотонину, я последующая инкубация ее с ганглиозидами 
в- tec i ;..члвл пваег сократительную активное Г։;.' " При WOM нанбрЛЙпей 
активностью обладал ганглиозид [7] ' В работе [о] п՛՛ я ;:։•՛->, ч о 
синаитическне мембраны способны связывать сер >roni։ii с высокой к п- 
стантой ассоциации Однако авторы считают, что серотонин связыва- 
i ся в основном с мембранными гликопротеинами. Бутанольная фрак- 
ш •• нервных окончаний связывает серотонин с константе) i околи 10' М 
[!'], но при попытке выделить и очистить рецептор активность утра
чивается. Следовательно, рецептор серотонина имеет, скорее всего, 
комплексную природу г может содержат։, ганглиозиды е качестве ко- 
рецеглора [II. 16. 18] Этот вывод подтверждается также исследова
ниями на модельных системах [7, 10. 13, 18] Несмотря на против эре- 
чивость данных, большая часть их свидетельствует о низких констан
тах связывания серотонина с ганглиозидами. Более того, пмее: место 
неспецифические электростатическое взаимодействие серотонина с тан- 
।лиози 1зми и кислыми фосфолипидами [13]

В свете ска анн. о представлял >сь целесообразным проведение до
полнительного исследования связывания серотонина с ганглнозндсолер- 
жаши.ми плоскими бислоями. Необходимо подчеркнуть, ito сими по 
себе ганглиозиде! шержащие Спелой изучены недостаточно. Число ра
бот. посвященных адсорбции простых неорганических катионов на . ь- 
и \ бисдоях, невелико, а полученные данные противоречивы [4, 9, 12]. 
Ранее нами было исследовано взаимодействие ганглиозидов с неоргани
ческими катионами (калием, натрием, кальцием, магнием), что позво- 
.11 к, охарактеризовать свойства плоских бислоев с ганглиозидами [2]. 
В настоящей работе представлены результаты дополнительного иссле
дования электрохимических свойств гапглиозидсолержащнх бпелиев, 
теоретическая обработка которых позволила описать адсорбцию не >р- 
։ :;Н1.'чсских ионон на бислойных липидных мембранах.

'■}ц:ериа,1 и мего^цки Для формировании мембран испольэоиали яичный ФХ и 
ганглиозиды мозга «ч-лон.ка G.1U GDb.. GTIU. аыделеккые по методу, описанному а 
рабою [։.’>]. .ч i.tka-.- Gqj, выделенный по м՛ году [б] из молочного порошка. Все 
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юсаедовлипыс фосфолипиды п ганглиозиды, судя по ГСХ. были хроматографлиески 
однородными веществами. Серотонин у ни,ь соли с креатинсульфа;ом («Са’ЫосЬ-։:։», 
1:$А) п гидрохлорид серотонина (сСа1Ь։ос'.1ст>, Г8А) содержали ничтожные коли
чества примесей. . В работ։ использовали соли КО (<хч>). ХаС! («осч»), л также пе- 
рекрвегаллнзованные- соли СйС12 и А\йС1;.

Растворы неорганических солен готовили ла япстиллиронаиной воде. pH раство
ров электролитов и маточного раствори серотонина (I мМ раствор серотонина и 1 
растворе КС!) поддерживали около 6.8х0.2 введением 1 ;Ч раскола КОН. В .՛ - 
стви фонового раствора щчкм.чзовали 1 мМ раствор КО

Способ получения липидных бпелоев» содсрж.пннх ганглиозиды, а также меюды 
измерения граничных потенциалов уп։.\ бислслн подробно описаны в [2]

Результаты и обсуждение. На рис. 1а показаны эксперименталь
ная и теоретическая зависимое՜:՜и Л>։ от концентрации К՛ и Ха՜’ и я 
бнелоев из смеси ФХ/См:. (5,5 мол % в мембр ■:образующем рас

творе). Контрольные эксперимент показали, ч;о связыванием этих

Рис. I. а) Зависимость разности граничных потенциалом от концентрации 
К*՜ (А) в .\а (ф)лля иислсен из смеси ФХ;Олп . Экспериментальные 
точки яалг.ются средними значениями ил 2—3 измерений. Концентрация 
фонового электролита I мМ КС!. Сплошная теоретическая кривая по
строена в рамках модели Гуи-Чап.мгпа с учетом вынесенное!» заряда 
(а=1.5 нм) по формуле (2), д= 0,0119 К,'м2. Пунктирная кривая рас
считана но формуле (1). Пояснения и тексте՜, б) Зависимость ра.птофги 
граничных потенциалов от концентрации Са2т и Л’.^З-г (£ и д соответ
ственно) для бнелоев л։ смеси ФХ/Суд - Теоретические кривые получе
ны в рамках модели Гук-Штерна с учетом яынесенностп заряда а=1,5им. 
а ■—0.0119 К/м3, $=500 М-> Зависимость, показанная пунктирной ли

нией, рассчитана по формуле (1).

катионов с ФХ можно пренебречь. Обращает на себя внимание, прак
тически полное совпадение зависимостей А<( <л концентрации К и ,\а 
Пунктирная теоретическая кривая получена в рамках модели Гун-Ча!.- 
мсна с учетом у тленности заряда полярных голонок ганглиозидов ог 
поверхности мембраны [8, 12], т. е. когда плоскость адсорбции вынес։ 
на в раствор на расстояние а. Картина распределения потенциал; и 
.• ом случае приведена па рис. 2.

Зависимость Д<р от концен.’рации однозначных катионов в области 
малых потенциалов описывается по формуле (см. также [16|):

где 7. '—Дебаевская длина в растворе электролита, а—расстояние от 
поверхности бислоя до заряженной плоскости, о—плоскость зарядов
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на заряженной плоскости (о- 0.01 Гл К/м2). —собственный потен
циал на поверхности инслоя в I мМ растворе КС1 (срь - 80 мВ), е и 
£й—диэлектрические проницаемости воды и вакуума соответственно; 
Формула (!) верна лишь дли области малых потенциалов (г>/ве,гл< 
25 мВ), поэ ому при низких концентрациях катионе:; ;соре;ичеекзя

Г'ис. 2 Рзспрсделокне г-лтеннкзла на грд- 
•пще ратде.ш мембрана/рпетпор для бисло- 
*а in гурсп фосфолипида с ганглиозидом: 
I плоскосп. .токалтацни голозок фосфо 
чцплда. 2—плоскость локал;՛, юани головок 
ганглнолила. о—расстоикш՛ между двумя 
Г.ЛОСКОСТНМИ. О| •; иг—ПОЗерхНОСТНШ* плот
ности зарядов этих плоскостей В случае

с бнелоями я । смеси ФХ/'Ьип(=1>, 
пл- - !՝.<”. 19 К.'м2.

кривая хуже ложится на экснеримеш .чльные точки (пунктирпия кри
вая).

Аналитическое решение уравнения Пуассона-Больцмаг.-т для с. ՛- 
чая с вынесенным зарядом в общем виде отсутствует [8, 17]. Числен
ное решение этого уравнения связано с громоздкими иычнеленпямя 
[17]. поэтому мы воспользовались подходом, предложенным в |1б|: 
при построении сплошной кривой на рис. 1 вынесеннл ՛. ь зря да при
ближенно учи।ьшалн по формуле

?==?1, -?г- (2)

. ле Цо— потении;!., на заряженной плоскости. Иными словами, мы де
лали поправку на уменьшение потенциала на поверхности мембраны 
• чносительно ц ՛ за счет экранирования заряда в растворе. Сплошная 
I >ивая на рпс. 1 описывает экспериментальную зав; гимоегь во всём 
иапазоне кящёнт раций достаточно хорошо.

Заметим, чт՛ в нашем случае <П| 25 Мн к определяется из обычно
го уравнения, связывающего питеицяал с плоскостью заряда о

s=2Mi,rT У (ехр(- axj-1)1 .

где x = F(fo/RT; С . 2. —концентрация и заряд i-го иона, а суммирование 
производится по всем присутствующим в среде j; нам. При ф/,<м& 
формула (2) совпадает с формулой (1).

На рис. i6 показаны зависимости .Хер от концепграц;՛!. Са- я Mg- 
для бвелоев из смеси ФХ/G уц, а также теоретические кривые адсорб
ции этих катионов. При теоретическом описании зависимостей, пред
ставленных на рис. 1 б, г. рамках модели Гун-Штерна, мы пренебрегали 
адсорбцией и.; ФХ. При стехиометрии связывания Са-’/ищ] ГI. о=

0.0’19 Км-. ч •. = S0 мВ, а—1.5 км констант;: связннания равна 
500 М ’. Пу !■;<; крили кривая получена пл формуле (.') с учетом скеилфк- 
ческоп! свя.итзапья с константой К п—<>о (KCq—1) КС1и 1. г хе—Cq։ 
объемная концентрация Са՛2 в растворе. Сплошная кривая получена 
ио вышеук.՝ явному методу пересчета измеряем:!!-՛ потенциала ф1> в 
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потенциал вынесенной в раствор заряженной плоскости <ро по формуле 
(2). Первый способ описания адсорбции позволяет достоверно опреде
лить константу связывания, но описывает экспериментальные данные 
лишь в узком диапазоне концентраций (область малых потенциалов'. 
Метод пересчета потенциала при том же значении константы удовле
творительно описывает экспериментальные гонки во всем диапа-м.։;? 
концентраций.

Константы связывания и уд с Са-~ и Мё’՜*, судя по рис. 16, прак
тически совпадают. Это означает отсутствие Са/М^-спсцифичностн. 
Отметим, что значения констан 1 связывания, определенные по методу 
изоэлектрических ючек [2], псск-'Лько выше Теоретическая обрэбо՜.- 
ка всей зависимости Д(р(1о{*С) позволила уточнить константы связыва
ния и, скорее всего, более адекватно описать адсорбцию на гаиглио- 
зидсодержатих бислоях.

Мы исследовали связывание серотонина с бислоями ы смесей ФХ 
с ганглиозидами. Серотонин, добавленный в виде соли с креатинин- 
сульфатом и в виде гидрохлорида, дзет совпадающие зависимости .\<р 
от его концентрации (данные нс приводя ген) Следовательно, можно 
считать, что креатинин специфически не взаимодействует с ганглиози
дами. Контрольные экспери менты ..оказали, что серотонин сиецифичс- 
Сг и адсорбируется на ФХ. Теоретическая обработка зависимости, по
казанной на рис. За (▼, кр. !). в рамках модели Гуи-Чапменз даст 
значение константы связывания 40 Ч ’. Сложность теоретического 
описания одновременной адсорбции на вынесенной в рас.нор плоскости 
и поверхности бислоя, а также низкое значение константы связывания 
на ФХ вынудили нас пренебречь адсорбцией на ФХ при описании вза
имодействия серотонина с ганглиозидами

Рне. 3. Экспериментальные и теоретн юсхне чапн 
снмости разности граничных потенциалов о: кон- 
центрацнн серотонина, а) для бнелоев ш ФХ 

(▼. кр. 1) н смесей ФХ ('ли (ф, кр, 2), ФХ 
/г'։Ьи (А- кр. 3). б) для бислое։։ из смесей 
ФХ/Ст։ь V. кр. 4), ФХ (юл кр. 5). ФХ/ 
кардиаяшнн (△. кр. б) и ФХ/смссь ганглиози
дов мозга (о). Плотность поверхностного <л- 
ряда алл всех ганглнозндсодержащнх бнгл-кн 
считали равной —0.0119 К/м-, за исключенном 
ФХ/С03, (а -о.ооб КМ, а для ФХ/кардно- 

лнлнн д=-0,028 К; м2.

Как видно из рис. За, заьиснм ci.i Д<։ t концен;рации серптон ;.։а 
для бислоев, содержащих Gy| и С1)1а , практически совпадают. Тео
ретическая обработка эксперимента, пых данных дает значения 1\ 
J50M՜1 для GM1 и К==2Ся՜) 4՜ ;—я С да при стехиометрии связыва
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ния I I в об «их случаях (кр 2 и 3) Экспериментальную зависимость 
адсорбции серотонина не удается описать при стехиометрии связы
вания 2:1 (т. е. ! молекула серотонина на 1 сиаловую кислоту).

Существенно большее сродство обнаружено при взаимодействий 
серотонина G >з и Gyp (ри 36. и и > X п.:к ер нависимбстёй, 
приведенных на рнс 36. свидетельствует и кооперативном связывании 
серотонина с этими ганглиозидами и кардиолипином (△). Действи
тельно. теоретические кривые 4 и 5 нзилучшнм ибразмм описывают экс
периментальны точки при стехиометрии связывания серотонин/ Grib 
3:1 (К IO9 ) ։■ сер ^они! G 2 (К 10' Ч 1). если предполо
жить визможж т, кооперативного связывания трех или шу.х молекул 
сорт он и на i -отвеитпенно Расчет аналогичной i:hihciimi ста для мем
бран из смесь ФХ кардиолипин (5 мол. %) дзет К 500 М :: при ere- 
xHoMCipnii 2 ' (•.;*. (») Ila рис. 36 приведена также мннспмость \<р 
of концепт p; ..i:i՛ сср«нонннл тля бислосв из смеси ФХ со смесью 
Сщ, ” K'H.ip.tB имеет форму. аналогичную кривым 1 и 5

Результаты изложенных выше эксперименте^ сии юи-льегиуюг об 
<•-՛< > К ниш t •.ьнфическогр свя цапания о ню ырядных катиинон с ran- 
։;ih«iлигами, • согласуется с ’.явными других авторов [s, 12|, Кон
станта сья ։ы ։.;>!.!>< г англ нс՛ <ц лов с двух шрядлымн катионами невысока: 
500 М Эп» значение близко к величине 0 100 М . полученной дли 
(‘.а2* в работе 112] Определенная нами кош танга связывания Си*4 
с । ант лнозпдэми даже ниже, чем сопгкетстпу кицан константа свя- 
.-ывэнпя с кислыми фосфолипидами [!| Эти обстоятельство, наряду с 

отсутствием Си Mg-специфичиости, противоречит предположению о ре
цепторной функции ганглиозидов по отношению к (’а-- [14]

В иличиеот двух зарядных неорганических кантонов сродспю серо- 
ТОЙННа н исслсдонлнным в данной работе ганглиозидам с\ щеггвенн 0 
отличается. Так, и Qщ связывают серотонин с константами 
150 и 200 М . тогда как для G-fib н $D константы равны 10* М 3 
I. 5-!<՝ М ֊ с. ՛ :.;с;с7’’.енж>. В '-сливе теоретически:о описания адсорб
ции серотонина на G]t., (стехиометрия 3:1) лежи: тетрамолекуляр- 
ная. а на G ,. (стехиометрия 2:1) трехмолскуляриая реакция. В ре
зультате размерность сботвектвукмцнх констант отличается о< обыч
ной размерности констант связывания—М 1 Для того, чтобы иметь 
(юзможность сравнить полученные константы, мы теоретически оценили 
концентрацию серотонина, ври которой он свяжется с половиной моле
кул ганглиозида при данном шачении Констант связывания, г. е. киг- 
1.։ плотность шряда уменьшается вдвое Обратная этой концентрации 

величина может. из наш взгляд, характеризовать сродство (тц; « <»dj 
г. серотонину 1! ш-зполнт сравнить ;■ константами прочих ганглиозидов; 
Л акая оценка лает для Стц» К-4000 М ’.адляОщ К 7800 М ՛. В 
случае с кардиолипином получается низкая константа 100М

Таким i«6p;i • м. специфичность связывания сер<ючи։иы н «чачигель- 
П0Й С1СИСИН ... >1Г!!7 ОТ ПОЛпЖСН։՛ 1 СИПЛОВЫХ КИСЛОТ И ОЛ1'ГОСаХПрНД1ЮН 
ЧО.СТИ и՝. Mi-.iii . л.иля СНЗЛО8ЛЯ КНСЛОТП । .ни лио.;ид:1
Н'> Ш1 :!1.мом\. п.- > .՛■ идю-о •՛ ( .ср лшипо.м. ПОЭТОМУ CTCXiiOMCrpiHI СГО 
связывания I Сущ и совпадает. Однако более высокая кон
стан:;: ассоп- .двь с Гц)] спиде:ельстиует скорее всего в пользу уча
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стия дистальной сиаловой кислоты в связывании серотонина с прокси
мальной сиаловой кислотой.

Высокие константы связывания серотонина с Gfib и G позвси 
ляют предположить, что наибольшим сродством к нему обладают свя
занные друг с другом сиаловые кислоты, присутствующие в полярных' 
головках обоих ганглиозидов.

Обращает на себя внимание существенное различие в констант ах 
связывания серотонина cQot։ и G©?- которые отличаются как раз поло
жением сиаловых кислот в полярной головке. Было бы интересно 
сравнить полученные данные с адсорбцией серотонина на бислоях, со
держащих G|)ib. ;а.о бы информацию об участии остатков конце
вой галактозы и N-а нет ил галактозам и на в связывании серотонина.

Интересно, что обработка нейраминидазой нс влияет на связывай 
нке серотонина и синаптическими мембранами [5] Это означает, ч • 
Дистальные остатки сиаловых кислот ганглиозидов и сиалогликопро- 
тешюв, -видимому, участвую։ в связывали;' серою Ии Ла, но неиз
вестным пока способом могут быть необходимы для проявления его 
физиологического эффекта [5, JS]

С<, ласно нашим цепкам, наибольшим сродством к серотонину об
ладает G-.); то сог.юс • е:ся сданными Вул.ти и Гомми [19]. 1\ сожа
лению, G ,ио-Ви дмому. плохо встраивается в плоские бнелои из ФХ 
и заметно снижает -'х электрическое сопротивление при повышении ион
ной си. ы окружающе е мембрану раствора. Поэтому для уточнения 
данных м алсорбцш серотонина и Ga- на бис.тоях с необходимы 
дальнейшие весле..՛ зания. Известно, что G-^ повышает также прони
цаемости мембран in vivo 116] Это свойство может быть непосред
ственно связано с его функциями в клеточной мембране. Что касается 
рецепторной роли ганглиозидов и. г. частности Gp3* тО пол ученные на
ми ши тении констан։ свидетельствуют скорее всего против такого 
предположения, так как эти константы не достаточно высоки.

Авторы выражают глубокую признательность И. Г. Абидору, Л. В. 
Черномордику, С. А. Татуляну и Г. М. Авакяну за пенные обсуждения 
к помощь в работе.
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Биолог. ж. Армения, т. 41. № 4, 1988 УДК 591.813:612.01 &

ОСОБЕННОСТИ СТРУКТУРЫ ХРОМАТИНА Լ-КЛЕТОК 
МЫШИ, ОБРАЗУЮЩЕГОСЯ НА НЕДОМЕТИЛИРОВАННОИ ДНК

В. О ЛНМАПЫЯН. Т. .4. МАНЛМШЬЯН, Г И. КИРЬЯНОВ

Московский Государственный уянв-.-р. и-.т нм. М В Ломоносова.
межфакулыетсках проблемная нзучно нс1֊.к-л.‘вал- ii.ii-.n-.i л.-. Моратории 

молекулярной биология и бноорганической химии им \ Н. Б*.-.-.охерей֊;.го

Показано, чю на нсдомсдилирояанной н ходе рсплнкацн.։ ДИК формиру
ется хроматин с аномально повышенной иуклеа wry ветвя'. .՛•.: с-ыо и на
рушенным мсжнуклеосомннм взаимодействие м. Эти особеш и струк
туры С(1Хран։։ю։ея и после репликации.

է- որ ոԼսք{հկ\սքք[,այ1> լւն^սւցքքՈէմ pԼրմI,Цքղч՛^։/ա6 ԴՆ, /՛ ւ/րս հա
վաք-՚վում է Նու 1цԼաif ւ./ն/,րр Նկս՚՚՚՚մասр աՆոմալ րար.\ր զդայնոփյան րրւէմաւոք՚Ն . 
սրում (cuifi.ui'l'ni՝! 1.ն մ ք՛ ք՛սու է{ւ>.որ,ոմ այ/րն փոխսէ4ղ!,ր)ո,^յո՚Նն!րր ւ 4'րոմասէին[՚։ էյսր֊ 
ոո՚տվ՚ս^ր՚սյք՚ն այո աոսւնձնւսհաս՚կք1էք1յո,ն)։!.րր պահպանվում !Հս Նան ч>,ч//[ւկա- 
Տ/՚այք.1, :Լտս>

U
7 v Junin.nin .issi'mNe..4 on IjNA. nr.dcrmvthyl.ited diiriiij; replication, 
t e iiojbir.iicJ .o have i .1 .։<< n lou.sly high sens tiv'iiy :o nucleases. Thc-.՝c 
ptxuli;in >.՛< re II 1.! .г..՛;in.՛ ! г герН՛ .lion.

л ре-Митин—i'fi.iuuurnAun—лп 1 ие.иробание ДНК.

В г.ис. сдпес десятилетне получены м:юкп|ис.1енные экспериментальиьзе 
< ;-.пдет€..:>ствг: вовлеченности энзиматического метилирования ДНК ւշ- 
hdpHOTii’iccKHX клеток в процессы регуляции экспрессии генов. На при
мере ряда генов показано, что нелометялиронапность отдельных сайтов 
гена, прежде всего а 5-обласы, является необходимым условием экс
прессии гена ,Н|. Характер метилирования тотальной ДПК клетки и 
’■чределепных |]иследовате.1ьноетей генома .моделируется в онтогенезе, 
обладает выраженной тканевой и клеточной специфичноегыр. Глаз
ных!, хотя, вероятно, и нс единственным, механизмом изменения харак
тера м-гилировзния ДНК является мо,туляцня уровня метилирования

Сократемня: 5-аза С—Э-азаинтидин



потенциально узнаваемых ДНК-метилазами сайтов модификации в хо
де репликации ДНК [8]. Ясно, что в процессе направленного изме
нения характера метилирования отдельных генов должны принимать 
участие какие-то факторы, регулирующие сам процесс метилирования 
К сожалению, сегодня о таких .механизмах можно говорить только как 
о гипотетических. В то же время возможно зкепериментально изменить 
^снизить) уровень метилирования ДНК в клетке, используя такой ип- 
шбнтор .метилирования, как 5-аза-С Этот анало։ цитидина включает - 
01 в ДНК в виде трифо.сфата обычного СТР, но не смещен метили
роваться. Кроме тоги, в процессе репликации ДНК образуется ста
бильный комплекс ДНК-мсгнлазы с 5-аза-С-содержащей ДНК. что еще 
больше снижает уровень метилирования ДНК [8]. Включение 5-аза-С 
в ДНК приводи; к активизации экспрессии многих генов (l!j. Пока
зано, что вызванное 5-аза-С кедсьметильрование ДНК. определенных 
генов является не директивным сигналом для экспрессии, а де ермил..- 
рук>ш.и.м фактором. Иными словами, щ юметнлирование гена а неко
торых сайтах определяет переход его из неактивного состояния в ак- 
тнвнр ванное, с сюянпе «готовности* к экспрессии |Г|.

Невыясненным остается вопрос •> реализации особенное-ей ме:и- 
лировзния ДНК определенного гена, механизмах сопряжения характе
ра м- .и.тироваьл.л ДНК и экспрессии гена. Ранее нами быль высказа
но предположение, что посредником в этом сопряжении может быв 
модуляция структуры хроматина таким .. что локальные изме
нения метилир аання ДНК приводи! к локальным или генерализован
ным изменениям структуры хроматина В настоящей статье приво
дятся резуль;.: 1ы исследования структуры хроматина, формирующего
ся л., недометл лтроканной ДНК, синтезированной в клетках мыши и 
присутствии 5-аза-С.

ЛЬ.-ерм,։ и L-клсткк фибробласты мыши выращивали из ноиерхиое: и
стеклянных флаконов на пи;aiс.п.пой среде, состоящей Н_» среды 199. (45%) 0.5%-кого 
гидролитатз лактальбумина. (45%) сыворотки крупного poraioro скот,-, с добаал-нн м 
100слЛм.т пешщклш-а и 0.2 мкг/мл стрептомицина (10% i. Культуру выращивали до 
сщ'ЛЙш'. плотности (3. KI5 к.1,'см?).

В ягспёрводпа к е включением радиоактивного изотопа клетки ннкубирозалп с 
метилен,'тимидином (•"> In мкКн.-.мЛ) i уделгпин радиоактивность:՛՛ 1 ։л Кн/мЧ 
(СССР) илн 24,4 Кх/мМ (ЧССР)

В ннкубацкониук» среду добавлял։! ia-ок՛.՛ ингибитор м. нллроы.-и и т »-а:։а-С » 
кондонтрашш 20 мМ на 4 6 часоя Ядра l.-клмток вы кляли, как описано ранее [6j

Хроматин ;։ '.ос-iядер гидролизовали микрококк сию Г։ нуклеааой (cBoehringer-, 
ФРГ) е растворе, содержащем 21) «Ч трис-КС' ipll 7.',i. 0.5 мМ MgCL 0.5 Cal 
МнкубаВПЮ проводили । ,, i;v 10 мин При 37- г- |-;i шы.м.։ хпличестоами фСрмекгл
Реакция-- ticjanaii.ii :-.i быстрым охлаждением к։ 0՜ при одном -сменном юбавлеи: :: 
с)ДТ.\ ..՛• конечной 1рзини : мМ Дад.. .՝,р<»ма1лн суспендировали г иомоиеги 
ультрдзаука (дс.нн.'.-.гратор AiSE, Англия) при максимальной млщнпс։л и ։««•: 
трнфт чровали ՛՛!՛:: 1500 g :i геченне 10 мин. В суперна-анте определяли дг.г кис. ՛՛- 
Topacie?пймой и растворимой фракций гидроли фта хроматина (-е. .ДНК) H'.i рд,| 
активность определяли в диоксаиовом сцинтилляторе иа жидкостном со-.к:; офо:см - 
ре Mark-Ill («Тгасог Europa». Нидерланды) Эффекгья.чосг!, намерения ($Н) 1՛ :..- 
могминий системе «кставлк.и 15—30%,
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Электрофорез частиц хроматина проводили з трубках и 5’.и ПАЛГ [6]. Гели по
сле электрофореза окрашивали в течение -15 мин 0,1%-яым Кумассн Ц-250 («5ег\’Л>, 
ФРГ) в смеси метанол—вода—ледяиая уксусная кислота (45:4.5 10). И; связавшийся 
ь;;ли1'.ль отмывали 7%-ной уксусной кислотой. Гели Сканировали ид сицктрофого- 
мегре <л11ог4-2?0 (Франция), затем замораживали. . а дремли на диски ло 0,2 см к 
;<осле растворения в 1 мл Н։О2 с 1%-ным ХН^ при 60' и т-.ч.-нйе но՛ I определяли их 
радИоэк г явность. Смесь нейтралнзоввлн 0.4 М НС1 (10—39 мхМ), добавляли к ней 
10 мл • диоксанового сцинтиллятора и определяли радиоактивное; и, как описано выше.

Результаты и обсуждение. Для выявления возможных изменений 
в структуре хроматина, формирующегося на недометнлнроваинэй ДНК. 
։ -клетки и и ку би ров а'л и в присутствии 5-аза-С в концентрации 20 мкМ. 
Клетки, растущие со «средней» плотностью, в слое активно делятся, 
гак'что при инкубации в течение 4—6 ч с Ч 1-тимпдино.м и 20 мкМ 
5-аза-С около 50 80% клеток радиоактивно мечены и. следовательно, 
включают 5-аза-С в ДНК. При такой длительности инкубации преоб
ладающая часть меченой ДНК выходит из вилки репликации, и хрома* 
:ив. сформированный на ней, уже лишен тех транзиториых свойств, ко
торыми характеризуется вновь образованный хроматин. Таким обра
зом, при такой Постановке опыта особенности структуры хроматина,, 
если таковые будут обнаружены, определяются уже 1 ։лько включением 
5-аза-С н недометллированием ДНК, входящей а его состав. Одним 
из общеупотребительных тестов на состояние хроматина является его 
ну к. чеазо чувствительность. Повышенной нуклеазочувствительностъю, 
как известно, обладает хроматин в вилке репликации в течение не
скольких минут после завершения синтеза данной последовательности 
ДНК [7]. а |икжс хроматин активно транскрибируемых гёнов [6, 9].

Кривая гидролиза ДНК в хроматине микрококковой нуклеазой 
(рис. I) показывает, что хроматин, сформированный при инкубации 
клеток в присутствии 5-аза-С (кривая 1 по радиоактивное! значи- 
пльно более нуклсазочувствнтелен, чем суммарный хром: и (кри
вая 2—пи ультрафиолету) в этих же клетках. Различии в ц’тушю- 
с:и, оцениваемые по выходу в процессе гидролиза растворим .п фрак
ции, т. е. по степени нуклеазной солюбилизации хроматина, а также 
՛՛. выходу кислоюрастворимой фракции, т. с. по глубине гидролиза, 

выявляются ври всех избранных соотношениях ДНК и фермента. Как 
«шча паши скорость расщепления ДНК (5?аза-С*содержатей хрима- 
1ИН), так и глубина расщепления в среднем в 1,5 3 раза выше, чем в 
кон 1 роле (суммарный хроматин).

Такие значительные различия в доступности ДНК в составе хро
матина, количественно близкие гаковы.м з степени доступности для 
нуклеазы между суммарным хроматином н хроматином репликации 
;4]. должны соответствовать существенным различиям в структурной 
организации хроматина.

Информативным в этом плане является анализ продуктов расщеп
ления .хроматина при их фракционировании электрофорезом в геле. 
На рис. 2 представлены электрофореграммы частиц хроматина солю
билизируемых при нуклеазной обработке ядер. Ранее нами было и։ 
казано, что ՝.; • матиц ядер, выделенных в присутствии тритона Х-100, 
фрагментируедя преимущественно с ныщепленнем динуклеосом, из ко
торых самой представительной является хромосома—частица с длиной 
ДНК 2с пар осш оч-шй, ;; также одна из моно нуклеосом с длиной ДНК 

; 0 пар .сц.'пзш: ՛ [5;. тгз набора выецс"-мых частиц, дина-



' Рис. 1. Гидролиз микрокскквВ'-А нуклеазой лроматнна клеток. нмьлбнроииниых 
с б-азацнтнднноч։ б течение 6 ч а. зыхол кнслоторастяорнмак фракций՜ б со- 
любилизаиня хроматина (уменьшение нерастворимой фракции). I кривая по 

радиоактивности $Н тимидина. 2—кривая по УФ определению.

мнкн нуклеазного гидролиза и белкового состава частиц хроматин.? 
прицел к заключению о том, что динуклеосомный характер расщепле
ния (днхроматосомный) отражает специфическое межнуклеосомное 
взаимодействие в՛•наднуклс камней фибрилле. Одной из ярко выра
вненных особенностей гидролиза хр։ мзтинв ядер, выделенных в присут
ствии тритона X-100, является отсутствие в наборе субчастнц кор-частн- 
цы даже при՛ достаточно жестких условиях гидролиза. Побор частиц, 
ныщеЬляемых из хрома;ина. сформированного в клетках, инкубирован
ных И присутствии 5-аза-С (6ч), ре;к<- •• ։ичается о։ описанного выше. 
В условиях достаточно м*гк<<:о 1 । :р ։ ՛ .» преимущественная часть то- 
тзлыиж» хроматина (рис. 2. кр. 'и фрагментируется на крупные блоки, 
соответствующие фрагментам н\ кл сосочной псин из 5 и более пуклео- 
с Ом, а ди- и мононуклсосомы пре.к (авлиют соб минорную фракцию. 
В тоже время несь хроматин, сформированный на недочетнлироплнной 
ДНК расщепляется главным образом до мононуклеоч м (рис. 2, кр. 2. 
Табл; I). Аналогично этому, хроматин, сформированный на ДПК клс 
ток, инкубированных в присутствии 5 а;.՛ С в течете 2-1 ч, (. с. и ус
ловиях, когда в клетках, включивших 5-аза-С в ДНК. швершена 8-фв- 
за, характеризуется такой же степенью доступносги для нуклеазы ч 
тпкнм же характером фра: менгаинн. В обоих случаях обращает на се 
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бя внимание факт наличия довольно большого количества материала с 
подвижностью, соответствующей коровок частице, а также субкоровых 
фрагментов.

Все этл • дзволяет заключи;-.-. чго повышенная нуклеазная чувстви
тельность х;՝ • >.:атш, сиптеи-р•шанно-т- н клетках и присутствии 5-аза- 
С. обусловлена как нарушением межиуклеосомны.х в шнмодействий, 
так и. возможно, большей степенью экс по пн розан кости ДНК в самов 
корчастиие .хромосом.

Рис. 2. Элек! :к:форегрэмяз фракции растворимо։* хроматина, полученной нуклеазном 
гпдролизол: ндер клеток, пнкубпронаинл-х ՛.-5-а пппгпанком с течение б ч.
I- радира'кт чиност».; 2—окраска «КуМДССн-250».

Оставляя пока в стороне вопрос о причинах изменений структуры 
хром; тина. аб. подающихся и опыте, рассмотрим более гздробно мо
дель опыта Как известно, эффект кедометплировання ДНК. в актива
ции транскрипции наблюдается, как правило, через два цикла репли
кации ДНК. »• е. по достижении состояния полной недометилнрованнр- 
сти сайта (| -анее метилировапш՛;о) в обеих иигях дуплекса ДНК [И1. 
Мы постапл .в .атачу изучить е и мепеиия с.рукгуры .хроматина, кото
рые возникаю; одновременно с включением б-ала-С в ДНК и. следо
вательно. с возникновением полуметнлйрова1пюго сайта. Нельзя ис
ключить, что ..и изменения могут быть транзйторнымн и не поддержи
ваются в хр-магнне в дальнейшем, после завершения первого этапа 
репликации ДНК Для оценки этой возможности мы анализировали 
структуру хроматина в клетках и условиях чейз-эксперимента (смена 
среды) спустя 24 и 48 ч после инкубации клеток с 5-аза-С

В табл. I приведены результаты анализа нуклеазочувствителыюсти 
хроматина :՛. таких условиях. Ви ко. что различия в юстушюсти ДНК 
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для гидролиза, хотя и уменьшаются, ио остаются существенными. В 
целом, уровень доступности недометилированной ДНК » хроматине 
։• леток после 24—48 з роста на нормальной среде н 1,5—1.8 раза выше, 
чем для тотального хроматина клеток этой же культуры, в то время 
как аналогичные зне екия для хроматина клеток, инкубированных с 
5-зза-С в течение 24 ч, составляют 1.6 2,5 (табл. I). При анализе 
электрофореграмм растворимой фракции хроматина видно, что и спустя 
24и 48 ч после переноса клеток з среду без 5-аза-С сохраняются рез
кие различия в наборе субчастиц хроматина, вышенляемых при нукле
азном гидролизе В то время хак тотальный хроматин (рис. 3, кр. по 
окраске) расщепляется на крупные блоки, соответствующие частицам 
крупнее, чем моно- и дииуклеосомэ /большая часть материала локалн-
Таблица 1. Относительная доступность к нуклеазе хроматина с 5-а.за-С замещенной 
ДНК (радноамивнос1ь) и суммарного хроматина (УФ определение) » разных условиях 
тлролиза

Угловия
•/-радиоактивность ДНК растворимой фракции 

УФ ДНК растпоримой акции
инкубации мягкий средний жесткий

гидролиз гидролиз ։ядро.-, из

24 ч 
5-азл-С 1.6 1.8 2.5

24 ч 
5-аза-С 
4-48 ч отмывки 1.3 1.3 1.8

Зивана на старте геля), хроматин, сформированный в клепках, инку
бированных с 5-аза-С, расщепляется на моно- и динуклеосомы. Хро
матин из клеток, инкубированных с 5-аза-С 24 ч. (рис. 3), представлен 
в геле главным образом мононуклеосомпой фракцией, которая состав
ляет от 80 до 90% всего материала (табл. 2), при этом доля кор-частиц 
и субкоровых фрагментов варьирует в зависимости от глубины гидро
лиза в пределах 50 80% Инкубирование таких клеток после смены 
среды несколько стабилизирует структуру хроматина. Так, через 24 ч 
после смены среды л* ля моно нуклеосом составляет 60—80%, а кор- 
частиц и субкоровых фра։ ментов- 25-60%. Близки к этим данным и 
результаты анализа хрома тина клеток после 48 ч чейз-эксперимента. 
После смены среды в клетках наблюдаемся также некоторая стабили
зация мононуклеосом, уменьшается доля субкоровых фрагментов, бо
лее четко выделяется кор-частипа. увеличивается представительность 
других типов мононуклеосом, в части сти, наблюдается появление хро
мосом. В зоне динуклеосом, однако, практически единственной виде 
. немой частицей является ДО. которая соответствует безонейсерностл 
дянуклеосоме как было определено нами ранее [о]. Только в клетках, 
।.нкубированных в течение 48 ч после удаления 5-аза-С из среды инку
бации, в зоне динуклеосом нуклеазного гидролизата ь.՛..: является типнч- 
। си дииуклеосома—Д1.

Таким образом, основные особенности структх ты хроматина, воз
никшие в ходе репликации ДНК в клетках в ; рис; ՛.-в •-։ 5-аза-С. го-
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храняются л после завершения первого пик. а репликации ДНК, а так- 
.жс после прохождения клеткой второй Б-фазы.

Рис 3 Э.К'Кгрофсрсграмма фракции раегноримаго .хроматина. пачучгн- 
ний нуклеазным । рдро.т >ом лир кле-.ек, инкубированных с З-азлцц;и,чи
ном 24 ч + 24 ՛• нося. <м.»։ы среды I pa.uio.iK3 тиисз •: ’—окраска 

<КумисСи«250».

Таблица 2. Глубина гидролиза микрококковой нуклеазой хрома гнил клеток, инку
бированных с 5-аза-С з разных условиях

У< 10131И1 ։:11лу- 
бапии кле о

։
Ош хп слмсз । доля ч астц 
во фракции рлсгноримого

xpoct.it ина. 'V

> слизня । ֊-д о. ՛• з ।

м । к »й г ре • н ли ж е п кий

24 ч 17 21 7 /|й։։у клео.оми
о-лСа-С 17 11 Монону К.КО ОМ 1

54 62 82 Коров ։• члстяца н су'КС- 
ролл?. фракция (К-т-сК)

24 ч .Ъ 16 ՛ дне
5-аза-С V 25 .И МНС

1 24 ч
смены ср. Д .1

44 53 К с К 1 •

24 ч 38 26 31 :։н-:
5-зза-С 2 . 23 н МНС
4-48 ч
Смены среды

.16 •*. • с» * 5^ К -Ь сК

Выявленные особенности структуры хроматин;:, сформированного в 
клетках, инкубированных с 5-аза-С, в принципе, близки гем. которыми 
характеризуется хроматин акгивнг экспрессируемых генов Деком- 
оиктязация хроматина, снятие надяуклсосомнон структуры являются, 
но-виднмому, обязательным условием его перехода из неактивного с>и 
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стояния в активное. Результаты настоящей работы позволяют сделать 
вывод, что структурный переход хроматина в активированное состоя
ние может определяться в ходе его сборки на синтезирующейся клетке 
иедометнлироааиной Л НК. Исследование белкового состава хромати
на, сформированного на недометнлированной ДНК. может пролить 
свет на причины аномалий в его структуре.
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ИЗУЧЕНИЕ КОМПЛЕКСОВ МЕДИ (И) С ГЛУТАМИНОВОМ
К И СЛ ОТОИ МЕ ГОДО М Э11Р

Р. Л. ЛСАТУРЯН 
• •* ' 

Ереванский физический hhcihtj I КА?) СССР, табиратория •адиаиноиной бнифили.и

Методом ЭПР юучзлн комплексообразование межд\ мелью (И; и глута
миновой кислотой в святи с известной по данным литературы противоопу
холевой активностью их на штаммах саркомы 5-37 животных. В йг- 
виенмостн от pH выделены и илентнфкцироцаны грн типа комплексов, 
два 1-1 хогоры« лабильны. а третий стабилен при нейтральных֊ к щелочных 
.та՛!-, пнях pH. Проышоопухоленой акгниностыо могут обладать и основ 
ном комплексы типа III. Высказывается предположение, что ирнмененн. 
метода ЕХАЕ5 спектроскопии при изучении структуры этих комплексон 
позволит непосредственно наблюдать эффект Яна-Теддера

(II/ It linifft/ibputi՛-
qnjuipntJfi, П[‘{'։ ''ujJujAujjb rjitiutjlubnifljujL uttfjut [ЬЬ/г/՛, gnigti'i'l.pntit 4 'uilfiuni- 
nntgpuijfih uilj<^lii^ni{ljntii uwplfitdtu S—37 ^arnntnJ ntnnig />■»///'/' 1{ЬЬг/1чЪ[’Ъ1<р1< 
Guiduipt

pH ֊/<ff urtivtuu։t[li{ It r։/tn2t[l.{ Lil IfndUf(I.fiihljt(i f.pt.y n^ah-
gpg Lftljtiujp Lit, /inlj i.fttiti/fqp 1/utf/iiL I,՝ pH/. '’["Ihtujpii

tjLu/fnnti
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ՀակաՈէՈէԱրյրային ակտիվոհծյամp կարող >, օժտված //>եձք ГДմնականօւմ երրորղ 
տիպի կոմպյերսրւ հն^աղրվում Լ, օր EXAFS սպեկտրոսկոպիայի dԼիօղի կի- 
րաոո>մր այղ կոմսյլԼքսնԼրի կաոուցվածքի Ո4/ո<ւքնաււիրության համար հնարավո- 
րուք/յուն կտա անմիջականորեն ղիտէպ Յան֊ &ե((երի էֆեկւոր-

The formation of copper (П)—glutamic .Kid complexes has been studied 
by the ESR method in connection w th the literature dat-. on their antitu- 
::>our activity on animal tumour .strains of sarkoma S—37. Depending ott 
pH there have been extracted and identified three types of oinplexes . 
two of which are labile and the third one Is suibic with pH being neut
ral and alkaline. Antitumour activity can have mainly complexes of type 
3. It is presumed that the study of the strut Hire of these complexes by 
the method oi EXAFS spectroscopy will allow to observe directly the 
Jahn Feller effect.

LX AI'S спектроскопия—£-7W«cip ерперезерхгонкая сгруктг/рп елгктроа ЭПР— 
ффект Яна-Т՛' >-u’pti

Известно | 16], что некоторые комплексные соединения платины, в част
ности. цис-Р I (N1 IsJsCG. обладают противоопухолевыми свойствами. Од
нако сильное побочное действие—почечная недостаточность—ограни
чивает их применение. Поиски новых противоопухолевых средств с ме
нее выраженными побочными действиями привели к синтезу комплек
сов меди (II) с фенил антраниловой кислотой и ее производными [4, 5, 
10]. а также с аминокислотами [6—8]. Координационным соединени
ям меди (II) с «-аминокислотами придается большое значение, так как 
они, являясь липндорас] коримыми, могу г транспортировать медь (11) 
через плазматическую и другие мембраны [7. 9]. Кроме того, эти ком
плексы являются модельными системами для большинства активных 
центров медьсодержащих белков и ферментов [7]. В работе [6] пред
ставлены данные о противоопухолевой активности комплексов меди (II) 
с глутаминовой кислотой на штаммах саркомы S-37 живо~ныхг 
вызывающих торможение роста опухоли на 40 60%. Механизм 
этого эффекта неясен. Для понимания функции этих комплексов важ
но изучить их структуру. Первый шаг в этом направлении сделан [3] 
при теоретическом изучении электронной структуры ком • лехены •. сое
динений меди (II) с а-аминокислотамн.

Целью наших исследовании являлось изучение методом ЭПР струк
туры комплексов меди (11) с глутаминовой кислотой и применение за
тем метода EXAFS спектроскопии для получения структурных пара
метров этих комплексов, как это было сделано нами , im комплексов- 
медь (II) —альбумин [II, 12].

.Иигериил и методика Использовали Լ-глутаминоную кисло; у (•Rcattal». Вен
грия} <ч» и соль СиС!2.2 И2О <чда». Исходный раствор меди (Л) готовили в смеси 
дистиллят; метанол с объемной стехпомечри.'й 1:1 н концентрацией 5 мУ, Комплекс-! 
готовили при 50° на магнитной Мешалке и имели мольную ст.-?. ом-., ряю медь (li): 
1лугаминовая кислота. 1:2.

Измерения pH проводили на стандартом рИ-мёхре иша эН-673 с ошибкой изме
рения = 0.025; откалиброванном по стандартным буферным .. твора». Буферные 
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растворы лля исходных комплексна не яспользогылн но избежание комплексообразо
вания мели (111 с компонентами буфера. Необходимые значения pH получали добав 
леншм малых количеств 0.1 Н НС1 к 0,611 ХаОН.

Спектры ЭПР регистрировали на ЭПР спектрометре <\’агзап»-Е-4 при комка 
ной температуре и —190°.

Результаты и обсуждение. На рис. I представлены спектры ЭПР 
при ■•юмнагнин температуре (спектры «. б. в. г. <), с) и при — 190 е (спек
тры и, б', в', г', д'. е') комплексов меди (II) с глутаминовой кислотой 
при различных значениях pH Поп pH меньше изоэлектрической точки 
(.|утамлн(1В"И кне.юты (р! 3.08), р.чшмм 2,2 (спектр и), наблюдается 
синглетный спектр шириной около 1-1,0 мТ

На пер ։ы:՛! взгляд можно предположить, что это сигнал гидратнро֊ 
ванной меди (II). Однако ;акись этого же образца при -190՝ (спектр 
о') показывает присутствие четырех компонент СТС (отмечены цифра 
ми /, 2, 3 и 4) с величиной Л ֊ 11.2 -0.1 мТ и значениями §։ —2.427

Л'/|-

Рис. 1. Рис. 2.
Ряс. 1. Спектры ЭПР комплексов медь (Щ-глутзмниовзя кислота пр;։ ком
наткой температуре (спектры «. 6, н. г, д. е) и 190э (спектры и' б'.

г'. <>'. е'1 Значения pH; с. 2.2; б, б'—3.6. е. в'—5.1; г. г'—7.5; 
о, д’—10,4; 1-. е' 12.5 Цифры над сиехфаки укалывают на компоненты 
сверхтонкой сфуктуры Чат. спектра повторно записана при усилении 
:■ 4 рача большем Стрел,;։; пол спектрам.։ б и о укалывают на компо

ненту спектра, которая растет с увеличением pH.
Рис. 2. Значения е-тензоров комплексов медь (11)—глутаминовая кисло

та Для I. II и 111 типов комплексов в зависимости от р.11.

0,001 и g х= 2,094±0,001 (рис. 2). Расщепление компонент СТС в обла
сти магнитного поля, когда ось комплексов мель (II)- глутаминовая 
кислота параллельна направлению магнитного поля, указывает на им 
мобилизацию меди (II). На это указывает также запись того же рас-
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тора при комнатной температуре, в спектре которого (спектр а) ни
ши пик в области магнитного пиля 312 мТ, связанный с незначитель

ной иммобилизацией меди (II) глутаминовой кислотой. Эта точка зре
ния подтверждается и малой величиной константы СТС, равной И,2мТ, 
н большими значениями £ =2,4274:0,001 и ц . =2,094՜ 0.001 (рис. 2). 
В соответствии с данными работы [14] по исследованию комплексов 
кобальт (II) —1 истиднн методом ЯМР авторы при значении pH, рав
ном I, когда изоэлектрическая точка гистидина равна 7,6, считают, что 
кобальт (II) наряду с пятью лигандными молекулами воды должен 
быть координирован с атомом кислорода карбоксильной руины в каче
стве шестого лиганда. Криме того, учитывая приведенный в этой же 
работе эмпирический ряд, в соответствии с которым кобальт (II) с рос
том pH вначале предпочитает связываться с молекулами воды, а затем, 
ко мере роста pH, с карбоксильными и аминными группами, можно 
считать, что при pH ниже изоэлектрической точки глутаминовая кисло
та Координирована г медью карбоксильной группой в аксиальном по
ложении (рис. За). Обозначим их в виде комплексов типа 1.

6

ЛЛ I/\°нго_____ он3
Си("> /

Ус-о 

^0

|>с^. 
z^ z' 

"Л"/՜՜՜

________ NH.
СиМ/')сн Vz Си(н)л

Г
। г^сн.

■

Рис. 3. Схема։ичссхие структуры комплексен медь 01)— глутамииоиая 
кислота՜ «—комплекс типа 1. б—тйпа II, ь rnr:a 111

При дальнейшем повышении pH в спектре ЭПР при комнатной 
темпера։уре.-.(с֊пек։р б) появляется сверхтонкая структура с величиной 
изотропного сверхтонкого взаимодействия, равной 5,7 мТ, При 190՜՝ 
спектр 6՛ этого же раствора изменяется таким образом, ч.о компонен
ты СТС 1 и 2 комплексон типа I уменьшаются в, наряду с ними, 
появляются компоненты СТС- 5,6 и 7. Кроме того, в ибла. и маг
нитного поля около 320 мТ появляется дополнительный инк Какое 
изменение спектров говорит о го.м, что при увеличении pH от 2,2 до З.б 
появляется другой тип комплексов наряду с комплексами типа I, при
чем соотношение их концентраций примерно равное.

При повышении р11 до 5,1 в спектре при комнатной темпера л, >е про
исходят резкие изменения: сильно увеличивается витенсивнисп. правой 
крайней компоненты (она о:мечена на спектрах стрелкой), на которой 
появляется сунерсверхтонкая структура из трех компонент с зео.ичииой 
расщепления 1,0 0,05 мТ (число компонент л величину расщепления 
удалось обнаружить в специальных условиях ж и; и спектров ЭПР). 
Значение изотропного д-фактора равно 2,114, а изотропное свсрхлшкое 
расщепление рак н<, 6,0 • 0,05 мТ. Запись >тогод гвора три — 190֊
(спек'р в') показывает полную грансформтлино предыдущего спектра



6' Запись сигнала ЭЦР в области, когда ось комплексов параллельна 
направлению внешнего магнитного поля при большем усилении, пока
зала, что в спектре в' наблюдаются компоненты СТС от трех типов 
цен।ров; соотношение между их концентрациями :аково, что манд । 
мальную из них имеет центр, у которого компоненты СТС имеют нуме
рацию 5, 6, 7 и 8: компоненты СТС с номерами 9. 10 и // и тех* более 
/. 2 н ') имеют явно меньшую интенсивное:ь В связи со сказанным в 
спектр в' основной вклад вносит новый тип комплексов с ком: шентам.։ 
СТС 5, 6. 7 и 8. .

Значение Ав этого типа комплексов (тип И) равно уже 15.7 мТ В 
по; пендвкулЕпной сриеннщип комплексов наблюдается суперсверхюп- 
кая структура гоже из грех.компонент с величиной расщеплет:.: \ I *
2,3±Д1 мТ. Спектр и.мее аксиальную симметрию с § ։ — 2,313 — 0,001 
н £ = 2.074±0,001 (рис. 2). Увеличение константы СТС до 16.7 мТ, 
уменьшение от 2.427 д< 2.313 к ц ՝ т 2.094 до 2,074 (рис. 2), а так
же число суперсперхтонкнх компонент как в изотропном спектре при 
комнатной температуре, так и в перпендикулярной ориентации при 
—19(1’ указывают на такую структуру, в которой один из экваториаль
ных лигандов должен быть атомом азо.а. Кроме того, в соответствии 
е требованиями упомянутого выше эмпирического ряда при данных 
значениях pH медь (II) должна связываться с большим количеств >м 
карбоксильных групп, ։ем с молекулами вод; Учитывая, чт՛՛ :анн.։ •

а комплексов медь (II)—г. •. «слота должна быть
не очеш стабильной, так как она сохраняется в о и мал՛.՛ г ин герца .՛.՛ 
значений pH (от 4 до 5). мы можем пре.ыижн. с 1р: к:\р_. комплексы 
типа II в виде, приведенном на рис 36.

Дальнейшее увел। <снне pH до 7,5 криво и к ьтиой грансд 
цин спектров как при комнатной температуре (спектр с), гак и при 
— 190’ (спектр г'). При комнатной гемпера|уре резко изменяется соот
ношении между компонентами сверхтонкой структуры, возникающей в 
результате взаимодействия неспаренного электрона атома меди (II) с-՛ 
своим ядром (1=3/2) происход: : их уширение с уменьшением магнит
ного поля. Причины о но явления были рассмотрены Мак Конне. < м 
еще в 1956 г. 115].

Детальная запись спектра ЭПР в специальных условиях показала, 
что на самой интенсивней ..омнонеите СТС поя-залась суперсверхгонкая 
структура из 5 компонент с величиной расщепления 1,05 ±0,05 мТ. Кро
ме того, увеличилась и атропная константа сверхтонкого взаимодейст- 
ния от 6,0 мТ до 6,9 мТ и изменилось значение изотропного £-фактора 
от 2,114 до 2.125.: 0,001.

В спектре ЭПР этого же раствора при 190 присутствую: в основ
ном ко\:поненты СТС I номерами 9, !0 и II В области магнитной՛ по
ля несколько больше 320 мТ появилась дополнительная компонента, 
свидетельствующая о анизотропии "-тензора по осям х о у. Значение 
константы СТС в параллельной ориентации (Л ։ ) увеличилось от 15,7± 
0.1 до 17,0±0,1 мТ, а значение £; уменьшилось от 2,313 0,00 .՝. ՛
2,261±0,001, что указывает на рост лигандного поля (рис. 2) Анизо
тропные значения ^-тензора по осям х и у имеют значения: цд = 2.011-
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0.001 и = 2.062±0,002 (рис. 2). В перпендикулярной ориентации ком֊ 
клексов медь (И) । лутами.човая кислота, то есть когда ось комплексов 
перпендикулярна внешнему магнитному полю, наблюдается 5 супер- 
с.всрхтовкнх компонент спектра с величиной расщеплении А =1,1 — 
0,1 мТ. Эта величина примерно в два раза меньше, чем А .ля к< ' щек- 
сов типа 2, для которых А =2,3±0,1 мТ. г<|

Эти данные, наряду с количеством компонент супсрсверхтойкой 
структуры, позволяют однозначно считать, что спектры г и г' д лжны 
соответствовать таким комплексам медь (11) -глутаминовая кислбтЗ, 
в которых медь (11) взаимодействует с двумя эквивалентными амин
ными группами этой кислоты.

Такое предположение подтверждается также требованием эм на
чесною ряда работы [Н], в соответствии с которым с ростом pH 
медь (11) должна предпочитать связываться с аминной группой б лыве, 
чем с карбоксильной и гем более с молекулами воды. Кроме того, по
вышены pH от 7.5 до 12.5, как это видно из спектров д д'. е, ег 
(рис. I). приводит к увеличению концентрации -лих комплексов, е. в 
диапазоне pH. ко։..а концентрация иоиов водорода увеличивается в 
100 000 раз. никаких изменений в структуре этих комплексов не проис
ходит. Это говорит о том, что в этом диапазоне pH должны образовы
ваться очень ус очи! ивы о и стабильные комплексы пп.1 111, ит , ; ;-вя- 
днмомх, связано с необходимостью принимать состояние с минимальной 
энергией. Для сравнения комплексы тина I и II являются очень неста
бильными. так как они сохраняются в очень малых интервалах значе
ний pH (рис, 2).

Таким сразом, требования стабильности к пре,и;ол;..асмой струк- 
V. ре комплексов типа 111, эквивалентного взаимодействия с двумя сим
метричными атомами азота двух аминных групп, которые должны на- 
ходигыя н экваториальной плоскости, а гакже требование эм пириче
скою ряда [14] позволяют считать, что структура кс-малслсик типа 111 
। мест вид, представленный на рис. Зв.

Противоопухолевая активность комплексов медь (II) глутаминов 
Пся кислота при нейтральных значениях pH в отношении различных 
ш.зммов перевиваемых клеток саркомы 8-37 (на 40—60 , ормтженле 
роста опухоли) |6] должна быть обусловлена, на наш взгляд. актив
ностью только комплексов типа 111, так как комплексы типа I к II не
стабильны и существуют лишь при кислых значениях pH.

.Можно предположить, чю комплексы типа III являются «лпиушке- 
миз» свободных супероксидных радикалов, находящихся в -.збыгхе а ра- 
новых клетках [131. чем и может быть обусловлена их противоопухо
левая активность.

Анализ спектров ЭПР н' и ,՛' (рис. 1) при низкой гем юратуре по
казывает, что проиицпло превращение спектра в' с аксиальной с; ммет- 
। ей 1'кр\.кеппя в спектр г' с ромбической симметрией ՛ :-:р\ ■кет; я т. е. 
е:.ммг рн:: окружения понизилась с повышением pH от 5,1 до 7,5. Та
кой конфи։՛ рационный переход, на наш взгляд, должен бы:ь « ' слов- 

՛■• !.- Г.СрЗ» [1,2], 
эдрпческис милексы меди (II) к тетрагональному искажению из-за 
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увеличения расстояния между аксиальными лигандными атомами кис
лорода двух симметричных карбоксильных групи нп вертикальной оси 
Z и центральным а; >мом меди (11)

Такой эффект Яна-Теллера можно прямо наблюдать методом 
EXAFS спектроскопии 112] с использованием синхротронного излуче
ния накопителя электронов на комплексах гипа 1(1.
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ИЗМЕНЕНИЯ В СОСТАВЕ БЕЛКОВ НЕКОТОРЫХ ЯДЕРНЫХ 
СТРУКТУР ПЕЧЕНИ КРЫС ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ

ГИДРОКОРТИЗОНА
3. С. ГЕВОРКЯН. Л\. В. ЯВРОЯН. Г. А ПАНОСЯН

Ереванский государственный университет, кафедра бнофиаики

Изучен белковый состав ядсриы.х мембран, фракции поровых комплси 
сои и «дсриого матрикса клеток печени крыс при воздействии гидрокорти
зона. Более существенные изменения в белковом составе язблюдаютси но 
фракции пороаых комплексов и ядерном матриксе. Примечательно, ito 
HjapoKopiн:։Он вызывает уменьшение содеписиин средней паюсы ламик-
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ной триады, универсальной для трех ядерных структур (А, В и С)-ламп- 
иа В во всех изученных фракциях Обсуждается возможная роль гормон- 
чувствительных белков ядериых структур в процессе гидрокортизоновой 
активации генома клеток печени крыс.

tl lunittb uju fipifi, /, mnllbuifl I'ff'fbl.pft flUIfitu/-
[l.fubb[Hlif ilUpnium ll J unnp ft pufi u ;y f. VUU I) n 1 Cf ։։/t ftb tjttlCfllfl
'li^tinl)npui}it;n\if< lufjql.pntflfiib ihuit uibiu!/1 U,mui(L{ (uiljiu’j iftntfinfunt/tjnMlLp 

uui(<attui(nt !)■>։ j/tb IftU^Jn,։! blfUlltllJLl l.b ljnp(tr{Ulj(tb it UI Ulf ft fit ft 11 lubjff’iujfib Iflluf 
(i. puliltpntf 'uipniuut tfpiuljtjfiiojnii!՛ 2.l.ui։upftf/tuilj‘ii\t I, up 'fitjpnlintiinft^abp luinu- 

ttiutfpl,] !t bpbp tjtt lift qui j fib i>iupndptitii["iibbp[i •tuutuip pbtj'tuibntp /luiffibtuffib 
(At B b {'J Ititjutljli Jftitfib tl.ftrn/t' B (Ulilftbli p’lugmit irmniJbuiu/tptfuiA p" / n p 
tfifUifygfttubl. pniit; ui p !pf I. f I ttnpfiifiu ։ji\i uUlprttlfUimpuAllipfi •‘nptfobqrfiujiH.b

>tuiftmu>lfntgiil.pft •"buipuufnp ’ibpp umbbuift If [‘Ip tjl-buuft •tfit/pnljnpai/tqnbiu/ffb 
in!/ ui fi ifuitfJ luii utjrnii /• unit! :

Tlie p.-diciu content ol i։i։« le.ir membrane՝, unclear pore complexes and 
nuclear matrix fractions o: rat liver cells during the hydroturHsonv action 
has been inwsllgji.ed. .Wore essential) changes of projen content may be 
observed in unclear pore complexes and nuclear matrix fractions, it is 
noteworthy that hydrocortisone causes [decrease in Ihu content ot the 
middle band of lamhu-j A. B. C lamine B in all observed nuclear situ֊ 
•.lure՝. Ti e i.ossihlc role -՛- horinonerertsltive itm Ichi proieins the pro
cesses ut hydro ortisonal activation of rat liver ell genome has been 
discussed.

rudpoKopTHSC՛.1.1 .'AtMtitii՝.— ti()epna!t .w.vGpana—ftdepHbiH xurpuKC —Jtfapmti՝ nopoubi^ 
f.ti.w: WKCbt.

Согласно классической модели механизма действия стсроилны՝. гормо
нов. с герои црецепторные комплексы, образуясь в цитоплазм , транс* 
фор миру ю:с51, активируются и проникают в ядро, где специфически и 
г.псокоаффипно к.$аи.мо;1е11ствуют с его акцепторными участками. В ли
тературе имеются данные о наличии акцепторных для стероидных ре- 
цепторов сайтов в хроматине и его фракциях I 12). во фракция ДНК 
|4|. ядернон мембрз’ц [9]. рибонук.1еопрп1еидноГ| фракци։! ядра (13), 
я л-рн-.м матриксе [7]. Разноречивость этих данных объясняется как. 
различиями в методических подходах, возможн՛ .! межфракционной 
контаминацией белков при выделении- гак я универсальностью спреде* 
ленных белковых фракций в различных ялерны.х структурах.

В настоящем сообщении сделана попытка выявить и сра: нить из
менения в белковом составе ядернон мембраны, фракции пороглих ком- 
!-лекссв и ядерного ма:риксз клеток печени крыс при гндроь ;ртизоио- 
вой активации генома.

11(17.р։нь; и Эксперименты проводили ня беспородных белых крысах
об-. ֊• ЛОЛЛ. Гндр։жорти.1ри фирмы ^1уН1Л» (США) ВНОД или пну трпбрХЯПЕНКО: Н КОЛН- 
•< ..-.ис .-> мг на 10!) г чассы жнйитного. Животных -абнньЛ!! -н?р ■ । 4 ч поел-.- введения 
гормона. Ядра и ядерные мембраны клеток печени крйе ныделяли ни описанному ра- 
|;<՝.՛ методу [I]. фракцию г.лерцы.х мембран, обогашенных поровыми кахп'1ексамн,— 
м П'.юм [6| Пренара |ы ядерного матрикса получал и по Бсрсзпи и др. [5]. Содержл- 
||Ц- белка и пь.о.чекных препаратах определяли методом Лоури и др. ?Лх-ктрс<|>ар:- 
тнческие ри ьлеленпе белков указанных фракций проводили я свегеме д<1де1Ш.|1сул1.֊ 
фаг иа.рия- поднакриламнднын гель [II] Молскулнрлую массу белков определяли 
го методу Веб ?а и Осборна [!5]
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Резулыаш и обсуждение. Па рис I представлены электрофоре
граммы фракционирования белков трех изученных ядерных структур 
печени крыс. В препаратах ядерных мембран обнаруживается 36 бел
ковых зон, имеющих молекулярную массу в диапазоне 15—260 кД. 
Средн них можно выделить высокомолекулярные полипептиды, белки 
си средними значениями молекулярной массы и электрофоретической 
подвижност н низкомолекулярные, высоконодвижные полипептиды. Из
вестно, что Малоподвижные высокомолекулярные полипептиды ядерных 
мембран представлены в основном гликопротеидами, присущими дан
ной мембранной структуре, а низкомолекулярные полипептиды—гисто- 
ноподобнымн белками. Истинными ядерномембпанными белками ечн-

Рнс. I Схематическое тображ >ше з.тектрофорегра.мм белков препаратов 
ядерных мембран <11. фракции поровых комвл-ксон <П| и пдерного мат
рикса (111) клеток печени крыс. Стрелками указаны молекулярные мас
сы (в кД) главных полнпептнлоя ламинарной фракции ламинов Л. В. С. 
Справа приводен; схематическое изображение л!ек1 рофорегрзммы разде
ления стандартных белков для определения молекулярной массы I—ар
гиназа (м. м.-=140 кД), 2—быч։։Г| сывороточный альбумин (м. м.=68 кД), 
3֊гемоглобин (м.м.«=й7 кД1, 4—яичный альбумин (м м. 45 кД).

5—трипсин (м м 23 кД), б- РПКа а (.м. м. 13кД),

тЬют'ся полипептиды со средней электрофоретической подвижностью, 
среди которых выделяются три полипептида с молекулярной массой 
60—80 кД. названные ламинами Л, В и С [2] Интерес к этим белкам 
обусловлен тем, что они входят в ламинарную фракцию, которая, с од
ной сюропы, контактирует с хроматином, а с другой—с внутренней ядер- 
нои мембраной, в то же время тредставляет периферический участок 
ядерного матрикса. Вместе с том ламины А, В и С сильно гидрофобии 
й локализованы именно в поровых комплексах [8]. Наличке этих по
липептидов как в составе фракции порового комплекса, так и в ядерном 
матриксе продемонстрировано также па рис. I. Примечательно, что 
для препаратов ядерного матрикса, где обнаруживаются более 20 бел 
новых зон, и для фракции поровых комплексов (16 зон) характерны
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также полипептиды с молекулярной массой 60 —70 кД 12. 8]. Ламины 
А. В и С универсальны для трех исследованных ядерных структур, и 
их изменение при воздействии гидрокортизона может отражать Струк
турно-функциональную перестройку ядра в процессе стероидной акти
вации генома. Показано, что гидрокортизоновое воздействие приводит 
к заметным изменениям белкового состава всех трех изученных фрак
ций (рис. 2). В наиболее гетерогенном белковом составе ядерных мем
бран достоверному изменению подвергается средняя полоса ламинной 
Iряады ламин В с молекулярной массой 66,8 кД, количество которого 
резко уменьшается, в то время как ламины А и С остаются неизменны
ми. Незначительные изменении наблюдаются также в количестве неко- 
։орых других полипептидов, однако из-за высокой гетерогенности бел
ков ядерномембраинон фракции ь возможностей примененного методи
ческого подхода, эти небольшие сдвиги не представляются достоверны
ми. Более существенные изменения в белковом составе наблюдаются во 
фракциях норов;.;? комплексон и ядерного ма։рнкса, где после воздей
ствия стерон 1,а подвергаются достоверному изменению в количестве 
(или же появл-1 чгся на электрофореграммах) 4—5 полипептпдных зон 
(рис. 2). Примечательно, что среди них -ламин В. количество которого,

’иг. 2 изображение элек
трофореграмм б-елкоч препаратов ядерных 
мембрпи (’•. i?o.TKiiii։i норовы.՝ комплек- 
.an (П) и н.хлрии, 1 матрикса (III) клеток 
течеин крыс поме оэлк-йтш.ч i пдрикор1 

TILJ0HJ. Строли.тми VhJ.JJHU моккулярйые 
часси ։i'>.tit!ii'liri!.“o:i претерпевших КОЛП- 
честолнше io.m.’u.hih гюст.е волдейсгайк

стероолз.

как и в провара.ах ядерных мембран, резки уменьшао’.ся, и ь-н едва об
наруживается на электрофореграммах. В составе бе. к и .'ракнни •:де֊>- 
(Г0Г0 порового комплекс;: появляются высоко’.։ i.it-ку ирные '-лике։ли ՛ > 
(206,9 и 78.5 кД) i выспконодвижные полосы (27.8 19,8 кД). а в
ядерном матриксе обнаруживается новин полипептид (97.7 кД) и из
меняется количество еще двух полипептидов (125.9 и 15,.> кД) (рис. 2).. 
Обнаруженные статистически достоверные (.тршк .сь.т усредненная кар
тина 8—10 серий экспериментов) сдвиги в белковом сотне этих внут
риядерных структур отражают структурно-функциональные изменения, 
видимо, имеющее место при транслокации гпдрокортнзон-рецепторно- 
го комплекса из цитоплазмы в ядро и взаимодействии гам с его ак
цепторными участками. Разумеется, представленные результаты не 
позволяют ндетифицировать полнпс.’ниды» ответсиенныс за непоеред- 

2 $12



ствеиное специфическое связываниё с рецепторами стероида Однако, 
основываясь на литературных данных об идентификации основных по
липептидов ядерных .мембран и ядерного матрикса [2, 10], можно пред- 
/.•.•дожить, что заметное уменьшение содержания ламина В в трех изу
ченных структурах ответственно скорее всего за неспсцифические струк
турно-функциональные изменения, происходящие в ядрах при активации 
транскрипции стероидным гормоном, механизм которых пока нс ясен. 
Имеется предположение, что ламинарная фракция, где в основном ло 
кй.ифван ламин В, являясь компонентом внутренней ядерной мембра
ны, опосредует ее связывание с хроматином 112]. В՛ тес сушественны
ми нам представляются сдвиги в составе белков ядерного матрикса, 
ем более что в последние годы были получены данные о специфиче

ском связывании стероидов с матриксом [3], ассоциации транскрип- 
инонно активных генов с матриксом [14], о локализации рецепторов 
стероидов в нем [7|. Хо я ламинарная область ядерного матрикса 
также содержит акцепторы стероидных рецепторов, однако высокоаф- 
фниное и специфическое связывание имеет место во внутриядерном 
матриксе—в рибонуклеопротеиновой сети [3]. С этой точки зрения 
примечательно появление на электрофореграммах п с/.е к тз действ и я 
гидрокортизона полипептида с молекулярной массой 97.7 кД (рис. 2).

Приведенные результаты свидетельствуют о возможном участии 
определенных белков немембранных структур я верной оболочки (лз- 
читпюго слоя), поровых комплексов и внутриядерного матрикса в про
цессе гидрокортизоновой активации генома клеток печени крыс. Их 
вклад в этот процесс может быть неодинаков: одни могу г опосредован
но способствовать проникновению и взаимодействию с кроид-рецептор
ного комплекса в ядро, другие могу г непосредственно принимать в нем 
участие.
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АВТОМАТИЗИРОВАННАЯ СИСТЕМА ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
КОНЦЕНТРАЦИИ ЛИЗИНА С ПОМОЩЬЮ ФЕРМЕНТНОГО 

АНАЛИЗАТОРА «АРФА-Л1»

А. .4 АГАБАБЯН. Ц. А!. АВАКЯН. С. П БУЮКЯН К. С. ДУРГА РЬЯН. 
.4. В КАРАПЕТЯН. -1 .7 СИМОНЯН С Ш ТАТИКЯН, Г Э. ХАЧАТРЯН

Ереканскнй фнчгнччгй «игтнг.т ГКАЭ СССР

Раф а ботах комилп.. isin.ij-.nH։.’. к программных .;••֊• дети н.> оенопе микро- 
ЭВМ типа «Э.Ч1Ч ;-աա..ւ 60» ч миом ши <шр • и-ленни koiiuciii рации 
Л111Н1М н сложных многокомпонентных растворах с помощью ферментного 
анолнютора «АРФА.И* Рехтизуютск дат режима patkiiu. «калибрип- 
к»* н <ипрсл<лсине* Г ?• -*.!՛»<( • чхи.брои* а > i-.i основания входных дан
ных методом ку.'ս՚աօ-лиисАиой аппроксимации строн: см калибпоно-иыи 
крипа», а и режим копредел ине» пичисляетсч нтачекк՛- Иен шест ной кон
центрации -HtiiH Реiy.it.Tin. н -мерен ո՜ւ тн.л •ч;е-; на дисплей и термо
печать: Опытна-- - 1дхдтд::ци системы локазалд с nue кую надежность 
и удобсчпи и раГм .

Putfij րազսակսմպանԼն^- /я, J я է ր՚/it Լր а ւ ս' Աէ՚ՀԱ (• ֆերմԼՆէՈայիՆ мЛш{/<у ւստ«րյ>/' 
էէ/Նսւթյսւմր 1ք"1յ'՝Ւ Н и " ‘ Р1**՝“ ավասմաա յն՚յ լ". համար Հ քյճ/^ոյււ»-
Նիկա-60»-քւ wfturf միկրքԷՀՄ ք։ հիմաէ վքա մշակված է ծրագրային ե սարրա- 
l/ւՆ J/ttfiftlil րք- Համ֊ոկարրէ՛ ՒրակաՆ^ շքվում ( ,Л|ИЬ եր^ո։ «т/../Д1/. էՏրս։֊
մաչսւփէքւմէ և ./1րսշ»ս!ւ. էՏրամաշավ»ւմ t nlffldaiJ մուտ քաշին տվյալների 
Հիման վրա Հւ..տվա ք.. - գծային ա^րո/սիմաշյման մԼթագով կսծ^»,ցվո4! I սէրս. 
մաչափքււ Ւսհ հաշվվում ( ա/ԼՀայտ խտության
արմեքրէ Չսւփման արդյՈէնքՆԼրր պատկ1րվ*ւմ XL Վ-սւ Ь ւքրանւքվւսմ
ջերմատպիշ սարրի էհՆ^ւթյամր UftaaiiJf։ փ^րյ^օւկան չա .'• la/’Jatdp t>"4'J ( 
ս»^ձ/ աշխասէաՆրծւմ Լք^ Г~ГЛР և * —քմարօ-.pշուՆր■

A complex օ։ harJu a and onw.ire on The base от t rocompuTer of 
'ElecrronjC3-6’f npc for ihc аашшльол of de -rein ՛ o i pr<x<.-s» of ly
sine I о не er.■՝ ;. "tuli . - :p-пег՛ ՀՅ^սնօս՝ ՝ с - r,A • reg.ire.
of operation, su : ..՝• •Jalibrnio.T and ’Determin ■• .* are realize J

On »he bace o^ nnut data by the piece* selineir appro-.:imation met
hod during the ’Calibration* regime a calibration curve is plotted, and 
during the • tic-terr mat-on* regime the value of lysine concentration is 
calculated.

The results o', calculations arc displayed or printed o.r Тле experi
mental cTp1-»it.it on of tlu- xyster show- ns high rellahill՛; .lit ' <е”.- еа- 
bllity.

*Pcp.։trW’HW,-l ими. us-iUip —.։и?ин-^,иик(Ю-ЭВА1.

Определение ь >ниент| .шив личина в сложных многокомпонентных рас
творах весьма актуально и микробиологической промышленноггл, ме
дицине. научных нсслсдовзннех. Существующие недавнет времени 
методы определения кмсг'Т ряд недоч'татков длите .ыне нремя авали-

Сокращения ФЛ ֊Փ , Мичи..: uhj.ui ՓՀ ф..рментнони». ЦВ цифре 
пой по.и.:мсгр. ВО.М нолокиН1(о-о:>тп'1ео<пй модуль. ПЛП мсрсллгчнк-«рс<։б|։а «та- 
пл։., ВОК--в<м(н.0НГ'< onjii'HCKiih мбсль, ИМИ ֊ приемник прсобри июли-ль. ЛЗД - 
.тлфапитнп- шамииоТ н-.стинГ* Ш ’ дм |ф гибком ы;н шипим днгш-.
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□а, невысокая селективность, использование или сложной и дорогостоя
щей аппаратур։;, ли токсичных реактивов. Ферментные анализаторы, 
разработанные как у нас в стране, так и за рубежом [I, 2]. позволяют 
существенно упростить и ускорить процедуру определения концентрации 
лизина, повысить точность определения. В анализаторе «ЛРФА-Л1* 
время отклика составляет около 30 с, при этом тратится 70 мкл образ
ца, не требуется его предварительная обработка.

Цель нашей работы состояла в создании на основе микро-ЭВМ ти
па «Электроника-60»֊ аппаратных и программных средств автоматизи
рованного определения концентрата лизина в многокомпонентных 
растворах.

При введении в анализатор образна, со .ержащего Ь-лизин, проис
ходит ферментативная реакция, в результате которой концентрация 
кислорода в буферном растворе уменьшается. Эго уменьшение в опре
деленном диапазоне концентраций Б-лизниа прямо пропорционально 
концентрации лизина в образце. Изменения концентрации кислорода ре
гистрируются с помощью кислородного электрода, сигнал от которого 
поступает на вход электронного блока. Амплитуда сигнала при этом 
пропорциональна концентрации лизина в образце.

Для построения калибровочной кривой необходимо зарегистриро
вать амплитудные значения сигналов, получаемых при введении в ана
лизатор образцов, содержащих различные известные концентрации ли
зина. Калибровочная кривая строится в координатах сигнал—концент
рация.

Блок-схема аппаратных средств автоматизации измерений ФА при
ведена на рис. I. Выходной сигнал ФД в виде напряжения регистри-

Рйс. I Блок-схема автоманаирояанной системы 
кого анализатора «АРФА-Л1»

измерений фермент- ?՜

•руется ЦВ типа Ф218—!/2, работающим в автоматическом режиме. Вы
ходной сигнал ЦВ в виде 16-разрядиого двоично-десятичного кода пода
ется на вход ВОМ типа «Электроника МС-4101», включающего в себя 
ПДП. ВОК и ПМП С помощью ПДП исходный код преобразуется н 
последовательность световых импульсов, передаваемых по ВОК на 
ПМП. В ПМП восстанавливается исхо (нын код, который посредством 
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устройства параллельного ввода/вывода ила И2 вводится в микро-ЭВМ 
марки «Электроника ЛАС 1201.!». АЗД типа «Электроника 15ИЭ-00-013» 
служит для визуализации информации и создания контакта пользовате
ля с системой. НГМД типа «Электроника ГМД-7012» служит для 
хранения программ функционирования системы и накопления резуль
татов измерения.

Такая схема передачи сигнала является высоко помехоустойчивой,, 
что особенно важно и случае, когда датчик сигнала и регистрирующая 
аппаратура разнесены на большие расстояния.

Разработанное программное обеспечение предусматривает два ос
новных режима работы: режим «калибровка» и режим «определение».

В режиме «калибровка» в систему вводятся следующие параметры: 
количество калибровочных точек (до 10). повторяемость измерения для 
каждой точки (до 5), допустимая величина флуктуаций максимального 
значения напряжения, значение вводимой в анализатор калибровочной 
концентрации Сч, на основании которого определяется максимальное 
значение \'.nj. Если повторяемость больше единицы, вычисляется 
среднее VmaxJ для каждой калибровочной точки.

На основании этих данных (значения калибровочных к >ндентраций 
лизина и 1>е.’ич){)։ы соответствующего отклика анализатора в виде на
пряжения) вычисляются коэффициенты калибровочной кривой. По- 
скольку зависимость амплитуды сигнала от концентрации лизина не 
линейна но всем диапазоне измеряемых концентраций, калибровочная 
кривая строшся методом кусочно-линейной аппроксимации, считая за
висимость V 1Х ' ЦС) линейной между двумя последующими точка
ми (У = ас+в). Вычисляются коэффициенты уравнения отрезков ка
либровочной кривой для каждой пары точек, которые выводятся на 
дисплей и термопечать в виде таблицы:

\\ — V, а,, Ь,

Vj — V;t 3.j, Ьа

Vi — V( i at, bj.
Автоматически . существуяется переход в режим определенно», о 

чем выдается соитие 1С1вук>шсс сообщение оператору.
В программе предусмотрена возможность перехода в режим «опре- 

деление», минуя режим «калибровка». В этом случае коэффициенты 
Sj, Ь։ и соответствующие значения \'։, V. ։ вводятся вручную.

В режиме «определение» производится подсчет сигнала Vroti։, по
ступающего о. анализатора, выбирается соответствующий участок 
V;<\\ \rj । и осуществляется определение неизвестной концентра
ции Сх по формуле

_ V, ֊ Ь: .
31

Полученная величина выводится на дисплей и термопечать. Если 
полученное значение Vmi։ превышает наибольшее значение калиброч- 
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■яых сигналов или .меньше наименьшего, то выдается сообщение о том. 
чт֊. концентрация пробы выше или соответственно ниже допустимой.

Блок-схема программы приведена на рис. 2.

Рис. 2. Блок-схема программы.

Программа написана на языке Макроассемблер и отлажена в ТБ 
мониторе РАФОС-2 на ЭВМ СМ 1407.

Общий объем программ —3,2 Кбайт.
Разработка аппаратных и программных средств осуществлена в 

лаборатории электроники, реализация системы в лаборатории радиа
ционной биофизики ЕрФИ.

Опытная эксплуатация системы показала ее высокую надежность 
и удобство в работе.
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ИНДУЦИРОВАНИЕ АРГИНАЗЫ У ЗЕЛЕНЫХ ВОДОРОСЛЕЙ 
CHI.ORELLA PYRENO1DOSA

А. П. ГРИГОРИИ. А. .X. АГАДЖАНЯН Н. Н. ТАМБЯН. Л1. Я. ДАВТЯН

Ереванский государственный университет, кафедра биохимии и проблч'мная 
лаборатории сравнительной и эволюционной биохимии

У зеленых водорослей Ch pvrenoidosa обнаружена слабо выраженизк ак
тивность аргиназы. До 7-го д:։я выращивания она повышается. поели чего 
на 10-й день совсем исчезает.

Осуществлено индуцирование аргиназы аргинином и другими соеди
нениями. Смесь аргинина с глутаматом лтачительн:.- усиливает индукцию 
аргиназы го сравнению с аргинином, в то время как глутамат и отдельно
сти нс вылыиае! индуцирующего эффекта. Биосинтез фермента подиерга- 
- тси катаболической репрессии глюкозой и иролином.

С.՛: purgtIOiiiGSi. rpf.Ja.i&Lpl. it л иг -tuijiabiUf-Lpljr,/ < Wi/i.y/ibuzq,՛’՛«■//
fUputiu-tlujutt^uiA uitpn/iiffiiftjti&i 1Г/։Ъ}11 ?-p>} nt'i' wjb ftbiwbnij I, npfrrj ',1,։чн
10-pij opp iph'l шЪЧЬичиЪни! h

hu/inixpijt./ I. u/pqf.buiqtiijfi [lUqniJjrjHiiI inptlftbjibni} h шц J /ни gntpjniLW.pHi] ■■ tLp- 
£ ij/niuiiuit Ujut/r juiunhnipqp braibwl/ui (pn pLb n idi. цш ijii m ։t L iupri{ibui^ui j{i 

[ibqni Ij^niu/I n<pq/ibfibfr ‘.uiiHnl mw, iI[ib^r}Ln wrioibA/ib. i/hptfpiuA fib -
r]n։!/gin[ И1Чч1.дп>}} intb •[. nibkbntJ ՛ Slbplt l.binfi pfiaujibf/hqp l.b [) .пр l/i{ hi it I. tfu/- 
taiupH{fllj nl.i^pLu(itu y/z h u/pn{[rbni[.

In green J <eaweeds of Ci։, pyrenoi<lasa slEд;1у expressed activity 
oi Ilie arginase was discovered. Ii constantly increased up i<> Hie Ft'i day. 
am! after that it disappeared on the Huh day. The mdnciion of arginase 
wt-h argtume and other combinations was held The glutamate and argi
nine. mixture to a great extent Intensified the Induction of arginase in 
comparison with arginine, while the glutamate separately could not cause 
an induction effect.

The enzyme biosynthes s was exposed to catabolic repression by 
glucose and proline.

йооорос.т Ci; p>/re։u.>itlQ$a~apcn»H։a аргинин—илу;илк:г

О наличии ;||ннназы \ хлореллы имеются противлречиэыс данные. Бей
кер п Томсон [Я| показали, что гО-юдающие по азоту клетки С1։1оге11а 
си^аг1.ч осуществляют ряд реакции -/того цикла, ни обнаружив арги
назу хлореллы им не удалось. В связи с этим было сделано предпо
ложение, что хлорелла расщепляет аргинин с помощью ар: иннндеими- 
пззы. В пашей же лаборатории у хлореллы была обнаружен՜:• хотя и 
очень слабая, но достоверная активность аргиназы |2|. Невидимому, 
для ее обнаружения существенные значения имеют фазы разиаткя этой 
культуры.

Интересно, чю хлорелла не содержит уреазу, но прскржно усваи
вает мочевину. При росте на мочевине-.! клетках Ст. руге։: {Лоза на
капливается значительное количество аргинина ;։ аргпипн՛ янтарной 
кислоты [15]
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Роон и Левенберг [ 13] показали, что у некоторых видов хлореллы 
происходит зависящее от АТФ растепление мочевины. Эта гонка зре
ния была подтверждена результатами работ других ьнгопов [14], вы
деливших два фермента утилизации мочевины, первый из которых ка- 
тализнрует синтез аллофаната, а второй расщепляет его на СО2 и \!Н3.

Нами исследована активность аргиназы в разные дни роста куль
туры С'ь рутин&ма и осуществлен?, субстратная индукция фермента.

Л1йт>.'рнн.| и методика. Объектами исследования служили одноклеточные водо
росли СИ. ругепо:(1с/5в-&2. полученные из 11лс<пгута агрохимических проблем и гидро
поники АН АрмССР Хлореллу выращивали из аппарате УИВ |5|. В течение опыта 
нохгержнвалась температура в пределах 28 30°. Культура продувалась унлажясн- 
II!-.V воздухом, содержащим 2 3% СО2

Для выращивания хлореллы использовали питательный .'.чстйор Гамия, содер
жащий (г/л): К\’О3-5, М<$04.7 Н2О 2.5. КПД’О.—1.25; Ге5Ог7 П2О 0.003 и 
ЕДТА—0.037. Исходный показатель pH 5.5. Первоначальная плотность—1 млн 
.слегок/мл.

Индуцирование аргиназы. После выращивания клетки центрифугировал и. промы
вали дне пллированнпй водой и переносили в свежую среду Тзмни, содержащую ин
дуктор; Инкубация ь этой среде продолжалась и течение 24 ч в ростовых условиях. 
Затем клетки центрифугировал и, 3 риза промывали дистиллированной водой. Полу
ченную пасту использовали для индуцирования фермента Для индуцирования аргн- 
нйн.- в среду выращивания недорослей нносилп 3.105 клеток. Гомогенизацию прово
дили в 0.05М глициновом буфере (pH 4.5) Бесклеточный экстракт получали при 

м।р»>фу।иропаннн 27.000е на кнтрифук- г рефрижератором Активность аргниг и 
.определяли по методу Ратнера [12]А мочевину—по Арчибальду [7], деиминазну ю 
лк:пакость—по методу Огинского [11].

Гельфильтрацию белков проводили лэ сефадексе 6-150.
Результаты и обсуждение. В табл. I приведены результаты изуче

ния активности аргиназы у хлореллы и разные .ши выращивания.

Таблица I. Активность гргнназы в разные 
дни выращивания С/г ру.гелой/озд (н=5)

СрОХН ВЫр.:- 
и'ккан1И1.

( утки

Чнсдо 
клСГОК, 
МЛН мл

Ал : ПАКОСТЬ ЛрГННЛЗЫ 
мкМ на 1 г сырой 

бибмсссы

14 1 0,46+0.06
3 59 1.6+0,ОБ
4 20!) 2.3+0.12
7 500 4.55+0.14
9 500 1.37+0.10

19 409 0

Заметная активность аргиназы обнаруживается у семидневной 
культуры водорослей, а на 10-й лень она полностью исчезает.

Исследования показали также (табл 2), что при инкубации 7-днеа 
вон культуры в присутствии 1_-аргинина индуцируется аргиназа, ак
тивность которой наиболее выражена на 24-м часу инкубации водо
рослей.

В следующей серии экспериментов исследовали аргинин,(еиминаз- 
нын путь катаболизма аргинина у СИ. ругепо(с1о$а, с. возможность
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/,-арг 5.10-2 М>• ** (л 5)

Таблица 2. Влияние сроков ин
кубации на индукцию аргиназы 
СЛ- ругепоМоза (индуктор

Время 
инкубации, 

ч

Актяпиость аргиназы. 
мкМ на 1 сырой 

биомассы

0
4

10
24
48

4 56+0.43
8.00+1 11
9.9
I4.75sl.2l
5.97+0.85

**• В сериях, посвященных изучению субстратной ։шдукш ՛ лргинны, Си-ц» и • 
кользозанз 7* дневная культура водорослей.

образования цитруллина из аргинина и далее генерации АТФ за счез 
катаболизма цитруллина. Катализирующие ути две последовательные 
реакции ферменты (аргиннидеиминаза и цнтруллннгидр>>. аза) не бы
ли обнаружены

Таким образом, изученный нами вид водорослей отличается от во
дорослей Ск. ии1£ап$. которые, согласно данным литератур.։, облада
ют аргннинденминазным механизмом распада аргинина [4].

Применение б качестве индуктора [--аргинина (табл. 3) показало, 
что ни мере увеличения его концентрации индукция аргиназы усилива
ется и достигает максимума при концентрации 10 1 М. При этом ак 
чинность аргиназы возрастает примерно ;՛. 3 раза. Дальнейшее увели
чение концентрации индуктора приводит к снижению активное։I ар. и 
пазы.

Т з б .1 и ц а 3. И хлупи рован не аргиназы
Ск, р,уг< /.-аргинином (/: 5)

Д.чко .•.ение Лкппшость ?рг::па- 
биом.1ссы зы, мхМ н? 1 1

мг сырой биомассы
Кондщпр.-.ви։ 
аргинин ։. М

Контроль ?23 4.54+0.57
10֊ 473 5,57+0.31
10՜։ 532 ՛ .33+0 42

3-10 ■։ 543 7.87+0.59
5-Ю 534 9 45+0.88
6-10 а 623 11.55+1.03

10-1 032 13.49+1.16
1 512 9.8 +0.56

Пролин оказынае։ репрессирующее влияние на аргиназу водорос
лей. примерно к два раза снижая как имеющуюся активность, так в 
активность после субстратной индукции (табл. 4)

Таким образом, полученные данные позволяют, заключить, что изу
ченная культура водорослей обладает механизмом индукции аргиназы 
аргинином и репрессии пролином. Репрессия аргиназы пролином ука
зывает на возможность ее функционирования в системе биосинтеза про
лина из аргинина. Ранее было установлено, что и у аэробных инфузо-
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Таблица 4. Репрессия активности аргиназы 
пролином у С7|. ругем>1(1о$и (инкубация 24 •։ с 
аргинином и пролином и без них (г: 5)

Активность api инлзы.
Koir ент^.'ци՛.. М мкМ на 1 i сиро;: 

биомассы

Контроль (бел лр։ и . ру) 
с про 6-10—u 
с apr 6-10—1
с гр; 6-Ю՜՜ ։՛ про Ю—’

4.54+0.57
2.26+0.42
11.5+1.03
5 49+0.38

рИй Paramecium muhimitr<nucleatum аргиназа подвергается реп
рессии пролином [6].

Серия экспериментов была посвящена изучению распределения 
фермента между растворимой и нерастворимой фракциями клеток но- 
дорослей. С этой целью после субстратной индукции клетки гомогени
зировали и подвергали центрифугированию при 27 000 g 30 мин. Ак
тивность определяли в осадке и надосадочной фракции гомогената.

Таблица 5. Распределение индуцированной 
аргиназы между растворимой и нерастворимой 

фракциями клеток водорослей СЛ. pyrenoid'»ч 
(п- 5)

/ KJHBHOCTb .-.ргинл II.I.
Фрак;;։։ ։ мкМ вл 1 ։ сырой

бнС’М 1ССЫ

Целый гомогенат
I кд". лдок
Осадок

14.51 + 1.06 
1.68+0.33 

•2.65+1.29

Полученные данные показали, что аргиназа локализована о основ- 
ном в осадочной фракции (90.), тогда как в растворимой обнаружи
вается менее 10% общей активности аргиназы целого гомогената. Мно
гочленные процедуры (гомогенизация в различных солевых раство
рах, замораживание и оттаивание гомогената, применение бутанола, 
глицерина и др.) для перенесения фермента в растворимое состояние 
не дали положительных результатов.

Изучена также возможность индукции аргиназы некоторыми дру
гими соединениями и се репрессии глюкозой. Результаты суммирова
ны в табл. 6.

Данные таблицы показывают, что индукция аргиназы протекает 
более интенсивно, когда н среде наряду с аргинином присутствует одни 
։*з следующих компонентов, глутамат, глутамин, аспарагин и сукцинит. 
Индуцирование аргиназы смесью аргинин-глутамат установлено так
же у Bacillus licheniform.is\\Q\. Авторы предполагаю., что индукция ар
гиназы происходит пярролин-5-карбоксилатом, являющимся общим 
промежуточным продуктом на пути распада пролина, аргинина и орнн- 
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тина. Пи их данным, орнитин индуцирует аргиназу лучше, чем аргинин.
Индуцирование аргиназы аргинином, орнитином, а, у диамииобу 

тиратом, лизином, гомоаргинином показано также) Saceharotnyces се- 
revisiue |9|.
Таблица 6. Индукция и репрессия аргиназы у Ch. pyrenoidt>-:a (n 5)

Активность арг:.-
Соединепяя н ьсицсп!р.чляи, М пазы, мкМн? ’ ։

сыроч ОИОМЛССЫ

Контроль 4.47+0.36
L-ap 1.5 10— 11.47+1 05
Р-лрг 1.5 10- • 0
П|_-ар! 3 10—р Я.II г 0.15
1.-арг 1 5 10--' • Г..у 5 10-* 34.22+1.43
Глу 5 -К)--' 4.30+0.28
1 -пр.՜ 1.5-10—- Глу 5-10— . глюкоза 7 10— ’ 5.63 Н) .54
Глюкоза 7-1'1- 3.56±0.5_
1-apt 1.5 10 ", глутамин 5-10--' 42.48+0.50
Глуммин 5-10՜ -30.00+1.15

арг 15-10--'. аспарагин 5-I0—՝ 21.00*1.27
Аспарагин 5-10—- 13.04+0.85
1.-орн 10-а 12.11*1.14
l.-api i.S-10՜3 и сук ։iih г 6.5 10- 19.S0+I.06
Сукиингг 6.5-10- 4 >2+0 Г;4
Мочикино 10- 1.62^-0.71

Глюкоза, как следуез из гибл. довольн՛՛ сильно подавляе индук
цию аргиназы, что свидетельствует о катаболической репрессии рас
щепления аргинина.

Что касается влияния различных амииокисл . а также мочевины 
на активность индуцируемой аргинином аргиназы целого гомогената, 
ю нее они. за исключением орнитина пролина, почти также ингиби
руют аргиназу но,порослей, как и \ других организмов, изученных в 
этом плане.. Однако орнитил и пролин ։ро являю! стимулирующее вли
яние на аргиназу хлореллы. Подобное влияние этих аминокислот на 
аргиназ) — редко встречающееся явление Согласно многочисленным 
исследованиям, орнитин для аргиназы различно։о происхождения явля
ется классическим ингибитором. Стимулирование активности аргина ;ы 
орнитином обнаружено л ши:, в проростках кукурузы (4].

Что касается пролина, то он также является ингибитором аргиназы 
некоторых организмов [I, 2] и сведения относительно его стимулирую
щей. действия на это՜; фермент отсутствуют

Фрикцион;; ։; ине : ельфильтрацкей на сефадексе @-150. бесклеточ
ного экстракта хлореллы для изучения изоэнзнмного спектра индуциро
ванной аргиназы выявило два пика активности в 8.9-й и в 18-й фрак
циях. Константа Михаэлиса (К. ) высокомолекулярного нзоэнзнма со
ставляет 6,75 мМ.
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ВЛИЯНИЕ ТЕПЛОВОЙ ДЕНАТУРАЦИИ НА ВЯЗКОУПРУГИЕ 
СВОЙСТВА И ГИДРАТАЦИЮ ПЛЕНОК ДНК

3. 3. ХУДАВЕРДЯН, С. Г. ГЕВОРКЯН

Ереванский государственный университет, 
Ереванский физический институт ГКАЭ СССР

Показано, что модуль Юнг;; денатурированных пленок ДНК селезенки 
крупного рогатого скота больше, чем у нативных. Все особенности изме
нения модуля Юнга и логарифмического декремента затухания нативных 
пленок ДНК, которые наблюдаются при изменении гидратации, у денату
рированных исчезают. Изотермы 1идратании пленок нативного и денату
рированного ДНК различаются н шви.-я; от способа денатурации.

яр (нч)пр /jhiiwinnipuiijila/i'l
Smijrjfl J/lrjrn/р Jl.d I., puu [Jiurjuibfl-

llLp/itipi 4iuiurf,t[ lhuquibpiil>p/i 5inl/If՛/, Jn,,n4p Jj duipdmb /п ч'и p ш
qLljpliJl.i/uil/ фп1{։а[игчр^Ъ Г"!и(։ wnwt/AliuisunntiaiPjnii&Lyp, Gjlfthp Uii4itliifn\il 

til J l./Ь Ш lj՝ /Jl/iritllbpijip/l
.’im wbslini.ihtiiJ bbl 4 г)ЬЪш1лП1ршд1[шЛ Titi* - Д s/rt/-

pqnpl.pjbpp mUJfifl !,Ъ /t/tu/ppg b tjUilm^uiA bV i/bLujinruiiu/g ■
«rk>&

It has been shown that Yo.ni^’s n-.odultis o. denaiuraicd inembr.ines of 
the spleen ol bi^ homed csule is greater than of native ones. All the 
properties o( dependence о Young's t-.o/'.iEis and logarithmic decrement 
oi shading Of native membranes c-.irnig hydration disappear for denatura- 
ted membranes. The Isotherms oi hy<ira։ r.i nf native and denaturated 
films are different and depend on :h՛. means of denaturation.
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ЛНК тепловая денатурация модуль Юнга—логарифмический декремент затуха
ния— гидратация пленки.

Как известно, стабильность спиралькой структуры ДНК определя
ется различными внутри- и межмолекулярными силами взаимодействия, 
на которые в свою очередь влияют гидратация [5. 10]. температура 
[6—8] Ранее [2] нами были получены значения модуля Юнга п ло
гарифмического декремента затухания пленок нативной ДНК, показана 
немонотонность зависимости Е и 0 ог гидратации; и делано предполо
жение, что эти особенности обусловлены з основном внутримолекуляр
ными конформац»; жными изменениями, которые происходя г при изме
нении ।идратзциЕ.

В настоящей работе представлены результат» изучения вязкоупру
гих свойств пленок ДНК, денатурированных теплом. Так как гидрата
ция пленок ДНК зависит от температуры [6], содержания солей [3]. 
молярного соотношения анионов и катконов ! 12]. нами были получены 
также изотермы гидратации пленок изучаемых препаратов ДНК

Материал а методика В работе использовали иатпиные к денат) рярованны-. пре- 
пираты ДНК селезенки крупного рогатого скота с молекулярным весом Ц)՛ Содер
жание tw֊՝ii3 ,'> «и՛ весу. Метод изготовления пленок описан [2] ։ ур.шню
проводили в твердой филе (выдерживанием су.хах пленок при рззны՛֊ температурах 
и течение часа) и и растворе (кипячением ненасыщенною водною раствора ДНК)

Метод измерения динамического модуля Юнга и логарифмическою декре м.-юа < 
гукания (мнкромстод Морозова) подробно описан р I ]. Микроме, т. позволяющий 
научать гидратацию образцов весом 0.1 -9,01 мГ с точностью 0.1%. был риграбитаи 
найн ранее [I] Метол исковая на анализе резонансных поперечных колебаиг.й кон
сольно закрепленного микростержня, к свободному концу которою прикреплен иссле
дуемый образен. В работе были использованы стержни с прямоугольным поперечных։ 
сечением из сплава бронзы. Такие стержни толщиной 1>) мкм. шириной 200 мкм и 
длиной 1—2 мм имеют собственную резонансную частоту поперечных колебаний 1 — 
. -.Ги. Изучаемые пленки ДИК готовили прямо на свободном конце стержня, из нем 

чдшвная ненасыщенный водный раствор ДНК.
Относительную влажность (А %) в i ер моста тированной камер-.- (1=25?) создавали: 

о; У5 до 32%֊ водными растворами СаС12 разной плотности. |й . 10 % —нас пшенным я 
иодными рас։ ворами LiCI и ZnCI2 соответственно.

Точку .А=0% (сухой образец) получали нагреванием мнкр<»стерж։:я с обратном в 
присутствия силикагеля до 150° и ныдержипанирм их при этой температуре около 
30 мкп. Процедуру высушивания производил»: в камере, описанной я [4 1 Для на
грева в радиатор камеры подавали (с помощью компрессора) нагретый иаздух Так 
как при таких температурах ДПК денатурирует, то изучение к нт-рм начинили с вы 
сохих вяажностёй. переходя далее к низким (дегидратаций). а г; чку \ 0 % невод - 
зо-’лли для расчета сухого веса ДПК Это. же образец использовали для изучения 
и.:՛ гермы гидратация денатурированных з твердой фазе пл:*нок ДНК. Денатурирован- 
кы. я растворе образцы готовили отдельно.

Результаты а обсуждение. На рис. I приведены изотермы гидрата
ции нативной и юиатурированирй теплом (в твердой фазе н растворе) 
ДНК селезенки крупного рогатого скота. Разиина а содержании воды 
(h) при высокой влажности (Л 95%) свидетельству с; о сом. что мо
лекулы ДНК у пакованы по разному в трех разных пленках, так как 
при высокой влажности вода сорбирует в основном и микрон »ра֊х меж 
՛/. молекулами. Но если изотерма гидратации (енагурироваяной в ра-.- 
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творс ДНК остается ниже изотермы нативной, го изотерма дснатуриро- 
Всшюй в твердо»՜։ фазе ДНК пересекается со второй и при влажностях 
ниже Л-75% лежит выше обеих изотерм. Как известно, при низких 
влажнЬстях происходит заполнение поверхностных слоев сорбции. Сле
довательно, разница в содержании сорбированной воды при влажно
стях ниже А -40% говорите гом, что свободная от молекулярных кон
тактов поверхность в описанных трех случаях разная. На механические

Рис. 1. Рис. 2.
Рис. I. Изотермы гидратации пленок ДНК лр։՛ |= -25" 1>— — на

тивной; 2) - <-< денатурированной в пленке; 3) —Q— Q— —лс՜ 
матурнроваиной н растворе

Рис. 2. Зависимость модуля Юнш пленок ДНК от от носительной влаж
ности при ։=25°: Г) - • ф ֊нативной; 2) —( ( - - денатуриро

ванной в пленке; 31 0 — 0 —денатурированной в растворе.

свойства пленок биополимеров (з данном случае ДПК) влияет и жест
кость меж молекулярных контактов. Знание вклада каждой из этих со
ставляющих даст возможность из измеренных механических свойств 
пленки оценить жесткость самой молекулы ДИК. 11а рис. 2 приведена 
зависимость модуля Юнга Е от относительной влажности. При высоких 
важностях (А>90%) .модуль Юнга пленок нативной ДНК меньше, 
чем у денатурированных. Все особенное։и поведения модуля Юнга на
тивных пленок при изменении влажности у денатурированных пленок 
не наблюдаются. Поведение денатурированных в растворе пленок на
поминает аналогичную зависимость для глобулярных белков (II) и по 
порядку значения их модулей Юнга близки: при А—95% и I 25° Е» 
0,2 Гн/м2 а для белков Е ~ 0,5—1 Гн/м2.

Глобулярные биополимеры, вероятно, характеризуются большими 
значениями модуля Юнга, чем спиральные. Исчезновение всех <. - 
бенкостей Е (А) при денатурации еше раз указывает на то, что это про
явление внутримолекулярных конформационных изменении. На это 
указывает и сглаживание кривых логарифмического декремента затух а- 
ния при денатурации (рис. 3). Как известно, внутреннее трение п плен
ках пропорционально О, в внутрималек; ;ярнь։е персе тройки отражают
ся на нем. Денатурация в твердой фазе (кр. 2 на рис. 2 и 3) при тем
пературах t»/0° ле происходит ио.ишсгыо. На это указывает сходство 
кривых I и 2 на рис. 2 и 3. Меж молен՝, лярные контакты в сухих плен
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ках не лают молекулам полностью свернуться в клубок и упаковаться 
плотнее, как это имеет место при денатурации в растворе.

Таким образом, механические свойства пленок характеризуют со
стояние ДЛ К. Денатурированные пленки имеют модуль Юнга больше, 
чем нативные. При денатурации происходит сглаживание всех осо

бенностей изменения Е и 0 при изменении гидратации Меж молекуляр
ные контакты г. пленках стабилизируют молекулу Д11К что приводит к 
неполной денатурации молекулы. Это проявляется н на изотермах гид
ратации образцов.
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Биолог. ж Армения, г. 41. № 4. 1988 УДК 591.1.05

КАТАБОЛИЗМ ПРОЛИНА У ЖУКОВ ФАСОЛЕВОЙ ЗЕРНОВКИ 
ACANTHOSCEIJDES OBTECTUS SAY.

Дж. Г. ГУКАСЯН. /1. А. АГАДЖАНЯН
Ереванский государством! ый унннорппот, кафедра биохимии к 

проблемная лаборатория сраиинт^и.ной и эволюционной биохимии

Ферменты катаболм ։ма пролина жуков фасолевой зерновки локализованы 
а митохондриях. Их активность унеличнвасчся в процессе развития жуков 
•бмс« чем в G0 раз. Все испытанные аминокислоты (та исключением гли
цина). особенно аргннни. стимулируют процесс окисления пролина, а пи
руват. лактат. а-глнцерофосфа1. ПХМБ и гидрокенл-чмнн наоборот, инги
бируют его превращение о глутамат через пнрроли։։-5-карбоновук> кислоту, 
идентифицированную метолом бумажной хроматографии.

(ր>ք»ւ րնգակերի րզեղնհրո.մ պրոյինի կասոււրուիզմ /> ֆևրմ հնտննր ր мт Լ գակսւ յւ/ ա) 
է՛ն միտորոնգրիումնկրում, որոնց ս։կտիվու[/ յունր րր{Լղն!.րի զարգացման րնքէաց 
• ում ավկ/անում Լ շո։ր> 60 անգամւ Փորձարկված րո;ո/ր ամինաթթուն 1.րր (րս 
ցաոովկւսմր զէ1'ՅՒ^1') առանձնապես արգինինր խթանում 1.ն պ բոշին ի օրսիղաց 
ման պրոցէ.սր, իսկ ՛գիր Ոէվաէոր, /սւկտաւոր, цիցերոֆոսֆատր, '’7/4/7- հ 'իգրօբ- 
սիլամինւէ, րնգհակաոակն, րնկմում է.ն ազգ պրոցեսր։ Պրոշինի փոխարկոէմր գշո՚- 
ւոսւմսւտի կատարվում / ч/իրո/ին И ■ կս/րր Оրսիշ ատի միքՈցով, որր ե րՆորոշէքեք Լ 
թղթային բրոմատոզրաֆի՚սյի մսթոգովւ

Enzymes of prohne catabolism of haricot beetles ate localized in mitoc
hondria. Their _1C ՛■՛ :՝/ increase՝- h: the pro;es> of beetles development 
for more than 6) times All the examined amino acids (with the exception 
o, glycine), especially arginine, stimulate the process of proline oxidation, 
whereas plruvate. l.tciaiv. տ-glycerophosphate, PKhV.B and hydroxllami- 
ne. on the contrary, inhibit is iranstorinat.on into glutamate through pir- 
ro> -5-carbonic acid, which ;> и!сг.։ i.cJ by paper chromatography.

Зернаока фасолевая кролик—пр^.՝.:։ноксп<}ава -г.иррилип-՜՝-карбокси larOccudpoce- 
fta.'a—аргинин.

Пролин включается в метаболический путь через глутамат [I]. Его 
<։чис.1ени€- у животных гронс-ходи։ ПО и П5КД. Процесс нуждается в 
кислороде, а акцептором электронов служит цитохром с. Кофактором 
втррогс фермента является НАД-

V растений и некоторых микроорганизмов нередко |11. 12] первым 
ферментом распада пролина является прллиндегндрогеназа. кофермен
том которой является НАД՜. С окисленной НАДФ реакция не про
текает.

В летательных мышцах Piionma regina при полете пролин окисля
ется в 130 раз интенсивнее, чем остальные аминокислоты. В летатсл֊.- 
иые мышцы этих насекомых проникает пролин, а-глпцерофосфат и пи
руват, Но не глутамат и другие субстраты цикла Кребса [13]. В нача
ле полета увеличивается копнен грация пирувата, который затем интеп- 
------------

Сокращения: ПО—пролипокендаза. П5КД—пирролин-о-карбоксплаисгпдрогенл -а, 
ОПРО окенпраднн.
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сив но превращается в аланин. Причем увеличение последнего нахо
дится в отрицательной коррелятивной зависимости с содержанием про
лина [14] Установлено также, что при полете колорадского жука ко
личество аланина в его митохондриях, образовавшегося՛ в результате! 
окисления пролина, равно количеству использованного пролина [15].

ПО и П5КД являются митохондриальными ферментами как у жи
вотных [5], ։ак и у микроорганизмов |4|. Попытки перевес ги ։•>: в рас г ва
римую фракцию у Е. соН [4] не увенчались успехом. В летательных 
мышцах Phorr.ua ге&па для ПО строгим ингибитором является лактат | 
-I несколько более слабым—пируват [13].

$а1тпопе11а (ур/йтигит [3] ПО и П5КД индуцируются проли
ном । подвергаю :ся катаболической репрессии; предполагается, что- 
гены, контролирующие ПО и П5КД, находятся в одном опероне. У 
С1о$1гаИип1 $рогб£спех [10] катаболизм пролина, как и у растений, осу
ществляется пролиндсгидрогенгзой, активность которой не ингибирует
ся к-гл у та.матом. Гидроксиламин (0,5 мМ) не оказывает влияния из 
активность этого фермента, в то время как активность редуктазы инги
бирует полностью.

Настоящая работ посвящена изучению ферментов распада ироли
на и некоторым их регуляторным свойс вам у жуков фасолевой 
зерновки. V

Материал я л-е годика. Объектом исследования служили жуки /1. оЫесНи. 
откладывающие яйца на бобах фасоли. Самка начина?! откладываю -ина мере:! 2— 
3 ч после выхода иа куколки з течение 10—-12 дней. Активность ПО ». П5КД опреде
ляли п гомогенатах и се нерастворимой фракции. Жуков гомогенизировали в 0,1 М 
калин фосфатном буфере (pH 8.0). Гомогенаты ц< нтрнфугнроаалн при 3000 об/мик 
20 мин Надосадок удаляли, осадок растворяли з 4 мл 0.01 ЛА грис-НС! буфере, со
держащем ЕД ГА (pH 8.2). и центрифугировали при 15.000 об/мин а . 'с.-нне 30 мня 
Эту процедуру повторяли 3 раза В последний раз к осадку лобан ■ли 10%-ниГг 
этиловым спирт, замораживали, спаивали и центрифугировали при ’ООО цб/мм 
30 мин Растворенный и 0.01 ЛА ТРИС-НС! буфере (с Г..П.ТЛ. pH 8.9» оспл- применяли 
как ферментный препарат.

Определение активности ПО н П5КД. 11нкубгш։<։н:։ля среда и 1.9 мл содержала: 
53 мМ калин фосфатного буфера (pH 8.0). (1.2 мМ к-лролинз, 1,6 мкМ цитохрома с. ч 
•!?-։. М НАД-+-. Инкубацию проводили при -37е в течение 60 мин. Реакцию чстян.-.ь- 
.•.jBa.ni добавлением 96%-мого холодного этилового спирта н соотношении 1:1. Оса-- 
док удаляли Цекгрпф)гнровднисм .-.пн 10.000 об/мин в течение 10 мкн. Об активно- 
с я ГК) и П5КД судили по сшиезнровакному глутьм ։у. количественное содержаний: 
которою определяли метолом бумажном хромаю; рифим—проявлением 0.2%-мого рас- . 
твора нингидрина в этиловом спирте. Пятно глюировшш 5мл 0,05%-ного СаС2 в 
40%-ном этиловом спирте. Плотное. 1. окраски ։ределмлн путем фотомстрнровалия 
на фотоколорнмстре типа КФК-2 с зеленым фильтром.

Результаты и и.\ обсуждение Изучение активности ПО и П5КД 
■о.՛: ՛ л •՛>. ч:о ю мере развития жуков активность ферментов окисления 
иролина л вышаеюя в на 12-й гень почти в 40 раз превышает таковую 
\ вылупившихся жуков. По-виднмому, в последние дни развития у них 
повышаются энергетические потребности, что компенсируется распад и 
’ролнг; и :к.1-?чс»ием метаболитов в цикл Кребса. Субстратом для 

ИО и П5КД может служить также Опро, хотя нх активность в это?л 



случае незначительна. Интересно, что указанные ферменты абсолют
но не проявляют активности, когда субстратом служит ПЬ-пролнн. 
Очевидно, О-форма нс только не является субстратом для этих фермен
тов, но и наличие ее в инкубационной среде подавляет ПО актив
ность в отношении природного субстрата.

Г абл и ца 1. Динамика ахгквностн ПО и Т .1 б л и и а 2. Влияние /.-аргинина
П5КД п разные дни развития жуков фасо- на активность ферме»год окисления
. .-1 й зерновки Иролина в осанке гомогената жуков 

фасолевой зерновки (2-й день раз-
пития)

Дни раз
вития

Лк:и и.ос;(., мк й 
Г -у ИЗ I : ткани

Активность ПО и
Субстраты. 

М
Коиитш рация 

аргинина 10-Л
П5КД, мкМ |.։у 

М на 1 г ткани
жуков (П 5) (п -б)

1.-нро 2-10-’ У1 1 |.:4±0.17 Контроль 12.38 ±0.42
3 15.76+0 47 5 102.42+2,39

19.62±О.65 10 69.74+1.35
8 46 6021 .25 20 28.24±0.96

12 63.71 + 1.32 12.82+0.76
Ояро 2-10-* 12 1.85±0 28 50 10.50+0.78
Ш.-про 2 -10 ‘ 12 0 1с>4 0
й’. -про 4-10 -‘ 12 0 200 0

Изучено распределение фермой;ов окисления пролина в раствор;.- 
м .'й и в нерастворимой фракциях гомогената после центрифугирования 
П течение 20 мни. при 18000 об/мин. Указанная активность в целом го
могенате жуков составляет 64,-12՜ 1.73, в осадке—63,38±1,41 мкМ, в 
то время, как в надосадке она полностью отсутствует. Таким образом, 
как к у других организмов |б| ферменты окисления иролина у жуков 
локализованы исключительно в осадочной фракции, очевидно, в ми:о- 
мзн .рнях. В дальнейших экспериментах использовали осадок гомоге
ната, полученный способом, описанным в методической части. Уста 
позлена оптимальная концентрация субстрата для проявления макси
мально!։ активное! I. ПО 1 П5КД. Она составляет 200 мкМ

Из литературы ьзвестно индуцирование ПО аргинином \ Нас. Нске- 
։ц/ог/П1\ [8]. Разумеется, у эукариотов отсутствует возможность суб
стратной индукции. Однако мы задались целью выяснит», влияние ар
гинина из активность ИО у жуков (табл. 2).

Данные таблицы показываю։, • л» при низких концентрациях арги
нин значительно стимулирует процесс окисления пролина. Максималь
ное стимулирование достигается при концентрации 10՜ М. При дал - 
иейшем увеличении кош-ен грации аргинина активность снижается и 
ирн концентрации 10 М полностью подавляется. Очевидно, аргинин 
является модулятором ПО, причем положительным при низких кон- 
цситраинях и. отрицательным при высоких.

В табл. 3. 4, 5 приведены результаты изучения влияния НАД՜՜, цн- 
ХГ'>ма с. некоторых аминокислот, кетокислот и ряда ингибиторов ни 
процесс окисления пролина.

Данные приведенных таблиц показывают, что пр;: окислении иро
лина глутамат н значительном количестве образуется и без юбавле- 
нпя в реакционную сред;-, цитохрома с. Эти объясни стен гем, чт । в цс-
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Таблица 3. Влияние НАД’ и цитохрома с на •счис
ление пролина у жуков фасолевой зерновки (12-й день 
развития)

Кофакторы (по 5.26.1(1 *М) Активность ГК) и
* ПЬКД.мкМ .«у на

I г ткани <н' 5)

Полная сист< мл
Система (Сеч НАД՜1՜ к цитохромч <) 

Система (без цитохрома с) 
НАД՜1՜ заменен НАДФ11 

НАД* заменен НАДФ " 

НАД заменен НАД)!

76.37^1 Л 

7.15+0.59
39 75+0.81

4.72+0,11

5.79+0.18.

3.12+0.10

Таблица 1. Влияние амн1ц>кнсло| и некоторых других соединений «к
окисление пролина у жуков фасолевой игрне.вкх (5-й дель развития)

Аминокислоты 
(ио 2.1 10՜3 М)

Актлмнхть ПО и 
П5КД. мкМ глу на 

1 1 1кани (п 5)

.֊՛ МИГОКИСЛОП.!
|ПЭ 2.1 10 ‘ М)

АКГИ8НОС11. ПО ы 
115КД. мкМ.глу на 

; г ТК.1НН (п 5)

Еез зффектора. 19 4010.66 Гл п 11 41+0.54

Лей

Ала

26.37+1.15

29.29+1.05
Цис 33 59±1.06

Вал 22.35+0.99 Гутатнон 31.51+1.12.

Таблица 5. Влияние ингибиторов на окисле
ние иролина у жуков фасолевой зерновки (5-й 

день рашития)

Ин։ ибигоры
Активность По л 

П5Кд, ь-.к.М 1лу на 
1 г гк?.ни (п 5)

Ее.; эффектора

!1иру| ■ ।. 2 1(1— ' М

Л iK-.ii 2 10֊3М
- гл 11.! с рофос фа г 2-10— М

НхМБ. 3.3-10֊' М

Их МБ, 3.3 10- М

ПкМБ. 3.3-10֊ • М
Гш рокевламин 10- М

19.11+1.05

О 84+0.04 

1.814-0.05 

5 11+0.10 

■ ■ •: и .и-

3,16+0.10 

о
1,27+0.07

лих гомогенатах содержится достаточное количество цитохрома с для 
нормального протекания процесса окисления иролина [2]. Полученные 
данные свидетельствуют также о том. что кофактором для 1151<Д явля
ется окисленный II VI. Процесс окисления пролина фактически не про- 
текае в присутствия окисленного НАДФ, Из испытанных аминокислот 
на окисление иролина ингибирующее влияние оказывает глии.инг. 

■ •стальные «аминокислоты н разной степени стимулируют этот процесс.
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Согласно данным литературы [9], 1. формы серина, лейцина, гли- 
| лини, валина и аланина в отдельности (при концентрации 40 мкМ н 
| 5мл) подавляют активность П5КД митохондрии коркового слоя почек 
| быка на 11,4; 24,2; 31,6; 60.3 и 70,9% соответственно. Смесь этих ами

нокислот оказывает кумулятивное ингибирующее действие на актив 
■ьч'ть П5КД, степень которого достигает 91.5% Таким образом, изу- 

| ченный нами фермент в отношении влияния из нею аминокислот значи
тельно ,отличается от соответствующего фермента почек быка. Гак, 
если для фермента жуков испытанные аминокислоты (кроме глицина) 
являются положительными эффекторами, то для фермента почек бы
ка— отрицательны мп.

Данные показываю также, но окисление иролина в высокой сте
пени подавляется пируватом, лактатом в «-глицерофосфатом. В этом 
отношении процесс ферментативного окисления пролина у жуков бли
зок к таковому у других организмов [6]. Данные габл. 5 показывают, 

ПХМБ в концентрации 10 • М и выше способен подавлять активность 
ферментов окисления пролина. По-вядимому, Н.ХМЬ оказывает инги
бирующее влияние на активность П5КД, которая, как известно из ли
тературы [б], является тиоловым ферментом. Гидроксиламин также 
г.идааляет активность ферментов окисления пролина при более, высоких 
к ниентрациях (Ю^М).

Для изучения механизма окисления пролина, а именно возможно
сти его предварительного превращения в пирролин-5-карбоксилат. пер
воначально создавали полную систему окисления пролина в глутамат, 
.։ затем исключали из среды НАД-, предотвращая переход пирролин-5- 
харбокенлата в глутамат. Накопившийся ври этом пирролнн-5-карбок- 
силат определяли хроматографически (табл. 6).

Таблица 6. Образование глутамата и пнрролин-5-карбоксилпта из про
лина у жуков фасолевой зернооки (12-м лень развития) п 5

Образование ьчу Образование
Варианты из про. мкМ на П5КДиз про. мкМ

1 । ткани на 1 г ткани

Полная система 66.74+1.85
Система без НАД* 5.53+0.28

Система без НАД ' и цн >хро«. с 4.69+0.24

0.60+0.07

2.55+0.Х5

4.74+0.41

Полученные данные показывают, что при отсутствии восстанов
ленного НАД образовавшийся из пролина пиррол ин-5-карбоксил-а՜-. не 
восстанавливается в глутамат. Образование гл\ в системе без НАД 
՛ бъясняется наличием эндогенного кофактора в гомогенате. Таким об
разом, включение пролина в метаболический пуп, сгуществляется через 
։ ромежуточпый продукт пирролин-5-карбокси.та г.
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ВЛИЯНИЕ ЦИСТЕАМИНА И 1ЛИЦЕРИНА НА КЛЕТКИ /- соП 
ПРИ ДЕЙСТВИИ ИЗЛУЧЕНИИ С РАЗНОЙ ЛИНЕЙНОЙ 

ПЕРЕДАЧЕЙ ЭНЕРГИИ

//. в СИМОНЯН. И. Л. ДЖЛНПОЛАДЯН. Л. Г. СТЕПАНЯН 

Ереванский Цинический институт ГКАЭ

На клетках Е. coll К-12 разных генотипов показано, ՛ли защитное действие 
цистеамина и глицерина при действии у-ндлучения и рентгеновых лучей 
генетически детерминировано: при испольлояйици иисюамина это тиража- 
етск и Отсутствии радпозашнтиого -эффекта у репарационных мутантов. а 
в случае применения глицерина—в возрастании протекторного нлояння в 
ряду изученных штаммов Е. roll: гее А -мутатп- -клетки «дикот > nina>֊^ 
pol .А -мутант Глицерин 1зщищасг клетки дикого типа и тес А -му- 
тан i а и от л- талыюго Денсгпия ускоэслныл ионон уисрода. и го премя 
как цистеамин при дейстшщ на клетки тнщелггх ионов оказывае-ся неэф
фективным.

Sh-I'i’l.j! rjl.\in4i(<Ujh('{' Т.. ■.''1 К 12 pffttijl.li/t ‘/put ')пЧ‘{ !. tnp‘/t>i.'1. пр tfi/՛-

rft.pjrilft It Jtil/t ttftl'tinilj tnbn rjujt/ujls U.tlt}CffniPj0tbp у .'.tjjniuifuij/lilljfl/t ll

»t.butlfl/bju>b :'.iunui։jUi [fidwil tfhufpnctJ qlAjl.at'plinpl.ij i/t. >irl, p tf /Ai ttrtjif t: ՛՛{ ftu mlu ֊ 

ifpijft vtfuiujijnp.idiiiij ^l.n;pnij tftn inptniu'fii.ptn/aij ,՝ t/nur'iniitniji.pft -'.пи!ii;tuu։t- 

n;t։Ain ijitil{i.ib l.'tf/ft Iftit /. pin nut ij t.) pn /• jnrifp , ՛) ' 1'Г l՛՛^'iqVHnifnfttiu uiii ijitUfpHiJ'

■fl. ut tn 4П UI l/ittj -inintHritp/t 1^ UI I ui Uf tultnq lull Itdi ՛! uj 4t Ijnippuh u/ilntf -Htu'lijiui -fuipnp- 

rjiu t/ajii ni /I juiifp. Г‘'.Л ՝-if hi utiubin__ ^ei/iufp/ru mfiuj/i ril'&hp - pt.i.., - - J nun 'i/Lir<>

‘il/trjl.p/iiip uiuffint‘iu/bniif t։ ttifuijpfi. atpuf/i ГСГ/1 "-lintifiiubui/i /

uipiii։jiit։;i/iitt'i finiibl.p/t ^Li'Httt f ihw'iupm ) itii/1) !j 'jnif jn J։ I1'/ ’ 8 fin Ш Sun! (1'1 ft oqtnui-

rjttpi'.niif p /•»»/։ •//’«' fuiiiiil. p/1 tiujrfli pitll/ iu.ii qliu/pnu' /, !fi I, If Vr/• tf f(l

Сокращения: OP елпониитте разрывы, ДР- цэушпевые разрыаь՛.. 
матические дкуингецые разрывы. ПДР прямые двунптеэые разрывы, 
передача vHcpiiiH, ФУД ։р.тктар уменьшения дозы.

ЭДР -ЭИЗП*
L—линейна։։
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his shown on E. c.oli K—12 cells of different genotypes that the protec
ting effect of cysteamin and glycerol against ^-radiation and X-rays is ge
netically determined: there Is no protection by cysteamin in repair deut- 
cleni mutants, while the protective effects of glycerol Increase among stu
died strains of E. coll: ree A*~-mutant - 'wild type* cells-- pol .4“՜-mu
tant. Glycerol protects wild type cells and rec .4“-mut<int front lethal 
action of accelerated carbon ions, whereas cysteamin does not influence 
the effect of heavy (carbon) ions in coli cells at all.

• •

Бактерии E. соН—рйОиОчуествительмст՝՝—цистеамин -глицерин.

Результаты изученья протекторного влияния аминотиолов н многоатом
ных спиртов на выживаемость бактерий Е coil при у-облучеиив свиде- 
гельстауют <» неоднозначной зависимости их раднозащитного эффекта 
1-; генотипа клеток. Выяснено, что многие мутации, повышающие ра
диочувствительность бактерий Е. coli в И. subtilis, снимают защитное 
действие аминотиолов и индолнлалкиламинон ,2, 71 В присутствии 
указанных радиопротекторов снижаете։: оыход ЭДР ДНК—основных 

। летальных событий у клеток «дикого» типа, поскольку активност։, эндо- 
| нуклеаз, производящих иисннзню фермент-лабильных сайтов, угнетает- 
| ся [6, 7]. Вследствие того, что у чувствительных мутантов легальны- 
| мн являются не только ДР, но и другие типы повреждений ДНК. воз

никающие и большем количестве, чем ДР, лучшая сбалансированность 
| процессов деградации и ресинтеза ДНК при влиянии аминотиолов и ин- 

дол ил а л кил аминов не реализуется в виде раднозащитного эффекта. 
Глицерин—представитель класса многоатомных спиртов—эффективно 
защищает от летального действия у-лучей не только клетки «дикого» 
типа, но н rec А , pol А -мутанты [1]. Показано, что он реализует 
свое защитное действие нс на уровне ферментативной репарации, а на 
уровне первичных физико-химических процессов [1]. С учетом ука- 

| заиных обстоятельств можно полагать, что при действии па клетки
coll излучении с высокой !., когда возрастает выход НДР ДНК. и 

OP, tie восстанавливаемых pol A-зависимой репарацией [3, 5]. эффек
тивность защитного действия зми1ютиол1Я< и многоатомных спиртов бу
дет проявляться по-разному: резко снижаться при влиянии цистеамина 
и в меньшей степени—в присутствии глицерина. При этом радиозя 
шитпый эффект глицерина должен иметь место не только при облучении 
клеток «дикого» тика, но и чувствительных мутантов. Для проверки 
этих предположений и была выполнена иасолнцая работа.

Материал и методика. Ислсоь ювали .-..еду щи՛.- штаммы бактерий Е. eoli «ди
кий» тип АВ 1157, чувствительные мутанты \В 2463 (гес А13”), Р3478 (pol АН) и 
суперрезист&гпшй мутант Gamr444. Выращиканяе бакт-.ряа и ных культур проводили 

стационарной фазы (2—3.1О'-< клеток u 1 мл) либо н ■ -а питательяоГг среде. 
...иготовлеиной на основе аминоксы г.ki, либо на ср<■.՝. • S к и 3 качестве раднояро- 

'.торов использовали цистеамин (фирма <Sigrna , C11LX) ..;нц ՝пн п концеитрапи- 
соответственно равных 2.10 • и 1 Л1. После ииращнн.ыня к.-к"Г,ц осаждали nen- 

•Гкфугярованисм в течение 10м> н (8000 g) Культуру pwy. :ни.и։р«« млн н 1/3 оби-ми 
। MS буфера я к части образцов добавляли прог, к горы в иеобчолн'.'.ин копцинтраинн

Инкубацию образцов с протекторами осуществлял к и течент 30 мни перед облучи 
HJieu. Условия аноксии создавали путем барботаини сусаен ։-.л азотом : чсн::с 
39 mvh перед облучением.
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Эксперименты с ускоренными ионами углерода с энергией 7.5 У.эп/нуклон прево՛ 
днлн иа ускорителе тяжелых иоиов У-200 Л ЯР-200 Л ЯР ОИЯИ на специально создан
ной установке с комплексом электронно-физической аппаратуры. Клетки (Случа
ли п мраослое на поверхности 2%-ного голодного агара. Мощность дозы облучения 
составляла 1.5 Гр/с

Источником у-лучей являлась установка с у-нс՝.очником 137 С*. ()б.:учеии? клеток 
рент новыми лучами проводили с использованием аппарат:։ РУП-200-20-5. (нефиль
трованное излучение, напряжение на трубке 200 ко. сила тока 14 м.-\>. Мотносп- 
дозы у и ренггенооблу чення составляла 0.5Ь Гр/с. В <».пы:их с у и рентгеновыми 
лучами облучение клеток проводили но флаконах объемом 10 мл Специально постав- 
ленны՛. экспернметы показали, что способ облучения (я;։ поверхности агара или и 
суспензии) не пляяет на величину радиочувствительности клеток

Опыт։; повторяли 3֊5 рат Полученные результаты Подвергали статистической 
обработке на ЭВМ [Г].

Результаты и обсуждение. На рис. I представлены кривые выжи
вания клеток АВ 1157, АВ 2453 и Р 3478 при у-облученни их в обычных 
условиях и в присутствии цистеамина. Видно, что цистеамин эффек
тивно кпцищает клетки «дикого» типа с ФУД, равным 2.28 0,35. Од-

Рнс. 1 Влияние цистеамина па выживаемость клеток АВ 1157 
(а), АВ 2463 (б) II Р 3475 (и) при у-облученни: 1 без про
тектора; 2- с цистеамином; 3 и условиях аноксии без цисте
амина. ։ с л исгеа.ми ном. По оси абсцисс доза облучения.

Гр; но оси ординат—выживаемость. %.

нако его радноззщнгный эффект практически исчезает при облучении 
клеток гес А и pol А -мутантов. Величина ФУД в этом случае соот
ветственно составляет 1,00±0.04 и 1,39—0,2!. Аналогичная картина 
наблюдается н при облучении гес Л -мутанта рентгеновыми лучами 
(рис. 2). В отличие от клеток «дикого» типа, где величина ФУД состав
ляет 2,31 ֊• 0,18, у гес А'-мутаита ФУД = 0,91±_-0,14,

Анализ материалов, представленных на рис I. 2 и в таблице, пока
зывает, что не только мутации гес А и ро! повышающие радиочув
ствительность к.-сток, снимают ра.июзащшныи эффект цистеамина, но 
и мутация Garn 444. уменьшающая радиочувствительность клеток. 
Аналогичные наблюдения сделаны и другими авторами [3].

Таким образом, полученные нами материалы свидетельствую, о 
генетической детерминированное։к раднозащитного влияния цистеами
на при у-облучении клеток Е. соИ, что согласуется с литературными 
тайными [27]. Указанная детерминированность выражается в резком 
уменьшении величины раднозащитного эффекта у чувствительных и 

•суперрёзистентного мутантов, свидетельствующем о том, что реализа-
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кия протекторного действия цистеамина осуществляется на уровне фер
ментативной репарации ДНК [2. 3, 7]. В этой связи следует обратить 
внимание на незначительное модифицирующее влияние цистеамина при 
.облучении клеток Р3478 (рис 1). Действительно, если бы защитное

Рис, 2 Влияние цистеамина на выживаемость клеток АВ 1157 
(а). В1. 1114 (6) и \ В 2463 (ь| при рентген облучении. 1- (мм 
протектора; 2—е цистеамином. По оси абсцисс доза облуче

ния. Гр; по оси ординат—выживаемость. %.

Влияние цистеамина и глицерина на радиочувствительность (Оо ') разных штаммом 
Е. со.', при действии у. рентгеновых лучей и ускоренных поной углерода

D։) 1 -ЮЛ Гр՜1 JV’ io-5, Гр՜*1
Генотип---------------------------------- ФУД ----------------------------------------- ФУД

бед про- с цисте- без про- с глине-
Гектора амином лектора рикой

7-луч । 1 *Cs

„Дикий" тип 1.12*0.15 0.49+0.1)9 2.2S++35 1.00*0.66 0.39+0.04 2.52+0125
iccA՜ 7.60*0.12 7.58+0 28 1.00+0.<Н 6.20+0.37 З.ОбТО 18 2.33+0 12
pal А՜ 5.27+0.70 3.79+0 12 1.39+0 21 4.96+0 44 1.75+0.23 2.80+0.26

Рентгеновы лучи

.Дикий- тип 1.69+0.13 0.73+0.05 2.31+0.18
гсс А՜ 4.21+0.22 1.62+0.29 0.91—0 13 — —
pdl А՜ 0.74+0.08 0.62+0.С9 1.19*0.17

Ионы углерода

„Дикий" тип 3.03+0.31 2.72+0.26 1.12+0.11 2.76+0. II 2.03+0.11 1.36+0.12 
tec А՜ 1.79+0.1» 1.77+0.17 1,93*0.10 1.79+0.14 1.34+0.09 1.34+0.11

действие протектора реализовалось на уровне первичных физико-хими
ческих процессов, п результате чего снижался бы выход первичных по
вреждений ДЫК. то наиболее отчетливо протекторный эффект выявлял 
СЯ бы у клеток pol Л'-мутанта 11. 4], что имеет место, например, при 
облучении штамма pol А в условиях аноксии (рис. I) Из представлен
ных данных также видно, что у клеток данного штамма кис.юро.'неза
висимый компонент защитного действия цистеамина полностью отсут
ствует.

В отличие от цистеамина глицерин эффективно защищает не толь
ко клетки «дикого» тина, но и чувствительные мутанты (рис. 3. табл.). 
При этом в наибольшей степени, но сравнению с гос А -мутантом и клет 
ками «дикого» типа, защитное действие глицерина проявляется при об
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лучении клеток pol А -.мутанта. т. е. эффективность протекторного вли
яния последовательно возрастает в ряду изученных штаммов Е. coli: 
гее А мутант—дикий тип—pol А՜-мутант Аналогичная картина на» 
блюдается и при изучении кислородного эффекта [ 11 Величина кис- 
лороднезависимого компонента у клеток pol А мутанта, так же как и 
у клеток «дикою» типа в тес А мутанта [I]. раина —2 (рис. 3). Полу
ченные результаты свидетельствуют о том. что н отличие от аминотио֊ 
лов радиппротекторное влияние глицерина реализуется на физнко-химн 
песком уровне, л нс на уровне ферментативной репарации.

Рмс. 3 Влияние глицерин.։ на ныжннасмостъ кастой АН 1157 
(•И. АВ 2463 (6) и Р 3478 (в) при у-оСиученнн. 1 бе.ч протек- 
юра; 2—г глицерином; 3—в условиях аноксии без протекто
ра; 4 ՛. условиях диоксин с глицерином По оси абсцисс- доза 

облучения, Гр; по оси ординат—иилнваемостъ. %.

Модельный анализ генетической детерминированности защитного 
влияния глицерина, проведенный .։ [ 1]. показал, чти его протекторный 
эффект можно объяснить снижением выхода однонитевых разрывов 
ДПК, восстанавливаемых pol А-зависи.мой репарацией (ОР1՛). Пока
зано, что снижение ОРгр которое может происходить за счет способ
ности глицерина перехватывать 011 •-радикалы, должно по-разному от
ражаться на уменьшении ра.^чувствительности клеток гес А“-мутан- 
։а, «дикого» типа и pol А -мутлнта [1]. Как можно видеть из рис. 3, 

это действительно имеет место: наименее выражено защитное влияние 
глицерина при облучении клеток гес А--мутанта и наибольший защит
ный эффект его наблюдается для pol А՜-мутанта.

Одинаковая величина кислороддавнси.мого компонента для гес А 
мутанта, клеток «дикого» типа pol -мутанта может указывать на 
ю, что в присутствии глицерина снижается не только выход 0Р[. но п 
выход ОР ДНК. не восстанавливаемых pol А-зависимой репарацией 
(0P;r) [I]. С учетом этого можно полагать. ։тн при цчптпии иа клет
ки излучений с высок й 1 . ко: ха выход ОР*։Г я ПДР увеличивается |5|. 
защитное действие глицерина также будет иметь место. Действитель
но, анализ материалов, представленных на рис -1 и и таблице, показы
вает, что глицерин защищает клетки «дикого» типа и гес А •Мутанта 
от латентною лейсшия ускоренных ионон с ФУД. <-՛<•< иветсгиснио ран
ными 1,36±0,12 и i.32.:.О,II В ю же npcxi.i цистеамин при дейсыши 
на клетки тяжелых ионов оказывается не»ффен явным (рис 4)
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На основе полученных материалов по защитному влиянию глицери
на при действии ускоренных ионов углерода, а также модельных пред
ставлений. развитых ранее [8], приведем оценку модифицирующего вли
яния глицерина на выход ОР !' - и Г!ДР-повреждений, являющихся ле
тальными для клеток гее А -мутанта и «дикого» тина. Расчеты, выпол
ненные на основе модели, показывают, что выход ОР|: и ПДР у гес \

Рис. 4. Влияние цистрам и нз (з, б> и глице
рина (в, г) на аыжнпаемосг. клеток АВ 115՜ 
(а. о) в ЛВ 2463 (б. г) при действии ио
нов углерода. I—без проиктрра; 2—с про
тектором По осн абсцисс доза сблучення. 

Гр; ио оси ординат—вюкииаемость. %.

доза, Гр

му такта при действии ускоренных ионов углерода соответственно со
ставляет 54 и 33% от общего выхода летальных повреждений. У кле
ток «дикого» типа эти величины равны 7 и 86%. Используя значсн։։.՛։ 
ФУД глицерина при облучении клеток гес А мутанта и «дикого» тин ։ 
ионами углерода, а также учитывая флуктуации энергии тяжелых за
ряженных частиц по чувствительным микрообъемам клеток, получаем 
суммарный выход ОР[Г и ПДР и присутствии глицерина в случае гес 
А~-мутанта, который в 1,7 раза меньше, чем в обычных условиях. кле
ток «дикого» типа выход ПДР под влиянием глицерина уменьшается 
примерно в два раза. Полученные величины соотношений выходов ле
тальных событий у клеток, облученных ионами углерода в ирисугсгвин 
глицерина, но коррелируют со значениями ФУД по выживаемости кле
ток, наблюдаемыми нам։։ в эксперименте. Эго объясняется тем. что 
при действии на клетки ускоренных ионов углерода имеют место боль
шие флуктуации энергии по чувствительным клеточным мишеням, что 
обусловливает высокую сюнеш, неравномерности их облучения.

Таким образом, полученные нам։։ данные свидетельствуют о том, 
что защитное действие цистеамина и глицерина генетически детерминп 
ровано. однако выявленная детерминированность неоднозначна; в слу
чае с цистеамином она выражается в отсутствии радиозащит кого эф
фекта у репарационных мутантов, а в случае с глицерином возраста
нии протекторного влияния в ряду изученных штаммов /?. соИ: г« 
мутант-жлетки «дикого» типа > ро1 А -.мутант. Это обусловлено гем. 
что аминотиолы реализуют свое защитное действие на уровне фермен- 
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татнвной репарации, а спирты на уровне первичных физико-химиче
ских процессов.
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ МИКРОВЯЗКОСТИ МЕМБРАНЫ ЛЕЦИТИНОВЫХ 
ЛИПОСОМ ПРИ РАЗЛИЧНЫХ КОНЦЕНТРАЦИЯХ

ДЕЗОКСИХОЛАТА НАТРИЯ

Г Г АМБАРЦУМЯН. С. Я АДАМЯН. I Г. ЧЛРИКЯН, Л. С ПЕТРОСЯН 

Ереванский физический институт ГКА?> СССР

Показано, что падение иикррвязкости мембраны леиитнновых липосом 
при действии детергент а связано с формированием смешанных мицелл 
после достижения детергентом критической концентрации мнцеллообра- 
зования. В этих условиях различная степень озвучивания не меняет «ин
декс окисления* липосомальной мембраны.

fhnjg Լ ։npi{iui, որ [L յյխո [Л։шy/ib յիպոսոմների թաղանթի մ իկր»մ աձուցիկո՚թ յան 
ըՆկՆԼյքւ կապված Լ խաոր միէքեյյնԼրի ձևավորման հետ ղետերղենտի -
մավորման կրիտիկական կոնցենտրացիա յին "ասնե։ուց ՀեէՈոէ (իպոււոմւների 
nijUipuiA։։։ քնային ia քնա հա րմ ան աաոիՀանր սւվրպ պա յմ աններում յ/ւ փոի/Ոէմ 
ւՒ,Ա.1"ւՒ «ՈքսիդտցմաՆ ինղերսրՏ:

Mieroviscositу of lecithin liposome membrane modified by .sodium deoxyc- 
holate has been <iudied. li has been shown that Hie decrease ol ini-rovis- 
coslty i.s due ю ihe forming of mixed micelles when the dclergent of 
critical mrcellization concentration is achieved. Also it has been det ■»:jsI- 
rated that various degrees of liposome sonication do not >՝hange Ihe lipid 
•oxidation index՜ under ihcse conditions.

Л unocoAui.ttHd’t мембрана кч к ров яз кос Ie—детергент—t индекс окисления».

Известно, что проницаемость липидной мембраны может существсн1К 
меняться в занисимости от жкдке стностн мембраны [1, -1] и стелен։

Сокращении: ДХХ.1—дезокенхола։ натрия; ДФП՜—1,6-дифенил-1,3. о-гсксат 
ККМ критическая к< i.н итрация мищлдоибн.։ ч..-.,ния; ЯМР- верный магнитный ре 
зшшис
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окисленйя лйпилов [9]. Ранее нами было показано, ч;о проницаемость 
лецитиновых липосом повышается с увеличением концом։ранни Д-XNa 
[I] В связи с этим естественно было проверить, обусловлено ли -л о 
увеличение только изменением вязкостных свойств мембраны или и пе
рекисным окислением липидов, связанным с длительностью озвучива
ния суспензии липосом на воздухе.

Материал и методика. В опытах использовали озвученные уннламеллярны.- лн- 
лисомы из яичного лецитина (концентрация 10, 25 и 50 мМ) н ДХХа при различны՝, 
соотношениях детергент: липид. (К) При низких шаченкях R . отсутствия детср? 
тента озвучивание Проводили в течение 10 мин. Подробно метод получения липосом и 
их характеристика приводи гея в предыдущих работах [I, 2]. Размер липосом и оп
тическую плотность суспензии определяли методом светорассеяния на «Specord* М40, 
(ГДР) [2. 3J Для определения «индекса окисления» липосомальной .мембраны н.«- 
меряли оптическую плотность суспензии в диапазоне длин волн д = 215—233 нм [9].

В тачёствс флуоресцентной метки использовали ДФГТ, известный как метка 
для углеводородной области .мембраны [II] ДФГТ предварительно растворяли в тетра 
пирофуране, а затем разбавляли о 150 рил используемом буферном растворе. Рас
твор ДФГТ ню *ггобы соотношение липнд:ДФГТ равнялось
1000:1. Обычно кштЦснграиин лкнядз о кювете составляла 10-4 М. а концентрация 
флуоресцентной .метки Ю’.’ч Низкая «оиш-тгт рация метки исключает возможность 
переноса энергии м жду молекулами ДФГТ. а низкая концентрация липида уменьша
ет вклад рассеянии л регистрируемую интенсивность флуоресценции Введение 
Метки в липосомальную суспензию проводили двумн способами либо вместе с 
буфером при смывании сухой липидной пленки. н тогда сусттсп ню озвучидлли уже с 
введенной в рас:кор меткой; либо вводили и- и уже сформированную суспензию уви 
ламеллярных лишком за 1,5—2.0 ч до проведения н чмерсннГ։. Интенсивность спек
тров флуоресценции ш.- зависела от способа введения зонДи.

Измерение флуоресценции проводили ни флуориметр. Perkin—Eime- MPF-43A 
(ГДР). Образец во-бужлалп вертикально полярюрванлым ответом При ориентации 
регкстрируюшегп поляризатора параллельно наприк.цд.мю полярн оеанного возбуж- 
делня ре.’гстрироь лась J при nepiieii.niKy.T->ш>м шы-.-женш регистрировалась иа- 
пшеивность 1,. Для учета вклада рассеяния в флуоресценцию параллельно проводи
ли «холос он опыт*, а котором контрольный образец отличался от исследуемого лишь 
отсутствием к нем метки.

Анизотропию (г) вычисляли по формуле:

г_ (J: ֊Щ-Ц‘| -Q-TJ 

(J -r2GJ )֊(J'i+2GJsJ 
де J* и J- — параллельная н перпендикулярная составляющие флуоресценции в ус- 
.топких «холостого опыта». G—так называемый G—фактор. представляющий собой от

даление чуествш ел. постен детектирующей системы для вертикально н горизонтально 
поляризованного света

Возбуждение флуоресценции ДФГТ проводили на длине волны 360 нм. ширина 
щели 6 мм.

Для определении МИНрОвялкобти мембраны в качеств? калибровочного раствора 
использовали рапли-ные кон ьнтрашнг вазелинового масла в гептане |0, 10, 25. 40, 
50, 60. 75, 90 и 100%).

Каждая серия содержала от 3 ли 6 опытов. Все опыты проводили при 23°.

Результаты и обсуждение. Для определения мнкровязкости липо
сомальной мембраны (т|) определяли анизотропию г системы методом 
■флуоресцентной поляризации с помощью гидрофобного зонда ДФГТ.

Говоря о вязкости, обычно подразумевают подвижность флуоресцентно
го зонда а асимметричной системе, скорость движения которого опрс- 
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деллется микроструктурой его непосредственного окружения в мембра
не. Практически здесь имеется в виду некий эквивалент, соответствую
щий вязкости однородной среды, в которой зонд двигался бы с топ же 
скоростью, что 1։ в мембране.

В качестве такой однородной среды был взят раствор вазелинового 
масла в гептане в разных концентрациях. Вязкость этого 1 штрольно- 
ю рас:вора для каждой концентрации масла определяли с помощью 
вискозиметра Освальда, а анизотропию соответствующего раствора— 
на флуориметре. Затем строили калибровочную кривую зависимости 
анизотропии от вязкости, с помощью которой определяли вязкость об
разца. Однако этот метод пригоден, когда время вращательной релак
сации зонда х не зависит от вязкости. Предположив, что это именно 
гак, мы провели измерения анизотропии и соответственно нашли зна
чения вязкости. Калибровочная кривая зависимости ' л ։) приведена, 
па рис. I На неё нанесены точки, соответствующие значениям анизо
тропии при различных величинах т|.

Ряс. I. Кп.։. броничияя кривая для оценки мякрои’язкости мем- 
б: ;ш. Приведены данные но анизотропии (г) ДФ1 Г как функ
ции низкости |.։|1 различных конце»!ранлн вазелинового 

масла и гептане.

Найденные значения ц как функция R приведены на рве 2. Вид- 
и , л > падение мпкровязкости мембраны с ростом отношен։ я terep- 
щп:. ипид, вероятно, отражает картину встраивания детергента, вы

зывающего разжижение мембраны. Видно также, чго падение ц начи- 
и ;е-ся три К—0.2 Это значение R соответствует концентрации ДХМа. 

мМ, являющейся К КМ ДХХ'а.
Таким образом, только после достижения своей ККМ ДХ\!а начи

нает встраиваться в мембрану, что отличает его от ТгИоп-Х 100. который 
встраивается в мембрану при концентрации ниже своей ККМ 17]. Не
большое щ|.'.енис ч с ростом концентрации ДХХа свядако г i: i.ie 1енным 

। .тс ы шением мембраны тетергентом. Дал .нейшее увеличен :е концен
трации ...етергента приводит к образованию смешанных мицелл, обла
дающих qo.tv.՛ жидкой структурой, чем Опелей (ц=0,1 пуаз) (см. рис. 2). 
Изучение с. -.кию» Я.МР смешанных липосом, полученных г фосфати- 
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днл'холнва, солюбилизированного октил глюкозидом [8], также свиде
тельствует о меньшей упорядоченности смешанных мицелл по сравие- 
икю с бислоем.

Рис. 2. Микроцнзкдеть мембраны (ц) как функция соотноше
ния детертеат: липид (Ri п суспензии. Концентрация липида раи

на 25 мМ Приведен индивидуальный опыт.

Следовательно, наблюдаемое повышение проницаемости липосо
мальной мембраны [I] связано с разжижением мембраны, вызванным 
встраиванием детергента в мембрану.

Так как липосомы с нулевой или низкой коицен.раи .ей ДХХа озву
чивались довольно долго, то следовало проверить возможность влияния 
длительного озвучивания на перекисное окисление липидов, чтобы убе
диться в том, что различия в жидкостноеги мембран не связаны со сте
пенью окисления липид, в. Дли этого мти определили «индекс окисления» 
(А), предложенный в работе [9], т. е. намеряли отношения максимумов 
абсорбции липосомальной суспензии ирг. длинах воли, равных 233 и 
215 нм. Согласно теории самоокисления липидов, существенной стадией 
окисления является конъюгации диеновых связей с последующим фор
мированием гидроперекисей [5, 6J. Увеличение оптической плотности 
ирг: /. = 233 нм связано с появлением гидроперекисей диеновых связей 
[10] и является ранним показателем процессов окисления.

Определение «индекса окисления» и диапазоне значений R=0•••0,7 
показало независимость процессов окисления от концентрации детер
гента; А - 0,33-у 0,36. При R -0,9~- 1.3 значение А несколько возрастает 
и становится равным 0,44 Возможно, это связано с резким увеличени
ем мутности суспензии при данных соотношениях и, следовательно, об
условлено вкладом рассеяния в оптическую плотность.

Таким образом, результаты проведенных исследований показали, 
что увеличение проницаемости липидной мембраны связано с измене 
пнем ее .микровязкости.
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КИСЛОТНЫМ ГЕМОЛИЗ ЭРИТРОЦИТОВ. 
ВЛ ИЯ н И Е XЛ О Р П РОМ АЗ ИНА

И Af. КОРХМАЗЯН, Л. Г. МИКАЕЛЯН 

Ереванский физический институ- ГКАЭ СССР

Показало, что кислотный гемолиз эрнцхиипои нкляетси сложным м.ного- 
сгадийным процессом. связанным <• нарушением целостное։и плазма;нче- 
. ;,.-гп мл'мбраиы нгронитов. При рН>3 ХГ1 о концентрации 3.5.1G- М 
окалынае! iKKCiopoe стабилизирующее влияние на структуру эрнтрг .и тв, 
не предотвращал при этом гемолиза.

11 ։ ап ։ йЬ <ч ч fi[nf I.) ЛЪ pPifiu^/Л <ч(՝Ч{‘ nVnl .uiffiniJ!^гиЪ
’ „fui.'/tiuif/,.։ b^.j. ։։!jt{i'l>wljn/b ifitn/fi t(pwt
՝՝t.U п(!՝ч1> ГШ1'Ч ”Г1՝ ЪЬршпЪпи? .' J?..7p/Iu>bb41-|/| JljiiJUitii/ii и/։ /плЪу. t/rnt
,£|՛՛՛ f'pujpnil3,5»1П 5 IL ifnbtflfbuipiuffp’ub, bpp шг»ш» !։ /•{,•
pnuf li L J t-limb'll J fib Ijtunnl Ijlfu/Af'll ПрЛ^«>.^/| /lUJJHlbuilflllJ' Iibf/,՝։ulini’i lUHlCuiJf 
•flii/bf։.-! ,mf W Uif '..i J fib \I.J.'4fitjpi

So ;.e KSpe. IS <>f .ich1 С лчпо’у •։<• of erythrocyte; With ?.ll cr.’iplvisis О II - 
i?,l pli.i-t <>f i have ne.ii studied. Results show. ։Le co nplex nature or 

.iridic ko-nolysi.s. which Includes various stage's of erylhrocyte men u.:ane 
damage. 3.*.10- M chlorpromaslne at pl I >3 c-iuses so e stabiLzallon 
i.h :’<-:nbr.iiie sirii шч wi houi prevention о I;■•■ nlys s.

Эри-.ki.i 1Г)ТН1яй zeMQ.urf— хаирпрамииин

Известно, что амфифильные лекарственные соединения при определен
ных концентрациях оказываю! стабилизирующее влияние на устойчи
вость эршрпиитов к осмотическому лизису [6]. Механизм осмотиче
ского гемолиза давно и интенсивно исследуется. Усч анонленл важная 
рол! мембр; л как в пронеесе гемолиза, так и в модификации этого про-

Сд.’кранц-.чп! XII ...ч.-рприм.т шн.
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цесса различными лекарственными соединениями [6, 7]. В силу ряда 
преимуществ в клинической практике используется также и другой вид 
гемолиза—кислотный [1], до настоящего времени мало исследованный.

Сопоставление кинетик осмотического и кислотного гемолиза наг 
водит на мысль о существовании различия в механизмах этих процес
сов. Детальное изучение кислотного гемолиза, а также влияния амфи 
фильных лекарственных соединений на его кинетику могло бы про-пнь 
свет на понимание механизма этого типа лизиса эритроцитов и роли 
мембран в этом процессе.

Материал и метадико. Кэовь здоровых доноров хранили в нигратном консерви
рующем растворе примерно I—2 часа, ятем эритрониты отделяли от плазмы, дважды 
промывали фосфатным буфером следующего состава (ыМ): МаС1 -145; Ха2НРО4. 
12Н2О--7,6; КН2РО4—2,4 (pH 7,4) Клетки осаждали при комнатной температуре 
ЮмннХЮОО^. Отмытые эрифйциты рссусиен.шровалн в гом же буфере, доводя кон- 
вентрашпо суслен шн 1.3. !()* кл/мл. 50 мкл аликвоты клеточной суспен .кн добав
ляли R стеклянную кювету, содержащую 4 мл экспериментального раствора. Инотонн- 
•п'Ски։. растворы МаС1 с низкими pH готовили на глицил-глициновом буфере.

В ряде случаев (отмечено в тексте) гемолиз проводили я неэабуференных раство
рах 0,9%-ного ХзС1, pH которых доводили .то необходимой величины добавлением 
0.1 и НО. при этом эритроциты отмывали (1,9 \ лым раствором МаС1 (pH 7,II.

В опытах с XII (Ливонский хи.микб-фармацептическнй »авод) эритроциты предва
рительно инкубировали нс мс-нее 10 млн а растворе с XII в концентрации, соответству
ющей его конпектрапнн и экспериментальном растворе.

О величине н кинетике гемолитз судили по нзмененню светоиропусканни суспен
зии эритроцитов (Т) при д- 700 нм на СФ-26 .ПОЛЮ, снабженном самопишущей уста
новкой.

Изменение формы и состояний эритроцитов контролировали наблюдением в свето- 
вой микроскоп ЧБП-3.

Все эксперименты проводили при комнатной температуре при непрерывном пере
мешивании суспензии,

Результаты и обсуждение Кисло! нын гемолиз эритроцитов рас
смотрен в узком интервале pH (2,5-уЗ,5). Величина р!I влияет из дли
тельность начальной стадии, на кинетику всего процесса, ио не на его 
конечную величину. Во всех случаях гемолиз происходит полностью 
На рис. I а приведены кривые светопропускаиия суспензии эритроцитов 
и средах с pH 2,5 и 3,5. Видно, что продолжительность начального 
участка кривой, как и кинетика всего процесса, различны. Собственно, 
разрушение клеток (обесцвечивание и исчезновение при наблюдении в 
.микроскоп) начинается с 200 (pH 2,5) н 500 с (pH 3,5). что соответ
ствует области резкого изменения наклона кривых светопропускаиия.

Кислотный гемолиз является сложным процессом, включающим, 
несколько стадий. Изучение начальной стадии, во время которой клет
ка претерпевает изменения, приводящие ее к разрушению, представляет 
наибольший интерес.

Не претендуя на полное объяснение картины начальных стадий 
кислотного гемолиза, необходимо тем нс менее рассмотреть процессы, 
происходящие при помещении клеток в кислые растворы.

Одним из возможных проявлений влияния кислой среды является 
образование дефектов в структуре липидного бислоя мембран, что в ус 
ловиях исходного неравномерного распределения ионов между клеткой
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« средой, а также наличия большого количества осмотически активно
го гемоглобина должно привести к быстрому проникновению воды з 
клетку—набуханию. Дальнейшее развитие дефектов в более крупные 
поры приводит к лизису клеток.

Рос. ։. Рис* 2.
Рис. 1 а) Изменение светопр.опускакня суспензии эритроцитов в среде с 
pH 2.5 и 3,5. б) Светопропусканке начальной стадии кислотного гемоли
за для pH 2,5 к 3,5, зарегистрированное при большей чувствительности 

самопишущей установки.
Рис. 2. Изменение кинетики кислотного гемолиза при добавлении к сус
пензии эритроцитоз МаОН. На кривой светопропускання для полного 
гемолиза стрелками указаны моменты добавления КэОН: I 30 сек, 

2—1 мнн, 3—1,5 мни, 4—2 мни. 5—3 мни. 6—4 чин.

Не исключается и другая цель событий. Возникновени՛.՛ большого 
градиента ионов Н՝ через мембрану при помещении клеъж в кислые 
растворы приведет к входу Н՛ и выходу ОН из клеюк [3]. рН-метри- 
ческий контроль незабуференног• раствора с эритроцитами показал 
медленное защелачивание среды В интервале воеме: ■ . соотнетствую- 
щем начальной стадии гемолиза, pH изменяется . 3.05 до 3,25. Ука
занные процессы должны повлечь ла собой вход хорошо проникающих
через эритроцитарную мембрану конов С' и, со: : ветс твеипо, воды. что
приведет к набуханию, а по л^сгпженни критическом объема—к лич:-։
су клеток. Причем,
КИСЛОЙ СреДОЙ, МОГУТ СНИЗИТЬ 1ЦфО1

повреждения мембранных структур.
чувствительности

пылнаиные
։ритрс>цнтов к

ос моти ч ес к и м с дв и га м.
Дру.им эффектом кислых растворов является снижение отркца- 

• елыюго поверхностного заряда мембран [4). Уменьшение элсктроста 
тического отталкивания эритроцитов должно способствовать их игре 
гании, наблюдаемой нами в микроскоп. Степень агрегации зависит ог 
величины pH. Она уменьшается с ростом pH от 2 до 3.5. Как агрега
ция, так и набухание клеток в основном завершаются к 20—30 с. В по 
следующий период вплоть до исчезновения клеток заметных изменений 
в их популяции не наблюдается, кроме некоторого увеличения уже об 
разованных сфер.

Кривая сйетопропускания начальной стадии, зарегистрированная 
::ри большей чувствительности самопишущей установки, шпиент от р!I
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(рис. I б). Область начального роста Т соответствует периоду быстрого 
набухания клеток. Вклад остальных процессов в форму кривой свето
пропускания (агрегация, изменение формы клеток и др.) в настоящей 
работе не рассматривается.

В другой серии экспериментов изучался вопрос о возможности 
предотвращения кислотного гемолиза с помощью быстрого восстанов
ления pH среды. Для этого в разные промежутки времени в >. сдельные 
пробы суспензии эритроцитов в незабуференных растворах с pH 2.5 до
бавляли малые количества концентрированного раствора К’аОН, дово
дя pH среды до 6.5—7. На рис. 2 приведено изменение 'Г при добав
лении \aOII к суспензии эритроцитов с исходным pH 2,5. Видии рез
ное изменение кинетики гемолиза сразу после добавления щелочи, при
чем в первые две минуты восстановление pH то нейтральных значений 
практически останавливает гемолиз. Этот эксперимент свидетель
ствует об обратимости барьерной функции мембран в первые две мину
ты действия кис.той среды. Эти результаты коррелируют с данными 
об обратимости формы 5] и электрокинетической иодвнжносп эритро
цитов [4] в кислых средах.

Для оценки роли липидного матрикса в процессе кислотного ге.мо- 
. иза нами был использован XII в качестве стабилизирующего агента, 
известного из экспериментов по осмотическому гемолизу [(>, 7] и элек
тромеханической устойчивости липидных бислоев [2].

При pH 2,5 влияние различных долитических концентраций ХП 
проявляется лишь в некотором изменении формы начального участка 
кривой светопропускания. Кинетика процесса остается постоянной 
вплоть до концентрация XII-Я-10 3М. Д тпчегкая концентрация ХП 
(2-10 4 М) заметно ускоряет процесс.

При pH .3,5 картина эффекта ХН иная. В зависимости от его кон
центрации по-разному изменяются как фирма начального участка кри
вой светопропускания, так и кинетика всего процесса (рис. 3). Стаби

Рис. 3. Изменение кинетики гемоли
за «рнтроцнтов, вызванное ХП в кон
центрациях: 1 — 3.5.10-5 М; 2—кон
троль, без XI1; 3 -2.10֊ •՛ М; -5—6֊ 
8.40-5.М; 5—2.10 4 .4 (лн.-нческаи 

концентрация).

лизирующая в случае осмотического гемолиза концентрация 3,5-10 М 
и в данном случае оказывает аналогичное влияние, с той лишь разни
цей, что не предотвращая гемолиза, резко замедляет его. Близкая ио 
величине концентрация 2-10 ՝М не влияет на кинетику процесса, а 6— 
Н-Ю^М несколько меняют общую картину кислотного гемолиза. Су
жение области эффективной концентрации ХП в растворах с низким pH 
может свидетельствовать в пользу нарушения мембранной структуры и 
соответственно ослабления эффекта местного анестетика, действующе
го на мембранном уровне.



Все рассмотренные факторы воздействия —кислая среда, восста
новление pH до нейтральных значении, влияние ХП оцениваются с 
позиций нарушения бклипидного слоя мембран эритроцитов. Однако 
процесс кислотного гемолиза, несомненно, включает в себя и нарушения 
•белкового компонента мембран, цитоскелета, что также может приве
сти к образованию дефектов в структуре мембран. Роль этих факторов 
в кислотном, гемолизе требует дальнейших исследований.
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ИЗМЕНЕНИЕ ТЕРМОСТАБИЛЬНОСТИ «ОСТАТОЧНОЙ»
ФРАКЦИИ ХРОМАТИНА ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ ЭСТРАДИОЛА

А 111 АБРАМЯН. Ձ. С ГЕВОРКЯН. П О. ВАРЛЕг. УНЯ.Н. { -| Ո АНОСЯН 

Ереванский государственный университет, кафедоп бнофишкп

Показано, что госта точная» фракция белков хромапп .. ^сстригируеман 
при обработке JIM NaCl и 5 И мочевиной, увеличиваете .осле введения 
животным эстрадиола. Методом плавлении выявлена общ г. стабнлнт-ацня 
струн I урм ։1>>й I; '.тпл.'.и lipil I ОрУ.ОПа.П >!<jH uKHiilJ .4.ОМ.;, O.MtCTc С
гем показано небольшое снижение ее термостаби-нш »сгн при относнтслыю 
низких температура՝, плавления Некоторая деч.абклн -.аивя структуры 
может быть непосредственно сняшна с процессами эстрадноло&ои дереп- 
рсссин определенных участков гснётичёскогЪ аппарата.

^ntJS I տրված, որ րրոմ ւԱԱւինի սպիտակուցների մնտցՈր ղտյինււ ֆրակցիան, 
որ էրստր, ոկցվում Լ 3 If նատրիոսէի րւորիցի և .7 Մ ^՛ծայթով,
րանակաօքէւս աձում Լ կ!.ՆրյաՆիՆ1.րքէն Լստրւսղիու նԼրարկեչուց հ1,տո ԳեՆոմք՛ հոր- 
մոՆւսյ ակէոֆվււ՚ցմւսն Յամանակ հարէան մ1,ք1րքքով նկ^ստվում Հ .՛ ՕՆացորդայֆՆ,- 
ֆրակցիայի րնդՀ՚սՆո՚ր կայունացում է Դրա Հ1,ա մհկտհ/յ ! այանարերված / նաև 
քերմ ակա յունաք/յսւն որոշ ի»!,ցում “այմսյՆ համեմասւարար ցածր յևրմաս՚ոիճաՆ֊ 
Ներում՛ Կաոուցվածքի այո որոշ ոււ՚քսէկայունացումր կարոց ( Ոշ անմիքակւ:,նորեն 
կապված է{>նե( ցեն1,ս՚իկս/կան ապարատի որոշակի հատվածների Լ՚էսէրաղիոյային 
ղհրհպրե սիայի հնաւ

It has been shown that ■residual’ fraction of protein of chromatin, ex - 
ra< ted dur -.g the treatment with 3,MN’aCI and 5 M urea ir re.ises in the 
quantity after the adrmnistration of v^radiol to animals By the melting-

Сокращения .ЧСНБ лабильно связанные «егистонозыс белки. ПСН5 npo’in-i сня- 
ззин:;..- негнегоновыё белки. ОСИ С» чостатомные» негнетоковые белки.
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technique the general stabilization of structure of this fraction during 
the hormonal activation of genome has been shown. At the same time 
some decrease of thermostability during comparatively low temperatuie.s 
of meltig has been revealed. Some destabilization of structure can be 
directly connected with the processes of estradiol derepression ol definite 
parts of genetic apparatus.

Плавление хррматина~встрадио говая активация генома.

Эстрадиоловая активация генома сопровождается структурной пере
стройкой хроматина в результат специфического и высокоаффинного 
связывания стероид-рецепторных комплексов с акцепторными участка
ми ядра. До сих пор окончательно нс выяснена природа акцепторных 
участков. Большое количество работ свидетельствует о наличии в них 
негистоновых белков хроматина, видимо, обеспечивающих специфич
ность связывания [3, 10, 12]. При этом в одних работах показан суще
ственный вклад лабильно связанных негнетбпрвых белков во взаимо
действии юрмон-рецелгорных комплексов с хром?.!ином [3, 6], а в дру
гих выявлена ведущая роль прочно связанных с ДНК иегистоновых 
белков в этом процессе [7, 9, 12].

Разноречивость данных свидетельствует и сложной зависимости 
сёчзывания различных стероид-рецепторных комплексов о г белкового 
состава хроматина. По-видимому, при взаимодействии стероидных ре
цепторов с хроматином необходимо учитывать комплексное влияние раз
личных фракций иегистоновых белков.

Ранее нами были выявлены изменения в составе лабильно связан
ных пег ж тоновых белков хроматина печени петушков при дерепресси
рующем геном влиянии эстрадиола [2] и изучена роль этой фракции кис
лых белков в термостабильности хроматина. В настоящем сообщении 
приводятся результаты изучения гермостабильности «остаточной» фрак
ции хроматина печени петушков при воздействии стероида, представ
ляющей собой комплекс ЛИК с прочно связываемыми негистоновыми 
белхами, экстрагируемыми из хроматина при обработке его ЗМ \аС! 
и 5М мочевиной.

Айнтршл и методика. Исследования проаоднлн на неполовозрелых петушках 
породы белый леггорн Эстрадиол-!7 р («Sigma», США) иводпли внутримышечно н 
концентрации 20 мг на I к кассы тела. Петушков декани՛.провали через 1 ч после 
пзедсния гормона. Ядра in клеток печени выделяли как описано Шово и соапт [5]. 
а хрома нш н.< очищенных .-дер по Уманскому и соавг. [II]. Чискчу полученных 
li'TvapnTon проверяли ну.-измерения нд оптических параметров при разных дли
ла՛. В|.лн ՛■ определения соотношения основных компонентов хроматина (при згом 
средин? .значения Соотношений ранпкл։;.!. бслок/ДНК=1,57--1,60, г гистои/ДИК 
0.33—1,00) Белок определяли по Лоури и соав? [8]. ЦНК-по Бартону Н].

Фракционирование истксгояовых билкоь проводили по методу Ванга [12]. Хрв- 
шши! промывали дважды 0.3՜՛ М \aCl u 10 мЧ ipnc HCI буфер-.- (pH 8.2) а течение 
20 мин и центрифугировал;: при 20000 G 20 мил. Пздосадочную жидкость, еодержэ- 

I щук՛ лабильно связанные л ■•ьегоновк- белки, удаляли, осадок растворяли к 10 мМ 
трнс-HCl буфере (pH 8.2), содержащем 2 Ч \пС! 5 Ч мочевину, ра змен: и нал и в геч՛.- 

IDIte С ч и центрифугировали при 105000 G 2 ч. Надослдочную жидкость. садержжпу՛֊- 
прочно снизанные негнетоновые белки. диад и ювалн щи-пт 13-кратно:й объема дш-ц.т 
лироланной воды, осаждая ДНК-гистоновый комплекс Осадок, полученный после уль- 
pattenгрифугиронанин, растпорялн н 10 м.Ч трис-НС’ буфере (pH S.2). содержагд-с i 

ЗМ NaCl н5М мочепину. н-.-шрнфугнрозалн при 105000 G 2ч Надосздочная жндкосг. 
содержала «остаточную» фракцию белков
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Пла&лсние ДНК. хроматина и еы «остаточной» фракции проаадили на спектро
фотометре «Гнклпг: в три<о К ’.I буфере (pH 7.0). пр,; ;.֊260нм [I] Перед
плавлением препараты станилн на диализ в течение 24 ՛• против буфера и котором их 
влгкилн. Нагрев осуществлял» с помощью температу( того про: роммшна։ с .шнеыюй; 
скоростью нарастания 0,5 град/мни. Поглощение регистр яр։ ^алн на программируе
мом калькуляторе НР 975 1/0». Точность определения геми-. ;՝.иуры с ост а вл ял а ± 
<!.()5О, оптической плотности -3.10 1 ОЕ. Кривые 1лазлг!։кя каждого «бразиз сни
мали 5—6 раз. Использовали 10-миллиметровые кюв ты с или: но притертым» проб
ками. Измерения проводили и интервале температур от 40 до 100-.

Результаты и обсуждение. Фракционирование негистоновых бел
ков хроматина удобно проводить последовательной экстракцией белков 
растворами с раз личной концентрацией хлористого натрия и мочевины. 
Этим методическим подходом были выделены три фракции негистоно 
пых белков хроматина печени петушков; лабильно связанные белки, 
прочно связанные белки и так называемые «остаточные» негистоновые 
белки, экстрагируемые только при обработке препаратов ЗМ .\!аС1 и 
и 5 Ц мочевиной. Показано, что яри таком фракционировании при
мерно 70% общих негистоновых белков хроматин; находятся во фрак
ции лабильно связанных белков, 20 22 в составе прочно связанных 
белков и 5 7% в составе «остаточной» фракции (табл.). Эстрадно-

Содержание белка в отдельных фракциях негдетоновых 
белков в контроле и после введения животным хтраднола-17 Ц, 

мг на I мг ДНК

Вариант 
эксперимента ДСП 5 ПСНБ ОСНБ

Контроль 0.245+0 015 0.074+0,ОСИ 0.025+0.(102
Эстрадно! 0.250+0.010 0.057+0 003 0.045+0.003

левое воздействие не оказывает существенного влияния на общее сэ- 
держание лабильно связанных иегнето.новых белков (табл.), .-.ня и; чя 
ранее были выявлены изменения и составе отдельных фракцш -гнх бел- 
I.՛ в при дальнейшем их фракционировании ионообменной хромате, ра
фией и электрофорезом в 11ЛАГ [2]. Заметные изменения обнаружи
ваются во фракциях прочно связанных и «остаточных» негистоновых 
белков. При этом количество прочно связанных белков уменьшается 
на 20% с одновременным повышением содержания негистонсшых бел
ков «остаточной» фракции на 50—55% (табл.). Такое существенное 
перераспределение. по всей вероятности, вязано с -ильным дерепресси- 
рующим воздействием гормона. Обращает на себя внимание заметное 
увеличение количества белка в «остаточной» фракции хроматина, инте
рес к которой обусловлен данными о том, что она обогащена последова
тельное ы-ю ДНК. специфически узнаваемой «остаточными» белками 
[13]. В связи с этим представляет интерес изучение изменения термо- 
стабильности -лий фракции в контроле и при активирующем влиянии 
эстрадиола с целью уточнения возможности структурных перестроек 
в ней.

Как видно из • игунка, воздействие эстрадиолом не влияет на плав
ление препаратов нативного хроматина, в то время как кривая плавле-



пня его «остаточной»- фракции смещается в с оранх высоких темпера
тур. Высокая термоетабвльность остаточной фракции при воздействии 
эстрадиола, по-видимому, объясняется повышенным содержанием в ей 
белка. Вместе с тем на фоне п лишения общей термос габильност и об
ращает на себя внимание заметное ее снижение при относительно низ
ких температурах плавления, затрагивающее 7—8% плавящегося х ՝:- 
плекса н области АТ-бога.ых участков ДНК (рис.) Следовател:....

Кривые ллаялепйя: I свободной ДНК. 2. хроматина, 3 «остаточной» 
фракции хроматина н контроле, 4 «кгаточной» фракции хроматина 
при воздействии эстрадиола. На оси абСцвсс -температура, на осн орди

нат—доля распланлсняисгн ДНК

введение гормона приводит к увеличению нскотор: й роли легкоплавких 
участков, соответствующих сайтам связывания «остаточных» пегнечо- 
новых белков с АТ-богатымя участками.

Полученные результаты свидетельствуют о структурных перестрой
ках з достаточной» фракции хроматина при дерелресенруюшем геном 
влиянии эстрадиола в клетках печени петушков. Гормональная актива
ми генома сопровождается обшей стабилизацией структуры «астата 
ной» фракция хроматина, по-видимому, являющейся результатом ш 
метиого перераспределения прочло связанных г ДПК негистоновы.ч б՛. ■ 
ков в хроматине Некоторая дестабилизация структуры может Гл г . 
непосредственно связана с процессами спецнфнчеа-ой дерспресснп 
деленных участков генетического аппарата.
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Биолог, ж Армении, г. 41. № 4. 1988 УДК 616.36—007.21:537.2

ДЫХАНИЕ МИКРОСОМ ПЕЧЕНИ КРЫС ПОСЛЕ 
ВОЗДЕЙСТВИЯ ЭЛЕКТРОСТАТИЧЕСКОГО ПОЛЯ

Г. Г. АРЦРУНИ, .4. С. ТЕРМАРКОСЯН. .М. Г ХРЛОПЯН. К. Г. КИРАКОСЯН

Ереванский медицинский институт, ЦНИЛ. лаборатория 
биофизики и молекулярной биологии

Микросомы печени—электростатическое иоле— дыхание.

В ряде работ [4, 7, 8] показано, что воздействие ЭСП приводит к из
быточному снабжению тканей кислородом. Известно также, что в пе
чени он утилизируется тремя основными путями: митохондриальным 
окислением, перекисным окислением липидов и микросомальным окис
лением. Ранее нами было установлено, что ЭСП угнетает митохондри
альное дыхание я интенсифицирует липидную пероксидацию печеноч
ной ткани [2, 3]. В настоящей работе представлены результаты изуче
ния действия ЭСП на скорость утилизации кислорода микросомами пе
чени крыс.

Материал и методика. Исследования проводили на белых беспородных крысах* 
СОДах массой 150—180 г. которых подвергали воздействию ЭСП напряженностью 
2СОО В/с.м, длительностью 1 ч, I и б сут. но 6 ч ежедневно а сразу же декапигнровалн. 
Микросомы печени изолировали по общепринятой методике [1]. Параллельно заби
вали контрольных животных. Скорость дыхания определяли на полярографе 1Р-7 
(ЧССР) при помощи термостатируемой (։ 26е) ячейки с закрытыми электродами 
Кларка [5]. В полярографическую ячейку, содержащую 2 мл среды инкубации 
(100мМтрнс-НС1, pH 7.4). добавляли ! мМ НАДФН и суспся «ню микросом in расчета 

4—6 мг белка. Регистр провал н 

Количество белка определяли

Результаты и обсуждение. Результаты экс • нтов, привей ՛.- 
ные в таблице, свидетельствуют о том, что воздействие ЭСП всех ис
следованных экспозиций не вызывает достоверных сдвигов в дыхатель
ной активности микросом.

скорость дыхания, которую выражали в —------------—
ми и. мг белка

ио [6].

Сокращения: ЭСП—электростатическое поле.
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Скорости дыхания чикросоч после ВОЗДемстзця ЭСП напряженностью

чин. мт белка

Экспозиция :.'СН (.КОрССО» ТЫХ-ТИ : Экспозч ли: СП коро ть дыхания

V (конгрпль) 
п 11 7 1+0 1

1 сут 
и 7

> 2+0.9
I Г. 12

1 ч б.б+и.б б сут 6.1+0 45
п 10 0,ь'» и 9 1 1.72

ЭШ I нраки՛. чес к и нс влияет на скорость утиля-ацнн кт и»|н*ла мик
росомами. Принимая г> • внимание результаты наших предыдущих ис
следований. мы можем предположить, что нчбыпж мн-.терчла. рсгкстрй 
Р)с*мып при ши с . .։ 1.1 ЭС11 I- -енчнним ։. I. круги՝»! 1см пере- 
к сенат окне ленив липидов.
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ВЫЯВЛЕНИЕ АСИММЕТРИИ В РАСПРЕДЕЛЕНИИ 
ЭРИТРОЦИТОВ ПО РАЗМЕРАМ МЕТОДОМ

ДИФРАКТОЭРИТРОМЕТРИИ

Р. I МКРТЧЯН •:> 4 мкоян. / П САРКИСЯН, р г хлебопрос
НИИ мглиинноон ; элнмого» М3 АрмССР. Ерспап
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Ранее [6, 7] наин было покачано, чп» при uiciiepc.Hn по размерам в 
популяции -#р|||роцн’.. н (чти пссгдл имее: место п реальной крови), ЛВ'«

СокрацЦ'МНИ СА енмкернчний лшпоапо՛. ПАА натурииА асимметричны!! 
Д11н<иипт0.|, НАЛ ։и։галогич<чкий зс>-ммс!рн>1нын .шпш.ииол
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ж- если она подчиняется закону Гаусса (нормальное распределение), 
их средний диаметр не пропорционален параметр} первою максимум*, 
функции Бесселя. Другими словами, принятая методика получения 
ве •••чины среднего диаметра эритроцитов [4,8. 10. 12] по м ее то положе - 
Ий. первого максимума дифракционной картины неточна

Вместе с тем имеется ряд литературных данных, свидетельствую
щих о том. что у здорового организма распределение эритроцитов но 
размерам (эр.итроцитометрическая кривая) нс всегда подчиняется зако
ну Гаусса [2, 5, II]. Довольно часто это явление рассматривается как 
артефакт экспериментальной методики. Однако мы считаем естест
венным предположить, что эго главным образом связано с динамиче
ской природой равновесия системы эритронш Последнее понимается 
так: в реальном эритроне всегда имеют место флуктуации разных по
казателей. обусловленные, . од։. и стороны, его функционированием 
на։ целого, с другой в.’л: гнием внешних факторов. Эго в равной с чик 
ни относится и к размерам эритроцитов; Таким образом, делается л՛ ՛ 
гпческое предположение, что в норме распределение эритроцитов п՛ 
размерам может иметь асимметричный характер. В отличие от нор
мального распределения, для которого все моменты выше второго тож
дественно равны нулю, асимметричное распределение может характери
зоваться также третьим и четвертым моментами. Третий момент ко
эффициент асимметрии, .՛։ четвёртый—коэффициент эксцесса Они име
ют следу-։ошин фи в.еезл.и смысл՛ коэффициент асимметрии харахте- 
риаует Направленно и эеличин} сдвига главной моды распределения от 
(՛։։• среднего значения; коэффициент эксцесса дает информацию о слу
чайном характере и степени однородности основной массы эритроцитов 
по изучаемому признаку (форме кривой распределения и ее высоте 
вблизи главной моды). Различаю՜; ша типа коэффициента.; асиммет
рии и эксцесса, отличающихся ио знаку.

Назовем НАЛ явление отклонения эритроцитометрической кривой 
в норме от симметричной гауссовской. Многочисленные литературные 
данные [2. 15, ՛..] свидетельствую;. ։то при различных патологически : 
Состояниях организма наблюдаются отклонения эритроцитометрической 
Кривой от нормы как к виде микроцитоза, так и в виде микроцитоза. 
Назовем указанную асимметрию ПЛА. Допустимо также предположе
ние, что при некоторых заболеваниях может иметь место переход от 
НЛЛ к СА.

В настоящей работе продолжено развитие теории днфрзктоэрнтро- 
метрии—дифракционного мето га решения задачи эритроцитометрии, на 
случай популяции эритроцитов с асимметричным распределением их по 
размерам. Эч ■ позволяв՜։ в дальнейшем построить алгоритм получения 
параметров асимметричною распределения (величину среднего днамс - 
ра, дисперсии, коэффициента асимметрии и коэффициента эксцесса) во 
экспериментальн! регистрируемым дифрактограммам с целью выясне
ния различий между НАЛ и ПЛА.

При решении задачи дифракции света на мазке красной крови, ос
новываясь на работы [I, 5]. мы рассматривали эритроциты как части
цы, имеющие форму диска.
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Отклонение от нормального распределения закладывается в исход
ную модель в виде асимметрии и используется выражение, хороню из
вестное в литературе под названием ряда Эджворта асимтотическое 
разложение, основанное на нормальном распределении [3]:

" -* 10"2 I
Чх)-?(х)-^ ?<’'(х)+ (I)3՛ 4! 6!

с! — (К.где <р(х) — функция гауссовского распределения, х- ------ нормирован-
О

пая величина, с!.֊.֊ средний диаметр, <1—диаметр эритроцита- п—диспер
сия по размерам для нормального распределения, ч’(х) - производ
ные от ч(\) по безразмерному параметру, (у-1,2....). у։ ֊ р-Л т2 = 
= ^֊— — 3^— коэффициенты асимметрии п эксцесса, ру—центральные 

моменты. Это позволит отличить дифракционные картины при симмет
ричном и асимметричном анизоцитозах.

На практике оказывается достаточным использование разложения, 
содержащего члены с третьим и четвертым моментами (н;. ц<). По
скольку почти все; .а у՛2 малые величины, а также в силу равенства 
(±:У’)‘ = У1՜. нс позволяющего выяснить, какая именно асимметрия (по- 
ложнтельная или отрицательная) дает соответствующий вклад, далее 
последний член в ряде (1) можем опустить.

Для вычисления интенсивности результирующей дифракционной 
картины как функции от точки на экране наблюдения достаточно усред
нить выражение распределения интенсивности для отдельного эритро
цита [7] по размерам, использовав формулу для математического ожи
дания [3] и функцию распределения эритроцитов по размерам в виде 
(1). без последнего слагаемого. Выражение интенсивности тогда за
пишется в виде:

х (3-х2)-11 (3-6 х’- х‘) Лс. (2>
Л! 4!

Из определения нормированной величины ,\ легко убедиться, что в 
пределах 'интегрирования от—до-}90 в выражении (2) диаметр зря-* 
1ринита изменяется от нуля до +*.

Один из сравнительно простых способов вычисления интегралов 
г.ида (2) можно найти в [7]. В результате получается выражение, от
личающееся от 1 (\е) для одинаковых эритроцитов, слагаемы ми । ропор- 
циональными параметрам асимметричного распределения—с!ц. гг, у,. у2. 
Примечательно то. что первое слагаемое аналогично выражению I (\у) 
для монстра.!.мерного множества эритроцитов с величиной диаметра 
с!о [7],

На практике (почти всегда) значение о/с^ лежит в интервале 0,05 - 
(։.<՛ к удовлетворяется условие (о.-Чп)I. Это позволяет сущетвенио
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\ простить выражение 1 (\у), необходимое для достижения поставленной 
цели. Оно имеет вил:

l(w) = NU/_з Y 
8 UJ

/kwd„ \’т
v J И " 1(2 з’-:)!? J I i .. \ t
"ojn!(m-т-2)![(m-1)!]2 .2:n)! | 3d0 \ r df’ / ' (3)'

3 4~ тД2ш —1)2т / о V
6 \ </ 1

На первый взгляд выражение (3) имеет довольно сложный вид. Одна
ко опенки показали, что во втором слагаемом достаточно ограничить
ся значениями ш —0,1....5. Вместе с тем уже из (3) следует, что при 
определенном шачении <] положения экстремумов (максимумов и ми
нимумов) зависят от знака и величины как гак и у2. Легко заме
тить, что при у։ = у2 = 0 выражение (3) совпадает с выражением для 
случая гауссовского распределения [6] При макроцитозе (у։>0) глу
бина первого минимума уменьшается (высота увеличивается) больше 
по сравнению с СА. а его положение сдвигается в сторону меньших 
углов. При микроцитозе (у <0) имеет место обратное явление.

Вопрос о нахождения значении \ я I, решается легко, если вместо 
1 (ч ) в эксперименте измеряется отношение (р) — 1 (ч > Здесь р— 
набор параметров функции распределения эритроцитов по размерам 
(1о. о. у|։ у2.

В дальнейшем будут обсуждены результаты расчетов для разных 
модельных случаев и сравнения с экспериментальными данными, по
лученными на созданном нами днфрактоэритрометре.
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аЬ&ЬРЦЭЪЬР • РЕФЕРАТЫ

Бийлаг. ж. Армении, • 41, № I. 1988 ^ДК 616.993.127

КУЛЫ НВИРОВАНИЕ СВОБОДНОЖИВУЩИХ ИНФУЗОРИИ 
ПРИ ПОДКОРМКЕ ЛЕЙКОЦИТАМИ

ЛЕ I. АМБАРЦУМЯН. .4. А. .7,4.7.4ЯП
Ереванский государственный медицинский институт, кафедра биачогин

Свободноживущие инфузории как тест-объект широко г. с пользуются в 
различных областях биологии. Этим, в частности;, можно объяснить 
тот большой интерес, который проявляют многие исследователи к по
искам новых методов к способов культивирования простейших. На
стоящая работа представляет одну из таких попыток

Опыты ставились на свободножнвущнх инфузориях Ртатсс'ииг- 
г1иШгп՝1СГ0Пис1еа(ит. которые культивировали в сбалансированной ми
неральной среде Лозина-Лозинского (Л Л) при различных темпера- 
гурах (25°, 32 . 35՜ и 37՜ I. В качестве подкормки использовали лейко
цитарную массу кровя человека как в отдельности, так и в сочетании 
с термофильными микроорганизмами (Вас соа£н1ипх). Контрольные 
инфузории подкармливали '.рожжамк (Засскагот \՝а՝ь еШ/^оШся} ..о 
метод и к е Л оз л н а - Л озинс кого.

Лейкоцитарный корм словили следующим образом. Одну каплю 
исходной суспензии лей;.՛ цитов разбавляли г. 1,5 м среды Л-Л и по 
1 капле добавляли в каждый микроакиариум (хч .ьчествь лейкоцитов 
в одной капле составляло I млн. а нои пересчете в I мл—28 млн кле
ток). Корм из термофильных микроорганизмов готовили разбавлением 
Г» петель бактериальной массы и 2 мл среды Л-Л и но I капле добавля
ли в каждый микроакнариум. По количсс.ву обнаруженных в микро- 
аквариумах инфузорий определяли число поколений за сутки. Таким 
образом, темп размножения определяли путем подсчета числа делений 
каждой особи (линии) в сутки в течение нескольких дней ни: не елн. 
При комнатных температурах (23°, 25°) темп размножения составлял 
2,44 раза в сутки (контрольные—1,16 раза), при 37՜ 2,9 раза в сутки 
(контрольные—1,9 раза). Когда лейкоцитарная масса сочетается с 
мертвыми термофильными микроорганизмами- инфузории размножают* 
ся более энергично—4,16 раза в сутки. При подкормке культур толь
ко термофильными бактериями период деления инфузорий резко пада
ет, достигая 1,11 раза в сутки.

Таким образом, лейкоцит ирная мисси, полученная из крови челове
ка, представляет полноценный корм при культивирован и и свободно- 

336



живущих инфузорий как при комнатной, так и при высоких (35= 37°) 
температурах.

9 с, бнблногр. 7 казн.

Полный текст статьи леи, и ВИНИТИ, № 8020-В87 or 28.Х 1987 г
Поступило I9.V 1987 г.

В^олог. ж. Армении, т. 41. № 4, 1988 УДК 632 937 1:595.78(479.24)

ПАРАЗИТЫ ОСНОВНЫХ ЧЕШУЕКРЫЛЫХ ВРЕДИТЕЛЕЙ 
ЯБЛОНИ И ГРУШИ В ЛОРИ-ПАМБАКСКОЙ

ЗОНЕ АРМЯНСКОЙ ССР

А. Дх ГРИГОРЯН
Кнровахснскнй государственны: недагогичсскнп институт, бнологшюсккй факультет

В статье приводятся состав ->нтомофагов вредных чешуекрылых плодо
вых садов; в частности яблони и груши Лори-Памбакской зоны Арм. 
ССР. значимость и динамика по годам (за 1977 1980 и՛.) для яблон
ной пярдожорки, рябинои'Ч! и яблонной молей, медведицы госпожи и 
златогузки.

Общая наразитированносгь опасных вредных чешуекрылых за от
меченные годы в среднем колеблется в пределах, %: яблонной плодо
жорки— 7,9—19.5; рябиновой .моли 0,21, медведицы госпожи 5.3 
80,0! яблонной моли—10.5 43,5; златогузки—0 14,2.

На яблонной плодожорке выявлены 5 видов паразитических насе
комых (Pimpla turionellae L., Ascoguster quad ri dent at a Wesni... Crem- 
nops deserter I.. Mlcrodits rifipes Neys., Xeopleclons ротоне Ila 
Seim, et Moir.), рябиновой моли — 2 (.W.Grngaster sp. air. polita Marsh,), 
медведице госпоже 8 {Pimpla instigator F., Xetaropelrna amictum 
Fabry., N. sp. ci. amictum Fabry, Ichnoumon sp. cj. deliralorius I... 
Apauteles sp. aff. ucuminatus Roitih., Careelia lucorum Mg., /lueb՜ 
neria tiffinisa Fell.. Xemorae pellucide Mg.), златогузке 7 (Aleleorus, 
versicolor Wesm., Braeteola anthracina Richter.. 'fovonsendielloinyia՝ 
nidlcolla T. T., Ctenophorocera ptrvida Mg. Compsilura cOncinata 
Mg., Blondelia nigripes Fl!., Tachina praeceps Mg.), а яблонной мо
ли 5 (Uoplectis tunetana Schmied.. Habrobracon. v՝arlegator Spin. 
TetrestUiiiis evonymeliae Bonchc., Ameniaspis fiiscicollis Dalm.. Psen 
dosareophage mamillata Pand.) видов паразитов.

Таким образом, на отмеченных вредных насекомых в общей слож
ности выявлены 26 видов паразитических насекомых, мри надлежащих 
к двум отрядам и G семействам, в том числе Ichneumonidae 6 видов 

Braconidae—7. Eulophidae 1. Encyrtidae -I, Tachinidae—\0,$ar<:op- 
kugidae—1 вид.

Для каждого вида приводятся фенология и литература по АрмССР.

9 с., бпблиогр. К) нззв-

Полный тгкст статьи леи. в ВИНИТИ. A՛ 9068-В87. о։ 24.XII 1987 г.
Поступило 1.Х 1987i.
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Биолог. ж. Армении, т 41, № 4. 1988 УДК 634.01?

ДЕРЕВЬЯ И КУСТАРНИКИ ТЮМЕНСКОГО 
ПОБЕРЕЖЬЯ оз. СЕВАН

п. .4. ХУРШУЛЯН. С. Б АЙРАПЕТЯН 

Институт ботаники ХН ЛрмССР

Целью наших исследований было уточнение н выявление изменений в 
видовом составе деревьев и кустарников за прошедшие 50—60 лет.

На Гюнсйском побережье оз. Севан нами обнаружено 79 видов 
деревьев и кустарников, что. по существу, охватывает все приводимые 
ранее другими авторами виды, за исключением двух Л! espilus ger- 
mantra I.. и Rabat sa.xatalis L. Здесь нами собраны ранее неприводи
мые дли данного района 2 вила рябина кавказская (Sorbus caucasica 
l.lnserl.) ERE № 133264 и миндаль Феиц. я (Jmygdalits fcnzliami 
(Fritsch) Lipsky ERE № 133263.

Указанные 79 видов деревьев и кустарников относятся к 17 семей
ствам и 32 родам. Самых։ представительным является семейство 
Rosaccac 13 родов, 43 вида. Род Sorbus представлен 9 видами. Лх/ль 
galas 6, a Cotoneaster и Rosa по 5 видов. Из обнаруженных ви
дов деревьев —27 (2 хвойные), кустарников 51 (3 хвойные). Из ле- 
ревьсп преобладающими являются Quercus maerunthera Fisch, et Mey., 
ex Hohen. и Juniperus pedicarpos C. Koch.

Особенно богат видовым составом Севанский хребет ։77 видов). 
Наиболее насыщены северные в северо-восточные млкросклопы, где 
встречаются 90% приводимых видов деревьев н кустарников. 10 видов՛, 
благодаря большой экологической пластичности встречаются на всех1, 
макросклонах

При сравнении видового состава деревьев и кустарников Гюиейско- 
। побережья г таковым Дгралагязского. Зангезурского п Ид жеван*, 
ского флористических районов выявлена, тесная связь с соседними фло
ристическими районами, наиболее выраженная в направлении к югу 
(Севанский хребет).

Богатый видовой состав аеидрофлоры Севанского и Арегунейского* 
хребтов и связь их с соседними флористическими районами позволяет 
предположить, по Гк»ней является одним нэ направлений, по которым 
древесно-кустарниковые виды мигрировали с Кавказа в Пран и Малую» 
Азию н наоборот.

11 с. бм&пюгр. 11 л а >в.

Полный текст CJ.i:i.n дсп г ВИНИТИ. № 9070 В87 от 24. XII 1987 i
Пестрило 23 IX 1987г.. |
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бямог. >: Армении, т. 41, № 4. 1983 УДК 631.589 633.88

РОСТ И РАЗВИТИЕ КАТАРАНТУСА РОЗОВОГО 
(CATHARA.\THUS ROSEUS G. DON) В ЗАВИСИМОСТИ ОТ 
СОДЕРЖАНИЯ МАКРОЭЛЕМЕНТОВ В ПИТАТЕЛЬНОМ

РАСТВОРЕ

к. с. млнлсян
Институт агрохимических проблем и гидропоники АН ЛпмССР, 

Ереван—Норагюх

Исследовали развитие и продуктивность растений катарантуса розово
го. выращенного з условиях открытой гравийной гидропоники, с целью 
выявления оптимального соотношения азота, фосфора и калия в пита
тельном растворе Давтяна.

При выращивании растений на малых гидропонических установках 
с использованием растворов с разным соотношением элементов отме
чены: одинаковая у растений всех вариантов продолжительность буто
низации; более позднее наступление фаз цветения и плодообразования, 
по боле» быстрое их i похождение у растений, получавших полный пи
тательный раствор.

Сокращение доз макроэлементов наполовин} и снижение доз фос- 
фора и калия в питательных растворах обеспечивают высокую продук
тивность растений, а снижение дозы азо;а сказывается отрицательно.

9 с, бнблногр. 8 назд.

Паяний i .-KCi cia.u'i леи, п ВИНПТГ
Поступило 1.V11 1987 г.

биолог, jk. Армении, т. 41, № 4. 1988 УДК 581.17

РЕЗУЛЬТАТЫ ПРЕДПОСЕВНОЙ ОБРАБОТКИ СЕМЯН
П Ш Е Н И ЦЫ Г И ББЕ Р ЕЛ Л И Н ОМ

II. II БСГЛАРЯН, О. А ГЛДЖИРЯН
Ереванский государе: иеккий университет, кафедра 

цитологии и Генетики

Работа посвящена результатам изучения действия разных концентра
ций ГА (0.0J, 0.02, 0,05, 0,1%) при 4-, 6-, 8-часовых экспозициях на 
всхожесть семян, энергию и темп прорастания, на динамику роста пр» 
ростков, а также митотическую активность меристематических клеток 
корешков пшеницы сорта Безостая 1.

Установлены оптимальные концентрации и экспозиции ГА3. Вы
явлено их значительное стимулирующее действие на ранних стадиях 
бйтогсиеза.

11ч испытуемых четырех концентраций ГА3 наиболее эффективны
ми оказались низкие: 0,01%-ная при 8-часовой экспозиции и. 0,02%-ная 
при 4-часовой. Последняя более эффективна, о чем свидетельствуют
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.рачительное повышение всхожести, энергии и темпа прорастания се
мян, стимуляция роста проростков и повышение митотической актив
ное:» деления клеток меристемы корешков из обработанных Г'А3 семян.՛

9 с„ библиогр. 21 мйлв.

Полный текст статьи де։։ ь ВИНИТИ Поступили З.Х 1987т.

ЕнолОт ж. Армения, т. 41. № 4, 1988 УДК 634.25.581.'11 (479.25)

ОВОДНЕННОСТЬ ЛИСТЬЕВ И ПОБЕГОВ ПЕРСИКА В 
ЗАВИСИМОСТИ ОТ ГУСТОТЫ ПОСАДКИ

Г. Л. БАБАЯН. ж. 1'. КАРАПЕТЯН
Институт виноградаре!па. кнкоделни и плодоводе։ ва 

Госагропрома .ДрмССР, пос Мер .-ван

Устойчивость плодовых культур н винограда к неблагоприятным внеш- 
ним воздействиям (морозы, болезни, засухи и др.) в некоторой степени 
связана с оаодненностью тканей и органов растений.

В настоящей работе представлены результаты изучения влияния 
густоты посадки на оаодненность листьев и побегов деревьев персика 
в условиях предгорья Араратской равнины.

Объектом исследования служили персиковые деревья, посаженные 
осенью 1975 г. па территории Мерцаванской эксвернмсптальппй базы 
АрмНИИ ВВиП на площади 2,9 га но различным схемам посадки (5X3; 
5*2,5; 4X3; 4*2,5; 3,5X3 л 3,5*2,5 м). Одновременно о предел ял. и влаж
ность почвы по вариантам опыта: весь вегетационный период фон 
влажности почвы поддерживался в пределах 75—80% от НВ.

Независимо от густоты посадки деревьев наиболее высокое содер
жание воды в листьях и побегах персика наблюдалось ва самых ран
них этапах их роста, во второй декаде мая—в период интененпь >го ро
сы’ побегов и протекало волнообразно. Но мере вызревании побегов 
количество общей воды в них уменьшалось. Содержание ра >личных 
форм воды также подвергалось значительным изменениям.

В период вегетации густо։а посадки деревьев не оказывала отри
цательного влияния на уровень оводненностн тканей.

Таким образом, оптимальный водный режим почвы положи гельво 
влияет на содержание общей воды в тканях однолетних побег.-в к лис
тьях персика независимо от схемы посадки деревьев.

6 с., библиогр. С ։:аш.

Полный текст статьи З-ЙНИТИ, № 30S8-B88 6т 20 IV 1988 г.

Поступило 13 V 1987 г.
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Биолог. ж Армении, т. 41. № 4. 1988 УЛ К 529.2/9. J 5

КАВКАЗСКИМ ДОМОВЫЙ ВОРОБЕИ 
PASSER DOMESTfCL'S CAl-CAS/CUS BOGD.

В ДОЛИНЕ р. МАРМАРИК

Г. Г. МАНУЧАРЯН. .И. Ж МХИТАРЯН

Ереванский государственный уимк-рсптет, кафедра зоологии

Кавказский домовый воробей в долине р. Мармарик размножается 
дважды в год. Первое массовое размножение фоигходит во второй 
декаде мая, второе—во второй декаде июня. Откладывается I 7 яиц, 
'Ьо второй кладке֊-преимущественно 7. Насиживание начинается по
сле откладки 3-го яйца. Первые стаи молодых птиц отмечаются в кон
це июня, их численность удваивается во второй г ловиие августа за 
счет второго поколения. Стаи сохраняются до вссг.ы (май).

Кавказские домовые воробьи в долине р. Мармарик не могут счи
таться опаснымн сельскохозяйственными вредителями, поэтому вопрос 
об ограничении их численности здесь не стоит, в отли «не от Араратской 
долины, где уже возникла такая необходимость.

IJ с., библяогр. 1G назв

Разный текст статьн дсп. ei ВИНИТИ
Поступило 9.11 1987г

Биолог. ж. Армении, т. 41, № 4. 1938 УДК 529.2/9 Г>

ДАННЫЕ ПО ЭКОЛОГИИ ЖУЛАНА 
1М!/и$ СР/ЗТАТОЗ СОВУМХЧ ВАТ В АРМЕНИИ

Г. Г. МАНУЧАРЯН

Ереванский государственный университет, кафедра зоологии

Наблюдения велись в долине р. Мармарик. Птицы прилетают па ста
ционар небольшими станками во второй половине мая. С этого време
ни наблюдаются от дельные размножающиеся особи, однако массовое 
размножение происходит в июне. Гнездится жулан на кустах, откла
дывает 6 яви. Насиживание длятся ՛ I дней, примерно столько же вре
мени птенцы остаются в гнезде. Жулан полезная птица, хотя в от
дельные годы, когда численность основных кормовых объектов насе
комых—снижается, он может уничтожить птенцов мелких воробьиных 
*.гиц. Учеты, проведенные в ’972—1984 гг., поката и, что численность 
жулана из года в год снижается- что обьясняе. -я главном образом 
плитной посадкой деревьев в местах их гнездования. Жуланы покида
ют стационар в первой декаде сентября.

9 с., библаогр. 6 назв.
Полный текст статьи деп. в ВИНИТИ

Поступило 9. И 1987 г.



ԼՐԱՏՈՒ ♦ ХРОНИКА

АНДРЕИ АЛЕКСЕЕВИЧ ЯЦЕНКО-ХМЕЛЕВСКИЙ 
(1909-1987)

Сон. г. чая наука понесла тяжелую у гра
ту У։./л и; жизни выдающийся ученый, 
ботаник, ина:ом, дрсиеснновед. доктор би«> 
логических наук, профессор .Андрей Алек
сеевич Яценко- Хмелевский

.А А Яцеико-Хмелеяекнй родился 30 ок
тября 1909 г. п Елнзаиегпояе (ныне г. Ки
ровабад; г семье старшего лесного реви
зора Профессия отца и близкое общение 
с природой сыграли бгъи.щуго роль н выбо
ре специальное! II В 1927 у \ А Яценко- 
Хмелевский поступи.» и Тбилисский госу
дарственный университет. Еще будучи сту
дентом первого курса он увлекся система
тической анатомией растений и физиоло- 
гиен древесины что ; г.вплось в дальней
шем основной сферой научной дея
тельности.

Со второй половины тридцатых гидов и 
до 195՜ года научная деятельность А А 
Яценко-Хмелевского была связана <• гор > 
дамп Тбилиси и Ереван. В 1944 г. он не- 

реезжзег иа постоянную работу в Ереван 
н в Институте ботаники создает лаборато
рию анатомии растений, которую возглав
ляет до irepec>u в Ленинград в 19.57 г. 
15 Ленинграде Андрей Алексеевич заведу
ет кафедрой ботаники Фармацевтического
института, а затем, с 19545 г. но 1979 : 

кафедрой анатомии и физиологии растений 
Ленинградской лесотехнической академии. 
До конца своей жизни он остается профес
сором этой кафедры.

Научная и педагогическая деятельность 
Андрея .Алексеевича была связана с моло
дежью. к которой ОН ОТНОСИЛСЯ С ОТЦОВ
СКОЙ любовью и требовательностью Андрей 
Алексеевич бил человеком высокого граж
данского долга За 55 лет своей научной 
деятельности он ниспитэл целую плеяду 
специалистов—кандидатов и докторов наук, 
работающих зо многих областях биологи
ческой науки—эволюционной, систематиче
ской н экологической анатомии древесных 
растений техннческого древесиноведения, 
физиологии леса, культуры тканей ։и vitro 
дгц-весиых растений и др

Будучп эрудированным, высокоинтеллек
туальным человеком, владеющим многими 
иностранными языками, see свои знания ин 
отдавал ученикам, охотно помогал моло
дим специалистам в научных изысканиях 
как и области анатомии растений, их и 
других чб.1.'|՛." lx ботанический наука.

Под руководством Андрея Алексеевича 
у.пщщдеиы S ՝ кандидатски -, диссертаций, а 
8его учеников стали докторами наук

Первые кандидатские диссертации, напи
санные под его руководством, были успеш
но ։а;цщцены в Институте ботаники АН 
АрмССР и 194 7 1955 гг.. где н создава
лась первая школа ксилслогов. ныне рабо- 
гающих в различных научно-исследователь
ских ։։чстн:\..։.х и учреждениях республи
ки и других городов страны.

А. А. Яцеикс-ХмеЛёвскин является осно- 
зоположцнком древесиноведчегкой науки в 
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Армелин. Здесь нм написано около 100 ра- 
бот 1] ряд монографии, которые пошли в 
#Рс«.ал мирово;՜; науки. Ею первая моно 
графи.। <Пр։—.:н։ы .исп-машкп древеса 
uu>, та։ципк..::ля как дикюрекан днссср- 
таили, высоко ценится спецпзл вегами нс;- 
.ГО .мира и уже 40 лет является основой 

разработки теоретических попросив такси- 
КОМИН. В 1954 г. ныиыа п свет вторая ми 
цпгрзфия «Дренесмны Кавказа», уникод 
ныв справочник, IIO сноему HI.IMVHHJO ДИЛ՛, 
ко вМ,ходящий ia пределы Кавказа. Эил 
Замечательный труд был высоко он» иен 
сопегскямн И .ырубежными анлтпмзМН. бч 
таинка.мп, дрсассиинаедами и другими спе
циалистами В Ереване ж ;и шшнелл ра
боту «Основы и методы анатомического 
исследования древесины . юн-стая и но 
СеГйДН.ШНИН день ИПЛЧ՛. CM HUI.; ЛЬВОВ К 11- 
ГОЙ снецвалвстон в области структурной 
ботаники. В лаборатории аплимни рш с- 
ник \п треп Алексеевич создал ценную кол
лекцию древесных образцов мяровпн д«н- 
дрифлоры. которая продолжи, т обогащать- 
ся все новыми и новыми видами растений. 
Они нг.ляется ттсоценизтой научной базой 

лля всесториплего изучения строения дре
весины представителей различных семейств 
растений.

А \. Яцснко-Хмелевскип опубл вковал 
более 200 работ. -I монографии и 1 учебна 
кя. Он был бесконечно проданным науке 
ученым 11 1074 году .Андрей Алексеевич 
был избран почетным членом Французской 
академии сельскохозяйственных наук, и и 
1Ж г. стил одним |',ч вице-президентов 
Международной ассоциации анатомов дре
весины. членом которой он состоял с 193՜։ 
года.
Андрей Алексеевич был человеком щед
рей души, настоящим интеллигентом, с ИС
КЛЮЧИ! ел; ным чувством юмора, доброжс- 
ла । ильный и отзывчивый. Он прекрасно 
пыл историю музыки, живопись, всемнрг 
;>ю луд'..'жест пенную литературу, а исто- 
/и । армянского народа—не хуже, чем бо
тинку, II всегда был гоюв помочь своим 
ужимкам и коллегам в решении различных 
научных проблем.

Памя I. об Андрее Алексеевиче Яценко- 
Хмелевском каиссгда сохранят коллеги, 
многочисленные ученики, друзья.

ПАЛЛНДЖЯН В. А, ТУМАНЯН С. А.
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