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К ВЫЯВЛЕНИЮ ПРИНЦИПА ПОСТРОЕНИЯ ПЕРВИЧНО» 
СТРУКТУРЫ БЕЛКА

IV СИСТЕМАТИЗАЦИЯ СООТНОШЕНИЯ КОДОНОВ АМИНОКИСЛОТ 
И ПРОСТЫХ ЧИСЕЛ ОПРЕДЕЛЕНИЕ И РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ПРОСТЫХ 

ЧИСЕЛ ВО МНОЖЕСТВЕ НАТУРАЛЬНЫХ ЧИСЕЛ*

• 1, II и III сообщения опубликованы п №3(38), 19«5 № II ('10), 1Й87, и А? 7 
.(■II), 1988, «Биолог, ж. .Армении».

Г .4 ГЕВОРКЯН

Инн шут бшлнынн Ml АрмСС.Р. Ереван

Ни основе суммарной -лем тронной плотности кодирующих осниааннн сис
тематизированы кодоны аминокислот в спирали Архимеда Выявлена за
кономерность соотношений между ними и распределением простых чисел 
ио множестве натуральных чисел. Выдвигается ։езнс об осуществлении 
геи-апппратного синтеза спеинзлнзнревзниых пептидов с обтп» биологи 
ческим и их<муноак:нвным назначением Предсказано сушсствовэнис 
ешс оди<>|| генетически кодируемой аминокислоты

կոդավորող դում արայէն Էյե Լ-ւՈրոնային խտՈէթյաՆ դսքսակարդվ1էյ
են ամրնսւթթօւներք։ կոդոններք ԱրքփմԼդէ֊ . ;արոէյր>, մեշ Г-ա ցա՛ւս յավձք հ Նրանց 
ե րնւսկան թվերի ր արրյ ու թյան Jit պարդ Р4~гГ րաշքոման որինա-
չափաթյունրւ Դրույթ է սյէւայադրվեյ րնդհանոէր կեեոարանական և քւմ ունոակ 
/л/ւվ նշանակություն ունեցող մասնադիէոս-ցվւձ պԼպսրիդների ’/I.UiujJtb ufii/թԼդ 
{•րակաՆացՆԼւոէ ւհսսին՛ Կանխաւոեսվաձ ( ■' —■ ոանհ ■■: կ <և-նւ»րսն կոդավորվող I'll
մեկ ամինաթթվի դոյո,թյ„,Նր.

According to the parameter ot summary electronic density of coding ba
ses ail the codones of am.no acids h vc been sysunnlzcd in Archimed's 
spiral. It has been revealed the regularity of correlation between them 
and division of simple numbers In the multiplicity of natural numbers. 
An idea has oeen put forward about the realization of gene-apparatus 
synthesis of specialized peptides with general-biological and Im in unc-.ic li
ve significance. I։ ь predicted the existent e of one more genellcally co
ding amino acid.

Структура 6i‘.:xu -.։/.• tcm«tu.?uj4U4 np:> тыл чисел пептиднан епкции.шаацим.

Ранее [2֊ -I] нами была представлена новая система классификации 
природных аминокислот п спирали Архимеда Основой для этой клас
сификации служил примененный впервые нами параметр СЭП биомо

Сокрушения: Х.АЧ -хирактерг. л- аминокислотное чередопапис СЭП—сум,мирная 
электронная плогноегь.
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лекул, соответствующий второму уровню рассмотрения периодической 
организации строения вещества [6] и тем самым являющийся обобща
ющим критерием оценки разрозненных физико-химических, квантово 
биохимических, рентгено-структурных и других данных

Так как сегодняшний уровень развития науки не позволяет пере
ходи и. от рассмотрения строения вещества (первьк и вторые уровни) 
к исследованию строения атомного ядра (тре нй уровень) [1>]. то пара
метр СЭП таит в себе возможность щенки, адекватной биологической 
организации, которая уже требует единообразного рассмотрения физико- 
химических, структурных в системных основ клеточных процессов.

Свидетельством такой возможности служат результаты наших ле
ей д- ваний. пока |ываинцих> что семейственно-индивидуальной класси
фикации поддаются как аминокислоты, жирные кислоты, сахариды, 
так и кодирующие основания, т с. все функциональные единицы пяти 
О-'ливных компонентов клетки (ДНК, РНК, белков, липидов, :н тнеаха- 
ридов)

пр- принята попытка систематизации кодонов аминокислот 
в ДПК, в основе которой также берется параметр СЭИ Согласно рас- 
1СТН.М, в свободном состоянии цитозин (Ц| и тимин (Т) имеют 58 и 66 

электронов, а аденин (А) и гуанин (Г) 70 и 78 электр..нов соответ
ственно. Так как в ДНК эти основания, соединяясь е сахаром, теряют 
электрон, то реальное количество их в функционирующих триплетах 
будет составлять 57, 65. о9 и 77.

Необходимость рассмотрения именно кодонов ДНК |рдликтовака 
гем, чю в РНК тмин заменяется ла урацил с количеством электро
нов, равным количеству электронов цитозина, что ника создает неопре- 
делепнос1ь в различительной опенке триплетов Рассмотрение прово- 

1или 1’0 схеме ХЛЧ [4], т <. по парам аминокислот, образующих мек 
ду собой комплементарно-поляризованное противостояние (с вышеог- 
меченпым переводом оснований с языки РНК на язык ДНК)

Из габл. видно, что многие СЭП являются простыми и лами, а 
.111,; СЭГ) и ..л...:-, аминокислот Образуют одно и то ж՛.- постоян

ное число 402, что является подтверждением факта ком г.."" мента рно- 
сти кодирующих триплетов. Именно это постоянное ч ело и определя
ет распределение СЭП кодонов аминокислот в спирали Архимеда

Запишем натуральные числа в спирали Архимеда в местах пересе
чения ее витков с радиальными лучами, исходящими из вершин звезды 
Давида, помешенной в ее центре (риг 1) Ня радиальных лучах двух 
нертмл одной треугольника выступаю! лр -етые числа, г они образуют 
дне руины, которые начинаются с чисел 5 в 7. Продолжением анало
ги֊!!. I.-;' схемы ю больших чисел .можно получить и идентифицировать 
вес I ммы СЭП кодонов аминокислот, а также выявить картину их 
систематизации (рис. 2).

Рис 1 и 2 наглядно демонстрируют связь между распределением 
простых чисел и СЭП кодонов аминокислот в спирали Архимеда Так 
как пр стые числа нерастщ. ллясмы [1], а рибосомальный синтез пеп
тида имеет начало и коней., мы считаем, что существует закономерная
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СЭП кодовое аминокислот в ДНК'

Аминоки
слота Кодон СЭП Разница 

СЭП
Сумма 

СЭП СЭП Кодон Аминоки
слота

ццц I7J 60 402 231 ГГГ
Г л и ццт 179 44 ■102 223 ГГА Ппг»

UL1A 183 36 402 2’9 ГГТ
ИНГ 191 20 402 211 ПИ

цгц 191 20 402 211 гиг
Ала игт <99 4 402 203 гид

НГА 203 4 402 199 ГИТ
ШТ 211 20 402 191 ГИИ Apr

АГА 215 28 402 18? тит

Сер
АГГ 223 44 402 179 тцц

АГЦ 203 4 402 199 тцг Cen
Л ГТ 211 20 4 2 191 ТИА

ТГЦ 199 4 402 203 ЛИГ Цис
TIT 207 12 402 195 АИЛ

Тре ТГА 211 20 402 ’91 \цт i'rnber

ТГГ 219 36 402 183 АП И Три

иди 183 36 402 219 гтг Ги?
ПАТ 191 20 402 211 ГТА

Вал
ЦАЛ 195 12 402 207 ГГТ Глп
НАГ 203 4 402 199 пи

ГЛ и 203 4 402 199 цтг А сп
ГАТ 211 20 402 191 ИТ А

Лей ГАА 215 28 402 187 цтт Г.;у
ГАГ _ 223 44 402 _179 11ТИ

АЛИ 195 12 •102 207 ттг Лен
А АТ 203 4 402 199 ТТЛ

ТАЛ 203 4 402 199 АТТ Ochre

Иле ТАГ 211 20 402 191 АТЦ Amber

ТАТ 199 4 402 203 ATA

1 пр
Мет ТА Ц 191 20 402 211 АТГ

Лиз тти 187 28 402 215 ЛАГ Фен
ттт 195 12 402 207 АЛЛ

* Образующие между собой комплементарно-поляризовашюс протнк'лтоянпс па
ри аминокислот расположены фронтально слева и справа таблицы.
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связь между простым։։ числами я специализацией рибосомальных пеп
тидов до сплайсинга.

Рис I Схема распределения простых чисел по м -ожеляг натуральных 
чисел н спирили Архимеда Кратные -—и числа. между которыми пы- 
ступ.чю? простые числа. взяты и кружки и с< сдинены м стикцмн для на
глядности закономерности В центре спирали помещена звезда Давила.

Но рис. I и 2 видно, что две группы простых чисел подчиняются 
сл еду кипим эмпирическим формула м

X, ֊ 6 п - 1 
1(апример.

И, 5 <п = В 
X, II (п 2) 
X,- 17 (и -3) 
Х'։ = 23(г. ֊ 1) 
X, - 29 (п - 5) 

И тик далее.

1 Шри дер.
X. ’<■! 1>
X; = 13 I п - 2II

1Ui.ii 3)
X. 31 (п
X»==37(п - 6)

II так далее.
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Отмечаем, что 24 кодона подчиняются формуле (1) при и =30. 32, 34, 
36; 24—формуле (2) при и-31. 33, 35. 37. а остальные 16 кодонов со
ответствуют формуле: Х3—Сщ • 3֊֊ 3 (2 п • I) (3) при п-28, 30, 32, 34, 
36. 38.

1’|’С. 2 Схема систематизации кодонов аминокислот по параметру СЭП 
в спирали Архимед:! Числа, соотнсчствуюшис СЭП кодонам аминокислот, 
влиты и кружки. - рядом записаны соответствующие аминокислоты.

В центре—звезда Давида

Простые числа (рис. 1 и 2) через равные интервалы заключены 
между числами, кратными пяти, и среди них находятся такие состав
ные (не простые) числа, которые являются произведениями от умно
жения предик - твующвх простых чисел. Эти составные числа выявля
ются алгоритмом, который для общего случая описывается слсдуюшя-
ми тремя формулами:

К,«(6п-1)։
№:.=-(6н 4֊ !)*
•''ч = 16 п — 1) (6 и 1)

(4)
(5)
(6), где п = 1, 2, 3,-

529



Остальные смежные составные числа 
дующими модификациями формулы (6):

легко обнаруживаются еле

N«=(6n I)(6n+1) (6а) и

п = const П — X

Кратные пятя числа (взятые в кружки 
наглядности закономерности) задаются 
чейиял (рис I):

п = 5я1 Ч- 1 (1а) и

где ni - 1, 2, 3. • • •

п = 5 m — 1

N<r=(6n 1)(6п!1) (бб)
п • х n ֊ const .

и соединенные мостиками для 
формулами (I) и (2) при зна-

(2а) ՛.: ։ 1гветст.1 енно,

Как было отмечено выше, простые числа образуют две группы, на
ходясь на двух радиальных лучах (рис. 1 и 2) одного треугольника, 
вершинами которого являются простые числа 3, 5 и 7.

Возникает правомерный вопрос: все ли простые числа (за исклю
чением 2) заключены и этих двух группах (рядах)? Для математиче
ского доказательства этого принципиального положения запишем на
туральные числа с шестичленными циклами (согласно рис. I и 2) И 
приведем формулы для шести столбцов:

6п ; ] 6 п -+- 2 = 6 п г 3 - 6п֊г4= Г. и-bo 6 п - 6 =
= 2 (3 п >1) -=3(2n rl) =»2(3п 2) =-6(П 4- 1)

1 2 3 4 5 0
/ 8 9 10 н 12

13 U 1о 16 17 18
19 20 21 22 23 24

И так далее.
Нетрудно заметить, что только формулы 1-го и 5-го столбцов не 

подвергаются разложению на множители и гем самым удовлетворяют 
условию неделимости или нерасще.нляе.мости простых чисел [I].,Сле
довательно, остальные столбцы (2. 3. 4 и 6) содержат только и только 
составные (не простые) числа. А составные числа в ряду простых чисел 
легко выявляются вышеуказанным алгоритмом (формулы (4), (5) ч 
(6) с модификациями). Формула 5-го столбца 6л -5 летке преобра
зуется в формулу (1) с одношаговым сдвигом п.

Для наглядности сказанного приводим рис. 3. на котором показа
но распределение простых чисел (в >вух рядах) во множестве нату
ральных и одновременно выявляются корреляции между шумя ряда
ми.

Нетрудно убедиться, что любые простые числа описываются фор 
мулами (I) и (2), Объедини» формулы (1) и (2), можно дать обоб
щенную формулу определения простых чисел (произвольной величины): 
К=6пх1 (7).
где I. 1. 2. З....сх с алгоритмическими исключениям!՛, формул 1-1). (5) 
и (6) с модификациями (ба) и (66). Более подробное изложение не 
входит в задачу настоящей работы.
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Приведем также эмпирические формулы систематизированных ра
нее р, 4] аминокислот по параметру СЭП.

Для группы глицина: Для группы пролина:

Ы. = 8п (8) и .Х\ 8п-2=2(4п-1| (9>

Глн п - 5 Про п = 8
Ала п =6 Аса, Чен п — 9
Сер п = 7 Гл у, Глн п 10
Тре, Вал, Ни. п — 8 Арг п 12
•Чей, Иле п -= 9
Лнз, Мет п=- 10
Фён п = И
Тир п = 12

Гистидин описывается формулой\> 8п-2=2 (4п + 1) при п 10 (Ю),
Триптофан—фирм ֊лов .Хю® 8п+ 4=4 (2 п֊+-1) : о (II).

Таким обр.чз м ;'.кши; -.•иве сферы применения параметра СЭП 
биомолекул приводит не только к объяснению ՛ ментальн- уста
новленных фактов. и< и к предсказанию результата исследований 
как и области биологии. |ак и других научных лиспицлиз! [I. 7].

Проие/книая ■֊ е ншя кодонов аминокислот и простых »ги- 
сел велел за систем ат изациси самих аминокислот 2. 4], со всеми вы
текающими отсюда последствиями для математики, физики и вычисли
тельной техники, может привести к осуществлению не просто химиче
ского, а ген-аппйратно: .՛ синтеза искомых полипептидов в том числе 
н активных центров лолипериодически организованных антител про- 
пт дробно индуцирующих ан; шейных детерминантов вирусов систем
но. Это важно для тс ретической б:...логин и. возможно, актуально в 
борьбе со СПИД, хотя существует : другой г.одж ; [5] к этой про
блеме.

По схеме ХАЧ [2. 4՛. .-;з:. »- . можно предсказан, су
ществование еще ;.ть щ г.щ-д-т ?. чески .֊;-..тируемой аминокислоты в груп
пе пролина, между Гл\ ;՛. Арг. с СЭП 86 и рал калом— 47. кодовом 
которой является один шести ко.; -ив л- й-дкна СЭП 203 (табл, и 
рис 2). ибо из всех амин к..слот т лько у лепнина СЭП кодона • онто- 
ряется дважды п одной и той же ячейке.

Известно, что в мн։охондрна.и ной ДНК человека четыре кодона 
универсального ..ода—УГА, АУЛ, \ГЛ и ЛГГ (н ДНК—АНТ. ТАТ. 
ТЦТ и ТИН.) меняют св-й мыс л .։ а։«п֊: ллслотный адрес, а в ДНК 
дрожжевых митохондрий четыре лейциновых кодона— ЦУУ. ЦУЦ, 
ЦУ А и ЦУГ (и ДНК— I \А 1 АГ. ГАТ и ГАН) переходят к треонилу, 
ставя под сомнение абсолютную инэсреальность и однозначную иден- 
гфикапию гснетичсск < кола и п -лтверждан существование двух раз
ных систем кодирования пнутри даже одной клетки.

По табл, и рис. 2 иструдн • определить, что кодон этой предсказуе
мой а.мннокис.! ты можс . тветс:-;-.-ваи. кодину ААТ (и РНК -УУА) 
или кодону ГАН (в РНК—ЦУГ) лейцина. Предварительно назовем 
ес Арц (Арцах). И если эта аминокислота действительно существует, 
то почему до сих пор она не обнаружена? Мы допускаем, что это свя-
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Рис. 3. Закономерность распределения, простых чисел во множестве на 
туралы։ы\ чисел Кратные пяти числа, между которыми ныступаки про
стые числа взяты в кружки и соединены мостиками для наглядности н։- 
кономерности. Прямыми линиями между собой соединены -ниже эти 
узловые числа для демонстрации корреляции ц распределения двух ря- 

д<м: ибо переходы как в рядах, так и .между ними исущСстилены крат
ными пяти числами.
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за НО с отмеченнной Хиллманом неопределенностью биохимических ме
тодов определения структур. Допустив ее структурную трансформа
цию в другую аминокислоту, мы предполагаем, что ей принадлежит 
некая важная функциональная рол. я организации биологических про
цессов, как н случае превращения тмина в урацил.

Факты варьирования кодонов аминокислот и результаты проведен
ных исследований диктуют необходимость вести целое истомный поиск 
действительных принципов и механизмов кодирования, исходя из ре
ального параметра (СЭП) количественной оценки хим и ко-биологиче
ской информации, строения био молекул фенотипа и кодирующих ос
нований генотипа, взаимодействие и связь между которыми формиру
ет и реализует все вилы биологической памяти, лежащие ։ основе про
цесса восприятия, анализа, синтеза и резонансной модуляции, ин
дукции и дедукции воли мысли.

ЛИТЕРАТУРА

I. Виноградное И. Л?. Основы теории чисел М., 1972.
2. Геворкян Г. А Биолог ж Хрмемнн. .М, 3. 216. 1985.
3. Геворкян Г. .4. Биолог, ж. Армении. 10. И. 958, 1987.
•1. Геворкян Г. Л. Биолог, ж. Армении. 41, 7. 613, 1988.
5. Давидлн Д. В. Биолог. ж Армении, II. 8. 710. 1988 (Деп и ВИНИТИ. № 6958-

Б88 от 31.Х. 1988 г.)
6 Кедров Б Л?.. Трифонов Д. Н. О современных проблемах периодической систе

мы. М., 1974.
7. Шмйков В. Великие Арканы Таро. Ч . 1916.

Поступило 10.111 1989 г.

Биолог ж. Армении. V? 6 142). 1989 УДК 577.1

СТРУКТУРНО-ФУНКЦИОНАЛЬНОЕ ИЗМЕНЕНИЕ ХРОМАТИНА 
КАК ФАКТОР. ПОВЫШАЮЩИЙ ЧАСТОТУ ТРАНСФОРМАЦИИ 

КЛЕТОК Не1.а Са-ДНК рЯ\֊2г։ео

Р. А. ЗА А /1РЯД

11HCTH7у- ■.•Kcnepii.Mi.ii; альиоЙ биологии АН АрмСС.Р. Ереван

Показано, ч-о обработка Кз-бутира-ом, ДМСО. ди-РНК. тб-пЛМФ повы
шает частоту трансформации клеток HeLa Са-прецнннтатом ДНК 
pSV2 яс-о. У всех щученных стабильных трансформантов ген пео интегри
рован в ДНК хроматина и сцеплен с фрагментами ДНК. относящимися к 
повторямпцнмся последовательностям генома. Указанные стимуляторы 
ДНК-опосредоеаиной трансформации клеток Ihl.n значительно повышали 
в ядре- активность Ca/Mjg- зависимой эндонуклеазы и долю хроматина, 
чувствительной к ДПКатс; Докондекснрованныс участки хроматина были 
обогащены повторяющимися последовлтелькосгями генома

Сокращения: ДМСО димстилсульфа!. дб-цА.ЧФ— днбутирнл-цЛМФ, дн-РНК 
двуиитсвая РНК.
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ВКЛЕПКА I
К гт. Зпхпряв Р. Л. (с. 533).

Рис I Расщепление хрпмапши ДНК азой 1: 1.4 -хроматин, полученный 
из шгзюных Пока; 2. 3. Г>. 6 хромаиш кле'.ж Нека обработанные. Мл- 
б՝.1 иранл'. пЛМФ. ЧМСО. дн РНК сиотпотственно Электрофорез ДНК 

проведен к 1.2% геле агарозы.



Ի;:,՛, 2 P;jc:Hi-H.iClli։e хромзтнн.1 K.ivlOx Hei a Мц мякнмой т-гд.ялh.tv- 
JUOrt 1,11. микрококк гл i: Нуг.Леа н.-н i2.i I *1. б—\ оматнп |C!ei<x I lei i. 
ч6р:н’пт:п11Н.'\ \-՛ б;. П1|»;111>м и 11A5\<|| СОитп։-тгтег!НО; I n. i еом.1.111 
интактных k.I'-utk Ih'l.i. 2 a 6. l Хром;:, in, к... lid.a. ofipofjOTaiiiii.r; 
\a-6yInj.՝aiom. ււ\\ւՓ. д.--Р:1К "Himmc in- 1 ՛■ \|>om.hii nii.-i.

них клеток HcLa.

Рис. ՜ձ rii6jiii,jii.i.-iniioi:ii:Jii .tii.i.iii Jl!l« MHIUKIHI.IX K.ieiuk iieL.i. обрабо՝ 
тапноп >н.՝,о укяеааой Hi:n! Ill зяр-дцк ii.wmh;i 2. 3—pl I I pJ2;

6. 7 p2«; р.Ж 9 pillS. ID. 11 pl07- 1.5- pSV 2 neo.



Bntjg Լ տրված, որ Кй-րուտիրա/ոով, ԴՍՍՕ֊ով. երկթեք-Ռ\>Ք'- ով. /քք-ք/ԱՄՖ-ով 
մշակումը բարձրացնում Լ HtLa ԸՁ՜ք ոքրԼըիպիտԱ/տով M/^-pSV’ Ь/уЛ

ների տրանսֆորմացիոն '.աճախականոէթ քունը՛ 1է/դոր ուսումնասիրված կայ/ոն 
տրանսֆորմ անտներո՚մ նեոՅ հենր ինտեզրացվս/ծ Լ րրոմատինի ԴՆքե-ո/մ b 
միաց/սծ / ԴնՒ-ի աքն մասերին, որոնք վերս.՛/երվում են ղենոմի կրկնվող Հա- 
չոր/քակտնությանր՛ ||.|.Ջ ք»/քների ԴՆԸ՚-Հ։ .շորդակտն տր/սնսֆորմացիս/քի վերր 
նշված ստիմո՚քյատորներր ղզաքիորեն բարձրացնում f/ն կորիզում C'l ՜ 1 \\jj~- 
փոիյկա/զակցված էնղոնուկքե/սզս/յի ե ջրսմ տտինի ք/սմնի ակտիվությունը, >՝րո 
զգայուն է, ԴՆթազա !-ի նկատմամբ/ Քրոմ ատին ի գկկոսղենստցված ս/կղ/սմա- 
սերը հ/սրստացվո/մ են զենոմի կրկնվող ‘աքորգսւկանռւթյունների միջոցով/

1։ has been shown than ’l.e ireaimcnl with Na-butyra.te DAVO. us-RNA. 
db-cAMP increases the frequency <-f the trciisforntatlon or Ilc-La ceils with 
Ca-precipiiated DXA o! pSVJr.e-.. Al! stuc e. ь’зЧе transformants Pre 
gene *neo", integrated in։ chro тз::п DXA and cohc.՝jve with DXA frag
ments. corresponding to Hie repeir.ve sequences of genome. Mentioned 
stimulators of ®Hel.a cells Г.'Х A-mcdhivd rrir*forntnt!On considerably 
enhance ’lie activity -if C? -i-ck-ire dent end< nndc.is'-* in тиЛе-.г and the 
part ol c. romiitln, which is sensitive ro Х-'мне I; Jecondensvu regions 
oi chroma:.n have .een enriched with the e. e nice sequente; of genome.

Клетки riei.a—трансформация- хрома!ин.Трансформация клеток млекопитающих путем введения чужеродной ДНК индивидуальных генов сопровождается интеграцией вводимого гена в геном клетки, его экспрессией, стабильно и наследуемо сохраняемым изменением в фенотипе рециппентных клеток [5. 11, 12]. Вместе с тем частота стабильной трансформации, выявляемая в условиях селективного отбора, обычно низкая, н механизмы, способствующие интеграции внеклеточной ДНК в геном реципиентиой клетки, не- достаючни изучены. Ранее было показано, чтг Na-бутират [7]. ДМСО [10]. ди-РНК повышают частоту стабильной • лаясф,рмаиш клеток высших эукариот.
Материал I. методика. Для трансформации с։.: хи Нс1 ՛*• .мотп.т Са-прсиипн- 

-.атом ДНК плазмиды р$\'2 пео дли ЧП К р5А'2 л՛ >. рено гуировлнной в нуклео
сомы РН [I]. из расчета 1<1 мкг ДНК на 5хЮ5 клеток Згл гл.имит.т «>6 • щ ппг- 
я ՛ устойчивость ■< .ттпб:1’: ику 1>-418, :окснчному для клс։ок . парно՛. [!■»] Поел- 
I. •: инкубации г ДНА р5\2лео и глицеринового шока [6| к среде ;:обаплл..ц одно 
1н ел :у.'о... ՛ . соединений: Ха-бугират 5 мМ, дпбугпрвл-цАМФ (ил 8 бром 1АМФ)' 
I1? мА'.. ту :илсульфоксид (ДМСО) 100 мМ ил։։ ди РНК -50 мкг; после 13 ч ин
кубации клетка НеЬа (по !0! клеток) пересевали в чашки с ново։՝: Г- • :сн рсссвзй 
средой, к которой к -18 часу инкубации добавляли среду содерж՜ ՛ 1 мг.'мл антч- 
г'։ц! -ик1 С-418 ($Нсг1п£). Через 36 ч клетки НеЬа вн'-з: гысе -.лшки •:՛՛ сви- 

средой с I мт/мд С-418. Среду меняли через каждые 3 дн вырс.шш- ■'•..■..֊н.1 
под; 'ш։ал։1 через 1Я дней.

. выделенш.н ... к '.чсч !1еЕа. суспендировали з раегйоре с 3 мМ М'/Д՝. ■. 
' мА'. С.1 2, 1С м.М Х.С К! мМ трпе-НС! 1?Н 7.4 . ‘вечетп I м։ ДНКУмл н обра
батывали ДНКазе. (10 ՛. 1,'мл| 5 мин ври 37' Э ,.. офорез экстрагированной ДНК 
(.у.»м: г| проводили : 1 . ком агарозном геле. 1НК н геле окрашивали этндиум-бто- 
• пл<.?., |гуа.-.нлгц ДНК. проводили на и\ -пллюм1Ш.'1:оре (ФРГ).

.? V . ■ .к. впостъ Са. А'л&-зависим ли эндонуклеазы определяли при ин-
։лб: .и ՛ .՛ ;՝ ли 'к1.а и ксишецграции 73 е;. пли. '•.. мл з буфере (50 мМ тр:-։- 
НС । 7 г.՛. 25 ՛. .’■։ , }0 - ։д Акп<12. 5 мА1 2-мер:;.։. - н.п.:.։. 0,2 мМ фенплметил-
• 7ье ..՛ и;.: л.-; .О".-..!), есдерж :. м 0.25 М сахарозы н 1 мМ СаС12. Реакцию оста- 
։ .. :иоа, к 13 .м.՝1 ЭДТА 1'1! 7.5).534



Ядра в концентрации 75 Лж. ил тядролимвали микрококковой нуклеазой <1 ел на 
50 мкг ДНК) н течение 5 мин в буфере, содержащем 0,25 М сахарозы. 50 мМ КС(, 
15 мМ NaGl. ЗмМ MgCl2, 1 мМ СаС1-_. 15 кМ 2морфолинсульфоновой кислоты. 0,1 мМ 
фснштфльфошифлюорада (pH 6,61 Реакцию останавливали добавлением ЕГТА до 
конечной концентрации 10 мМ О глубине пиролиза хроматика судили но степени 
высвобождения кислоторастпорпмых олигонуклеотидов в пределах I—1.5% 
<Ник» трансляцию ядер клеток Нека проводили по описанному методу [8]

Ренвтурацню ДНК проводили метолом, описанным в работе [10] ДНК, изолиро
ванную после реакции <иик» трансляции, смешнналн с немеченой ядерной ДНК. об- 
рабагцьадн ультра туком до получении фрагментон с мол массой 500 —800 X11)\ де- 
«птуриропалн. Рскдтурацню полученных фрагментов ДНК к отделение реассопирл- 
аапкых фрагментов ДНК от денатурированных фрагме»поо проводили на колонке с 
ШЛрокснл пи гитом

Геи пео был изолирован и составе фрагмент Bgl It Sma I транспо.тно Ti։*5. Дли 
niOpunii.taiuiii [15] исполыонпиы меченные «Р-Bgl И'Sma I фрагменты co специфи
ческой активностью 10* ими,мин на I мхг ДНК

Клетки Не! а. предварительно меченные ։*С-՛ нмидином. 0.1 мкКк>/мл. после ин* 
«yflrtUHit и течение 12 ч с Х'л б\ тиратом. днбутирнл иЛ.МФ ДМСО. ди-РНК, липли- 
тировали в линейном градиенте щелочной сахаре<ы (5 20% едхиротл в 0.9 М 
КлС1/|(1 мМ ЭДТА/0.3Н NaOH) согласно [И]. 150 мкг клеточной ДНК расшеплилн 
П Объеме 0,5 мл эндонуклеазой Ihnd-Ui. лигирование проводили и гечснис ISч при 
16° в Присутствии 5хНР единиц ДНК лигазы фага Г4 ДНК выделяли стандартным 
МОТОДОМ фенольной лепротсиннтацин, осаждали и промывали нинолом

Полученпля ДНК была рссуспснднроиаиа н 0.5 мл 10 мМ .pin -HCI (pH 8.1)), 1 мМ 
ЭДТА и использована в трансформации £. сек. Трансформированные клетки суспен 
диропали d 5 мл питательной среды н по 150 мхг суспснлш высевали и чашках Г1ет- 
pil на питательный агар, содержащий 150 мкг-мл ампициллина В среднем нп 6— 
5 мхг Д1 ГК формировалась одна ампициллин-резистентная колонки пео*

Результаты и обсуждение. Как видн< ш< табл., обработка клеток Нека в условиях трансформации pS\'2ne > Ха-бутнратом, дибутнрил- цАМФ. ДМСО. а также ди-РНК существенно повышали число стабильных трансформантом Hei.а пео՜.
Эффективность трансформации ' -. la pS 2-.ео

О глпотчл хле:оь Нека 
pSV2>։eo Контроль-------------------------------------------------------------

____________________________________ ‘м‘- ДЯ-РНК

ЯНК Са-прспититлт 2 И) 4 Ю 3 И) 2 3 |ц-;|

Рекощ rpyiipoB.iiiij.u-
нуклсосомл (1’111 Ъ ։•' • ; О 1 К) -՝Полагая, чю Структура хроматина клеток, обработанных соединениями, повышающими частоту грансф»1рм;тпи. изменяется таким об- разом, что становится уозможиой интеграция pS\ 2пео в геном отно ситслыю большего числа клео>к. мы лсслелов.злн доступность хрома типа кленок Нека к ДНКазе I и условиях нашего жсперименгаПолученные результаты (рис I. см пкл. I) свидетелитпуют. что все использованные стимуляторы существенно увеличивают золю \р<> мвтцна, гидролизуемого ДНК.иой I |13]; при .«том также возрасти^ количество Д||К, пл лобож.. ..-мой в вид. мц-лотлрастворимо!. ДНК 
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Выявленные изменения в структуре хроматин клеток Нека отражают на л и н ров а иную, возможно, избирательно в зависимое! и от соединения, деконденсацию хроматина с появлением участков хроматина, гипер- чуветвятельных к ДНКазе I. Одновременно в ядрах клеток Нека» трансформацию которых р8\’2пео проводили в присутствий \'а-бутн- рата. ДМСр, цАМФ, л-РНК, относительно высока активность Са/Му- зависимой эндонуклеазы, повышена доступность хроматина и к расщеплению по мононуклеосомным участкам .микрококковой нуклеазой ■рис. 2. см. вкл. I).Уменьшение чувствительности хроматина обработанных клеток Нека к ДНКазе 1 наступало через 48 ч после удаления Ма-бутиратя, ДМСО, цАМФ и замены среды на свежую. Соответственно понижалась эффективность трансформации клеток Нека .р8\'2пео в 4—5 раз: 10՜4 для ДНК Са-преципитата и 3X10 ՛ для ДНК р8У2пео, реконструированной в РН.Аналогичным образом уменьшалась доступность хроматина Нека к Са/М"-зависимой эндонуклеазе и микрококковой нуклеазе.В ряде работ было показано, что в реакции «иик-трансляции» пре- имущественно метятся ДНКаза 1-гиперчувствительные участки хроматина [8].Для определения природы ДНКаза Ьгиперчувс^вительиых участков хроматина была проведена реакция «ник-трансляиии» хроматина клеток Нека, необработанных и обработанных индукторами в стандартных условиях трансформации рБУ2пео.Контрольные эксперименты показали, что в отсутствие экзогенной ДНКазы реакция «ник-трансляции» протекает достаточно выраженно, по-вилимому. <а счет активности эндогенных нуклеаз, вызывающих единичные разрывы в ДНК- При этом в условиях воздействия \a-5y- тира;а, цАМФ. ДМСО доступность хроматина к эндогенным нуклеазам существенно повышается.Для характеристики природы ДНКаза 1-глперчуветвизельных. участков «ник-тринелнрованвую» ДНК хроматина клеток Нека (использована ДНК хр- матина, «ник-трансляция» которой проводилась за < чс активности эндогенных нуклеаз) смешивали с немеченой ДИК тотального хроматина, обрабатывали ультразвуком, ьенатурировали и использовали в реакции реассоциации.Обнаружено, что при СоМО около 30% радиометки :՝Р находится н двуспиралькой форме (в контроле), около 50%—в .••.успиральной фирме к ДИК хроматина клеток Нека, обработанных \а-бутиратом, цАМФ. ДМСО, при этом уровень «ник-трансляции» ДИК в 5 раз выше. чем в контроле.Таким образом, пол воздействием указанных соединений происходи! активация последовательности ДНК. обогащенных повторяющимися генами.Из данных литературы известно, что при СоН-К) реассоцируют последовательности ДНК, относящиеся к семействам высокоповторя- ющихся и умеренных повторов генома, составляющие для приматов 30% ДНК хроматина, Полученные результаты показывают, что 
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ДНК-аза I гиперчувствительные участки хроматина, индуцированные использованными соединениями, обогащены повторами относительно тотальной ДНК хроматина приблизительно в 4 раза.С целью выяснения наличия единичных разрывов в ДНК хроматина клеток- Нека в условиях трансформации клетки Нека после 24 ч инкубации с К’а-бутиратом, дб-цАМФ, ДМСО и ди-РНК замораживали в жидком азоте и затем анализировали в линейном градиенте щелочной сахарозы (см. методы).Практически весь меченый материал (’’С-ДПК) имел коэффициент седиментации около 130. В условиях же инкубации с одним из указанных соединений имела место некоторая фрагментация ДНК. и в районе менее чем 40 8 появлялся достаточно четко выраженный пик фрагментированной ДНК. После замены инкубационной среды на свежую (см. метод трансформации Нека) и инкубации клеток в течение 48—72 ч низкомолекулярная фракция ДНК в градиенте щелочной сахарозы исчезала из зоны низкомолекулярной ДНК. что свидетельствует о возможной репарации и лигировании, образовавшихся разрывов в ДНК. Проверка физиологического состояния клеток Нека показала, что в условиях эксперимента менее чем один процент клеток окрашивался трипановым сипим.Для характеристики участков .интеграции гена пер в геномной ДНК, мы провели трансформацию Е сой՜ ДНК. клеток Нска-пео1, трансформированных в условиях обработки Нека Иа-бутиратом или цАМФ (см. методы); были выделены и изучены ио 5 плазмидных рекомбинантных ДНК из каждой группы трансформантов Г, со1։, обозначенных соответственно как р 11-15 и р28. 36, 105 — 107. ДНК этих плазмиде мол. массой в пределах 1,5—2X105 была использована после обработки ультразвуком до мол. массы 7֊5X10г з гибридизации по Саутэрну [13] с ДНК хроматина Нека, гидролизованной эн Ю нуклеазой (рис. 3, см. вкл. I).Из рис. 3 видно, что практически все изученные рекомбинатныг ДНК содержат последовательности, повторяющиеся в геноме Нека с достаточно высокой частотой: ДНК плазмиды р8\'2пео доело обработки ультразвуком до 7—5X1 (Р не гибрндизустся с геномной ДНК НекаПолученные результаты показывают, что использованные при трансформации Нека р8У2пео Ха-бутират, дибутирил-цАМФ. ДМСО, ди-РНК повышают в клетках долю активного деконденсированного хроматина, индуцируют в нем единичные разрывы и в связи с этим, невидимому. и активацию репарационных процессов; отмечается относительно большая доступность хроматина к ДНКазе I, микрококковой нуклеазе н Са/М£-завнСимой эндонуклеазе; структурные изменения в хроматине коррелируют с повышением эффективности трансформации Нека р5У2пео.
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Д В УХ КОО РД И Н АТ Н А Я СОЛ 10 Б И Л И 3 \ Ա И Я М Е МБ Р А Н Н Ы X 
БЕЛКОВ

Г. Л. МНАЦАКАНЯН. Л. С. КАЛАЧЯН. К Л III АГ ИН ЯН. 
Т. Н. АКОПЯН. Л Л. АРУТЮНЯН

Институт экспериментальной биологи՛: All \p.vCGP. Ереван

На основании изучения выхода белка и.т состова мембраны п раствор 
при ризных комбинациях концентраций компонентов экстра! йрукткн сме
си составлены особые диаграммы. Но форме так называемой липли ”лу- 
пых</Дй. прокедснг й па диаграмме ио гиякам 50' ,-ной экстракции белка, 
выявлены характерные группы средн изученных белков Для первой груп
пы белков характерна pH •независимость выходи. Длч белков шорой 
группы переход зависит как от pH. гак и от ионной силы рачеор. .тнння 
полувыхода имеет характерную ступеньку Пср-с.хи.: белков -р-ьей груп
пи носит сложный характер зависимости как or р! I так н ы цинний 
силы, линия псиун.г:л:>да имеет множественны..* ;! гибы

Լո4\աէրսաող խէԱոնուքՈքՆՏոքէ էրրն(ւք.նս։րւսցխսն14>{> iHtHpf եր <:ւ14}ակէ,՝.ւէք՚յուններհ 
ազղքւքյէոթքան տակ րազ ա rfj>ni jl յ1..Ն j: հ uub/jj/ji.'b ւաԱսւէնւ֊ոո^
յէ1է;։աչւա)ւ;յ>4ք1 и uf խրէ ա >; t! > ц/’ ■luniu/i կազմվում Zb .աաակ ղխսրյյւամնԼ/Г/ tt/ii- 
i./Ли 1րէ<վաձ t/ծ/1 " niff յամ (՛, րք>ր տ}է>քկացվ»էւ> Լ 4ււ{//ս>ակո։ քքր ՈՕ'-''-..
/“te/’ կետհյւով, 1< հ«.-/սւ է,ն րԼրվ/պ սւո՚սՆձնաՀաւււ/ււկ (սմ րերէ էԼոարին քսմ/■/, 
։ւպ[ւսւսւ!ւո4;ն1է{ւ1ւ '.ամար րնււրո; Լ անկախ անք;ր՚ս>ր թազանթ/ւ ; ա։)աւ/րո. -
Pjadiftg IKit'lo-jPi հ կրէ>[ւր; խմրյ. սպխոէսկո. (յնԼրր <ւ.։։;էար1.րւ4>1 1.Ն ա)ւ>>ո.մ, 
կախվւսծ / 1։նշպէ. ւր (1 | I խ (u.-buljf-b Օրրորւ;
խմր!> ndignid(i ւո<ծույթ (;ո.ր}ա}'երւ^մ Հ քարդ կախ'!РpH-/'/? ն }<ոնայ(էն 
։՝">!՝քէ- զ՜ծ/։Ն րնսրոք l.lt քէաէյմաPPI гНг‘“Ч‘Ч՛-

.Special diagrams are .on's true led on Hiu- basis ՛< study of solubili/aiioi: 
of proteins from Ilie incmbi.ine и case >i d rlr cii: ombinallons oi cou- 
centrallons oi Hie exir^cijon mlxiiirc co.։;p inen'.s. According to the form 
oc the so-c-aiied half exii line on ihc diagrams jo meu by points of 0 per 
ceui extraction of proicins, the charaeterisii. groups arc revealed 
among the tested proteins. A ^/-/-independent passage is drtertnk.cd for
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ВКЛЕПКА 11
К ст. Мнацакиня» I А. и др, (< >38).

Pin'. .՛Լ՜Ա ..тнктрОфоре՛ белкор мембран чурнных .ркфчцнгоз. Саги- 
6ււ.ւււ.Հւա։ււ мембряп куриных -*риiропнток пропедена буферными р.ц'тки 
риМП с pa ciiiBlibiv.ii u'lJrieiiHHMii pl I (О ՜ .Տ •>> .՛ нотрйгга րւ1ԼււՆււ ;.<in- 
in iii нациями \;i( <0.11 .M 0.35 '•։. и.՜ Ч .1 Ml Кил i,։.i грел • к ս 
рОфорегрзммы voi>ii)Vic;iiM-i одной и ■. 16 ючек -jHCTpaiJiiii՛. rpciui 1 

I I’yiiepiiti՝ цп 1 ы пчеле ։KCJ|>;ikjuhi 0 Н М XaCl п кпгерьцдг ւււ«՚ս՝ւււ՚ււ
I! Г>—*; треки ՜՛ Տ супернатанты погле зкс1р;։к.;ип tl.35 М ХаС1 

( Н ՛■ ՛։. трек;՛. !» |3֊еуп։՝рн<папты txic.ie -жстраккин i',7 М \.iCl
pll '• |реки 13 !ii ■;» nvp։;:։ I я II - ւ.ւ Наде nj; i рас и ин i.l X'i
pH 6—9. I рек 0 cviicpH.iTfiil I nor.ic /kcipakunii л 10 мМ p;*c-H< i буфе 

ре pH 7.-1. Iрек 1“ цельная .pin pninit «рн»я мембрана



the first -group of proteins. The passage ior Hie second group depends on 
pH, as well as on ionic strength oJ Hie solution. The nature of the third 
proteins’ passage ։s of complex dependence on pH and ionic strength, as 
the line of half exit possesses multiple bends.

Эритроциты кур—белки мембран—линия полувыхода—даухкоординатния сомоби
лизация.

Благодаря структурно-функциональным исследованиям молекулярных 
составляющих мембран в настоящее время выработаны достаточно 
аргументированные представления о существовании целой гаммы бе
лок-лип иди ых и белок-бел новых взаимоотношений з структуре мем
бран [1]. На основании физико-химических особенностей упорядочен
ий структуры и амш:скислотной последовательности белка возмож
но теоретически предсказать, насколько белок прочно связан с мем
браной, является ли си интегральным, трансмембранным или же аСсо- 
цирован с мембран. ,й периферически [5, 9j. Однако для исследова
ния характера и динамики взаимодействия белков с ближайшим 
молекулярным окружением при энзиматических взаимодействиях, а 
также при лиганд-рецепгорных взаимодействиях для опенки степени ин
тегрированности белка в бислой в настоящее время не выработано 
адекватных методических подходов.

В настоящей работе описывается метод оценки сродства мембран
ных белков к соответствующей структуре на примере белков плазмати
ческих мембран куриных эритроцитов. Суть метода заключается в 
том, что проводится экстракция белкой из мембраны при комбиниро
ванном воздействии двух различных солюбилизирующих агентов, влия
ние которых на нативную Структуру белка или мембраны неоднотипно. 
При этом следует ожидаю, что изменение параметров среды приведет 
как к постепенному разворачиванию структур белка высшего порядка, 
так и к разрушению упоряд- че.чных сфуктур в мембране в ближайшем 
соседстве с молекул <й белка, ։■։ результате чего ос ։:. >.-г֊ т связи, етабили- 
знрующие белок з целостной структуре, и на о пределен:; эй стащи 
структурных переходов бел ж псэсйдс? в раствор. Скорее зсщ .՛ i-jao i 
переход обнаружится при щ-ск лихих комбинациях параметров ср -я, 
детальное изучение особенн .ст< перехода, на наш в ; гл яд, позвол- . вы
явить нозые стру хтурно-фулкциинальные закономерности комплекса 
белок—мембрана. Так. например, можно ожидать, что комбинирование 
различных концентраций сплел и детергентов может быть удобной двух
компонентной экстрагирующей средой для оценки соотношения вкладов 
НОН них и гидре ф он ы х ва и мр д ей с т в и и в ст а б и л ։ ։з.а шно Стр у к т у р ы м е м - 
браны, а комбинирование условий, обеспечивающих изменение ионной 
силы в pH среды, .может выявить вклад в этот процесс ионных взаимо
действий типа белок—окружающий р:н гвор и структурных переходов 
вблизи лзоэлект /ческой точка белка.

Материал и .։;•՛го; )ика, Выделение члил.иитич.-.ких .-а ? СЛьсхтом исследо-
u.ihiiH служили мембраны куриных эр.։июни он. После д«. кипи t алии 4-месячных кур 
породы «белый леггорн» свежую крбвъ собн ;։л>՛ н сосуд с антикоагулянтом (100 мМ 
Г. лимоннокислый, 2% Д-глюкоза) из расчета ’ — 10 мл криви I мл энтнкоагулянт:1 
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Эритроциты получали методом, предложенным Саллес и др. [13] Плазматические 
мембраны ит эритроцитов выделяли согласно методу Сузуки н др. [14] Конечный 
осадок суспензировали в 10 мМ трис НС1 буфере (pH 7.11 до концентрации 1 мг/м.т 
пс белку. Мембраны замораживали при температуре 20® н исиоль ювалн на второй 
день.

Солюбилизация мембранных белков в ивухкимпонектной среде \:аС1-рН Иссле
дование характера экстрагируемостн белком из мембранного матрикса проводили а 
16сI.тельных пробах В каждую пробу разливали ио 100 мкл суспензии мембран 
(оЬо'.нстсзвенно 400 мкг мембранного белка) н добавляли ко 400 мкл соответству
ющих буферов для получения 16 типов экстрагирующих сред, н которых обеспечи
вается ступенчатое возрастание концентраций \аС1 (0,14, 0.35. 0.7. 1.4 М| и изме
нение pH (6, 7, 3, 9) Экстракцию белков из мембраны проводили при температуре 
0е в течение 1 часа при непрерывном перемешивании. Солюбилизированные белки 
отделяли от мембраны центрифугированием при ЗООООХу и течение I часа. Далее 
белки осаждали добавлением к супернатантам НСЮ, до конечной к:>чнс՛гоании 3%. 
Осадки отделяли центрифугированием при ЮОООХ? и течение 10 мин и промывали 
дважды холодным ацетоном. Каждый осадок рас;аоряли и 75 мкл 1%-пого ДДС- 
\.՛ и добавляли 25 мкл буфера для электрофореза (500 мМ трис НС буфер рПб.8, 
!0',У р-меркаптоэтапол, 4% ДДС-Ка. 20% глицерин) Пробы кипятили в течение 
Змии и наносили на ПАА Г

.7/1.4Г-электрофорез с ЛДС, Гель-электрофоре։ проводили методом Лаэммлн 
[10]. используя Ю з-ими гель, размером 13Х14 см. толщиной I 3 мм. который с 
помощью сшивающего агента 5Нал А-174 прикрепляли к стеклянной пластинке В 
аликвотах солюбилизированного материла белок определяли .методом Брэдфорда [2], 
используя п качестве стандарта бычий сывороточный глобин. Нагрузка на одни 
трек при электрофорезе не превышала 100 мкг белка После окончания электрофо
реза гель с.крашнвали 0.25%-ным раствором К у масон R 250 и 40%-ном наопропано- 
ле г 10%-ной уксусной кислоте Обесцвеченный гель на 5 мину ։ погружали и фик
сирующий раствор, содержащий 3%-ный глицерин и 70՛;- пый изопр.тлнол и суши
ли на воздухе

Ленейтомг.рнровяние белковых полос проводили на ВР.г^ап XI <։ КГ.)

Реяульташ и обсуждение. В настоящее время сравн нельиф ю- 
талык» изучен белковый гостив мембран эритроцитов. Ланны? были 
юл} юны I՛. спорном изучением ;• ՛.мобилизации мембранных белков раз
рушающими мембран} агентами и их идентификацией методом ДДС- 
электрофореза |11. 12. 15. 17]. Классической работой ио электрофоре
тическому разделению белков мембраны эритроцитов человека являет
ся работа Фсйрбанкса [6]. < к< торий он предложил номенклатуру по- 
лнпентлдных полос. высвобождающихся в солюбилизированном ДДС 
материале. Из 20 полос он выделил и назвал 7 основных.

В ряде работ [3. 8, 16] описаны условия, ара которых можно со- 
.тюбилизнровать ге или иные ферменты, белки или сложные белковые 
комплексы.

Белки, которые вымываются из мембран при достаточно мягкой об
работке. согласно литературным данным [7], составляют примерно 40%. 
массы эритроцитарной мембраны Они локализованы па внутренней 
стороне мембраны, 1еснп взаимодейств} ю: фуг с другом и стабилизи
рую ։ся преимуществен по электростатическими взаимодействиями Виут 
ренине белки мембраны нс солюбилизируются нарушением лишь ион
ных связей и ;ля их дезагрегации необходимо использование неполяр
ных детергентов [14]. Нами и։я солюбилизации мембранных белков 
использовал иск буфера с различными значениями pH и концентрацией 
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соли. После экстракции белков, их электрофореза а IIЛАГ и екаииро- 
аанкя электрофореграмм для каждого белка составлялась особая таб
лица, составленная в виде двухкоордннатной диаграммы, на осях ко
торой отложены градиенты двухкомпонентин։ -экстрагирующей смеси. 
На таблице по точкам, соответствующим 50%-ному выходу белка из 
мембранного матрикса, строится кривая, которая отражает граничные 
условия устойчивости белка к составе мембраны. В принципе по табли
це и форме кривой можно описать особенности процесса диссоциации 
белка с мембраны н оценить вклад тех или .иных взаимодействий. ։>еу- 
ществл я юш их ком пл ексообр азов а н ие белок—мембрана.

На рис. 1 (рис. 1, см. вкл. II) представлена электрофореграмма мем 
бранных белков, солюбилизированных растворами с различными значе 
пнями pH (6. 7, 8, 9) и возрастающими концентрациями ,\'аС1 (0,14, 
0.35, 0,7. 1.4 М). Из рисунка видно, ’’то при высокой концентрации \аС1 
эффективно высвобождает ряд белков, что свидетельствует о преиму
щественно электростатическом взаимодействии данных белков с мем
бранным ма1риксол:. Заметны ։акжс изменения выхода в раствор ; ՛ 
гфеделах одного значения концентрации \аС1 в средах с различны мп 
значениями pH. Для интерпретации полученных результатов п анализа

Рис. 2. Профиль трека № 15, измерении»'։ на 1 Цгпйсоп XI (1.КВ) Про- 
иумсрованаые пики белковых ибЛрс идентифицированы на осгильных 

треках.

ст. пени сродства каждого белка со структурой мембраны при экстрак
ции в системе \а(՝1—pH результаты обрабатывали следующим обра
зом. На треке № 15 (рис. 2) наиболее значительные пики были ирону 
мерой ан ы от 1 до 23. галсе были идентифицированы их аналоги на ос
тальных 15 денситограммах и определены щСловые величины. х,.рлк|с- 
рнзующие содержание данного белка во всех треках. Для каждой бел 
новой полосы. • чласно «цицанию рис. За. б:, ли составлена особая г.՛.'« 
лица (рис. 36). На этом рисунке в качестве примера представлены аб 
солютные значения вы-ст ников белка полосы 8 па всех 16 • н-к>рс:ф»)- 
регрзмм.’х согласно нумерации на рис За Из рисунка видно, что гя.б- 
лнца одновременно является двухкоординатиой диаграммой, поскольку 
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на осях диаграммы, отложены градиенты обоих солюбилизирующих 
агентов—как концентрации \'аС1, так и значения pH. Из шаграммы 
36 видно, что имеет место резкий выход белка полосы 8 в раствор

Рис. 3. а) Способ составления двухкоорлинзтной таблицы: цифры -л 
1.-з 16 обозначают помер трека. При построении диаграммы вместо ио՛ 
мера трека вписывается значение концентрации белка в данном треке, 
б). Двухкоординатная таблица-диаграмма белка полосы 8. Числовые 
значения высот пиков белка полосы 8 на разных треках представлены 

л соответствии с нумерацией треков на рис За

при переходе точек 5 9, 6—10. 7—11, 7—8. Если представить по
лученные результаты и виде однокоординатных кривых, характеризу
ющих изменение выхода белка в раствор по одному параметру при не
изменном другом. то получим кривые, представленные на рис. 4. Из рис.

Рпс. 4 “I Кривые, л .обряжающие выход белка полосы 8 в • ...твор и а- 
лисвмостн и-у.е:-.։- нн pH при постоянном значении коплен 1 рации ,\лС1 
а среде: кр. !—О.Ц М \г.С1. кр. 2—6.35 М ХяС1. кр. 3- 0.7 М ХяС1, 
:<р. 4—1.4 .4 \>.С1. б> Кривые, изображающие выход белка полосы «в 
раствор в зависимости от концентрации ХаС.| при постоянном гначенип 

pH ср • ■•: • ՛ pH '՛. ! р 2 ри 7. кр; 3— pH \ ..-р 4- ,.н 9

4а видно (кр. I), что при 0.14 М \аС1 практически весь белок нахо
дится в связанном с мембраной состоянии, изменение pH в 1,иаиазоне 
6—9 не вызывает высвобождения белка. При переходе от 0.14 М к 
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•0.35 .4 ։МаС1 в среде (кр. 2) обнаруживается зависимость выхода бел
ка а раствор от pH. Если в диапазоне 6—8 белок находится преиму
щественно в связанном состоянии, гл при переходе от pH 8 к pH 9 на
блюдается резкое увеличение его выхода а раствор. При более высоких 
значениях ХаС! (0.7 М, 1,4 М) наблюдается некоторое уменьшение вы
хода белка при значениях pH 7 и 8 (кр. «3, 4). Судя по влиянию pH 
на характер выхода белка из структуры, либо р1 белка находится в 
области значении pH 7—8. либо при переходе этих значений pH прайс - 
ходят какие-то конформационные изменения в ближайшем окру ./•пн՛ 
белка.

Кривые I, 2, 3, 4 (рис 4,6), отражающие зависимость выхода белка 
в раствор от изменения концентрации \аС1 в среде, напоминают кри
вые титрования. На кривых I. 2. 3 точки титрования, которые соответ
ствуют 50%-ному выходу белка из структуры, сгруппированы меж гу 
0,35 я 0,7 М .\'аС1, однако на кривой 4 точка титрования сильно смеще
на влево, т. е. при pH 9 происходит резкое изменение выхода белка в 
экстрагирующий раствор.

Исходя из вышеизложенного можно заключить, что высвобождение 
лз мембраны белка полосы 8 в целом зависит как от концентрации 
МаС1, так и от pH Изложенный выше способ анализа и представления 
данных .малоккформативен. поэтому нам представляется целесообраз
ным обобщить данные с помощью гак называемой линии полувыхода. 
Эта линия проводится по точкам 50%-ной экстракции белка з раствор 
(рис. 36). Она разделяет все поле па две области. Нижняя область 
охватывает условия, при которых белок находится в преимущественно 
связанном с мембранным матриксом состоянии, а верхняя—условия, 
при которых белок преимущественно дезагрегирован, т. с. линия обо
значает граничные условия устойчивости комплекса мембрана данный 
белок в двух координатах Если несколько разных белков имею։ одно 
тинные линии полувыходов. то правомерно утверждать о схожем харак 
терс взаимодействия этих белков с мембраной.

При подобном анализе белки, представленные на электрофореграм
ме, можно классифицировать по их экстрагируемссти в среде МаСЬрН. 
Эта классификация отражает факт существования общих закономер
ностей ассоциации белка с исходной мембранной структурой. Класси 
фнкацня следующая:

I. Белки, высвобождение которых практически не зависит от изме
нения pH в диапазоне 6—9 (полосы 4, 5. 9, 12—16, 18, 19). Дезагрега
ция этих белков наблюдается только при повышении концентрации 
ЫаС1 между 0.35 и 0,7 >4.

2. Белки, высвобождение которых зависит От изменения как pH 
среды, так и концентрации ХаС1 (полосы 8, 10. II. 17. 20֊ 22). Сред՛՛ 
белков, обнаруживающих такой тип связывания, можно выделить бе 
лок полосы 8. который рассматривался выше. Линии полувыхолов для 
этих белков имеют две ветви Оша и։ .шх проходит через границу 
0,35.4 0,7.4 \’.чС1, и другая—через какие-то два значения pH при 
0.35.4 ХяС1.

-՝. Белки выход, которых в раствор обнаруживав сложную завися-
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Рис. 5. Двухкоординатные таблицы-диаграммы и лкннп полувыходов белков, согласно нумерации на треке № 15. Для таблиц со знаком (ХЮ) чис
ловые значения умножены на 10 для удобства представления данных. Для белков 1 и 2 диаграммы не составлены из-за перекрывания их полос



мость как от pH, так и иг концентрации КаС1 R среде (полосы 3, 6, 7, 
23). При рассмотрении липин полуперехода белка полосы 23 к раствор 
(рис. 5) видно, что этот белок связан со структурой при зсех значениях 
МаС1 при pH 7, однако легко диссонирует из структуры при значениях 
pH 8 и 9 уже при концентрации КаС1 в среде 0,35 М. Вероятно, это 
свидетельствует о том. что при значении pH 7 большинство заряжен
ных трупп белка нейтрализуются противоионами либо собственного 
•белка, либо ближайшего окружения.

К общим тенденциям при солюбилизации мембранных белков в си
стеме \’аС1-рП можно отнести следующие факты:

I. Уменьшение выхода многих белков в раствор при переходе ■>< 
0.7 М »\’аС1 к 1,4 М в среде, по-видпмому, связанное с конформацион
ным изменением мембранной структуры в целом, в результате чего в 
среде с высоко»"» концентрацией соли несколько снижается выход.

2. Наблюдаемое практически для всех белков, обнаруживающих 
pH зависимый выход, увеличение выхода из структуры в областях с 
высоким значением pH, что, нэ-зидимому, объясняется большей раство
римостью белка при значениях pH, далеких от его и.^электрической 
точки.

3. Ионная сила раствора является более сущее»зонным фактором 
для дезагрегации белка с мембраны, чем изменение pH в даапазо 
нс 6—9.

4. Выход белков из состава мембраны носит кооперативный харак 
тер, о чем свидетельствуют кривые на рис. 4 6 (I—1).

По соотношению областей I и 2 на гиаграммах средн изученных 
•белков можно провести сравнительную щенку их сродства < мембране. 
Такой анализ будет более достоверен при обобщении результатов изу 
чения растворимости белков в других системах растворителей. в тост- 
нос։ и, в системах МаСЬгрнтон. ХаСЛ-мочевина, тритон-мочевина, что 
позволит учесть также вклад гидрофобных взаимодействии а и удержа
ние белка в мембране л нырэбототь общие критерии опенки ср >де։па 
белков з мембранах В тольнейшем после подбора наиболее янформа 
ЖНВНОЙ экстрагирующей пары сред можно будет изучить влияние раз
личных энзиматических модификаций л гормональных в здейстилй ня 
статус конкретного белка в составе мембраны.
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ДВА СТРУКТУРНО ФУНКЦИОНАЛЬНЫХ состояния 
АКТОМИОЗИНА, устойчивость к денатурирующим 

воздействиям

Б. Л ТИКУНОВ. 1. Э. МЛЛОЯ/1, ,м .4 КАЙФАДЖЯН. .4 Г ОГАНЕСЯН

Институт кардиологии мм ,4 А Оганесяна М3 АрмССР Ереван

Усмиивлсяо, что и двух различных состояниях имомнииш ни сколе t 
пил иышц \рыс >бладаст неодинаковой устойчивостью к денатурирую- 
ин-н. дейстнию мочс-аини к температуры В I состоянии хнмнч&каи де
струкции белка идет с большей степенью коогтератнанисти. л тормодси.т 
турздия наблюдается при больших температурах, чем во II состоянии 
Предп<։.'..։глется, что и двух состояниях между актином и миозином уста 
нлвлшмется равное число контактов, что главным образом связано со 
структурным։! перестройками в миозине.

Լաւաստվսհ I. ар Լրէրւ տ—քՀնր վիճակներում ..։ կա n միո գին չ օհ մ իա inti
սակ 1րււլունր..Օ .! ԿրաԼչաքէք, Լ *երմ աստիճանի ապակայունացնող ա<րլերյո\ 
թրսն նկաամամր։ ! վիճակում . ^իտակուցի քիմիական ա ч/ակաււմ ավորամ ր 
իրաղո/ք>վո,մ 4 կոռՀյրաաիվւսթրան ավելի քարեր մակարդակով, իսկ լերմաւին 
էքեկաղմ ..'վորում •։ կաւ֊-րարվէ1ւմ ( ավելի քարեր չերմա սաիձաՆննր ում, քան 11 վի՝ 
ճակում 1>նք1աղրվր.,մ է- «/> .-աիւ.էակո։^ի վիճակներում ակսէինի և միոզինի ‘էիքն 
հաստատվում են տարրեր քանակի կոնտակտներ, ինչք հլիսսվոր ապես որոշվում 
? միոՀ՚ինի վերսւկաոոէ^ո-մներովէ

Ti՝c diire.-enics jn ' (abtliiy oi the !ս՚օ various states .՛*• .ictoinycisin from՛ 
ihv li'.ts s.k-.-lelon muscles :o urea and lemperature denaiurat ’Հ a j:oh arc 
discovered. ՜1.ՀԻէ՜ mop;-՜: v.iy <>i protein chemical destrucllon and hig
her denalurai ՛>“ «vnprr-Jure desenb՞ ihe ’ <։?■•.• n! actomyosin complex, 
comrared With ihe 11 --.ate l! > pro, esed that in xrate՜ protein diffe
rent number ol contacts be wven ar։:n and myosin m.iy be formed. 
u'li.H mainly depends on the nruciunl •eeoHstru. t-ous in myosin

С>,-։астцне ммицы—ак7омио;1ин—(к*штурация.

Ранее нами было показал;, что двустзднйная кинетика комплексооб
разования миозина с актином (СПП) и АТФазы натурального акто- 
ми« ни на <1ив;п1.ч с участием н утих реакциях двух глпон функциональ
но [2. 5] и структурно [3, 4] неэквивалентных белковых комплексов.

Сокрлшснни СНП cyncpnpcuHrtiiTniuoi. АТФл.։ ддсщ}зннгр|и|>осф.1.а.ш
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Расчет термодинамических параметров, характеризующих ваимопре- 
яращенпе двух типов актомиозиновых частиц [6], позволил |дентифи- 
цировать их как комплекс актина с двумя структурными формами мио
зина (конформерами согласно [1]). Обратимым переходам между 
двумя :инами миозиновых конформеров в настоящее время ив лнгся 
особо важная роль в процессах генерации или регуляции величины ак- 
ткзнг.го напряжения, развиваемого мышечным волокном 11].

Для выяснения природы различий двух состояний актомиозина 
важно знать гип контакта и характер связи между актин м и миззи 
Йом в данном типе комплекса Согласно имеющимся снедениям. воз
можно образование сильной и слабой актин-мнлзинозой связи (Ю| 
однако остается неясным, в какой степени это сопряжено с .миозино
выми конформерами [I]. С другой стороны, учитывая, например, не 
одинаковую атакуемость протеазами ми^тина :< равных к-пформ:щи >н 
ных состояниях [II]. можно предположить, чю устойчивость двух ти
пов актомиозиновых комплексов к действию некоторых денатурирую
щих факторов также будет раз.! и чаться Выяснению -ло > вопроса п 
священ а настоящая работа.

Материй,; и мет«м)ика Натуральный аюомиолин получали ил бедренных мип;л 
крыс по методике [12]. Вмок подвергал-՛ дополнительной очистке ультраиентри- 
фугиропз1йгем при ЗоООО.д в 0,0 М КС1 и лпвждк .дчц. ..г.пилон, ш демс-нп.пг.ч՝ 
миной водой (pH 6.К1 Миозин получали по методу [13] Чистоту белков прове
ряли злвктрофоретичсски [1<>]. •• концентрацию определяли и.՜, связыванию с кра
сителем кумасн 0-250 [!4՜

Оптические измерения производили и,- спсктрпфсп'мегре «Спекорд» М-М) (ГДР). 
Разностные спектры белковой суспензи.՛ реслстрироаали с испсльзоганиом слепи --н- 
него отсека для мутных проб, ■՛ термограммы плавлении с применением пвтояэтн- 
теского хемпературиого сканера ТАЕ-1 Градиент нпрастзйня .гм՝.< аг ры состав
лял 0.4 К/.мин, точность контроля ±0.1 . Нспольч.-палн кварцевые хыяеты толщи- 
ной ' см, конечный объем проб—3 мл. Содержи՝՛ проб постоннно т-ремешив ЫН 
с помощью пстроенныл в к;-? к ный отсек магнитных мешалок.

Кышетрацнн ннгредш нов инкубиров.чнш в среды рксс-иг»нч.и. и •՛•!;■инл.-н вым 
программам [9]. модифицированным Л А Климовым (ИБО АН СССР, Лунгин 1) 11՛ 
стояппыс компоненты (в мМ): трис НС1 -20, (pH 7.55), 2-меркапго>танзл I. \ 
ЭДТА—0,25 и 0.13 мг/м.1 беях.։. Варьирозапн гс условия огояорелы н каждом кон
кретном случае.

Результаты и обсуждение. Процесс денатурации натурального ак
томиозина, тестируемый по увели юншо УФ-абсорбции белка, заверша
ется при 2—3,5 М мочевины (рис. I). Форма крнзых ;игр шла ,я силь
но различается для двух состояний актомиозина, переход между к< - 
торыми достигался в данном случае ‘изменением концентрации ионов

и контролировался по кинетике СПИ [2, 3, 5] Предпочтение Му - 
зависимому варианту смены двух состояний белка было отдано с 
целью поддержания постоянной конечной ионной силы раствора, изме 
некие которой могло бы повлиять на эффекты мочевины, обусловлен
ные главным образом ионным фактором.

Низкие концентрации Му2- обеспечивают одностадийный ход СПИ 
натурального актомиозина [41 по «высокотемпературному» типу, с уча
стием «-конформеров миозина [6]. Для этого (I) состояния белка ха
рактерна выраженная сигмоидная форма кривых титрования мочевя 
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вой (рис. I а). Увеличение концентрации М"2՜ переводит актомиозин 
во II состояние [4], при котором миозин находится в Ц-форме и для 
которого характерен «низкотемпературный» тиа СПП [6]. В этом 
случае сигмоидный участок кривых титрования мочевиной выпрямля
ете я.

Качественно аналогичные различия в форме кривых титрования 
мочевиной для двух состояний актомиозина сохраняются и после за
вершения реакции СПП (рис. 16). Полную денатурацию при этом 
вызываю; более высокие концентрация мочевины, что, ио-видимому, 
связано со стабилизацией структуры актомиозинового комплекса в хо
де СПП.

Ри» 1. Рис. 2.
Рис 1 Кривые спектрофотометрического пирования мочевиной нату
ральном актомиозкнл скелетных мнаш крыс до (л) и после (б) взаимо
действия с 0.1 мМ ЛТФ. Светлые кружки—I состояние (0.01 .мМ МйС1а). 
темные кружки—II состояние (0,5 мМ МеС1.>> белка 75 мМ КС!.
0.063 мЧ СаС!2, 25* —«сличила УФ-абсорбцлн образна тол

щиной I см. определяемая но разностным спектрам
Риг 2. Графики Хилла титрования актомиозина мочевиной (построены 
по кривым, представленным на рис. 1. обозначения те же) а н б—до и 
.тесле взаимодействия с ЛТФ соответственно. Цифры—значения коэффи
циентов Хилла, рассчитанные по тангенсам углов наклона соответству- 

щих кривых.

Значения коэффициентов Хилла, рассчитанные по кривым титро
вания мочевиной, для I состояния почти в 1,7 раза превышали тако
вые для И состояния как до (рис. 2 а), так и после (рис. 2 6) осуще
ствления СПП. Эю говорит о том, что в 1 состоянии актомиозина хи
мическая деструкция идет с более высокой степенью кооперативности.
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Небезынтересно отметить также появление излома на кривых Хилла 
для I состояния актомиозина после взаимодействия с ЛТФ.

Следовательно, изучение химической деструкции актомиозина по
казывает. что структурные характеристики белковых макромолекул 
могут сильно различаться в зависимости от их состояния. Однако на 
основании этих тайных весьма затруднительно говорить о состоянии 
отдельных компонентов белкового комплекса В этой связи нами был 
изучен характер термоденатурации двух типов актомиозиновых ча
стив.

При низкой ионной силе, обеспечивающей переход актомиозина в 
1 состояние [2. 3], термограммы плавления характеризуются наличи
ем о.лееятолько стабильного участка в диапазоне 20- 35е. за которым 
с.?, дуст участок обратимой денатурация белка, заканчивающийся при 
63= (рис. За). Дальнейшее увеличение температуры вызывает к< агу-

Рис. 3. Гермограммы плаваейия натурального актомиозина (а. б) и мио- 
ля.ча (в) скелетных мышц крыс ди (а, и) н после (б) взаимодействия 
с 0.։ мМ ЛТФ Условий- I состояние (сплошные линии): 50 мМ KC.I (в 
75 мМ); II состояние (пунктир); 150 мМ КС; (в—175 мН). Во неех слу

чаях пйолилнсь 0.05 мМ .\'։цС12 и 0.037 мМ СаС1

линию актомиозина, обусловленную необратимым нарушением струк
туры макромолекул и сопровождающуюся резким падением оптиче
ской плотности раствора. Обращает на себя внимание наличие вто
рого. слабо выраженного инка на участке обрати мой денатурации бел
ка в области бо5.

Кривые плавления для II состояния актомиозина, получаемого 
путем повышения ионной силы раствора до 0.15 [2. 3], резко отлича
ются от кривых, характеризующих плавление белка в I состоянии. Во 
11 состоянии белок менее устойчив к действию температуры и коагу
ляция н?.блюдае1ся уже при 55 5б?, т. е. яри более низких температу
рах, чем в 1 состоянии. С другой стороны, явно отсутствие высокотем
пературного пика 63՜ я более отчетливое проявление второго пика на 
участке обратимой денатурации в области 55°. Наконец, при темпе
ратурах 39—10s во 11 состоянии появляется дополнительный пик, от
граниченный от пика при 55° промежуточным минимумом.

После «отработки» на СПИ общая картина различий в диаграм
мах плавления двух типов актомиозиновых комплексов сохраняется 
(рис. 3 6). При этом .наблюдается некоторая стабилизация структуры 
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комплекс;։ в I состоянии, вследствие чего высокотемпературный пик 
•смещается от 63° до 66,5°. Процесс коагуляции при этом развивается 
менее резко, а ник в области 55° выглядит более отчетливым Гидро
лиз АТФ актомиозином во II состоянии уевливае; низкотемператур
ный пик при 38—40 и ослабляет пик и обл ас։ 55

Тонкая структура термограмм план и-ния. из-видим му, отражает 
проносе тепловой денатурации главным образ м миозиноно-о компо
нента наг. рального актомиозинов:по ;om лез который. но тайным 
сканирующей микроналориметрив а собственной триптофановой флу
оресценции, раскладывается ио меньшей мере на штыре составляю
щие [8| Более того, методами флуоресценции и светорассеяния |7| 
показано, что развертывание структуры миозиновых головок, наблю
даемое при температурах свыше 43s. зависит от их состояния

Сходство терм а грамм плавления препаратов миозина при ионных 
силах, обеспечив аю щвх переход актомиозинового комплекса в два 
различных состояния, с термограммам:։, полученными ля мп-змеи
ных состояний актомиозина (рис. Зв|, также указывает на то, что 
темперагурно-нндуцнрованные перестройки последнего ограничивают
ся главным образам миозиновым компонентом. Более того, в обла 
сти 70 -7.5° актомиозиновые препараты обнаруживают еще о тин пик 
плавления, отсутствующий на миозине (данные но приводятся) Это 
позволяет связать его появление с тепловой itrpa lauiieii структуры 
белковых компонентов гонких нитей—актина и тропомиозина.

Полученные данные свидетельствуют о том, что устойчивость акто- 
миозинового к ;м.1.и-х<։а к денатурирующим воздсйсгниям записи-։ от 
его структурно-функционального состояния. Исследование СИП ։ 
АТФазпой актив։. :ст. акп. миозина позволило нам сделать заключение 
и .’им, то два cod яння белка различаются по тому, какой зин мао- 
зи’Н/ных конформеров [1| в данных условиях комплексуете я с актином

В -л I -.՛• и преды iyn;.i< иёслёдова^ий. в которых не удалось вы
явить существенных различии в характере распределения поверхност
ного заряда и вел ։чине УФ-абсорбции двух типов актомиозиновых ком- 
плекгоч j 3], в настоящей работе показано, что 1 состояние актомиози
на более стабильно, ։ем И. Это может быть обусловлено нс только 
различиями в структурно-зависимых характеристиках (в частности, 
температурной устойчивости) двух разных миозиновых конформеров, 
но и типом образуемой ими связи с актином. Возможно, этим вызвана 
неодинаковая -. тепснь кооперативности процесса химической дес։рук- 
цян актомиозина в двух состояниях. Не исключено, что более высо
кая кооперативное! ь процесса, свойственная I состоянию белка обус
ловлена большим, чем ю L состоянии, числом контактов, обеспечива
ющих формирование иктин-миозиповог: комплекса. В этой связи весь
ма заманчиво предположить, что в обрззовагги.и комплексов 1 типа 
принимают участие обе головки миозина, в го время как структура 
комплексов Птнпа стабилизируется с помощью одеюй из них. Но край 
ней мере, смещение фазы обратимой денатурации актомиозина в об
ласть более низких температур при переходе or I состояния ко П в 
свете имеющихся литературных данных [7] можно рассматривать как 
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результат усиления взаимодействия между миозиновыми головками. 
Более строгое доказательство этого положения позволило бы лучше 
разобраться в структурных аспектах работы миозинового мостика.
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К ИССЛЕДОВАНИЮ НЕКОТОРЫХ СТРУКТУРНЫХ 
ОСОБЕННОСТЕЙ ДНК ЗЛАКОВЫХ

Л .4. МИНАСБЕКЯН //. О. ВАРДЕВАНЯН А Г. СИМОНЯН. Г .4 НАНОСЯ» 

ИЭБ АН АрмССР. Ереванский государственный университет. кафедра биофизики

Методом термической денатурации ДНК. клонированных ю сухих эм
брионов семян злаков пшениц сортов Безостая-1. Воскеаск и Армянка-60, 
а также из иолбы сорта Аршалуйс и тритикале сорта СнС 1. было пока- 
ааио, что имеются как межвидовые, так и внутривидовые различия меж
ду исследуемыми сортами пшениц и других злаков Они различаются 
по температурам плааления. профилям дифференциальных кривых плав
ления и содержанию ГЦ-пар

•հոր.'յէւ4ւդ^/Հհ/.քւ/>' Բձդոստայսւ ֊է, !) և Այս< յահկւո СО սորաԼրի ւյորէւՆ-
Ы.рр, 1։Նլ4(!.ա նւսև ԱբշսւյՈւ սէէրտի ■Հօէէհսրի է< При ֊է տԼասկյ. սէր[ւս<1<1յսյլէ.1է 
4հք.;է^րի չււքէ սւաք.! երիւյ աոացվսւծ Գն/^՚֊նձր/ւ թԼրւՏյւկ րյենւստ :н րա Ախ։) յ[ւ մԼթէքէւի 
միէույոյ է}>"յՏ Լ սրրէքած. որ /пи ւա/նաււ ի(։վօ>յ չ)/ւր!/ն!> տ1/ս/։ւկՆ1/ր1< !լ ւսյ{ /}л- 
(<է/նաղր}1։նեք։ի ւք/էջև /քէէյաթյուն անձն ինչպնե ներտհւ/ս/էրպին, այնպես Լ( ւՏ[/յաե- 
ստկայք/ն >пчч>1'1.,П1՝\Р յրւններւ Նյրանյւ տարբերվում Լ-ն ‘.ալման չերմաստիձաՆով.
■.Օւ(ման է<ք/ֆնրենց{րայ կորերի պրոֆիԼներով Լ ԳՏ֊ււՈպէյերի պարան ւսկ п/ք1 յամ րւ
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i'N'A was soUted from dry embrypes ni cere,vs <:cJs. (гот. Ifezostaya-l. 
Woskeh.tsk and Army-anta sorts of wh-.its anti roiti Arshaluys sori of 
Tr. dicoceam and Sis-I sort o: triticaly. imerSpeci՛ differences were 
shown, as well as intraspecific one- be! ve<- . '.'.v iudteJ sor-> i.r wheats 
and other meals by thermal deazr.t,-.:-. ’•n acth. ; v<e > dOicre.l 
by melting curve protili-л ar. G— i г -iir-

Jmku—ДИК плавление—ГЦ-содсржание,

Методы молекулярной биологии imot воз.՝,юж носи. негде.ива ь измс 
нения, происходящие в геноме растений, в зависимости or факторов 
внешней среды, возраста растений, дифференциации гкаЕЮй ц др.

На родах Pltaseolus. Hrassica и др. показана, что их я гарные ДНК 
характеризуются асимметричным распределением в градиенте плотно
сти хлористого цезия, что свидетельствует о гетерогенное!и ДНК по 
нуклеотидному состапу 11]. На основании угон» можно '-.ре".положиi >. 
что высшие растения с асимметричным характером распределения 
ядерпой ДНК являются древними аллополиплоидами, возникшими на 
основе гибридизации растений с различным нуклеотидным составом 
ядервых ДНК. Примером тому могут служить гёксаплоилиые пшени
цы с формулой ген >ма ХАВВДД, которые являются алллгексаплоидамл 
с одним геномом диплоидных пшениц (геном А.1 и двумя геномами 
Aegilups (геномы В иД|.

Результаты исследований Флазела [5] показали. чн> геномы Tri- 
ticum и разных видов \egilops имеют некоторые различия, позволяю
щие отличать геномы диплоидных родителей от гексаплоидных пше
ниц. ДНК. лыешпх растении [50] обла гает различными семействам t 
повторяющихся последовательностей и количеством их. Каждое се
мейство повторяющихся последовательностей ДНК в основном имеет 
различный ,-огтав оснований и ведет себя как кооперативно плавящие
ся <бл кч» при плавле’т. Обнаружены сортовые различия в частоте 
повторения фракций, уникальной ДНК пшеницы при очень широком 
варьировании частоты повторения у разных сортов [3], к то же время 
не выявлены межсортовые различия в температуре плавления, содер
жании азотистых оснований и др. [2]. К гомх же необходимо отме
ти 1ь количественные различия в генетической информации меж
ду сортам;։ и линиями мягкой пшеницы |-1|. ин шитых и гет.р а плз 

малых видов, включая /r։iin;m рюнрсоссцт ։ Triilciun timopiia cv 
[6. 7]. а также внутривидовые изменения в сортах с различной пло- 
идноегыо |Я]

Цель настоящей работы состояла в выявлена.t методом термиче
ской денатурация юобепностёй з кривых плавления различных сортов 
пшениц, а гакчже полбы и тритикале в пределах семейства и в опреде
лении параметров, характеризующих эти различия

Нигерии,! и метадики. Получение растительного читераали и выделение ДНК. 
ГТргпар.ги ДНК no.ivia.in пз сухих эмбрионов пшенник сортов Бсзоет:ы-1 Армя.чкл- 
г;П. Ьоскеаск, тритикл.те сорта СнС I и полбы сортп АршадуЭмбрионы из семян 
сакоь изолпрон.члк по мг.о.ту Джонс-цжа-Шгеэил ДНК и сухих х-мбрионов семян, 
.! :г»арн7с.и,вс .. мельченных а ступке, подучали ш. мею.тик - Чармура р] в бу- 
։|'t; содержащем о 15 М \;iCI 0.1 М ЭД ТА. 0.15 М нит р.п
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Na и 0,1 M грнс-HCI Депротеинизацию проводили смесью лзоамнл-хлороформ, с по- 
следующей обработкой рибонуклеазой, диастазой и проказой Дальнейшую очистку 
препарата tn>OB..>;i։i.'.n в NaCj и SDS. Чистоту полученных препаратов проверяли 
спектрофотомстрпчсоки. oiia со<и вегствоии.1.1 оптическим параметрам по Мар- 
муру [9] Выделение препарате® ДНК проводили восемь ра;< для каждого сорта 
пшеницы н злака.

Термическая денатурация молекул ДНК. Термическую денатурацию ДНК проэо- 
jiv.ni па SP-Ъ-ЮО гнектрофотаметре (Руе 1 ՛ icain, England) при концентрациях 20 — 
30 мкг/мл :: 0JXSSC и кюриевых кюветах, герметически закрытых тефлоновыми 
пробками. Нагревание осуществляли температурным программным устройством с 
линейной скоростью нарлггпнйя 0,25 град,-млн. Поглощение (A2^q) регистрировали 
на программируемом кулят.оре I1P-97S 1.0 Первую производную поглощения 
вычисляли .-.сдукини՝.: образом Вначале находили промежутки возрастания н убы
вания .иффереш1налы1и11 кривой плавления, затем, используя полученную информа
ции!, на основе ортогональных .многочленов Чебышеяа строил;: искомую кривую. 
Вычисления производили ил компьютер - «Электроника УЪ (СССР).

Среднее содержание ГЦ пар ДПК. определяли по ранее предложенному методу 
по формуле [ 12]

/>с,:п//?ьтй7ъг и обсуждение, Вопрос о схожести и возможных раз
личиях между геномами высших растений :i пределах вида давно ис
следуется учеными Методом равновесного ультрэцеитрнфугирования 
в градиенте плотности CsCI были исследованы ялерные ДНК Т. 
monocaccurn. (геном A), Tri- , ни p.:i ,:о colck. (геномы А и В) и Aegi- 
lops squarrosa (г.оюм l.i, л также Secate cereale и межродовых 
гибридов Trine./.7j Л-■;,՛.< и Truicum, Sec :!е. Полученные данные, 
свидетельствуют об отсутствии различий межд\ ядернымя ДНК от
дельных видов и межродовых гибридов подтрибы Triticinae в преде
лах чувствительности этого метода. Метод термической денатурации 
оказался в этом отношении .г стат мшо чувствительным. Нами выяв
лены различия как .межвидовые в пределах подтрибы Triticinae. 
гак и внутривидовые. Наиболее интересным нам представляется тот 
факт, что они различаются как по температурам плавления (табл,), 
так л по профилям ДКН (рис.). Эю можно интерпретировать как из
менение состава отдельных участков ДНК от одного вида к другому. 
К подобным выводам склоняются также я авторы работы [10], в ко
торой методом термической денатурации показано, что Zea mays. Pi- 
stun и Soiauum tuber sum пл .зятем как дискретные, кооперативно 
плавящиеся сегменты с различным составом оснований. Эти сегменты 
или блоки различаются по сре. нему содержанию ГЦ-пар

На (рас..а) пред^авлена дифференциальная кривая плавления 
ДНК пшеницы сорта Безостая-J, Характерный интервал плавления 
которой составляет \Т—11.8', чн> указывает на гетерогенный состав 
ДПК. Пшеница сорта Без-зегзя-1 ел.носится к гексаплоилным.пшени
цам со сложным геномом ААВВДД. Некоторые авторы доказывают, 
что доноры цитоплазмы для пшениц с геномами ААВВДД, АЛ-ВВ и 
ААСС являются Ae^iiqps long!՝ sarin. \egilaps auc/ieri [111.

Па (рис. б и в) представлены соответственно дифференциальные 
кривые плавления пшениц Воскеаск и Армянка-60, которые хот:, и 
имеют одинаковые цитоплазмы, однако все же качественно различа
ются пс՛ геномам на субмолекулярном уровне, ли температуре ii.ia.irie- 
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ния, •интервалу плавления. ядерной ДНК и по форме дифференциаль
ной кривой плавления. Полученные различия между гексаплондиыми 
пшеницами наводят на мысль о неодинаковых источниках происхожде
ния их геномов А. В. Д.

Лфльтсригтики ДНК ралличмых сортов пшениц и ։р\ги1 .манок

11. II Навмгкопанне Формула 
генома Г «в грат.) ( W Г р.| п ) % ГН

1. Бе six гаи 1 ААВВДЛ 73 7+0 2 11 8 •19 0

2, Вос кеас к ЛАВВДД 73.0+0.3 12 1 47 1
3. Армянкл-бО ААВВДЛ 72.3+0 2 12 2 4G 0
4. С ис—1 AABBRR 72,8+0.1 12.0 47 0
5. ЛриылуЙс АЛВВ 74 3+0.2 12.3 50.1

Имеются отличия в фирмах ДКП ДНК полбы .и тритикале В и.: 
Н1И.Х жсперимснтах была ксполькшанз чернохолоезя белозерная п и 
ба сорта Аршаду нс с формулой генома АЛВВ я тритикале с формулой 
генома АЛВВКК. По всей видимости, появление нового по качеству : 
кома КК и приводит к увеличению низкотемпературного пика плав.:՛ 
ним и общему понижению температуры плавления, а н области выелл х

Днффс;еннн֊1. м'.ые кривые п.1дв.~о'.<. ДНК сл..-.-. Безостая-!. Воске- 
век (6). Армяика-60 (з1. поябэ (г) и тритикале (д|

температур имеющиеся лики на ДКП ДНК полбы для ДКП ДНК 
тритикале сглаживаются. В результате обтай профиль кривой ДКП 
ДНК тритикале Сне-1 смешается в область низких температур. По 
•всей видимости, геному КК присуще количественное про» «блатайне бло
ков с большим содержанкам АТ-пар Температура плавления для пол
бы равна Тш = 74.3\ т с. на 1.3* больше, чем для пшениц Вискеаек и 
Безостая-1. и на два градуса больше, чем для пшеницы сорта Армян

ка-60.
Появление трех выраженных инков в области высоких темпера

тур свидетельствует о более высоком содержании ГЦ-пзр н зтон ДНК. 
И, наконец, промежуточное положение занимает ДКП тритикале сорта 
Сш- 1. Температура плавления ДНК тритикале в наших опытах Т- 
72.9й. । с приблизительно такая же, как и у гекса плоили ых пшениц, 
хотя и разится по профилю ДКП

Для всех исследуемых нами злаковых интервал плавления прибли 
знтслыю равняется (АТ для каждого сорта, данные при
ведены в таблице.
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Среднее содержание Г1_1-лзр (х) ДНК определяли по формуле [12]:

Tin—Тд,т
где S—площадь по i интегральной кривой плавления ДНК. которая 
вычисляется в интервале плавления от ТчТдоТп1; ТЛТ и Г ц темпера
туры плавления поли-d (.АТ) и поли <1 (ГН) мополимероз соответ
ственно.

Данные, обобщенные в таблице, показывают, что существуют раз
личия не только меж ту злаками в пределах подгрибы Triticinae. раз
личающимися между собой по плоидности геномов, но и между пше- 
•иииоми со схожими геномами.

Таким обратим, установлено, что ДНК пшеницы сортов Воскеаск, 
Безостая) ,| ц> г формулой гнома \ ХВВДД отличаются друг or дру
га как по форме дифференциальных кривых плавления, так и по сред
нему содержанию азотистых пар оснований

Авторы выражают благодарность : 6. и, профессору Гандиляпу 
II. Л. за полезные сонеты я пенные указания
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БиОжн ж. Армении. № б (42) 19Տ9 УДК 577.153.2.02

ПОЛУЧЕНИЕ ДИМЕРНЫХ ФОРМ ФОСФОЛИПАЗ 
И КОНЪЮГАТОВ ФОСФОЛИПАЗЫ А2 С ПЕРОКСИДАЗОЙ 

ИЗ ХРЕНА

Л Е ЛИЛИЯН
Институт биохимии .АН АрмССР, Ереван

Описано применение водорастворимых нмндоэфнров ДМА и ДМС д.՝я ко
валентного сшивания .молекул фосфолипазы А2 Эти же реагенты исполь
зованы для кокъюгнровзння фосфолипазы А., с пероксидазой из хрена. 
Исследовано влияние присутствующих » реакционной среде молекул 
фосфолипидов, ионов Ся2+. различных избытков реагентов, а также раз
ных pH на процесс димеризации молекул фермента.

Նկարագրված Լ ջրում ջու-ծԼյի իմիգոեթհրների' ԴՄԱ ձ ԴՄԱ եիրաուսմր Ա.-, ֆււււֆո- 
(իսյագի մէէքե կ/ոիների կովւպենտ կա и/։ ւէկցմսւն Հււ/մւ:>ր։ հույն al, Ա1է]ենտներր որյա-,, 
գործված են U . ֆոսֆուի>գա՚գքւ կոնյԱէէքա ցէէսյն համար ծովարոդկի գերորսիգագի հհսրւ 
ձեւոսւ:;ոա I ած Հ ոեակցիայի մ/։յավայրէէւմ ֆոսֆուիսյիգների ilոյեկոււների uitil ut 
յուքէյան, Ga-'* ДпЬЬй/>/1| ոեագենսէի инаր,- եր րանսւկի ավեյէւոէկնե րի, /ր1<;-.ւ'ս
նա!, միչավսւյրի գսմրագան pH ■ ների տ գգե дтр յանր ֆերմենտի մոքեկո, Հ.!։;-ի 
>;իմ եր ացմ ս>!/ ւ//ւ ա, 

'it''
Լ se nt water—so. ib ՛ mldt-eiiier D.V. ■. and Э.МС for covalent con;՛ 
lion or mol-.-՛ u'es ■՝. ph>sphoiipa<i *v described. These reagents ha о 
been us-I m conjugate phospholipase ' with hor.se radish perox.dase. 
Hie iniiiicnci at pres՛՛:;՛ л in react. ՛.՛; media of phospholln-d moiec.i՛*՝-, 
C.T lens՜, d ferent ։■ .fundanis ՛■ reagents nd different pH on pro
cess i>l d zaii-Ki o! lite enzyme -nolec՛.!'•՝$ is investigated

Фосфа и.7шзд ՛Լ-,—фс/сфы'лицсриаы—яи зхел—черчкеи^-.ии из хрена—конъюгат.

Фосфолипаза А2—гидроля?ичсский фермент, катализирующий расщеп
ление слож5«.)>фирной связи высших жирных кислот во 2-м. положении 
!.2 '1на11нл֊>п-фосфоглпцери.1ов.

Ранее нами было показано, что блокирование только г-аминогруип 
остатков лизина молекулы фосфолипазы А2 из яда средкеазнатской 
кобры Л'«/д naia oxiana ангидридом уксусной кислоты практически 
ле'влияет на способность фермента к гидролизу фосфолипидов II]. 
Эго обстоя тел 1<т во дало нам возможность более широко изучить неко
торые свойства фосфол к на <ы А-., методом химической модификации, а 
именно химического сшивания белкозых молекул.

В качестве ковалентно сшивающих агент в нами были применены 
бифункциональные реагенты различной длины алкильной цепи моле
кулы—водорастворимые имидоэфиры ДМА и ДМС. имеющие структу
ру

1!,С֊О С-ЧСНДи-С֊ U СНа
ո — 4 - ֊ д и м с т и. I а д и и и м и д а т 
ո — 6—ди мет 11 -՛։ с у бе р 11 м и д a i

Сокращения .ЧЛ\А диметиладипнмндат, ДМС диметилсубернмидат. ТНБС— 
трпннт|К'.С< '!-.ф0кяс.՝.11Т.'1, МПКТ5—миниатюрный потенаия.ч конечной пллстнпкн.
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Выбор бифункциональных имидоэфиров в качестве модифицирую
щих агентов оправдан тем, что они хороню растворяются в воде, вы- 
сокоспецифнчно и избирательно взаимодействуют только с аминогруп
пами белковых молекул, образуя с ними ковалентные связи в сравни
тельно мягких условиях, и, что очень важно, в результате такой моди
фикации не меняется общий заряд белковой глобулы [12],

Материи.։ и методики. Фосфолипаза А„ (пзбфермент ЕЗ) из яда среднеазиат
ской кобры Naja naja oxiunit была выделена а очншеяа по методу [2|. Использова
ли сефадекс и (1-75^ (Pharni.icia, Швепия!. ДМА ДМС (Serva, ФРГ). 2, 4, б-ТПБС 
(Sigma, США). Яичный лецитин получали и яичных желтков по известной методи
ке [15].

Ферментативную активность фосфолипазы Л2 определяли ранее предложенным 
ацидометрическнм методом | 13] Измерения проводили на автотитрзторе ГГГ2 
{Radiometer Данип) при 37е в 10 М Трпс-НС1 буфере (pH 8). содержащем 0.5% 
детергент Triton Х-100, >>,03 М \;>С’, 0.02 ՝Л. СаС12 0.7 мМ ЭДТА.

К 2 мл срезы добавляли 2 мг дипальмитонллешгпша в 50 мкл этанола, .гнем 
нносили I мкг фермента в 10 мкл воде За единицу активности было Припяти коли
чество фермента, которое вызывает п системе паление pH па 0.1 единицу за 3 мни. 

Фосфолипазную активность па липидных монослоях измеряли с помощью извест
ном монослойкой техники [2. 5]

Ферментативную акгинноеп, пероксидазы из хрена определяли по начальной ско
рости окисления о-дийнизидин . перекисью зодОрода [6]. Использовали 2.3 мл 0,01 М 
\з-фосфатный буфер п 0.1 М КХО-. (pH 7,0), 0.07 мл 2.0 мМ раствора •-ди.тни шлипч 
в 96%-пом спирте, 0.07 мл. 10 мМ растйорд HjGj " 0.05 мл растйбра фермента кон
центрации 2.5 10 мМ Увеличение оптическья плотности при 460 нм. после иеремс- 
шиадмия реагентов регистрировали па приборе Spccord I'V-VIS (ГДР). 3.» меру 
акгшшисгп фермента принимал;! количество микромолей субстрата, окисленного :>а 
I с., таким количеством нативно.о или конъюгирозаннсиг. фермента, в котором содер
жится I мкмоль г мина

Для быстрого определения свободных аминогрупп белка реакцию с 2. 
проводили и 0.1 М бора-1 нс,м буфере (pH 9,5) Нл раствор белка с кониент ֊кшпей 
0,1 мг/мл добавляли 10 мкл 1,1 ?А водного раствори реагента Реакцию останавли
вали чере 15 мни п измеряли поглощение i:p:r длине иолны д^>20 нм 
(Ев֊нн։= 22000 ЛГ‘см ’• E*֊n)j. =19202М՜’ см ’ |8|,

N-концевые аминокислоты определяли в виде дапенлыгыл производных [$]--
Аминокислотный состав белков устанавливали из автоматическом анализаторе 

D-500 (Durri.’m. США) после 24 ч гидролиза u В \ НС1
Гель фильтрацию иа сефадексе (1-75 sf проводили в 0.05 М аммонийзце:.сном 

буфере (pH 7) на колонке (1,5X90 см) со скоростью 5 мл час,
Сшивание двух молекул фосфолипазы А, бифункциональными реагентами осуще

ствляли н 0,05 М боратном (pH 9,5) буфере или 0.0,5 М росфатном буфере (pH 8.5) 
при концентрации белка I мг/мл, в присутствии 10 1М СаС12 или I .мг/мл лизоле- 
ИЙтнна. К раствору белка добавляли 10 мкм реагента {ДУГА или ДМС). Через 2 ч 
реакцию останавливали и после быстрою обессоливания смеси на колонке (1.5Х 
30см) с сефадексом G-25 белок лиофилизовали.

При проведении реакции конъюпгрования фосфолипазы А3 с пероксидазой из хре
на были взяты следующие соотвоте.чия компонентой: Ю м.՛ фосфолипаза А„ 5 мг 
пероксидаза.

Результаты и обсуждение. Известно, что большинство фосфол н- 
паз Лг змеиных ядов стабильны, либо в концентрированных растворах 
белка находя ten в форме димера L10J. С другой стороны, известно 
также, что из присутствующих в исходном яде нескольких изофермен
тов одни, например, образуют димеры при pH 7.5, а другие—их не об
разуют [II]. причем димеробразующие фосфолипазы в основном кис 
лыс, а не димеризующиеся—щелочные.

557



Для и p-форм фосфолипазы Л2 из яда змей Grotalus adamante- 
us известно, что образование активных тмериых форм в результате 
реассоциации диссоциированных идентичных .мономеров приводит к 
экспозиции одного лизинового остатка на димер [14]. В отношении 
фосфолипазы А2 лз яда среднеазиатской кобры Naja naja oxiana уста
новлено, что при молярных концентрациях выше 5X10 ՛ М белковая 
молекула в катализе участвует и виде димера [3, 5|. Этот факт под
тверждается модификацией п-бромфенацилбромндом е.динст венного 
остатки His, входящего в активный центр фермента. При указанных 
концентрациях, по данным аминокислотного анализа фермента, моди
фицируется 0,5 моль Hi> на молекулу белка, а ферментативная актин 
кость падает до ։% от нативной |1, 3]. Эти данные дополняются ре
зультатами исследований на липидных монослоях и даже сделана по
пытка предложить рабочуЕО модель димерной фосфолипазной молоку- 
лы [5].

С целью получения химического подтверждения димерной рабочей 
модели фосфолипаз мы и применяли ковалентное сшивание двух моле
кул фосфолипазы А2 из яда кобры водорастворимыми и.мидоэфирами 
различной длины молекулы.

Сшивание проводили в боратном (pH 8.5) или фосфатном (pH 
9,5) буферах при различных концентрациях фосфолипазы А2 (<5Х 
Ю-'.Чо в условиях различных избытков реагента (до 10 мкмоль).

Рис. I. Разделение ковалентно сшитых олигомеров фосфолипазы A., jjj 
яда змеи на колонке с сефадексом G-75 сверх гонкий. Условия реакции: 
10 мт, мл белка +1 мг ДМА ( —J, или !0 мг/йл белка4-1 мг ДМС

. ------ plI К,5; I—Teipawep. II гример. Ill ДийСр; IX мСШОМер фос
фолипазы Ал

Исследовано также влияние присутствующих в реакционной среде мо
лекул фосфолипидов (I мг/мл) и ионов С а2՜ (до 1(НМ) на процесс 
димеризации белковой молекулы фермента (рис. I, 2, 3).

В отдельных экспериментах было применено как одновременное» 
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так и последовательное или попарное добавление компонентов в реак- 
ционнную среду.

Как видно из приведенных рисунков, в идентичных условиях при- 
меление диметилсубернмидата больше способствует образованию ко
валентно сшитых димеров, причем вместе с димерами образуются так
же тримеры и гетра меры фосфолипаз А2 (рис. I). Увеличение pH 
среды на одну единицу особенно влияет на выход и направление реак
ции (рис. 2). Присутствие в реакционной среде молекул липидов спо-

Рис. 2. То же (см. (рис. I), )՝словз$я -рсакцил !0 мг/мл белка Ь0.65 мг
ДМС. pH 9.5. I мае

собствует димеризации белковых молекул, особенно при одновременном 
присутствии также копов Са2՜’ к растворе. Однако только наличие 
номов Саа* в среде практически не способствует этому процессу 
(рис. 3).

Рис. 3. То же, (см. рис. 1), условия реакции: 10 мг/мл бслка4-0,65 мг
ДМС. pH 8.5. в присутствии 1 мг/мл лизолецнтинл ( -— ) иля 1 мг/мл 

лнзолешггнна с ОД мг СаС12 ֊(---------).
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Разделение ковалентно сшитых димеров от высших олигомеров, 
а также других реакционных смесей осущесги.։яд ■< с помощью гель
фильтрации на сефадексе 0-75 51 Ферментативную активность вы.че 
ленных димеров, а также олигомеров измерял.՛! как ал идо меч и т.ткчм 
титрованием а отношении мицеллярных фосфол ишедов. гак а с по
мощью монослойн и техники [2, 5]

Оказалось, чг ։ ковалентно сшитые димеры ерлвнительнз малоак
тивны (80—90%) по сравнению с нативной форм ... ф сфоиипаш А,. 
Причем при инкубации с субстратом их актшш ■•■ г. у гиз.тяется нс сра
зу. а с некоторой задержкой, слегка нарушая прямолинейность ацидл- 
ме|р|.чсского титрования. Рассматривая процесс гидролиза фосфоли
пидов с точки трения предложенной ранее димерно; м юли на осн.тс 
моноел »йной техники, можно полагать, что, г.-»-т.н 4.:-м >мч. образовал 
пая ковалентная сшивка двух молекул фосфолипазы А2 жесткая и 
мешает гибкому и свободному движению молекул белка в димерной 
структуре фермента тогда, когда они должны быстро диссоциировать, 
чтобы после гидр- лкза субстрата снова реассоциировать уже с др?гой 
единицей во вновь образ клавшемся димере.

Число свободных аминогрупп белка, не участвующих в кс-щт.щит
ком связывании с реагентом, вычисляли путем измерения поглощении 
при /.= 120 нм. пледе их модификации 2.4,6՝ТНБС в ще.'т.лшли среде 

(г. \ , -2' 0 ‘ ’■՛. ' ем Е. кн. == 1'֊-2 '֊> 51՜։ см >.
\ концевым анализом ковалентно сшитых препаратов доказано, что 
а-аминогруппы белковых молекул свободны а не вовлечены а связыва
ние На тснопании ямин «кислотного анализа сшитых форм фермента, 
а также с помощью методики 2,4,6-ТНБС найдено, что в ковалентном 
свя нлваг.ии участвуют 2 остатки Еу> на молекул;, л .-мера фосфолипа
зы А2.

К !|ас! тяшему времени ряд ав.о? :ь । ■:.՛. ci.ni. что ф Д’ л пазы 
Ло и՛, различных ядов змей обладают пр еои на пт и чес кой активностью— 
сп нарушать пронес. ■'•свобождения медиатора из дш։г:-1-
тельных нервных окончаний.

С целью выяснения механизма под՛ лиог՛ тёйствия и выявления 
роли ферментативной ахтявн;сти белковой молекулы в прсс «наш>։•!•.’- 
ском эффекте фосфолипазу А. из яда кобры X п ох։апа конъ?о:1։.р л ва
ли с пероксидазой из хрена (М. м. 40000 Ди) Последняя, как изноет- 
но, является удобной меткой и ;ж-;о\.1мически.\ исследованиях И име
ет соизмеримый с фосфолипазой А? (М. м. 13500 Да) молекулярный 
вес.

Помимо уже предложенных । известных метоле® для коиъюгк.ю- 
вания разных молекул белковой природы [7] применено сшивание 
дв\ х белковых молеку ՛ с помощью ДМ А и ДМС В обоих случаях 
сшивание прозедено н и тентичпых условиях, п выход реакции печтн 
не обусловлен !1редиочтси:к-м какого-либо реагента.

Как видно из рис. 4, ковалентшт сшитые конъюгаты (1:1) удается 
успешно разделить с помощью гель-фильтрации на сефадексе Д-75:<1. 
Выделенный конъюгат сохраняет '-•50՝,й фосфолипазной активное:г. и 
- 40% иероксндаззетй активности. Последнюю измеряли по методу
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изменения начальной скорости окисления о-днанизидина перекисью во
дорода в фосфатном буфере (pH 7,0) [6].

Известная в литературе методика определения активности пер
оксидазы на пример,- окисления пирогаллола в нашем случае не дала 
хорошей корреляции, а преимущество предложенного чувствительного 
метода было очевидно.

Рис 5. Разделение конъюгата пероксидазы с фосфолипазой Л2 яда кобры 
на колонке с сефадексом G-75 сверхтонкий <------- » поглощение՛ белка
И ' ՝ • . ----- 1 поглощение г:՛՛ ՛ ՛ ՛.՛
иый конъюгат пероксидазы- с фосфо.жвазей .-V. И конъюол с молярным 
соотношением исрОксид.г:ц։:фосфолипаз,а Ill -kcjoxcii,;;։ л

IV—фосфолипаза А^.

Исследование влияния конъюгата фосфолипазы Л2 с н-.։р< ксидазой 
из хрена на частоту МП КП, проведенное 1ри различных добавках 
копью; ата г.рл 30' показало, ио со снижением ферментативной актив
ности конъюгированной фосфолипазы существенно снижай си се ней
ротоксическая .активность. Установлено, что конъюгат .чеобршимо 
связывается с 1:рсспн:жги юскими структурами н нрепя;ств\ет :си- 
спвию нативной фосфолипазы Л2. хо’.я пресинаитичоская активность 
фосфол;, । л !Ы А.֊.. кон 1.ю гм ров а иной с пероксида ՛.՛.! из хрена, сравни
тельно меньше активности нативной фосфорилазы Л2 [4].
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МОДУЛЯЦИЯ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ ЦИКЛАЗНЫХ СИСТЕМ 
К АЦЕТИЛХОЛИНУ ФОСФОЛИПАЗОЙ А.

Д ,М. МАРТИРОСЯН С. С ЛАЛАЛЯН. И. С. БЛКУНЦ.
Г. С МХИТАРЯН. С Н АЙРАПЕТЯН

Институт *>;enepi<«e»ira.ibiioA биологии АН АрмССР. Ереван

Показано, что фосфоднпааэ А5 увеличивает внутриклеточное содержа
ние 11АМФ н цГМФ и модулирует влияние ацетилхолина на систему цик
лических нуклеотидов.

Soijg Հ տրված, որ Ա_. ( Ներրէքսւյին glklHb և ;/Գ11 'Ji
րանակր ե վէրափախում աջետյղխպֆնի տՒԿէՒԿ
հսւմ։սկսւրց1’ վրա։

Il is shown that phospholipase V increases the inrracclhilar concenlration 
of both cAMP and cGMP and modulates ihe acetylcholine influence on 
th cyclic nude tides system.

Фосфо.<улоз։т 4շ—цисличиччиг нуклеотиды— ацегн.։хо.։ин.

Данные о влияния ацетилхолина на внутриклеточное содержание цик
лических нуклеотидов противоречивы. Так, АХ увеличивал содержа
ние иГМФ и синаптических ганглиях быка [8]. но н нейрональных 
ганглиях нин«ира.1н<5Й улитки несколько снижал его |!]- Выло пока
зано также, что АХ ингибирует аденялатцякла <у сердечной мышцы и 
печени [ 1(1]. одна:-; • в срезах мозгового зещеегпл ни цючечнпка бы 
ка он стимулировал аккумуляции цЛМФ, нс влияя на активность а.Ю' 
ни.1.41 циклазы [4].

11и11\։1н-> что фосфолипаза Л; (ФЛ \Д •>к:։зынаг: влияние на 
лиугрикж‘точный уровень цГМФ [9]. а также можс։ м<>аудировать 
Ионную пр՛՛:։ •днмость и ХХ-чувствительносг։. нервных клеток |3, 7|

՛ .uHpamciito* Ф.'1 \ фосфпЛнпл и ПК допилено։։.։ u i.nr.։u(a
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Целью настоящей работы явилось изучение влияния ФЛ-Ла на уровень цАМФ и цГМФ в условиях действия ЛХ.
Материн.։ методика. Эксперименты проводили на изолированной централь

ной нервной системе виноградной улитки (XII.1988) Использовали физиологический 
раствор следующего состава (мМ): \аС1—84. КС—4. СаС1?—7. MgCl2—15. глюко
за—К). rpzc-HCl 10 Реактивы применяли в следующих концентрациях: АХ -10 5 М. 
фосфолипаза Д—20 мкг/мл (фирма Serva), дециленовая кислота (ДК)—1,5 мМ 
(TOKYO KASE! Со.hid.. JAPAN), кетамин 10-4 м (Parke Davis Company, London) 
Ф.’1֊А2—20 мкг/мл {подучена из яда среднеазиатской кобры Naja oxiana Eichwald к 
Инс н у те биохимии АН УзССР). Активность фермента определяли ацидиметрическим 
методом [11], что составляет условных 33.000 ел/мг.

Изменение текучести липидов пол действием ФЛ-Л2 и кетамина определяли с 
помощью флуоресцентного зонда пирена Г2]

Внутриклеточное содержание цАМФ и цГМФ измеряли следующим образом: пре- 
нарирошнные ганглии инкубировали в соответствующих растворах (с АХ—в течение 
5 минут, в фпсфорпл:-за.\ 10 мин. в кетамннС и ДК—30 минут), затем ганглии гомэ- 
1Ччнлиронали в 50 м.М трис-HCI содержащем 10 мМ ЭДТА (pH 7.4) Белки осаж- 
Шли спиртом (96%) с послед} юнг м центрифугированием при 10000 g в течение 15 ми
нут. Осадок промывали 70%-ным спиртом н вновь центрифугировали в течение 5 ми
нут. Полученные н.чдосадкн объединяли и подвергали высушиванию в вакууме. Кон
центрацию циклических пуклейгидов определял;՛ радиоиммунным методом [12]. нс- 
тюлы-уя стандартный набор pi активов радиохимического центра «.Aireisli.-i-тп (Англия).

Результаты и обсуждение. Как видно н.< рис. I. ЛХ нс влияет на внутриклеточное содержание цАМФ. В условиях предварительной инкубации ганглиев в растворе, содержащем ФЛ-А2, уровень цАМФ ПО
ТО

i
։® .
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Ри.. 1- Рис. 2.

Рис. I 11.змет чщ՛ внутриклеточного содержания цАМФ в различных 
условиях инкубации (и=10)

Рис. ? И-.мещ-мщ кбличестна цГМФ । 'Д н различных условиях инку
бации (к- 10).пытается иг: 40% В этих же условиях :юд влиянием АХ он снижается почти в два раза. Аналогичное воздействие наблюдается я при изучении влияния ЛХ и ФЛ-А? на внутриклеточное содержание цГМФ (рис. 2). При этом ФЛ-Аг увеличивает содержание цГМФ на 35%. Из рисунка видно также, что фосфолипаза Д не влияет на содержание циклических нуклеотидов в клетке.Представленные данные подтверждают результаты, полученные ранее другими авторами [9], показавшими, что ФЛ-А5 стимулирует активность циклазных систем. 563



Известно, что активность мембранных ферментов зависит как от липидного состава, га?; я от текучести липидного слоя мембраны. Исследование .влияния ФЛ-А2 на текучесть липидного слоя грубых микросом ал 1ных фракций мембраны нейронов виноградной улитки выя вило снижение текучести мембраны на 8%. Для выяснения роли текучести липидов в процессе стимуляции уровня цАМФ и цГМФ фосфолипазой А2. ганглии предварительно обрабатывались веществами модулирующих текучесть липидов (кетамин и ДК). Было показано, что как ДК (ненасыщенная жирная кислота с 10 атомами углерода в уг- л йв՛..՛ до род ной цепи), повышающая текучесть [13], так и кетамин (2 орто-хлорофилл-2-метиламине-циклогексанона гидрохлорид, диссоциа- ативный анестетик), уменьшающий текучесть клеточных мембран [5]. не оказывают влияния на количество цАМФ (табл.). Однако прояви֊
Изменение уровня циклических нуклеотидов в
<ЛР.ИСН.МОС1И от гскучести мембраны. % п р.

Уело • •я ։;>вн к АМ <• ьГ'АФ

Норма 10»±5 1М-5
Ф. । А 140-5-7’ !3.',+бг
ДК 100-9 124;֊՝
ДК-1-ФЛ V. 133+15
Кет.тм.-н ‘20. ±7 163 ±9'
Кетамин+Ф Л 116+К 233-Ю’статистически лостоасрное «ттнлоцение (Р<0.05) ригельная инкубация ганглиев в среде, содержащей кетамин, резко повышает содержание цГМФ в клетках. При этом сохраняется стимулирующее влияние ФЛ-Л» на уровень цГМФ, происходи։ суммация эффектов кетамина и ФЛ-А2.Как видно из таблицы, ДК также увеличивает содержание цГМФ, хотя и з меньшей степени по сравнению с кетамином.Таким образом, и при увеличении, и при уменьшении текучести мембраны не меняется уровень цАМФ и увеличивается уровень цГМФ. а ФЛ-А:. в обоих случаях сохраняет стимулирующее влияние на содержание циклических нуклеотидов. Это позволяет предположить. ио модуляция [у.ветвительиости циклазных систем ФЛ-Д2 но зависит от изменения текучести липидов.Икмсстио, что под ••• ՛ ՛֊• ФЛ-Аз цроисход1п ббразоаДние свободных жирных кислот Наряду <• этим показано, что свободные жирные кислоты могут оказывать влияние на уровень цАМФ г. цГМФ в клетке [б]. Полученные нами экспериментальные данные можно ин- терпретнрокагь следующим образом: под денстзпем ФЛ-А2 происходит о:'газование свободных жирных кислот, которые путем прямого взаи- мо։ейс~вия с циклазными системами активируют их. что в свою очередь приводит к повышению внутриклеточного уровня цАМФ и цГМФ. Го։ факт, что изменение текучести мембран։.! нс влияет На эффекты Ф-Л А?. также спи ։е։ельеткует к пользу нашего предположения.5б‘!



На основании вышесказанного можно полагать, что чувствительность никла ных систем нейрональных мембран к \К может зависеть от степени активности фосфолипаз. Противоречивость результатов исследований. полученных при изучении влияния XX на урозен։. -иче- ских нуклеотидов, может объясняться тем. что сезонные изменения (особенно выраженные у пойкнлотермяых животных) могут приводит- к изменению фосфолипазной активности, что. в свою очередь, может влиять на чувствительность цАМФ в цГ'МФ к АХ.Авторы выражают благодарность сотрудникам лаб. биофизики Института фотобиологии АП БССР за предоставленную возможность и помощь при измерении текучести мембрзных фракций. Авторы благодарят также сотрудника Инстд.ут.ч биохимии АН АрмССР Ананян А. за помощь три определении активности ФЛ-Аг
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ВЛИЯНИЕ у ПРОПАНОЛА НА ПРОЦЕСС ЛИПИДНОЙ 
ПЕРОКСИДАЦИИ В ПЕЧЕНИ И СЕРДЦЕ КРЫС ПРИ 

ВОЗДЕЙСТВИИ ШУМА

Л1. Л! МЕЛКОНЯН. Е. Я. МЕЛИК-АГАЕВА. В. Г. МХИТАРЯН

Ереванский медицинский институт, кафедра биохимии

Под влиянием ■упроннно.ча в условиях акустического стресса в печени и 
сердце крыс изменяется пнтенсянность липидной пероксидаиии, предот
вращается снижение уровня «-токоферола. регулируется активность супер- 
окснддисмутазы, глутатионпсроксндазь*. г лугатвокредуктазы. глюкозо- 
п-фосфатдегндрогеиазы.

։ч Ч Г)Ь <; rr! р jUl\, inuil^ uuipLuf՛ ։)/ ш p.r /։ it 1i! шчЫплЪЪ֊

li uf/unxJIjuAraiJ Z шЬ E^UtLit

urni^l.pvjn,/, Iftfjiiitf nunut -ftu]f > 1ЦЧ. ОЧЧр1։чЪг;1'1<о^и^։}""(ш11՛’

q№//'. qtjntf/xqu։. 6- fynt/Qlum >)№(< f/'Xtfl \iutqntjft fiubfii

Under the influence of у-p* •prriol .-hanger the Intensity o£ При! peroxida
tion, the decrease of the level of »• tocopherol is suopressed. the activity 
of superoxide dismutase. glutathione peroxidase, glutathione reductase 
and ghtcosc-G-phospnate dehydrogenase .$ regulated . the heart and li
ver of rats under conditions o: acoustic stress.

ПОЛ— fi roKwbcpoA у пропанол—шум.

Ранее нами были показаны выраженные изменения процессов ПОЛ и 
антиоксидантной системы печени и сердца в условиях акустического 
стресса 17. 8]. Это позволяет считать изменения в указанной ckctcmcj 
важным, патогенетическим фактором з реализации шумового в з сй- 
ствия. Продукты ПОЛ оказывают повреждающее действие на клетку, 
вызывая окисление и деградацию различных субстратов, .■кетзукцию 
структурных компонентов бпомембрггл, сопровождающуюся ппгшЗмро- 
•ванием активности ряда ферментов, нарушением п^Сгцеесой ре-сипл;։, 
что в итоге проявляется в изменении интенсивности и направленности 
■клеточного метаболизма.

В связи с вышесказанным становится очевидной необходимость 
разработки мер профилактики и лечения шумовой патологии. основан
ных на рогулядвн интенсивности процессов ПОЛ. В :֊. '-шей работ.՝ 
ир^.дставлстлы результаты исследовав ня иптенсизнсх t л ир.яь.-ссоч ПО.1. 
сод ржания л «до ген и ог.> антиоксиданта а-Т. а также активности СОД, 
ГП. I Р. Г-6-ФДГ в . чени л серди, белых дыс-сгмиов под деГктнием 
шумя (91 дБА) на с ? профилгктпческого едения у-пропанола.

< к v tut: СОЛ—суперЬксяддисмугазд ГП глутатион пероксида за; ГР ..ту- 
т:֊ । иоире.тукгаза; у-пропанол—Зг5-д|ггрсгбутил--1-пгАрокс1։фенн.тпропан<>л. («сингези* 
рован в Н И Г1 ХИМ полимер» МХП); ФЛ 11—фоновые липп litre перекиси; ПО. I пере
кисни с-кпслегне .пп’илоп; <^-Т—<х'Т0К0ФеР°л; ’ б-ФДГ ֊ глюкозо-б-фосфзт.’.с1 н.ц о- 
гекг.։и, АЗП—аскорбатзависимое перекисное окисление; НЗП—АДФН-заВнсймое 
nvpcKiic-- ;е окисление; МДА мзлоиовый дкальдегид



Материал и методика. Эксперименты выполнены на белых крысах-самцах мас
сой 130—200 г. содержащихся на обычном рационе Животные были разделены на 
7 групп, крысы 1 группы служили контролем крыс 2—6 групп подвергали действию 
шума (91 дБЛ> <■ максимальной энергией в области средних и высоких частот. Жи
вотные 2—7 груш: получали внутрибрюшинно по схеме в течение всего эксперимента 
у-пропанол ։։ дозе 5 мг.-кг массы Споки действия шума составляли соответственно 

1 и S ч, 7, 28 и 56 суг. ежедневно по 8 часов. Жйвотых забивали декапитацией. 
Крысы 7 группы были забиты спустя 24 ՛; после киедекня у-пропанола без озвучива
ния («интактная группа»}. Все операции проводили на холоду. На исследование 
брали 5- и !()%-пые гомогенаты сердца и печени. Содержание ФЛП определяли по 
описанному методу 110]. уронен։. неферментз։ явного- АЗП и ферментативного НЭП 
ПОЛ по методу [2|

Содержание цТ определяли флуориметричёски [9]. активность ГП. ГР и 
Г-6-ФДГ по опкелчным методам |3. I;?. 13j с некоторыми модификациями; со
держание белка—по Лоури |11|

Результаты и обсуждение. Данные, средств ;енте в табл. I. сви
детельствуют о росте уровня а I в печени и сер те как интактных, так 
։՛. экспериментальных крыс во ice исследуемые сроки. Сдвиги наибо
лее выражены в сердечной мышце и свидетельствуют о выраженном 
пре.вентивно։м действии у-пропанола. способствующем не только сохра
нению, но и накоплению <z-T ч тканях, чго чрезвычайно важно, посколь
ку у животных ц условиях акустического стр сса развивается недоста
точность а-Т [7. 8]

Следует отметить, что уровень сс-1 достиг максимальных величи'П 
у животных 5-й группы i-'l недели воздействия), превысив контрольный 
фон в сердце и печени на 82 и 208% соответственно Через 8 недель 
содержание его нормализовалось ։ печени, в то время как в сердце про
должало превышать контри ль на 58%. Примечательно выраженное 
снижение уровня Ф.’Н! и сердце и почел i хак интактных животных, так 
и подвергающихся воздействию шума в течение 4 недель. Следует, од
нако. отмстить некоторое превышение контрольных величин ФЛП че
рез 8 недель, чю, зможно является следствием обогащения липидов 
клеточных мембран полит пасы 1-ш-иным л жирными кислотами вслед 
ствие значительного роста а-Т з них [1]. При этом отмечается обрат
ная корреляция между уровнем а-1 и интенсивностью 'индуцировашных 
процессор. ПОЛ; способность к липопереокислению в целом снижается, 
в особенности в НЗП ci-.стеме Значительный интерес представляет 
абсолютное отсутствие активации ни ьшпровадных процессов ПОЛ. в 
отличие от динамики, наблюдаемой как в условиях стресса без профи
лактики. так и при профилактическом применении а-токоферблацстата 
[7]. Возможно. столь ияраженны.ч ингибирующий эффект обусловлен 
как непосредственно у-я рола волом, гак и его гидроксилированными 
производиымл. ■.•'■лада ■:-n"ivi. цйсокой йгтн радикальной ;:aTi нпостью. 
как это яредполагается в механизме де йствия синтетических антнокси 
дантов из ряда -жранирошнпи!.. х фенолов | '

Изучение активности ферментов амтирадикальной шшиты клетки 
свидетельствует о выраженном подавлении СОД, ГР и Г-6-ФДГ л ак
тивировании ГП в миокардиальной и печеночной тканях интактных жи
вотных Однако характер сдвигов значительно меняется в условиях шу 
mob-dto воздействия: при этом сдвиги более выражены в .печени, где про-
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Примечание II количестве ՛ •нгпиых 12—7| 9. 21 . г» показатели ло<говернос1и: Р< (1.001, Р<0,01; Р«),05.

к*
Г а С.1Н и а 1 Влияние шума на ншеиснвносгь ПОЛ и уровень а-Т в печени н сердце белых крыс-самцов на фоне введений у-пропанола (М-ш)

1 !и .՛. 'Лус’-ч." артр.ч И .
гкянь

1 2 3

1 р у и "

4

-

(> 7

• !' нмоль МДА из 
л։ г <А лка

пенс III. 2 ') 1 II > 
(4՜ )

1 05+« ,04я 1 1-1 0,1'6'’ 1.64 1 0.02" 2.9 + 0.22 1.33+0.13 2.3+0.13

сердце ։.ь+о ։ 
(•1Ь>

о • |.о;г 1.2+0 Г’ 0.84+0.05^ 1 Л ‘ о > и.8+0.02 1 36 1 0.1.-,

НЭП. нмоль МДА на 
мг белка

печень 2,3+0.1 
(48)

о. 4+0.03" 1 81+0.1' 0.7+0 03'՝ о.з+1> оз’

0.75 £0 13՛

0.67+0 05* 0 7+0.1"

сорте 1 з+.ол 
(4Я)

0.2 <+0.01" о.х 1-0 05 0.23 .0.02՛' 0.2 Н1.с1 ■ 0.58 + 0.06'

Фоновые липидные пе
рекиси. нмоль А1 1А и.:

печень 30.3^1.6
(24)

'4 ’ • 6.6՜ 23 6+1.0" 17 1 10 6м 79.9+1 7 1 '.7+1,7е 14 5 1.0.4’

г ткани с ер,тс 26.9+1.6
(54)

2.' 1 ты 18 8 0.6" 10 3+0.6՝ 23.9± 1.04 31 •• Н» '1 |ч.О+О.<н>л

СОЛсрЖ'ИНС я Т ммоль 
на г ткани

ПС 1СПЬ 24 <6+1
(> >

2 ||*<|.1 22.8+0 43.2+1.6’ 74 .0+0 5՜ 23.2 •; 1.1 26 4 +0.4'

сер П1С 26. i-tl.fi
(48)

՛, п >,՝ " 1 43.2+1 2'' 48.0+0.1 11.5^1.9“ 30 и+0.4'



Примечание, см. табл. I

Таблица 2. Активность СОД, ГП, ГР. Г-б-ФДГ в печени н сердце белых крыс-самцов на фоне |Ни-,1СЯНЯ у-П|1О11|»»Н>Л.| (М-1Ч|

Иауч.елг.- параметры Исслсдуе
МЫС (КЙПП

1 р у п Ц ы

։ 2 3 1 5 6 7

СОД, ед. активности 
на мг белка

печень

сердце

28.3+2.0 
(48)

1 1.6+0 •г| 
(-։»)

՛* _■+ ՛..;/

16.4 + 1,2

16.7+0 16°

10.2+0.2’

57.7 + 1.61"

24.9+0 4°

21 • 4 Н1.2

14.3 НГ*

49. 1_2.8"

9.п+О. Г

15.1-1.2“

7.3 И 1.2'

ГП. МКМОЛЬ ГЛ\' ПН НАИЛ 
на мг белка и млн

печень

сердце

0.31+0.01 
(4Ь>

0.25+0.007 
(48)

0.22+0.01"

0.4+0.03°

0.27+0.02

0.38+0.03“

О.25+ОДГ2'

0.0964 0.007"

0.3+0.01

0 1+0.01“

0.36+։ -01

0,57+0.ОР

0.57+0 03"

0.5±0.02'

1 Р, нмоль ТчАДФН пл 
»1 белка в мил

печень

сердце

25.0+0.7 
(48)

16.5+0.7 
(-18)

45.0+1 0

.'.1+2.02

13 5+0.5'

13.0+0,31"

16.9+0.4’

8.1 + 0.7'

ЗО.н+1

1՛՝ 2+1 01*

19.84 0.4*

11.3+0,27°

8.54.0.6’

3.7+0.35"

Г-б-ФДГ II он. ХАЛ'ГП 
на М1 1 .льа н мни

печень

сердце

зз.о+о 1 
(12)

3.7+0 12 
(12)

.4.0+2 9

1.3.04 д.з*

30.0+0.8°

5.7+0. | '

14.7+0,67“

3.5+0.2

36.1+3,08

7 5+0.4*

11,17+0.7“

7.2±0.2т

23.7+0.5°

2.6+0,4.3е

•6
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слеживается общая тенденция к подавлению актлнлисгл ГР. Г-6-ФДГ 
через 8 недель воздействия, восстановлению контрольного уровня ГП и 
активации СОД. В миокардиальной ткани динамика сдвигов отлича
ется от таковой и печени, т. е. имеет место выраЖегоиая органосяени- 
фичность сдвигов. проявляющаяся в подавления активности ГР п СОД 
и примерно двукратном росте ГП а Г-5-ФДГ. Известно, что изменения 
активности изученных ферментов в определенной мерс обух՜ ювлены 
концентрацией субстратов, уровнем б ноа нт «оксидантов в тканях 15. 
6]. а также изменением н синтезе de novo, что также находится под 
контролирующим вниманием различных регуляторных систем.

Наблюдаемый в ходе эксперимента рост активности ГП. io-види- 
мому, является результатом индуктивного синтеза ферментных систем 
утилизации в ответ на введение синтетических антиоксидантов [5]. 
хотя возрастание уровня ФЛII к концу эксперимента свидетель.тзует 
об интенсификации процессов НОЛ л. по-видимом у, значи те иьно •: 
роите гидроперекисей жирных кисло։. субстратов ГП.

Таким образом. действие упронаяолэ многогранно. ։ он. яляяеь 
«ловушкой» для радикалов, в го же время действует опосредовано, пу
тем изменения уровня а-Т и активности изученных ,՛ рмент 
нях, что в результате проявляется и полном предотвращении развития 
дефицита а-Т и индуцированных процессов ПО.! лод денсшисм шума 

в гзученных тканях
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ВЛИЯНИЕ обшей вибрации на содержание 
КАТЕХОЛАМИНОВ И СЕРОТОНИНА В НАДПОЧЕЧНИКАХ, 

КРОВИ И МОЧЕ КРОЛИКОВ

С М МИНАСЯН. А. О. ОГАНЕСЯН

Ереванский госуннверситст кафедра физиологии человека и животных

Выявлены фазовые нзменгнмя содержания адреналина норадреналина, 
дофамнко и ссроюКнпл в падло .очинках, крови и моче кроликов при 
двух месячном ВОЗЛСЙС1ПИН либрации После 30-днсиной вмбраинн увели- 
ЧНВ.1ЛСС1. содержание адреналина и норадреналина о надпочечниках, кро
ви н усиливалась их экскреиия с мочой что свидетельствует об усилении 
тонуса симпатической нервной системы Уменьшение содержания кате
холаминов и крови и мичс к конце «кгиернмента указывает на подавление 
активности еммнаю-ллреналовой системы.

քր'րքհ’մս)ն /./ւկամւ/յա ^..յ.!աևՆ1ր»,մ .ս>գս>րՆ1րի մակերիկամ֊
ՆնրՈէմ, արյան Ь Д i'//• Ji» ք шуш it

ւ;քփ w ■//<></> /. սերոաոնինի րանակոէթ յան ֆեյային фяфп[ы»։р յո,նննր> (>րթոման 
30-էրյս։ սւգւյնցությոէնիյ) ’Լա* է —fi/mX մնգռմ ն մակերիկամ •
ներում աւ/րԼնւս/ինի և նորա՚յրեՆաւինի ք անակpյան ավերվում. որր վկայում 
է սիմպաթիկ նյարդային համ ակարդի յարվաէության քարձրաջմ ան մասին’ էրս • 
պերիմենաի վերյում արյան ն մԼ^ի մեյ կաաեխպամինննրի քանակը J վազում (. 
лЧ՛/՛ վկայում է սի Jպաթոա՚ւյրԼնէպայք՚ն Համակարգի ակս,իվ՞,ր յան նվայման 
մասի ն>

The phase changes of adreca in. noradrenal.n, d.pham.n and serotonin 
content in adrenals, bleed and urine :: the rabbit at the 2 months effect 
of vibration was revealed A: the 39 d-.ys •..’oration the augmentation of 
composition of aorenailr and noradrenaiin in adrenals. bocd and increase 
of tti.fr excretion анп urine. that was apparent у on account or enhan- 
cement of sytnp.i! ■ nervous sy-t.-m aetaity. -а- ->uier ed. The du rease 
ol caiccholamin content in b.oad and ut.BS. :h.r л ֊ r< id as _ 
exposition of symp.thc adrenal ->st-.m actr.:ty

Вибрация -бии.сюи^ uMWiN—HaBnc^i'vHuKu

Биогенные амины играют важя\к» роль э механизме нейрогумора.чьноП 
ю&уляцнн фунлиий организма, процессах с м гулянии и гомеостаза, 
адаптаинонно-трофнчсскои функции нервной .иитемы Их значение как 
регуляторов приспособительных механизмов вытекает из члособности 
быстро и интенсивно влиять ла процессы мелаби.пг.1ма։ усилить воз
бужден ие центральной нервной си> ■ •.•м.> у <;<1.- <:нь в развитии эмо՛ 
ииоиальных реакций

В последнее десятилетие внимание многих исследователей направ
лено на изучсни.՛ состояния бистпныч аминов при вибрационной пато
логии [2, 6,9 — 111. Однако шише о содержании катехоламинов в 
тканях организма в этих условиях противоречивы. Нами и 1учялось со
держании катехоламинов и серотонина в надпочечниках, крови и моче 
| |՝олнкон при воздействии обшей вибрации.
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Материал и методика. Экспериментальные исследования проводили из 26 кро
ликах массой 2.5 3 кг Содержание биогенных аминов в надпочечниках к моче оп
ределяли флюорометрическим методом [4. 81; катехоламины ; серотонин в крови— 
также описанными методами [13. 14], Были проведены две серин экспериментов 
В первой изучались изменения содержания биогенных аминов при воздействии вибра
ции разной продолжительности 30, 60. 120 мня; во второй—на 30-й и 60-й дни воз 
действия (по 2 ч ежедневно при 6-дневной неделе) Животных подвергали воздей
ствию вибрации на внбростеидс ЭВ-1 (частота ЯО Гц, амплитуда 0,4 мм). Контро
лем служили интактные кролики, такое же время находящиеся в виброкамере. Для 
сравнительной характеристики симпатического и адреналового звеньев снмпато-адре- 
наловой системы, выяснения различий в процессе биосинтеза н метаболизма катехо
ламинов были вычислены коэффициенты, характеризующие соотношения норадрена
лин,а дрена л ин и норадреналин,дофамин. Полученные цифровые данные были под
вергнуты машинной статистич&ской обработке на ЭВМ ЕС 1033 по соответствующей 
программе.

Результаты к обсуждение. В надпочечниках интактных кроликов 
обнаружено сравнительно большое количество адреналина По сравне
нию с норадреналином, что соответствует литературным данным )3| 
В крови имелось относительно большое количество адреналина к 
ротоннпа.

При воздействии вибрации в течение 2 ч наблюдались фазовые из
менения содержания биогенных аминов в надпочечниках, кровя, моче, 
(■габл).

В надпочечниках при кратковременной вибрации (30 май) снижа
лось содержание адреналина на 23%, норадреналина на 21% и повы
шался их уровень в крови .։ моче (соответственно на об и 250%).

Согласно литературным данным |1|. снижение уровня адреналина 
и норадреналина в надпочечниках при вибраци яаляе.ся ... ультаюм 
повышения их секреторной функции.

После часовой вибрации в крови сохранялся н<н։ыпк'|։1л и уронен > 
катехолам а нов и усиливалась их экскреция с мочой, в основном за счет 
норадреналина. Если экскреции адреналина усиливал.;с м 50՝.,,, :о 
содержание норадреналина увеличивалось в 3 раза. Соответственно 
увеличивался коэффициент нлра.герцалнн дофамин (1,0*2, у • роль
ных—0.91). В первый час воздействия вибрации выл ленве .сгсхолн- 
мчнов происходит в основном за счет норадреналина, что свидетель
ствует о значительном повышении тонуса симпатический нервной сис
темы

После, двухчасовой вибрации исходный уровень катехоламинов в 
п.՛» ’.почечниках почти восстанавливался; в крови намечалась тенденция 

.меньшевик, их содержания и увеличению коли честна серотонина, 
л мепьшалась также их секреция с мочой при одновременном увелнчс- 
нки содержания серотонина (табл.).

Изменение содержания биогенных ам.чп' г. после 30-лненно.о воз
действия вибрации свидетельствует о генерализованном о; веге всех 
звеньев адренергической системы на вибрацию При этом наблюдалось 
՝величей нс содержания адреналина и норадреналина в па'почечниках 
крови. Одновременно увеличивалась их экскреция с мочой (табл,).
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Изменения содержания (мкг/г) биогенных аминов п надпочечниках, крови, моче при действии вибрации

Па.пючеч- Л 465.Б !'.25.6 361.3*24.2 321.6+19.4 405+28.13 583.8'1՜29. ь 319 0+18.4
нпкп Р 0.01 0.001 0.1 0.01 0.001

ПЛ 10.32+0.09 8.35+0.54 8.60+0.73 9.91+0.92 12.47+0 .52 9.41 +0 6-»
р 0.1 5 0.05 0.5 0 02 0.5

л 0 42+0.06 1.63+0 27 1.бо +о.зз и.31 +0.08 1.74 +•. 42 0.27 +0.05
р 0 001 0.01 0.5 <>.01 0.(1. ’
ил 1' 01'5 • <».<«>» 1 И.00.4-ГО 00 2 0.009+0.0001 0.003+0.0001 0.009+0 0003 0.003+0.0002
р 0.04)1 0.001 0.001 0.001 0.001
ТА 0.00.4+0.0001 0.005+0 (ЮОЗ о.оОб+о.оооз 0.002+0.0001 0.004+0 (003 0.00-1+0.0002
Р 0.001 0.001 0.001 0.01 о.<ин
5 О’| 0. (Л 8+0.0002 0.020+0 (1002 0.025+0.01102 0.038+0.0001 0.022+0 1)002 0.0 1+0.0001
Р 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001՜

'V А 12.28+1.14 15.98+1 23 18.11 + 1.95 10.20+1.13 15.42+2 0 9.47+1.24
Р 0.05 О.и2'~ 0.2 0.2 ~ 0.1 ’
НА 0.11+0.01 0.36+0.09 0.41+0.13 0.30+0.06 0.23+<։.0; 0.06+0 02
Р 0 02" 0.0.. 0.01 0.001 (1.(5
ЛА 0.12*0 02 0.31+0.08 0.403 0.14 0.18+1.01 0.39-Г0.01 0.14+0.06
Р 0.0 ■ 0.05 0.2 0.001 0.5
5- ОТ 0.09+0.01 0.4.0+0 15 0.45+0.12 0.40+0 ОН 0.38+0 01 0.41+0 09
Р 0.05 0.01 0.01 0.01 0.0 и



Полученные данные о концентрации катехоламинов в крови и уве
личении их выделения с мочой свидетельствуют об усилении тонуса 
.ишиатической нервной системы в начальной фазе воздействия вибра
ции.

Усиление экскреции катехоламинов в этот период, по-видимому. 
связана каке активацией механизмов гомеостаза, так и с перераздраже- 
нием периферических вегетативных образований. Увеличение содержа
ния катехоламинов отмечено и при других стрессориых воздействиях 
[5, 12]. Согласно литературным данным хронический стресс у крыс 
вызывает повышенную активность мозгового слоя надпочечников, чго 
проявляется в увеличении количества адреналина в норадреналина и 
повышении активности ферментов синтеза катехоламинов—тирозин 
։идроксилазы. фенилэтанола мин-М-метилтрансферазы и дофа.мин-р-ги т 
роксилазы [7]

При двухмесячном воздействии вибрации в надпочечниках умень
шалось количество адреналина, а го время как содержание ■норадре
налина колебалось в пределах нормы В крови снижалось содержание 
адреналина и норадерналина (на 32 в 40%); количество дофамина ос
тавалось несколько повышенным но сравнению с контролем. В моче 
в .значительной степени уменьшалась экскреция норадреналина, а со 
держании дофамина существенно не изменялось, одновременно повы- 
п. ։лся уровень серотонина.

Обнаруженное нами снижение выделения норадреналина с мочой 
при нормальной экскреции дофамина в условиях длительной вибрации, 
можно, по-ви.тмому, объяснить нс только дисфункцией гипоталамиче
ских образований, но и изменением функционального состояния узлов 
и сплетений симпатических пограничных цепочек, Известно, что боль
шая часть норадреналина вырабатываемся в скоплениях хромаффнно- 
вой ткани н симпатических нервных образованиях. Показано, что сти
муляция симпатических узлов приводит к увеличению норадреналина в 
крови, а их удаление—к резкому снижению его содержания. В то же 
время удаление надпочечников лишь незначительно снижает содержа
ние норадреналина в крови |7|.

Уменьшение содержания катехоламинов в крови и моче, обнару
женное в конце двухмесячного эксперимента, свидетельствует о подав
лении активности симиато-адреналоной системы, которая может под
ключит*. компенсаторные механизмы, обеспечивающие состояние гомео
стаза в организме.

Итак, полученные данные показывают, что в начальной фазе дей
ствия обшей вибрации повышается активность симпатического звена 
симпато-адрскаловой системы, а три продолжительном се шйствнн она 
подавляется (симпатическое и адреналовое звенья).

ЛИТЕРАТУРА

.. №т'1.7 ; Л?. М<г{Н1н'1 ■։ 111 Мурадхаяоц Л1 I. Гигиена труда и проф. заболе
вании. 10. 12—16. 1971

2. Дмитриев А С.. Гийц АС /О.. Дудина Т. Н.. Капдшбо Т. С Докл. АП БССР.
111. 6. 567—570 1987

574



3. Ка>:ил,ц> Г. И. Некоторые гуморально-гормональные и барьерные механизмы стрсс 
са.'УАктуальнЫе проблемы стресса 100—115, Кишинев. 1976.

-1 Манухин d. Н.. Бердышева Л. Б„ Волина Е. В Вопр. мед химия. 2/, 3. 317— 
322. 1975.

5 Б. Н. Павлова В И. Путинцева Т. Г.. Волина Е. В., Бердышева
Л В.. Курбанова Р Д„ Селиванова Г. П., Меерсон Ф. 3. Фи.чнол, жури. 
СССР. 67 1182-1187. 1981

6 Млнш Л. В.. Вербинец .4 А.. Абрамович О О Проблемы патологии и экспе
рименте и клинике. 1. 162. 1980.

7. Матросов В Д. Фнзиол жури СССР 61. 3, 385 390. 1975.
8. Меньшиков В В Лаб. дело. 4. 18 21. 1961.
9 Рахминкулова Г. А?. В кп 2-я Всесоюзн. конф. «Эндокринная система организма 

и вредные факторы внешней среды» Тез. дохл. 69. 71,, 1983.
10. Bovenskl Af. Bur. .1. Appl Pnlsiol and Ocrup. Phlsiol., •>'>. 4, 301. 1986.
11. Sroceynski 7., Vrgiel A., Mydra A Pol. tyg. lek.. 36, 3. 1387. <981.
12. Stepanovich S., Nicolic E. Experiments., 35. 1. Ill 112. 1974.
13. Vensaly A. Pyslogr. Sallsl. Lumd Fori։.. 29. ֊15—52. 1959
14. "Weissbach. II., Walkes T. !... Udenerlend S. .4. J* Biol. Chern.. 230. 865—871, 1958

Поступило 19. IV 1989 г

575



Հ.ԱՄԱՌՈՏ ձԱՂՈՐԴՈԻՄ՜ՆէՐ * КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

Биолог ;к Армении, № 6,(42) :989 УДК 577.2525 577.354

1ՈԼԴՆ1Վ1Ա.ԿԱՆ ԴԱՇՏԻ Աք»ԴԻՑ11ԻԹՑՈԻՆ(! ՆՅԱՐԴԱՅԻՆ ՐՋՋԻ ԼՎԻԿՏՐԱԿԱՆ 
ԱԿՏԻՎՈԻԹՅԱՆ ԵՎ ՋՐԱՅԻՆ ԼՈՒԾՈՒՅԹՆԵՐԻ 

1;1.եԿՏ1'1Ա11.'Լ11ՐԴ11.«ւԱՆ(11’1*֊31ԼՆ ՎՐԱ

1<>. '1„ Դ( 1'Դ111'5ԱՆ. II. II. (I '1.1ԼՆԵԱ:՜.ԱՆ. (Ւ. ճ. IIԻ1Ո1ՆՅԱՆ. Ս. Ն. 2118 Ր 11,ՊհՏՏԱՆ

ՃԽ1Ա Դ11. փոէ՚ձաոակսւս կԼսսսւբանաթյսւքւ իսստխոոււո. հրեան 
1)ր1ւԱ|ք>|է պո|խ.-ւե|սււ|>1լԱ1կւէւ1'< |ւ(ւսւոխոուսւ,

ԳԱ ււսւ^|»ււֆ’ւ<|ի(|սւքի ին1ւա|1ւոոււ.ւ, Աոոարէսկ

Մւսոօխաւկւսն ր(ւս 4ո- ]>խ||>ւ |4՚փակւսս բււձո ւյբ— 1.|եկւորսւկ։սն ւսկւո|ււ|ւււլ>յուն— 1,լեկտրս։եսւ- 
ղորւ|Ա>կա Б ութսուն:

'յԼնււս. ։. {• / :■!/րՆ/է/■ հ վր>>> մադնիսական դաշտի ա դդեցսւթ յսրն տարբեր 
եյ>>։ա յթնեբ նկար դրվ ա ծ /. 8 բազմաթիվ աշխ։։ տան բներ ու մ (3, ■՝—.9 / -• 
Հսււէւո ատված է, որ կ են ս >սօ րյ եկտներ ի վրա կարող է ազդեցություն անենւպ 
բավական 1,:։’ն Աէիրէէւ յթներոէմ փոփոխվող ինդուկցիա ե Հ աճա խ ու թյուն 
ունեցող մւո դնիսակւոն ղարար [ ՜} ]: Աոայմմ կենս ահամ ակայւդերի վրա մո>դ- 
նիսական դաշտի տղղեցէէէթյ'<էնր բացատրող Հավաստի ե բավարար տհսոր ■ 
թյուն դոյոէթ շուն չունի։ Ս եր նախորդ աշխատանքում ցուՀԱ Լր տրված, որ 
•ւ էոդնիասկան դաշտում մշակված ֆիզիոլոգիական յուծ ույթ ր ազդում Լ խա~ 
ղէ՚ղի խխունջի առանձնացված նյարդային բջջի ծավալի վրա ք I / ■- Ս.ոաջ քէբ 
։ ւյւվհ- > վարկտծ, որ այր/ ազդեյյտթյոէնր պայմանավորված է ջրի (ջրային 
յուծույթն երի ) ֆի ղ ի կ ա - րի մ ի ա կ ա ն հատ կութ շունն երի փոփոխաթ լամ բ՝ մաղ- 
նիաոկան ղւՀքւոի տ ղ ր ե ո Ո ւթ յ ա մ ր. ե բունի որ կ!Հսէքանի որ ղ ո/ն ի ղմն ե ր ի հիմ՛ 
նաեան րադադրիչ մաոր ջուրն կ, ։ւ:ս(>։> կարելի Լ ենթաղրեյ, որ կենդանի 
որդանիք/մների վրա մ ա ոն ի ււ ս> կ ան դաշտի ադդերութ յան հիմնական ւէւղինե֊ 
րիդ մեկր դա որդանիդ։} ի մեջ ։դ ոէր ո։ն ա կվ ոդ ջրի ե ջրային / ո։ծ ու յթն ե րի ֆի- 
դիկու-բիմիական ատկէււթ յսէնների փոփոխէէէթ յսւնն կ ի 4 յ :

Ւյւււ|» 1> մեբոո ■■;(ս)ւ/ւէ։աՆւ>յ< նվֆբվա^ !, այղ վար1րսճ'ի էեսոյ/ցա սւո/ողմսւնբ։
եևսումնաււերեւ ենք .ո՚՚րրԼյր ինւյո 11{քքի այո‘1 դաշտերի մեչ էքաղնիւ/ւսցհտ^ ֆիէւիոյոգիւռկան 
1Ո<ծոււք)ի ս.։յդ<. •}'՝ւ;1ր՚>նէ իէԱԿրէղի իւիաէնէի {Ւ!է1:.\ րՕ'է՝.(է!ա) նեյրոնի ljl.lt .՛որս։ կան է^կտի- 
‘(ո,ք’}"ծ' Փորձեր:< կւառորվել են Հունվար - .իI. ւորվւսր ււոէիււներին։ !:}ի.ունյի աոանձնար-
^'«րժ նյայք՚,՚ո հւ>ն։/ւ: յր՛: {:/։։•!•/րրան) ս>1. րրովորվում Էր 3 Ոք ծավալ ունեցող ւս1ո/1ւ՝. սեէ, որի 
4/'քով իր ական աւ/դո։ 4 էր վ՚րոիոյողիտկան յուձույքեի էոսր 1.ուծորյ1>ի էերմասսրիձւսնյ։ 1*2—

նյարր/աՀանղո։ յրների (հսրյո)ն()ներր կտրում Լինր, որի յնորՀիվ Ն1:յ/>ոնՆերր ավե(ի 
մտտչեյի կին դաոնում ւյրանւյում կո/տարեյոր. Համար: Գրանցէ/ւմր 1րւ,ուհւրվում էր աւդակյա 
միկրո!՚/նկարողների մի/ողով. որոնց մեջ ւրվ^՚մ 1,ր 1\Շւ-/> 2 մո/անէէց /ո:.>ույ/{ ի 1/1,կտրողի 
1/իմադրուք1յօւԼր I !Տ1քօՀմյ> եւյից ոտւոցվսւծ արյդանշւսնր ում եդօրւյվում Լր ե ւ/րանրվոլմ

/89 րաղմտվւո։/ !<"/'{‘■“.յիՆ ս ՛աբրով և 11-302) ■ ինրնա,/րիշով, Մահնիոակէոն դաշտր 
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յսէձ^-.'^rtii/ Լր ոշոշ հեկ։»րտմաէ}նք<ս[։ մքյույոփ Մ,ււ ղնիսւււ ipn մ լ. կատարվում Էր Հձրքուկր 
հւ-՚սյւ միլով խողովակով Հոօհ/յեԼրէվ՛

I'!!!’ '11,ա Հ1պէոկի աղղԼ{ո։ փաստր որո ’հուս >,ր ի մպուէէւնհրի Հաջորդմ աԱ
հաձւսխքոթյւսՆ փոփո[սո։^յա։1 ր կամ /1 աղ։>>Նք> .'. //էն ■ . ՈՍւևնց/ւ,ւ։լի փէէփո/սէէւ/) լամ ր՛ Ա։>յ րնո- 
ոո •յէշհհրր ոաումնաս/ւրէոմ է/՚նք< սպւքԼւ/ու(1յրւ<ն(էց 3 1՚ւէպ1 սւււար ձ 13 րոաե ՀԼսրու Մագն/ւ 
ՈՈէկս/Ն ղաքսրի ա։[էքերւությօւն[է փէէրձել է,ն}> յոող, ինրնարԼր էսկտիվ ե ււ/Ո1է/1կուԼ ակտ/էվու- 
քքրսէ!ք նձյրոեն1.ր{> վրա՝

Ա"()յուն1 սԼր 1ւ 1*1՚ւնսւր1|է1ւմ: ,կ. վրա !!nllH ե արված միևնույն նեյրոնի 
վք՚սւ !րս in արված փորձերի շարրյ։ ըստ I աջորղականությանէ

3 մՏլ ինդուկցիայով ,աստւ;:տ:էւն մ ադնիսական դաշտում մագնիսաց

ված ֆիզիոլոգիական {ուծույթյւ խխունջի ն յտրդահանդոլյցի հոսման համա- 
կւըդով աոաջին անդամ Հոսեցնելուց (նկ **' ) ուսումնասիրվող 1ՈՈ'/ նեյ֊ 
րոնի թաղանթը ապաբեեոացել /, 7 մ իյիվոլսով ս րջիչ՚ր է՝ աոա-
յ./.ընելով դործւպութ ւ ան պոտենցիալներ; Ոըււշ մ ամէէ նակ անց (8 րոպե) 

վերադարձն] է նախկին վիճակին։ Երկր/ւրո անդաս (նկ, ր) 30 րո
պե ս:նց նույն րջջի վրա փորձը կրկնհչիէէ ստացվի] Լ նմանատիպ պատասխան։

ՇսՀ.7.-փ <րաւ|ւս |Ուծոէ]թնԼր|ւ 1.|1ւկտրԱյհ։սՂՈՐւ|Ա>կօյ։՜.ո։|>ււսս >[uii|injui>ipji։i&|i 27 մՏ| ինւյւոկ- 
յխսյու] մա<|ն|ւսական «|սր՚տւոմ (Լ|1>կտրսէհսււ[որպ>սկա1<ույ>յուն(ւ ս1Ր1ուսքւայսււ|սւձ Լ մխի- և 
մ)> կրո ււ ի մ Լ էւսսե r ո ։|. dll ե մկՍ):

!"• ծ ոպք/հէերի 
կ՚>Նք/ենսւ/,աչւ1>ա՛:, է մ„ ,

Հ՛հ6 կ տր ս- ->u‘ •յոյւդ ակս։'Աո,.թ յու 'է>

մ II մկՍ ,էս։։’է ւյ ւ։, մ փռրձ էիո ։ի*/սո t - 
թյք1Ն։ \

10 1 ՅՍ 10.0 1 Տ —2, •<
10՜ 2 3U i 1ս 1 14
10՜3 ՀկՍ 1 .0 1 ր ՆԾ
ւս 4 .///// 15.0 i 4 5 ծ
10 5 մկՍ 2 h ՚ 2 Տ> Տ.Տ

երրորդ անղա:ւ' (եկ. .7 । ո դն խ; սՀ)վա ՛> ւ’ս7րւ//ձ ս դր ե յյ ■: է թ յան ր աէլեթր թ"ւյ{ 
Հր արտահայտված: թնղ որում, եթե । Հէւ-;՝ձ?, եր՚հ՚ւ է-էնդա ^‘ներր պատաս 
քսանի ղարդարման դադանն փսպր 3— I րոս/ե ք,ր, տպա երրորդ անդամ այն 
դււրձս՚վ շփերք 0 րոպե- 3»ր :դ...մ ք՝ է < > Նա.յն I յ՚Հտնակամիյոցիդ
Հետո մ ոդնիւո՚ւ ւյւ11, մ հեդոէկա/ <■ դր/և/ըս սէ ասա սիւանր ավելի թույլ Լր և

Հ Հ ; < I ■ : ւ/ 1.ր.:Հ ք.Հյա- Ն կ րն ե .1 (է դ .

միայն աոաջին ե երկրորդ ս.նդ1սմներն Լ, որ աղդեր/սթյունր ոէղեկրվոէմ է 
հանգստի պոտենցիա: ՚ ՚ սկասւելի փ<՝ փ • ,‘ս •>!'յ ՛֊•■՝/ . մնւււյոծ ւք.!.պրերում այդ 
երևույթը ււ:վ!ւ(ի թրպւ էր աըա-Հ-հ ::՚յ>՚ք .՛■ •՝•

Աղյոէսակւոմ րերւփսծ Ւ.ն (.?■:' տտըրեր կոն ր 1՚նտ րաըիա յի լուծույթ

ների էլեկսրրս-հւսդորդէսկան<ւթյււ։ն վր1-: ս՝ >•: դն ի ս •/: կ ան .,'7',:ի ս՝զդեցու.թ յան 
արդյունքներրէ Աղյուսս՛կր տ:քյ,ւ:յներից հեաեու.3 Լ, /՛., մադնիսսկան դաշար 
իրոք ազդում /, (Հզ(Հ1. ի քր՚ոյին յ • ւծոլյթՆերի վրա՝ փոփոխելով նրանց ֆի- 
ղիկէտ-րիմիւսկան հ ւաո!: <'ւ.թ յ :նն::՝յ՝. ինչը տվյալ դեպրւււմ արտահայտվէ1Լւ1 է; 
էլե կարա հադորդւոկանրսթյն փոփ:ւխությս>մ ~ւ

Այսպիսով, սա արված արդյունքները թ"պյ են տայիս եզրակացնեք, որ. 
— մագնիսական դաշտի աղդեցոլթյսւմր փոփոխվում են ջրային լուծույթ- 
ների ֆիղիկա-յփմիական հատկություններր, ընդ սրում ֆիդիպոդիւսկան /ու- 
ծրսյթի հատկությունները փոփոխվում են այնպես, որ նրանով խխունջի
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i’.Y մՏ( l>bi)nil/у իա յով մաղնիւ/ական ղաշաում ւէաղնիսէոցվաձ ֆիղիպողիական (ուծու^ի հայորղական կիրաոությունների 
ազդեցությունր խաղողի խխունչի նյարղային րքքի 1.ւհկարական ակտիվոււկան վյ՚ւս և t'ltP ‘‘‘Արմարումր

այղ տղղակիՆ քա. ր, ղ. ղ)>



նյարղաՀանզւււյդի վրա ազդելով փոփոխվում են վերջինի։։ բջիջների Լքհկտ 
րական ո/կ tnիվւււթյռւնր .

— մ ադնիոաւյվաձ Հեղուկի նկատմամբ բջիջները ։/ ուր ար երում են Հար- 
մարման պատասխան. ա) միևնույն բջջի մադնիսադված Հեղուկի մի

բունի Հաջորդական կիրառումների բջջի պատասխանը թսլլանում է, բվ - 
րարան-յուր կիրառման դե սլ բում Տ—15 րոպեիդ բքիջր վերադառնում է իր 
նախկին վիճակին։

Կենսսւհամակէէւրդերի վրա մադնիսական դաշտի ազղեյյության մեխանիզ

մի մեջ ջրի ե ջրային լուծ ույթների >' ա ա կ ութ յունն եր ի փ г փ ո խ ութ յա մ բ պայ

մանավորված ներդրմ ան պատկերը կարելի Ւ կոնկրետար/նեյ միայն ավելի 
մանրւսմս:սն Հետադսէ հետազոտություններիդ հետոէ
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ ВКЛЮЧЕНИЯ ГЕМАГГЛЮТИНИНА В 
МЕМБРАНУ ЛЕЦИТИНОВЫХ ЛИПОСОЛ1 МЕТОДОМ 

ФЛУОРЕСЦЕНТНОЙ АНИЗОТРОПИИ

(.. Я. АДАМЯН, т. I АМБАРЦУМЯН. Г. Г ЧАРИКЯН. Л. С. ПЕТРОСЯН 

Ереванский физический институт. I КАЭ СССР

Ленигиновме липосомы гомйгг.1Югпнни—внрос.омы—флуоресцеигиах анизотропия

Слияние вируса с мембраной клетки это процесс, который удобно мо
делировать, работая с выделен шм вирусным белком л искусственной 
липидной мембраной Ли логом ы г вклгоченяым н мембрану вирусным 
белком, так называемые вироеомы, используются также в иммуноло
гии, поскольку вызывают повышение и.м.муногелпостн в 10—30 раз по 
сравнению с обычными методами иммунизации [3, 7]. В связи с этим 
проведение структурных и функциональных исследований на модель 
пых объектах представляет большой практический а теоретический ни 
терес.

Сокращения: ДФГТ -1.6-дифскил4,3,5"Гексатрнен.
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Для определения процесса связывания белка вируса гриппа гема
гглютинина с искусственной мембраной обычно используется метод» 
связанный со способностью этого белка вызывать специфический гемо
лиз эритроцитов [5]. Недавно тля этой цели был предложен метод га
шения флуоресценции [о] Нами предлагается метод флуоресцеатиой 
анизотропии для определения включения гемагглютинина з мембрану 
лецитиновых липосом.

Aiuir/иил и мето)мка. Липосомы получали и։ яичного лецитина Харьковского 
лпрглл •рм-.ч-.пл вой Очистку лецитина от лвзОленптина осуществляли с помэщь'о 
ОчнСи алюминия.

Сухую лнпидпук» шинку. полученную на роторном испарителе и очищенную от 
:агсг лороформз, эмульгировали вручную в течение 15 инн в 20 мМ |рисацетат- 

|>о:<՛ буфера с 130 м.Ч KCI pH раствора равнялся 8.2 Концентрация липида 7.5 иг!.мл. 
Полученную сушенлно отстаивали в течение часа, а затем озвучивали в трубчатом 
одну гчателс г мештон 22 кГп на ультразвуковом де «интеграторе УЗДН-2 до ..oct i- 
женин просветления и опалесценции Затем суспензия Отстаивалась в течение часа. 
Гемагглютинин вируса гриппа (H3N2) был любезно предоставлен Ннсппуюм полио
миелита к вирусных энцефалитов АМН СССР. Концентрация гемагглютинина состав
ляла 15(1 мкг/мл Виросомы получали путем смешивания озвученной суспензии с 
1К.Ш1Ы՛ объемом гемагглютинина и озвучивания полученной смеси в течение 20 мин в 
•.рубчатом о.твучавятсле |7]

I? качестве флуоресцентной метки использовал» ДФГТ в соотношении с липидом 
I 750 Подробное опнсаши методики приводится в работе [1]. Регистрацию спектров 
ф.п. । есцс.'млн проводили to флуориметре Perkin Elmer MPF-43 А (США).

Результаты ц обсуждение. Добавление гсмагглхггинима к липосо
мам в весовом отношении 1:50 и последующее совместное озвучивание 
суспензии приводы к образованию вирусом,

О включении гемагглютинина з мембрану сулили по измс-яанню 
флуор еслеыной анизотропии ДФГТ. Анизотропию вычисляли по фор
муле

(J GJJ-GH—ОЛ) 
(j, л. +2GJx) ’

где J и .L параллельная и перпендикулярная составляющая флуо’ 
рссценцин в условиях «холостого» опыта, то есть в суспензии без 
ДФГТ G—так «называемый G-фактор, предстал яюши-fi сгДбой отно
шение чу ветвите»! ьностсй детектирующей системы для вертикально и 
горизонтально поляризованного света.

Результаты опытов показали, что при включении белка н мембрану 
флуоресцентная анизотропия статистически достоверно (р<0,05) сни
жается. Для липосом г = 0.185±.0,008. а для вир сом г =0.159±0,008 
(п = 4). Уменьшение анизотропии свидетельствует о разупорядоченно
сти структуры мембраны, связанной с встраиванием белка.

Параллельно н качестве контроля включение гемагглютинина в 
липосомы проверили по специфическому гемолизу эритроцитов вирус
ным белком [2]. С этой целью суспензию центрифугировали в тсчеч 
1няе I часа при 18000 об./мин, а затем супернатант и осадок (виросо
мы) использовали для определения гемолиза эритроцитов человека в 
растворе Ллы-ряери. Специфический гемолиз наблюдался при дей- 
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ствин осадка (т. с. действительно образуются виросом ы). по не супер- 
натанта (т е. при таком соотношении липида и белка, вероятно, весь 
белок включается в липидный матрикс).

Полученная суспензия виросом была устойчива в течение 10 дней 
Так как известно, ю закисление раствора приводит к лучшему вклю
чению белка в фосфолипидную мембрану [1], то была предпринята по
пытка снизить pH раствора при получении виросом до семи. Однако 
уже через 2—3 дня в такой суспензии наблюдалось частичное выпаде
ние виросом в осадок. Поэтому дальнейшие опыты проводили при 
pH 8,2.

Таким образом, в данной работе была получена устойчивая сус
лен/ >я виросом. Показано также, что включение гемагглютинина в 
мембрану лецитиновых липосом вызывает уменьшение флуоресцент- 
л՜՛, анизотропии, что может быть использовано н качестве теста на об
разование виросом.
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ИЗУЧЕНИЕ МИКРОЯДЕР В РЕТИКУЛОЦИТАХ БОЛЬНЫХ 
ЗЛОКАЧЕСТВЕННЫМИ НОВООБРАЗОВАНИЯМИ

ПРИ ХИМИОТЕРАПИИ

А. Д'. НЕРСЕСЯН. Р. Л!. АРУТЮНЯН

ОНЦ им В. Л. Фаиарджяна М3 Ар.мССР. Ереванский государственный университет

Иикрояорд—ретикулоциты — злокачественные новообразования -химиотерапия.

Известно, что изучение МЯ н клетках является достаточно информатив
ным краткосрочным тестом, который в обязательном порядке входит в 
батарею тестов для выявления канцерогенов/.мутагенов [3]. Это։ тест 
хорошо разработан для лабораторных животных [1]. Имеются также 
немногочисленные данные о применимости МЯ-теста для изучения му
тагенеза у людей, подвергшихся действию мутагенов в производствен
ных условиях или химиотерапии [3]. Нам известна только одна рабо-

<-«»к| .ицения МЯ- микроядра
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та, в котором показана возможность выявления МЯ в эритроцитах пе
риферической крови человека [5]. Целью настоящей работы явилось 
изучение МЯ в ретикулоцитах больных злокачественными новообразо
ваниями при химиотерапии.

Материал и чегоОика Изучали кровь 10 больных злокачественными новообразо
ваниями различных локализаций, поступивших на лечение а ОНЦ нм. В. Л Фанар- 
джина М3 АрмССР Мазки крови но пальца больных брали до нроведоинн химиоте
рапии. включающей цнклофосфан. 5-фторурацил. адрибластни. метотрсксз! и винбла 
стнн и через день после ее пкончаниь Мазки крови брали также у 10 .здоровых до 
корон Мазки фиксировали н абсолютном метаноле а течение 5 мин, затем окрзшнва- 
ли бриллиантовым крезиловым синим но ртутной методике или акридином оранжевым 
(й- 7 мин, С,023 мл- красителя иа 1 мл фосфатного буфера при pH 7.-11 [5] Препара
ты. окрашенные первым методом, изучали на микроскопе МЫ 1-6, препараты, окра
шенные вторым методом.—на люминесцентном микроскопе МЛ-2 (длина полны 436 нм). 
Количество МЯ подсчитывали на 1000 ретикулоцитов; • лагнетнчсскум» обработку 
проводили с использованием критерии Стьюдента

и обсуждение. Исследование ЛАЯ у человека среде ыш 
ляет определенные трудности, так как человеческий организм и отно
шении реакции МЯ в несколько раз менее чувствителен, по сравнению 
с организмом мышей [3| МЯ исследовали в ретикулоцитах, так как 
’ши не выявляются в зрелых эритроцитах у люден с интактной селезен
кой [5]. МЯ в зрелых эритроцитах выявляются при тейсгаин мутаге
не։ только у лиц с удаленной селезенкой,

Исследования показали, что ретикулоциты и МЯ н них в препара 
тах. окрашенных бриллиантовых', крезиловым синим, идентифицировать 
сравнительно трудно При окраске препарато-в акридином ораиже 
в..1м к прием ” . аратов иа люминеецс 1-1 .чем мнкрбе-кс ՛.. ՝■’.'>! |ёт-
кр 11..1с11тифи>:1!]?у юго.. урелые »рит ооциты флуиресниру ю։ жёлтбоато? 

елевым свечением, се:чато-нитчатая субстанция решкулоиитон- яр- 
ко-красно-оранжсвым свечением, з МЯ на этом фоне -желтовато-золе
ным сьгченш м. Поэтому для изучения МЯ в ретикулоцитах окраска 
акридином оранжевым предпочтительнее.

Результаты исследований показали (табл.), что у здоровых допо
ров количество ретикулоцитов с МЯ равно 0.20x0.20. У онкологнче-

К |.1нчесгк) мокр ждер к ретикулоцитах больных злока- 
честнеяньмп нив 10бразэ։»аниями до к после химиотерапии

I руины людей К .֊л ч чес гео .г.нк|ю.։ тер 
на 1000 ретикулоцитов Р

3.: рЭ;։ыс ДОИПры 
Больные до .именин 
Б -ль1ы՛-- лечения

•...20- ;!).2О
0.50+0.32

.80+0 44
Р։,?.>0 05
Р:. <0.001
Р.'. К’О 01

скп.х больных до проведения химиотерапии оно увеличено в 2.5 рала 
по сравнению с донорами, однако разница статистически недостоверна 
(Р 0.05). После проведения химиотерапии количество ретикулоцитов 
с МЯ увеличивается в 1-4 раз по сравнению с донорами и в 5,6 раз по 
сравнению с больными до лечения.
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Повышенное количество МЯ в ретикулоцитах больных до лечения 
может быть обусловлено как гуморальными факторами, так и диагно
стическими процедурами (рентгеновским облучением) [4].

Наши исследования показали, что изучение МЯ в ретикулоцитах 
может служить показателем мутагенного воздействия химиопрепаратов 
из больных с злокачественными нов»-образованиями.

Слолуе։ отмстить, что изучение МЯ в ретикулоцитах является очень 
трудоемкой процедурой, так как ретикулоциты составляют около 1% 
?рнтр<.нитон Преимуществом данного метода является лишь простота 
при՛՛.топления препаратов.

Таким образом, несмотря на ыявлеиия МЯ в ретику
лоцитах человека при лсйстнап м\га генов. указанных» методом из-за 
трудоемкости он вряд ли пригоден для исследования мутагенеза у ме
лся ска исключая отдельные специальные исследования.
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КОЛИЧЕСТВЕННЫЕ СДВИГИ ТИМОЦИТОВ И ИЗМЕНЕНИЕ 
МУРАМИДАЗНОМ АКТИВНОСТИ КРОВИ

ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ пок

.7. С ГРИГОРЯН

Ересашткий пхуза^.гвенный «едниш.скнй институт. II НИЛ

П1։Р'.1ксидс1Р'1нцц.нп.ч о/н'иноаал •гдс.сога- мурамидазная асти»пасть—гилдЦитЫ.

Несмотря на достаточно убедительные данные о рати повышенной ля- 
попсрокси Дании н повреждении жизненно важных структурных я функ 
цнональных белков липидов ДНК. РНК, ферментных н мембранных 
систем клетки Г֊. 5. И. 12. ГЗ], до настсиицегр времени нет сведений о 
роли 1ЮК в генезе иммунных нарушений

Ранс< нами была ОДЯВЛСИ8 супрессия В-системы иммуннгста (ап- 
։ п 1е.л<м,бр;։ зона пне. иммунши ро з< ткообразование, титр гемолизинов и 
1гмл։։ЛЮТЦ.НИНОН) Для комплексной оценки иммунного статуса I. । 
вогных определенный интерес представляет изучение Т-звена нммуни-

(>>K|»,ii։ivi мм 1КЖ л ;ч4.« >։ди;-ж.и олск&иая л слота; ПОЛ -перекисное 
«Hou'.'ictuu՛ л..'пилон Г1ЛП .ишишения липндизя лерокендапим.
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гега и мурамидазпол активности сыворотки, «ем более, то з отно1 
НИИ титра мурамидазы литературные данные разноречивы [1. 6]. : 
даст возможность обоснизпть иммунокорриги . угощую лечебную так՛ 
ку—аигнокислате 1ьиуи иониту иммуцокомпет иных клеток.

.МаТнриил и мегпйннп Опить •гт^.н и i'i п ■._•••. :.՛ :гг. :•:•:&«.« .՛ • лс"Л 120.0rJ
Пс<Л1с .--йно 3{>3 ՝ры\

Му|ШМИЛП31Г-b> । ■՛ , • •• • ----- - , «Ь
лукой ес-эешгоул непр-.»мдму мс.оиу 3. В Е;-мч,ч» «й ьпигешиту Бухариным, я ВИ 
ci.iseBbi.v. 11 ՛•՛֊ "(֊,;! :*1 му. . и; -.л՛..

. к ..сй.тп ::с ддеодшл ГП Д.ПГДО!1Х> ՝. v л. t. ел л. :тиИ
v тодпке, л Т-лнмф; ;пт -—у ;ш; им ■ мльим Е-• • •••х^ибразйЗжрЯ
«рьн. про.ът'жехие № 186 эг 23 шона 1УЗ-1 :■ )

Результаты и обсуждение. Пр:։ зоздейств:։ ։ ПОК в рг • ададых до
зах (с 250 мкмоль перекисного кислорода <а 1.0 г иззе, <։։ масла) у 
неиммунизироваипых крыс наблюдалось статистически достоверное 
повышение мурамидазной активности сыворотки крови р 1.9—4.2 ра
за) (см. табл::.’-"). Повышение сывороточной мурамидазы отмечалось |

Влияние ПОК на количество ядерных клеток (млн) п тимусе животных, 
иммунизированных эритроцитами барана

Группа 
животных Лота

Пр?.олж ■ 
ле ьност!. 
Hseiei <я,

Л5Ш

Колич-xtro лдерных клеток з синусе, мяк

ла 5 лень нмчунитзцн՛.! на 7 чм.чунклацпн

1 - xqiiT?i՝ i> 
пая

п
14 •'•3±2

1՝ n
i S

M+m p
SI ±5

• -получи?՛ 
шие ПОК

1.5 мл не- 
р■՝• л.-.ь- о 14 S 12=3 . o.oei 14 9+1 <0.001

111 - К-Л.Т.'Ч.:: - 
ши с ПОК

0.2 »j
Ei-1 VTpll 
Орюшини 4 >0 6+06 O.CO't 20 5=0.6 <0. 01

IV—получпи- 
шке ПОК

•.'.5 мл
। :։у :ри

1'И!!Н Л.О 1 9 • 0±1 <0.1 G1 9 7=1 <0.001

как при вяутрябрюлж.Ч'Иом, так и при пероральном введении (доза?! 
0,3—1.5 мл) в течение 14 и 28 дней Мурамидазная активность сызо- 
ротки крови контрольной группы составляли 7,08±4,7 1о"2 (1:136= | 
1:26), а в н;?.т:ой группе (при 28-дне адом пероральном введении ПОК । 
в дозе 1,5 мл)—9,18=5.5 1։ч£3 (1 583=1:147). При 4—7֊ и 14-дневном 
ВВдДСЙН • г.:՛ Лозой Ц КОПЫ ' 1 ՛". в 1.36—2,85 рази

\ иммунизированных животных выявлено подавление количества 
тимоцитов в вилочковой железе. Если в контроле на 5-й и 7-й .’.»мн им
мунизации оно составляло 43=2 и 81 =5 млн. п> н опытных группах 
при ввсди:|л;| 0,1‘, п-2 1.5 •՛.! ПОК в нчснис 4 дней в։։утркбрюш։*.нко 
1-1 (.ней перорзлн 10 ՛ 1 7=1՝. 6=0,6; ?±0.6 । 12 >: 9 1 млн соот
ветственно.

У больных бронхопневмонией низорал.донных детей, являющихся 
естественной моделью повышенной липидной пероксидацил [ 10] (лабо
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раторному исследован ню подвергнута кровь 28 новорожденных детей- 
16 здоровых, 1*2 -больных), обнаружено снижение процента тимуеза- 
висимых лимфоцитов в 3,8 раза по сравнению со своим контролем.

Процент спонтанных розеткообразующих клеток .՛ эритроцитами 
барана в контрольной группе составляет 24±4%, а в опытной—6,3՜ 
2.8%.

■Абсолютное количество тимусзавискмых лимфоцитоз в опытной 
группе составляло 436.73±170

Влия; ..г ПОК । и !1е;к;хси.ц1роз?;и .>й ОК из К1>м;ыементг:р а ю .!-,г..;ь >.-л. 
сыяорохкп кроли, ?—контрольная груты; б ■ житная ."руппз, получав
шая 1,5 мл ПОК перорально: п- 0.3 мл ПОК перорально: г—1.5 мл 
•с?€4'|м.’К<,и/.лр1т4,.ц.;11 олсинппой мош персральхо; 1—0.1 м. ПОК зну- 

цторюшп то

Таким образом, как при индуцированной гнперлинопсроксидацнн, 
так г при бронхопневмонии с естественным гиаерлипо.чероксидацион 
ным синдромом имеем место снижение Т-лимфоцитов.

Пероксидированиям олеиновая кислота с .мультитоксичнымн про 
луктами НОЛ способствует угнетению общего пула тимоцитов в вилоч
ковой железе позып'.еилю мурамидазной активности сыворотки крови.
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ՏԵՍՈՒՔՅՈԻ ԲԱՆԱՎԵՃ ОБЗОРЫ И ДИСКУССИИ

Биолог, ж. Армении, № G. (42). 1989 УДК 616.12—018.6:576.8 094.7

ф о с ф о л и п и д н ы и к о м п о I ։ е н ։ биологической 
МЕМБРАНЫ КАК РЕГУЛЯТОР ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ 

АКТИВНОСТИ КАРДИОМИОЦИТОВ В НОРМЕ И ПАТОЛОГИИ

.4. А. ЕН Г И БА РИН А'. Г КАРАМЗИН

Е(сванский тсу.мрствеияый яедпцннский институт, хзфедрл биологии
Ин т экспериментальной биологии АН АрмССР, Ереван

l’.p...u.a.:ii-։iipii3a>M нажиейшт закс.г: мер- :-;п։ tk::iicikttj метаболизма об
щих и 11:֊-ли‘л։д>.1Лд: ь-x фогфоллппдаф з .цср!и;;.:ы:о фу: :<и!1.: и՛-՛. н.'ШОм 
м'кшюрю на ф :ис ս՚՚ո*յւ;--|: .-лмиил pcaidiiih .•.г-Зс.гхплли:- ал՛.и; -о ок::.- 
лския лли::дО11 пт-л и<т.ртм эксперим.тпа.-пжом коро>ср.>окклюзн.:- тем ч- 
фч.рктс- миокард:;. П;к.:л«:ч1 роль сочетании?.'! приу-. •֊ .:.ч «-гокиферо.:.-; .՛ 
лклеи : том ::::трня н прел-лн-՛. шепни дкп'.ии». ц,:и реакции .пиненом 

пёрок. ::;u>ii:tii и кормтлизаш-н Ktrtecr волг, ого я колнчгтве1! го c-.rmta 
фосфслинкдоа о периф к.члн их участках ст."а некроза. Пслчсрпнутн 
необходимость дялъчёйшсго псс.-цдовяння роли р.чхчп ւ՚ս՚տ է|.ս՚;փ.-..7ւււււ urn 
в мсхн։:>пмях алгп га и пи и летл лап функшгикадь-у го сссюяняя 
iepau.i.

'•.ձ/i ill inirf//<Jn> <• mbiut ititn/f n.h !f »i.>“՛ «//■"//՛ '/ն I (t[ . iuil-ն
ւ!!.տւ4)՚>4{րղւԼՏ> Ij'itf/it/ijt Օյւք։Ն>!!’..ւ.{.ու11^ք։ՆՆք>րւ< նորուս/ t/npr'nt/ մjinlfntfitflii if I։

.1 ylftub ւէւ.ակրքւ:պ[ւ ДЬьч/.Ь։//|А/|//к-j/ti.-.j/r ֆօն[է 
i.i-iti ւք[՚ո՚,1է>րր/քէ .. ւ/ւղՕ,.՛, /i.'/ir'. u/i. iu.', m v( Z j.'»i ւ/խւն {.Նէ!ւ1!>քէ1ք1է1>ւ t/f, ..-.-i- /-։;■
;ր.ւ ’.ոպաված Է Լ n.ir: ft/t «,»•* ft ,in l/i,'.f.ui.rui/i 'Inn <-հ. it: tti.n'.j Z /о,;/։ .՝<.>,/աւ»ձ.՚ւ ■’ ч 
,/miJi >քեւ>;- fj. սՀ -4| >■/՛!' I.'I"? I G'uh/i‘-/,■//>.՛>/• քւՆՕ in i> />/■ • Նսւ ft'n I)y>i>i

>..4t lul: 1Հ n, i! ., '|ս.-Լ|' A//‘« ե նեկ^Ոզք) OCUlfuft 4՛ liftlt^tl քրո / ini w/ ЛЫ.рсш/
Ifincyttlfu./irjilh/lfi npiuijtllilllb u ,՛ 1.1 էէւկոէն ifiat'up IjUt-l/ntl' .>չՀ Հ1 i ' <,'?> rj tf z> էէա it 
tr ՝Jitniitr/u> ու14>\ւ1ն41էէ{։րու[1յր!&նԼր1ւ mb i/iutiH. until tiյրրէնքՀ Հmt,/nt Համսւ)! 
iniupf't.p ֆւսյ'^4}14>/խւն^!,Ւ 'A’t'!' “/ս“!՝ if/1ՀUiկf: ц’Пmituot)ֆwIt
IfLlfUl t) Utllj 1Ո tlttj jl tu и ?, [it litbp l) l! ն!1 yi till! I

Inrpoi i regnl.iriues in ilic ।-.ssuc fnc-;aboi:-$in u: general und inil.vidn.il 
phospholipid* ol the normally functioning “.yocardlnni during tlu- inten- 
sificai.on of reirtlun ol free riidkal ocdn- on 01 lip-.ds at acute cxperi- 
nieuial <c֊:oiiarvoccl;is։oii ;nfnrr֊:O!i n! ny <;trili-:rn have been analyzed. 
The role o: combined use of r-iocophcro' '.viih sodium nuclcinnte in the 
prevention о iiirthcr deepening u: Uiicnslilciiiion 01 ihu course of reaction 
of lipid peroxidacon and notmallzuti n 01 qualitative and quaniitallve 
conriosition -.ii |>liosph .kpiiis и pentocril puns of necruMs liearlh has been 
denioitsirau-d. The necessity af furiher studies to make more precise the 
rofc o: various । >.<phollp.ds In the mechanisms of adaptation am! deadr.p- 
taiioj ol . .c v.ri unciivnal xtap.՛ has been mentioned.

.Ие’.ибргмт биологи чгека.ч—фосфолипиды—кирйно.г.иоцшы.
Для клеточных мембран, являющихся кооперативными снс'емами, ха- 
, ..ч1|;ц.- взаимосвязь и взанмообусловлеияость между их структурны 
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ми образованиями л функциональным:։ назначениями |7]. В обеспе
чении последних ведущее место принадлежит различным белковым мо
лекулам. образно сравниваемых с айсбергами, плавающими в липид
ном море биологической мембраны [3]. Будучи широко распростра
ненным)՛ животном, растительном, микробном организмах» фосфоли
пиды представлены в клеточных мембранах в виде бяомолекулир
ных слое։!, характеризующихся своей упорядоченностью л строго зако 
номерным расположением молекул [15, 17]. Последнее происходит по 
приищнну установления гидрофобных взаимоотношений между уг.1.во
дородными остатками жирных кислот фосфол .гнидных молекул со свое
образной ориентацией их полярных головок -остатков фосфорной кис
лоты. азотистых оснований и спиртов—в направлении белковых обра 
лованвй. Благодаря существованию гидрофильных и гидрофобных взя 
имоот-ношений между мембранными фосфолипида ми и белками обес- 
1!гчи11иен։л. эффект кооперирования, определяющий характер знзимо- 
химических превращений. Среди последних наиболее примечательны 
элек।ротранспортирующие системы, реакции окислительно։՛) фосфори
лирования н другие. эффек । -явность функционирования которых во мно
гом завися। я природы молекулярных разновидностей фосфолипидов, 
обусловленной различиями как углеводородных цепей, так и отмечен 
ных выше полярных головок. Существующее разнообразие в картине 
комплементарных (спаренных) связей межд\ жприежнелотными о - 
та:ками в молекуле фосфолипида в значительной степени осложняется 
п ирисутс։пнем в ней и качестве азотистых оснований различных амг 
нокислот. а также фосфоами илв, комплекс} ющихся с полипе.чтз.;ами. 
линэпоптидами и другими важнейшими компонентами мембраны [15]. 
Среди аминокислот, обнаруживающихся а результате гидролиза ука
занных соединений, выявлено присутствие глицина* аланин;
и, что особенно важно, глутаминовой кислоты, лейцина, цистеина и 
аспарагинов ш кцелоты.

Формирование фосфолипидной молекулы, осуществляющееся пре- 
имущсственнд путем ферментативных реакций, протекающих в эндо
плазматический сети, может частично происходить и в других субкле
точных образованиях, обеспечивающих биосинтез отдельных составля
ющих молекул, например азотистых оснований.

Настоящий обзор заграпн'ваез некоторые частные вопросы, касаю
щиеся функциональной роли фосфолипидов в продуктов их перекис
ного окисления в нормально и шт՛ логически метаболизирующих б,:՛.- 
логических системах живогного организма.

Среди нейтральных фосфолипидов пииби.ыш-гь внимания з.■.слу
жив; ՝<!՛ фзсфатнднлхол ины и фосфатид нлэ ։ анол а мины как основные 
носители но.т иеновых жирных кислот. И. кислых фосфолипидов п этом 
о: п՛: пинии отличаются фосфатидилсерины, фосфатидилпнозиты и кар- 
дпе лннды. широко представ, щнньн и различных тканях, »и։стиигн1 
,м1ю:.л1.՝ шальной. г те они выступают в роли регуляторов реакш: ды- 
хате.и той 1.-. Л1 протекающих уи Ннугреннсй мембране ՛вгохоидрлй 
кардиомпоцлтом.

Будучи структурными элементами биологических мембран, фосфо
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липиды представлены в ։п։х в виде филогенетически строго упорядочен
ных созвездий, отдельные представители которых, преимущественно из 
ряда нейтральных фосфолипидов, характеризуются относительно мень
шей метаболической активностью [Г]. Стало быть, существование ста
билизированных качественных я количественных соотношении .между 
индивидуальными представи:елями этих соединений имеет существен
ное значение для обеспечения физико-химических свойств клеточной 
мембраны, ее нор.малиного функционирования. В физиологическом ста
тусе клетки первостепенная роль отводится фосфолипидам как созда
телям гидрофобного окружения для всех мембраносвязанных липидза- 
висимых и лииидсодержашмх ферментов. Этим, в частности, обуслов
лена каталитическая регуляторная роль липидов в отношении фермент
ных систем, катализ.ируюш;։х мн.начисленные процессы трансмем
бранного переноса веществ [7]. Поэтому даже незначительные от
клонения в постоянстве существующих фосфол и пи д-фосфол и видных со
отношений сопровождаются глубокими расстройствами структурной ор
ганизации и функциональной активности многочисленных ферментатив
ных систем [26, 30]. завершающимися в коночном счете нарушениями 
.мембранной функции и жизнедеятельности клетки в целом [6]. Пока
зано, что при 3-часовой ишемии миокарда содержание фосфолипидов в 
саркслеммальных мембранах кард ио миоцитов убывает приблизительно 
на 29%, а в мныхондриях—в два раза меньше. Спустя 12 ч после пре
кращения коронарного кровотока содержание общих фосфолипидов з 
зоне ишемии уменьшается на 33%, преимущественно за счет убыли со
держания фосфатндилэтаноламниов примерно на 50% и фосфатидил- 
холинов та 25% [26] Распад фосф атидилзтанолам инов, фасфатадил- 
холипов, кардиолипинов и тругйх мембранных фосфолипидов миокарда 
сопровождается их вовлечением в реакции образования токсических 
продуктов перекисной природы, играющих существенную роль в повреж- 
юнпи мембран кардном ионитов [22. 28] как соединения, обладающие 
мем б р ано тике и чес к и м, м ем бра нол я г и ческ им действием.

С помощью искусственно достигаемой делииидизации представилось 
возможным проследить за специфичностью роли индивидуальных фос
фолипидов в активировании и ингибировании ферментной деятельности. 
Продемонстрирован эффект восстановления полностью утраченной ак- 
•лшности 1\-\а-.֊\ТФ азы л ипруваткиназы после 'Искусственного восста
новления первоначального фосфолипидного состава данной биологиче
ской системы. Даже незначительная убыль фосфолипидного компонен
та биологической мембраны чревата серьезными расстройствами актив
ное՜; и митохондриальных ферментов, в частности, ферментов электрон- 
гранепер; ирующей системы: нлтохромоксидазы, цитохром редуктазы и 
др. [7] Окисление даже 5—10% жнрпокислотного остатка мембранных 
фосфолипидов сопровождаемся ощутимым уменьшением активности 
Саг-ЛТФ азы в саркоплазматическом ретикулуме. Несмотря на отсут
ствие четких представлений относительно природы регуляторного дей
ствия фосфолипид։ в на активность ферментов, значение отмеченного 
выше пщрофобного фактора в обеспечении каталитических свойств 
ферментов уже нс вызывает сомнений. В настоящее время не ди ку- 
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тируется также вопрос об исключительно важной кофакторной и эффек
торной роли фосфолипидов и обеспечении функциональной активности 
мембраносвязанных ферментов, в частности, ДНК- и РН К-иол имеразы 
[32] а многих гругих ферментов [4, 7]. Примечательно, что фосфоли
пиды влияют нс только на скорость биологического катализа, но и сти
мулируют чунст-йительнос.ть ферментов к тру им аллостерическим эф- 
фок-орам Для некоторых ферментов, например, для пируват-жеида- 
зы и фосфолипаз, фосфолипиды выступают в роли типичных аллосте
рических эффекторов, увеличивающих константу распада фермент-суб
страт кого комплекса, а для других являются факторами, активирую
щими ферменты синтеза нуклеиновых кислот [4, 32] и матричной функ
ции хроматина [271 Обработка РНК-полимерааы органическими рас
творителям! или фосф -липазами А и С. деградирующими фосфолипид
ную молекулу, сопровождается существенной утратой активности фер 
мента. Согласно существующим и настоящее время воззрениям, имеет
ся определенная прямая корреляционная связь между качественными 
изменениями фосфолипидов и । т • юивн ютью течения процессов био 
синтеза ДНК [25] Установлено, что процесс редупликации ДНК со
провождается одновременной стимуляцией реакций биосинтеза фосфо- 
лини и>в н соответствующими изменениями количественных соотноше
нии их индизитуальных представителен [3], Имеются указания отно
сительно зависимости матричной активности хроматина :|г жирнокис- 
логиого состава фосфолипидов, кои тактирующих с ним [33] Включе
ние радиоактивности меченых аминокислот в липиды происходит зна
чительно быстрее, нежсти в пукл-.иновыс кислоты [29]. роль фос
фолипидов при этом н оноеннтезе белка заключается в выполне
нии функции переносчиков аминокислот, с которыми они .та (авлива- 
ют временные, весьма лабильные связи. Аналогичные суждения встре
чаю! ея в н.-г- той литературе и в отношении значения фосфолипидов в 
реакциях биосинтеза белка в расти:сльных ՝ргализмах. Из клеточных 
образований последних, отличающихся исключительно высокой сте
пенью синтетазной активности, был и вы пелены и идентифицированы 
лиивдеодержащие комплексы с аминокислотам;։ и протеинами.

При этим экс'ра! ар-маны значительные количества своб дного се
рина, глицина, аланина, глутаминовой и аспарагиновой кис.т ՝т, а также 
их комплексов с различными соедииен-яями.

На основании вышеизложенного складывается впечатление о важ
ном значении фосфолипидного фактора в реализации процессов реге
нерации на клеточном и -убхлет чном уровне. Будучи -о.-д: н •ниямн 
полпфункииональноп» назначения. фосфолипиды принимают активное 
участие в поддержании как надмолекулярной организации клеточных 
мембран, так И в регуляций их метаболической актив5 сети [I. 13, 24], з 
чем не последнее место плодится процессам регуляции ионном транс
порта. особенно ионов кальция. В связи с этим шпене 1вно разрабаты
ваются вопросы, касающиеся активирующей л ингибирующей роли ней
тральных и кислых фосфолипидов в катализе реакций гемокоагуляянн 
[15], в частности, в при։., ее трансформации фибриногена в фибрин. 
Значение кальциевый кон .е։пранги в различных бтол И'пчегк х системах 
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трудно переоценить, в частности, з функционировании Са2-зависнмой 
мембраносвязанной фосфолипазы А3. катализирующей. как известно, 
реакции деацилирования полиеновых жирных кислот из молекул мем
бранных фосфслинчдш: -I способе:нутощей инт енсификании реакций сил- 
боднора 1икальк<1 окисления этих соединений с образованием значи
тельного количества токсических перекисей, обладающих мощным де 
тсргситпым, мембрзнотокснчсским. мембранолитичсскнм действием | 14. 
311

В 'Нормально мег аб’лизирующих животных тканях помимо основ
ного механизма окисления эясргггичеч чих субстратов, реализующихся 
в мпi 'XQii.ipjiMx с освобождением «начигсльного количества энергии, 
существует и другой; менее исследованный механизм использования кис- 
.i.ipi՛ i.'i -оксигсиа niuf [2П. с n;՝лс с ujhi-hhvm к кислороду 1, 2 или 3 
>лсктр нон и брат >ваннем активных форм кислорода ан ион-радикала, 
перекис л вод-рода, ндроксн.п.ного радикала, супероксидного радика
ла и других Последние вступают а активное взаимодействие с различ
ными клеточными субстратами, ере ш которых шачитсльнос место зани
мают липиды л особенно фосф։,липиды. С включением молекулы кис- 
.i.ipi ia в строение нсдасытценн • ..лка происходит
об;>:։ юванне первичных пр-лук юн ц-гч-к.:. л՛՛; •окисления липидов в ви
де гидроперекисей фосфолипидов, отличающихся своей неустойчиво- 
стыо. Их распад сопровождается об? .см ри..а вторичных и ко
нечных продуктов лпаа.оюй пер՛-кс и дан а и. чт< постоянно протекает и 
в 'Нлрмальнфункцниннр;юшкх клс-т -иных мембранах в строго лимити
рованных пределах Это рассматривается как один из существующих 
механизмов естественного ՛ бно.члечия липидноги компонента биологи
ческих систем »рганизма Вышей ,л- жени е свидетельствует о важном 
филиологиче-.ж г. >-.։ачс ши продукт >.ч липид ой .ер<>:«•■•։.гании, образу
ющихся в ограниченных концентрациях, как характерного показателя 
нормально функционирующего организма. Установлено, например, су
щественное участие продуктов перекисного окисления липидов в под- 
1сржанип норма.։ьн . .чр >текин?.я процесса мембранной проницаемо

сти [9]. закономерностей скорости роста организмов [31], липвдного со
става биологических мембран [о] и ряда других жизненно важных фи
зиологических функций организма, обеспечиваемых, в частности, про- 
11'31.1.IH.:. in., -л ՛. к.. к >՛ .г.ы •: ՛ .:;՝.՛•!•. л-.;. > • Ыми ПрОДуКТВМИ СННТСЗа ДЛЯ 
которых служат циклические л .перекиси [2] Субстратом для обра- 
пж.чннл гьч'.чс ;нн.\ с.е.жпг полис тные жирные кислоты, участие кото
рых в реакциях простагланлиносинтсза возможно лишь после их пред
варительного вовлечения в структуру фосфолипида. В результате кас- 
jgiji.i фермептлтлпиых тречрлще.чни шчл; lecKHx эндоиерекисей имеет 
мен ю 'бр.| чв.чниг к «петых пр интов н виде простагландинов Е и Г. 
Не vrm-c суще» гневны реакции всрсокисления липидов как необходимое 
промежуточное звон - в биосинтезе лейкотриенов, обладающих широким 
спектром влияния за течение важнейших физиологических процессов. 
Липидным перекисям штдптся не менее важная роль в формировании 
реакций <|>.ч1 жнюз.:. ннноцитоза, j регуляции активности некоторых 
мембраиевячанных ферментов [б. 71 в ту или другую сторону в дави- 
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см мости от концентрации. Развитие отмеченных отклонений может быть 
следствием звтоокнсления ненасыщенных жирных кислот в К-положе- 
иии глицеринового остатка в молекуле фосфолипида, что сопровожда
ется дсструктурированнем нормальной мембраны в нарушением актив 
пости локализованных в ней ферментов, например, глгакозо-б-фоефат'а- 
зы. Малым концентрациям липидных перекисей придается исключитель
но важное значение для обеспечения нормального функционирования 
отмеченной яыше фосфатазы, митохондриальной АТФ-азы, регуляции 
каталитических свойств ферментов, а также их срывов, осуществляю
щихся различными механизмами [7|. Эффект инактивации каталити
ческой способности фермента может осуществляться путем взаимодей
ствия продуктов перекисного окисления липидов с сульфгидрильным՛։ 
группами активных центров ферментов [7. 9) за счет образования проч
ной связи между свободными аминогруппами белков и альдегидным.՛։ 
и котонными группировками продуктов переокислсния липидов, благо
даря изменениям ригидности мембранных структур [7]. и. наконец, в 
результате гидрофобных взаимодействий [9]. Значительную роль в 
трансформации ферментативной активности играет изменение конце»- 
грации и композиционного состава липидов, в основном фосфол и т:Л<Л 
[241. имеющее место при перекисном окислении липидов и считавшееся 
явлением закономерным, отмечающимся в мембранах различного т.-нта.

Интенсификация митотической активности клеток оказывает цнги- 
бирующео воздействие на клеточную пролиферацию и наоборот. Ана
логичным образом проявление обратной пропорциональности пр-ележл- 
ваегся н во взаимозависимости между интенсивностью .едения процес
сов свободнорадикального переокислсння липидов и развитием болез
ненных состояний организма [5,8. К). I!. 18. 19—22].

Возможные механизмы активации лроиег. >в перекисного окисления 
липидов н реальные пути повреждающего деле в и я продуктов .типичной 
пероксидации на биологические системы достгилчн 1 обстоятельно про
анализированы в многочисленных исследованиях Бурлаковой в Мейсо
на [6. 22]. Развивающиеся на основе токсических эффектов липидных 
перекисей нарушения в липид-липидных, л и пид-бел ковы х гзаимоотпо- 
шеннях приводят к снотнстсзвук^швм расе гр.՛։веткам процессов транс
мембранного переноса веществ, ионной проводимости, вязкости и жид- 
костности мембраны, порообразованию, нарушению лини того окруже
ния мембранных протеинов, в первую очередь мембраносвязанных ли* 
пидзависимых ферментов, и многим другим отклоненинм. Обусловливая 
формирование нового «патологического» тина функционирования кле
точной мембраны, они приводят к стартировапию глубоких -нарушений 
процессов внутпикясI-много .‘метаболмама и жизнедеятельности клетки՜' 
в целом Наглядным проявлением нзвраш&нншо типа функционирова
ния клетки является расстройство ее нормальной реактивности в отно
шении факторов внешней среды, главным образом многочисленных «ей- 
рогуморальных агентов как переносчиков внешних раздражений, что 
обусловлено отмеченными выше срывами, в том числе и потерей чув
ствительности мембранных рецепторов к соответствующим лигандам.

Таким образом, становится очевидным, что чрез мерно активирозан- 
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чить, что а-токоферол, с одной стороны, превептирует дальнейшее в-> 
влечение, .мембранных фосфолипидов в процесс свободпорадикалыюго} 
персокислення, с другой—способствует путем стимулирования актив*, 
ностн соответствующих ферментных систем восстановлению уже утра-1 
ценных количеств указанных соединений

Проведенные наблюдения показали, что одн тврсмеии ։е применение- 
нуклсината натрия вводит весьма положи 1 ил ши.-? коррек.ивы в общую1 
канву восстановительного процесса [11] как соединение, вызывающей 
в сочетании с а-токоферолом эффект оптимальной стимуляции процес
сов биосинтеза белка в пораженном регионе, способствуя тем самым 
восстановлению в перифокальной области миокардиальной ткани утра
ченных структурных элементов белковой природы.

Вышеизложенное настраивает ни поиск новых, более эффективных 
сочетаний природных и синаптических антиоксидантов с различными 
биостимуляторами, применение которых может способствовать бонд- 
эффективному восстановлению структуры и функции элементов данной 
биологической системы в условиях патологии.
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1РСк8ПГ * ХРОНИКА

К ИСТОРИИ СТАНОВЛЕНИЯ МОЛЕКУЛЯРНОЙ БИОЛОГИИ

К 95-летию со дня рождения академика В. А. ЭнгельгардтаМол окулярная б;: а л о гн я. По ж л л у 1 г. единственная в своем роде наука, характерна  у юта йен неимоверно й насыщенностью ткрытяй за исто- •ричесхи короткий срок. Причем почти любое из этих открытий ян* л я. кич. фу ила м ей I ал ьны м. ф: >р м а • рующим новую область знании.Безусловно. предпосылки к возник новеяню молекул я р ной биоло- Г'ии складывались задолго до ее пргзнания как отделыми пауки, об . I а. I а юще й с к е.ц. । ф; । । ее к и м; । м етода - ми. Однако только в 50-е годы XX века она пол\ шли права ; раж- ид нс г на среди других наук, в частности. биологических дисциплин.До эгпго времени работы, посвященные изучению нуклеиновых кислот и белков, проводились как бы самостоятельно и, на первый взгляд, независимо друг о: друта. Нуклеин՛ вне кислоты рассматривались в связи с белками только в смысле попыток функциональной дискриминация этих соединений, главным образом, хранения наследственной информации. Гем более, что в 30— 40-е годы* господствовало мнение, чти именно белки являются самыми важными соединениями в клетке и что в основе всех жизненных функций ле-
Если особо не отмечается, то имеется 

зайду XX век.

жит деятельность белковых ,\®л кул.Однако к конц}՜ 50-х годов Е следования белков и иуклеиндв кислот сплелись в тугой узел © мото фу нда ментального промесс клетке- биосинтеза белков, 1.о реализации наследственной инфо։ мании.В 1728 году итальянский учены Якопо Бартоломео Бсккари аыл1 .ты из пшеничной муки ранее и известное нсшсство, которое 0| назвал клейковиной. Оказйлой что это новое вещество п ныс} шенном состоянии напоминай свернувшийся сухой белок курипя г । яйца. Это открытие положил начала поискам белковоподобны; веществ и изучению их, как мы те перь говорим, физико-химически, свойств.К конц} XVIII века термин «бе лох» стал применяться уже ка наименование веществ, характера дующихся шЗншм признаком- ове^ гываом ч’тью при нагревании. На ступает период накопления дайны? о белковоподобных веществах, ко՛ торый можно «назвать описатель* 1ым. Параллельно расширяете! ассортимент» источников расти-! тельного и животного происхожде- пня для получения этих соединений.Из многообразия форм доджи 596



было вытекать и многообразие функций, выполняемых белками в клетке. Однако в го время все попытки объяснить биологическую ин диви дуальность белков разбива лиеь об отсутствие данных по химическому составу них сложных молекул.Первые данные по элеменгарно- нс-му составу белковых '.молекул были получены Гей-Лккаком и Товаром, а в 1820 году А Браконно обнаружил а продуктах разложения белковых веществ и аминокислоту глицин. Последующие открытия аминокислот в составе белков (лейцин, тирозин и т. д.) сви детсльствовали о том, что аминокислоты являются неотъемлемыми компонентами при построении этих соединений. Всего же было найдено 20 аминокислот, обычи.՛ ветре, чающихся в белках.В ЗО-х годах XIX века появляются первые гипотезы и строении белковых веществ, основной посылкой которых была идея о едином принципе построения молекул белков. исходящая из теории рашкалой органических веществ, созданной И. Я Берцелиусом.В качестве радикалов, т. с основных блоков белковых молекул, рассма՛ривались различные прои ՛■ иодные аминокислот. К подобным гипотезам можно отнести «уреит- яую теорию» П. Шютценбс.ржё. теорию «элементарных рядов- Л. Я. Да ин ленского, идею «дрота- ми։: лого ядра» Л. Косселя, учение о «киринах» М. Зигфрида. Отличаясь о п р одел спи ы м своес)бр а з не м, эти воззрения на структуру белка несли на себе общий отпечатал идеи фрагментарного строения бел новой молекулы. Самое ценное я них были и. чти под фрагментами, блоками авторы подразумевали 

а минские.Юты д их л.юиЗяодные.Таким образом, к концу XIX века как бы выкристаллизовалось понятие о сложной молекуле белка как некоем сочетании аминокислот. В области химии белка сложилась ситуация, требующая появления человека, который, опираясь на итиные об элементном составе белков и фрагментов их частичной деградации. гипотезы и теории, смог бы с помощью принципиально позой методологии вывести правильную. соответствующую действительное ги структуру молекулы белка. Таким человеком явился крупнейший немецкий хщмик-органик, фактический основоположник био- эрганическон химии Эмиль Фишер. Он выдвинул гипотезу о том, что белки представляют собой полимеры аминокислот, соединенные амидной связью. Подобный тип связи Фишер назвал пептидной (по аналогии с пептонами—продуктами неполной ^градации белков).Казалось. проблема строения белкой была решена. Однако в 20-х годах Т. Сзердбёр։ открыл, что молекулярный нес белков гораздо больше, чем представлял себе это Э. Фишер. Кроме того, из его расчетов вытекало, что форма молекул -ри данной массе должна быть сферической и лишь местами вытянутой. линейной.Невозможность сочетать представления о компактности белковых молекул с пептидной теорией Фишера побудила многих ученых с сомнением отнестись к последней. Появились различные модели циклического строения белков, которые были довольно популярны в 30—40-е голы. Однако в начале 30-х годов .V. Эстберн, используя метод рентгеиоетруктурного аНа- 507



лила. обнаружил. что а- и 0-хера- тины, фиброин и коллаген, которые относятся к классу фибриллярных белков, имею՛ регулярную структуру с повторяющимися вдоль оси элементами. Учитывая -ло. Полинг и Корн н 1951 году установили, что пептидная цепь может иметь две наиболее вероятные и вместе с тем иростейшис структуры—аспираль и 0-конформацию (структуру типа складчатого слоя).Эти тинные объясняли строение линейных участков мт.лекулы белков, но вопрос о компактной уклад- >ке полипептидных целей в шарообразную форму глобулярных белков оставался открытым. В конце 5П-х гбдбв и эта проблема была решена, блаюларя работам Дж. Кеидрью и М. Перутца на примерах миоглобина и гемоглобина. Миоглобин, присутствующий в скелетных мышцах, является белком, подобным гемоглобину, ио в отличие от него состоит из одной поли- цептядной цепи, тогда как гемоглобин—из четырех. Было показано, что а-еппрали миоглобина и гемоглобина свернуты и уложены и компактную структуру. В молекуле гемоглобина отдельные поли пептидные цепи (субъединицы), уложенные подобно молекуле миоглобина, соединены в одно целое с помощью малых сил взаимодействия. Таким образом, лишь к концу 50-х годов удалось полностью установить пространственное строение белковых молекул, хотя верные рентгенограммы фибриллярных белков были получены в 1918 году, а кристаллов глобулярных белков—в ,'УЗ֊1 году. Конечно же, самым блестящим подтверждением пептидной теории Фишера явилось установление юрвичнон структуры гормона белковой при

роды инсулина. А вот каким ’б- разом в клетке аминокислоты со- бнраются в унлгкальные моле» белков, невозможно было об пить без тнання биологической ро ли других важнейших химичоокй соединений клетки—нуклеинов»кислот.К «ищу XIX век;-, было усганой л ено, что клетка содержит постоянную структуру—ядро, наиболее; важным компонентом которого является хроматин. Последнее состоит из измеримого числа нитей .видных частиц—хромосом, .котО-| рос яри слиянии (оплодотворение) клеток и их делении (митоз и мей- оз) остается постоянным.Чрезвычайно сложные процессы распределения хромосом при миф те и мемозе не могли выработаться в процессе эволюции без должных на то леноманий. Объяснение подобных явлений было дано в 80-х го-, дах прошлого столетия видным теоретиком того времени Вильгельмом Ру. Он считал, что хромосомы представляют собой наследственный материал. Более того, он постулировал линейное расположение наследственных единиц в хромосомных нитях, нс зная о том, что .Мендель уже доказал существование таких единиц.В то, что Ру понятия нс имело работах Грегора Менделя, легко, можно поверить, ибо не только он. •՛■ и подавляющее большинство ученых того времени упустило яз виду маленькую брошюру настоя- геля Августинского монастыря города Брно под скромным наззаня- см «Опыты над растительными тори.гам и», которая на самом тете представляла собой фундаментальный груд по вопросам о наело дстне.чиосгн. Мендель умер з1884 году, по-видимому, не пред-; 598



ставя-яя, какие последствия будут иметь его «приусадебные экзерсисы».В гом же 1884 году Оскаром и Рихардом Гер твита ми и Э. Стр ас- бур геро-м была выдвинута г шотеза о том, что именно з ядре находятся вещее т на—носит ели наследствен вести, кот.рая получила свое равви тис в теоретических трудах Августа Вейсмана (учение о «зародышевой и соматической плазме». Вторичное открытие в 1900 году законов наследования Менделя Г де Фризом, К Коррежом и Э. Чермакем я свете данных о поведении хр моссм при митозе и менозе внесло определенную ясность в понимание механизмов передач։: наследственных признаков. Таким образом, к началу XX века было уже твёрдо установлено, что наследственный аппарат клетки находится з ее ядре Почему это важно?Дело в том. ч о большинство ученых того времени в своих представлениях о механизмах процессов передачи вас е.и՜,венных фак т ров <л поколения к поколению рук -водствовались наблюдениями зи проявлениям г внешних призи:.֊ ков животных и растении. \ поскольку фенотип организм ш формируется глазным образом за с:е1 белкового материала, г՜. ведущая роль в генетических процессах клетки приписывалась белкам. Это происходило еще и потому, что белки т.гда были интенсивно изучаемыми химическими соединениями клетки и единственными, обл а л и ющими биологической индивиду алыюстыо и специфичностью. Здесь не мешал ՛ ‘ы отметить, чч > мнение о лидирующем положении беткоз в процессах передачи на- с.д дет вен ной информации сохра

нялось с некоторыми видоизменениями вплоть до 50-х годов. Однако научные факты, как улики в юриспруденции, вынуждают ученый мир признавать свои заблуждения и помогают установить истину. Хотя бывает и так, что факты существуют. но либо они интерпретируются неверно, либо созна- тельн ■ отвергаются высокими научными авторитетами потом\ лишь, что они каким-то образом не укладываются в их концепции (история пауки пестрит такими примерами), либо научные данные по тем или иным причинам до поры до времени сдаются неизвестными широкому кругу специалистов, как это пр •изошло с работой Менделя и... Фридриха Ми;шеря.В 1968 году швейцарский химик Ф. Митер обнаружил з ядре клетка вещество, которое по своим .ноипвам резко сличалось от бел- /ш После серии опытов । усовершенствования методов выделения ядер Митер утвер шлея во мнении, что им открыто новое «семейство» хи.мпче.ьпх '.•оедипсиий. хот рос* с«>' зазвал нуклеином (нуклеус по-ла- тинскн—ядро). В 1889 году Л » .т налу ; далось расщепить нукле.иь на белковую и жбелк.жую ՛ .ди. Эта последняя получила наша Iу К Л СИ1 ю во й к ислот ы.С 1900 . по 5920 г. основные компоненты нуклеиновых кислот были уже охарактеризованы. С.тали идл-.д н .. что нуклеиновые кислоты с гт-'ят из четырех з :доз нуклеотидных оснсз®анмЙ; пеш-оз-||п :ахзр.| и фосфорной кислоты. I ячем различия ш сахарному остатку и ас.-эртименту нуклеотидных эс.чоиан։ . призе..;։ к тому, что среда нуклсшювых кислот стали выделять два типа соединений: дез. ирибо! уклеиновую кислоту 599



(ДНК) и рибонуклеиновую кислоту (РНК). Оба типа нуклеиновых кислот были обнаружены в эр а- ииз.мах как растительного, так и животного проис хождения. В то же время ДНК а отличие от РНК локализовалась исключительно и ял ра.х клеток Этот факт вынужлз.: пп-г.еобому подходить к роли ДНК в функционировании клеток. иб> дивил уже было известно, что хр - мосо.мы, материальные носители наел ветвенных свойств организмов, также сконцентрированы в ядре Более того, согласно теории гена Т Моргана с игннцы наследственное! и (гены) расположены ’ хромосомах линейно Поэтому вывод о том. что молекулярной осн՛>- вон хромосом, хранителей наследственной информации, .может бы г. ДНК. напрашивался, казалось бы. сам собой.Однако в 30—40-х годах 1-ще велико было «преклонение ученых перед универсальностью свойств белков и поэтом) трудно был > отказаться от мысли, что роль наследственного фактора клетки принадлежит молекулам небелковог.. происхождения. Да и физик-..-хчма- чсскис свойств нуклеин- зых кислот были изучены не в тон степени. как у белков. Это последнее имело существенное значение в развитий науки • наследствен':. >• сги, ибо. несмотря на прогресс генетики. основная концепция этой ii.’i) ;и—концепция г она— к.т а ֊.։ лас՛., в сущности, лишенной маге риалмюгл со держанияТаким образом, в 40-х годах в научи* м мире усиленно обрабатывалась идея о том. что молекулярной осп >вон генетической и и фор мацнн может служить ДНК Поел дующие поды прилегли подтнерж донне этой гипотезы В 1944 ги г.

Эвери. Мак Леоду и Мак Карти у :а՝ ль установить химическую природу феномена трансформации. I ы: .: » Гриффитом еще в I928-. г?ду. Они предположили, ՝гто трансформирующим агентом ноля- стен ДНК Однако отсутствие ай*I позначных доказательств в пользу того, что в систапе этого активнруЯ ни- начала пег примесей белка,и | также в»: ляды их оппонентов на | ДНК кач на инертное соединение, не »б.галаюшее химической и бис- .:о пчегк >й индивидуальностью (на- .ipi мер. 'Гстранукле-отидная FW*Левина), создали агмосфЯ скептицизма вокруг этого отХрИ ■ ։я. аЛнш» . середине 50-х годов бли՛ одари работам Буа-иена и супру* :•>.։ Вандрелли, Хочкиса, Чаргай фа. Херш Че»՜։։ и других нссЯ ей стало возможным ска- здть. Шесмотря на нежелание многих генетиков расстаться с обшЯ к I де-то взглядом, ОД9 л ясно которому носителем код-* | гнет ичесдэй информации, локалйя з-.запн и з хромосомах. считали белок нуклеопротеидов, факты, полученные при исследовании гй- нетн'-еских типов у пневмококков, а также ..ри Изу ie-нии ннфскцнин передачи наледе։ венных призма-՛՜ : . >в, заставили больший- сгво генетиков признать, что пер* зичным генетическим субстратов лужит ДНК»,В 1053 ю։у Дж. Уотсон и Ф. Крик, опираясь на ренп’ен.лра-М' мы. и меченные \\ Уилкинсом Й| Р Франклин, «нранпла ЧаргафшВм и <пр»ншип спирали» Л. Полинги предложили молекулярную м-чель. ։ гр) .туры ДНК. окончательно раз՛ <еяв .мнения ։и шк-цгслыю ТОГО, ч: . ДНК является хранилищем н.н лсдсгиеииой ннформацни и гс- МО



Йепгческим материалом клетки. «Двойная спираль явилась теоретической основой, обеспечивающей быстрый прогресс в области исследования процессов передачи наследственной информации, что привело к созданию современных предоставлений о репликация ДНК. транскрипции и трансляции в белковом синтезе...» Экспериментальное доказательство механизма репликация ДНК. предложенного Уотсоном и Криком, было получено з оригинальных опытах Меселнеона и Сталя с помощью разработанного ими мет; да разновесного цен- трнфугирования и сочетании с радиоактивным мечением. Согласно этим данным, во время репликации |в данном случае, редупликации) поаинуклеотидные цепи ДНК рас- холятся и на каждой из них строится соответствующая комплементарная копия. Если учесть, что при митозе и мейозе. а именно при пе- редаче и распределении васлед- стзенкого материала происходит продольное расщепление хромосом, то, с учетам способности ДНК редуплицироваться. становится понятным .молекулярный механизм функционирования генетического аппарата клетки, в основе которого лежит матричный синтез.Концепция матричного синтеза была высказана задолго до установления структуры и биологической роли ДНК. К сожалению, тогда матричный синтез рассматривался исключительно в связи с бел ками, ибо природа гена не была еще установлена, а белки были единственными из известных соединений в природе, которые обладали химической и биологической специфичностью. И хотя представления о матричном синтезе белков 

в том виде, в каком они предлагались. были ошибочными, заслугу авторов этой идеи, и в первую очередь Кольцова, трудно переоценить, так как им удалось предугадать механизм фундаментального свойства живого—способности к самовоепроизводству. С некоторыми оговорками эту способность к самовоспраизводству, н принципе, можно приписать и белкам. Ведь если у ДНК существует (а мы уже знаем, что это. действительно, гак) аппарат непосредственного само- вос производства. то у белков этот путь опосредован через нуклеиновые кислоты Белки как бы созда ла н ходе эволюции способ хранить информацию о себе в ДНК. чтобы зря не «суетиться», тратить энергию :։ искать пути синтеза нужных у данный момент новых белковых молекул (ср. с нематричным синтезом таких пептидов, как карнозин, грамицидин). Эволюция биосипте- гического аппарата белков, попилим 1м.у, шла от безматричного синтеза пептидов к матричному синтезу белков.Однако, чтобы полнее представить себе биосинтез белков в клетке, следовало разрешить ряд важнейших вопросов. Каким образом информация о структуре белков доходит до места их непосредственного синтеза? Как происходит пере- водаязыкаэ нуклеиновых кислот на «язык» белков? Каковы участники этих процессов? Что может служить матрицей для синтеза белков?С установлением генетической роли ДНК был перекинут молекулярный «мостик» от механизмов передачи наследственных признаков от поколения к поколению к механизмам, проявления этих прн- 
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знаков в поколениях, т. е. наметилась очевидная связь между активностью генов к биосинтезом белков. Далее, в середине 50-х годов в клетке были открыты структуры, содержащие белок и РНК; эта частицы получили название рибосом. Было замечено, что существует определенная корреля ция между биосинтезом белков и функционированием рибосом Еше раньше Браше, Кзспсрсон, Кедровок ий высказали мнение об участии РНК в синтезе белков в «лет ко. В свою очередь, Белозерский и А. Спирин показали наличие в цитоплазме небольшой фракции РНК (около 2%), которая отличалась от основной массы РНК нестабильностью своего состава. по, как оказалось, было связано с синтетическими процессами у белковых молекул. Жакоб и Моно предположили существование особого семейства РНК, которые, бу хучи комплементарными ДНК. могут служить посредниками между ядер- ным аппаратом клетки и цитоплазматическим аппаратом биосин геза белков. Этот тип РНК получил название информационной (н-РНК)- В дальнейшем ее стали именовать мРНК (матричная РНК). В цитоплазме мРНК соединялась с рибосомами. которые находились на стенках эндоплазматического ретикулума. где и наблюдался активный синтез белковых молекул.В конце 50 -х годов Криком была высказана идея, согласно которой должны были существовать РНК сравниге.’н.но малой молекулярной массы. РНК-адапторы. которые см г.ы бы, связан опре холенную аминокислоту, привести ее к нужному мес։\ на матрице для синтеза белков и. что самое данное, «уз

нать» это место. В этот же исторический для молекулярной биологии период группа исследователей открыла новую фракцию РНК—транспортные РНК (тРНК). Кстати, ими же почти одновременно бил открыт еще один участник биосинтез а белков, но уже белковой природы. гак называемые «pH-б ферменты». или аминоцил—тРНК-сип- гстазы. Чтобы подчеркнуть биологическую роль этих ферментоэ, В. А Энгельгардт предложил на՛ зьаать их «кодаза-мн». После- хующие исследования тРНК, действительно, показали, что каждая молекула ее соответствует опре- тленной аминокислоте и содержит последовательность нуклеотидов, строго соответствующую своему положению на матрице. Л эксперименты по ошибочному включению аминокислот в строящуюся цепь белка окончательно доказали справедливое!*> «адапторной гипотезы» Крика.Таким )бразо.м. и начале 60-х го| хов стало очевидным, что РНК принимают целое родственное участие I в функционировании аппарата био синтеза белков. Генетическая ня- фо: мания о конкретном белке, ха- ключонная в ДНК. переписывается на мРНК. затем в рибосомах про- I исходит перевод (трансляция) нук- леиноволислот-нотл «языка» в бел- новый: в роли переводчика здесь выступает тРНК. А вот ключ, кото-.l рым пользуется тРНК для связывания чехырехбуквенмого алфавита нуклеиновых кислот с двадиа- I -нбуквеняым алфавитом белков— j это так называемый генетический,՜ кол: каждой из двадцати аминокислот соответствует определенное 1 сочетание грех из четырех нукле(ь \ гидов, которое называется кодожзм. (’со эгвегг гвен-но участок в тРНК.602



«узнающий» свой кодон именуется антикодоном). С расшифровкой генетического кода стали понятны узловые моменты белкового синтеза.Генетический код и «центральная догма» являются идейной осно- I? й молекулярной биологии, история к горой, как в зеркале. >тра- жается в представлениях о би։ юна- -֊зе белков в клетке.50 60-е г՝ды ознаменовались лавинообразной результа т изноет ью научных фактов в молекул ярн՛ й биологии. Рамки настоящей статьи ограничивают нас в описании всех тех событий, которыми был столь богат период становления молекулярной биологии. Поэтому нам приходится отбирать лишь те научные факты и идеи, которые служили краеугольными камнями в понимании общих процессов синтеза бел- к з в клетке. В силу этого мы нс вдаемся в экспериментальные детали, не проводим анализа ошибочных взглядов и углубленной интерпретации данных, приведших к открытию механизм՛. ։ биоситеза Сел-в. а также не претендуем на но- визг՝ приведенных данных, признавая их общеизвестность. Мы пытаемся лишь еде. ать более ясн< и и ощутимой логическую связь в цепи белксво-нукле .н пых «взаимоотношений», приведших к правил .и >му обоснованию концепции белкового синтеза. Поэтому пусть не кажется, что путь, по которому движется наследствен пая информация в клетке и который у молекулярной биологии известен как «центральная догма (ДНК֊>РНК-> белок), в ума:: ченых прокладывался также ле: ко и просто, как это может пока .аться, если исхо

дить из схемы нашего изложения, тем более, что сама «центральная догма» пережила к настоящему времени ряд существенных изменений. Не изменилась лишь основная ее идея: поток генетической информации идет от нуклеиновых кислот •к белку, ио не наоборот. Важно в данном случае уяснить, почему же ^зависимые, на первый взгляд, исследования в области структуры и функций нуклеиновых кислот и бел- <ов неминуемо должны были логически сойтись в одной проблеме— биосинтезе белков? Потому, отвечаем мы. что оба эти направления в конечном счете должны были тать ответ на два фундаментальных вопроса. поставленных перед человеком природой: I. что является хранилищем наследственной информации. г. е. памятью живой приро- гы? 2. как реализуется эта информация, I. е. фактически, что такое жизнь в биологическом смысле этого слова?К сожалению, з конце 70-х годов с возникновением генной инженерии в молекулярной биологии ’зметндся отход от проблемы биосинтеза б..... в. «Исследователи, внесшие очень большой вклад в изучение биосинтеза бел?:՛ и, перешли к другим проблемам и бчек- там. У некоторой части биологов и химиков создалась иллюзия, что в изучении биосинтеза белков на- ступнло затишье, что эта область стала чуть ли не «старомодной» Подобное состояние вещей не должно оставлять равнодушными специалистов в области молекулярной биологии, поскольку знание всех тонкостей биосинтеза белков, г. цможно, :■ есть ключ к пониманию загадки Жизни.
и. мадоян603



М ЕЖ Д У н А РОД н Ы Й С И М П ОЗИ УМ 
«МОЛЕКУЛЯРНАЯ ОРГАНИЗАЦИЯ БИОЛОГИЧЕСКИХ 

СТРУКТУР»

С 19 пи 24 июня 1989 г. в Москве приводился симпозиум «Мплску- ляркая организация биологических структур», собравший свыше 500 исследователей в области биохимии, молекулярной биологии и биотехнологии из 20 стран мир֊!. Мероприятие подобного р >да проводилось впервые за последнее десятилетие, организаторами его была Институт биохимии АН СССР НМ. И. Баха и Московский универе։ пег. Председателем оргкомитета являлся проф. Б. Ф. По։ лазов. Общее число пленарных и стендовых докладов превысило 350. Па симпозиуме одновременно действовало 8 секции: «Перенос энергии через мембраны» (председатели— А. А Красновский, В. П. Скула чсв и Д. 11. Островский); -.Бактс риофаги» (Б. Ф Поглазов и А. И. Туркин); «РНК-вирусы» (В. И. Атол и Д. Т. Атабеков); «Мульти- супы- циничные ферменты и ферментные комплексы» (Н. 5 Ливанова и Б. И, Курганов); «Клеточная подвижность» (В. И. Гельфанд); «Сократимость мышц» (Д. И. Левицкий и Н. Б. Гусей); «Биосинтез белков» (А С. Спирин и Л. П. Овчинников) и «Нуклеопротеины» (А. Д. Мирзабеков и М. Д Франк Каменецкий)Симпозиум открылся лекци? I всемирно известного ученого Р. Mitchell «Протонные Го- -F։ АТР азы, как они действуют», в которой он представил историческую пер сиективу развития предложен» ш нм еще в 1961 г. хнмико-оамогичс- с.кой ।сории окислительного фосфо рилнроваиия. Им была привело на схема, согласно которой протонный насос выкачивает протоны из 60ч 

матрикса «срез мембрану митохни- грин. Mitchell привел данные, саи- детелктзу-ощие о наличии гребуе- м 1 стехиометрии процесса: на каждые два протона, прошедшие через мембрану, синтезируется од-, на V. скула АТР. По Mitchell, ми- гох карпальная оис1ема состоит И11 ряда полипепти 1ных цепей. Глав- пы-м компонентом является так на* J зываемая Fr АТРаза с молекулярным весом 360 000 (а. р)3, у кот<й| рой остальные грн б-субъединицы встроены в мембрану и обёспёчм ваюг присоединение к ней АТРазы/ Истинным каналом, через который՛* протоны проникают через мембрану. служит, п '-илдимому, протеоли лад. присоединенный к другому фактору. Го- На нем имеются участки. взаимодействующие с ингибиг?' зама переноса энергии.С пленарными дохла ;ами по се՝.- ц ri нуклеопротеинов выступили!T-aver< (Конформация ДНК !|I р\ к। ура xpu-ма i ина). Е. Di Маппм и с «авт-. (Зависимые зт топологии ДН К-бсл новые взаимодействия), \. Д. Мирзабекса (Динамика активности хроматина), R. Kahniann: и др. (Механизм сайт-специфИчноМ рекомбинации в фаге MU) J. 0. Thomas (Взаимодействия гнетда* ДНК в структуре и свсрхструкту* ре хрома:ина), A. Scntcnac (Панн меразы РНК и факторы транскрнп՛; цин). С. М. Миркин и соавт. (Пр՝ тонированные структуры ДНК). .1. L. Hamlin и др. (Анализ хромо-՛ сомных реп ликопон в амплифиш։- рованном измене иичщрофолатре- iv кт азы в клетках Cho), Р. И. Сал- га пик к тр. (Чолекулярвая организация хлорг-пластов и митохандрнИ растении регуляция транскрипции).



Секияя по мультиферментным комплексам и мулы нсубъединич- ным ферментам привлекла внимание специалистов, занимающихся каскадными механизмами усиления и распространения гормональных сигналов з клетке, мультифермент- ными системами, участвующими в синтезе и деградации углеводов. В числе докладчиков здесь были L. М. С. Ileilrneyer (Младший), D J Graves, Г. Kelcii. Б. И Курганов и В. А Ткачук, а также ряд дру - известных специалистов. В доклад. ՛ ՝•'։ .ккуляриыс основы интеграции сигнала киназой фосфорилазы* Heilmeycr остановился подробно на двух путях передачи внеклеточного сигнала на киназу <’• сфррил азы—посредством взаимодействия адреналина с рецепторами на клеточной поверхности и р.ы зван ной аист ил ход ш юм депол я ряза.дии. Вторыми посредниками в передаче этих сигналов являются сА.МР н Са-:, вызывающие переход сказанного фермента в активную форму. С помощью клонирования сДНК выявлена первичная структура а и р-субъединиц киназы, идентифицированы домены, но которым происходит прнсосдине- цщенис кальмодулина. Graves ос) ществил экспрессию сДНК катали тической у-субъсдилицы этой киназы на бактериальном объекте. Изучалось взаимодействие этой субье д.иницы с кальмодулином в участие с п е ц и ф и ч гак ։ ։ й фосф о л.р о то и н ф । >сфатазы—кальцинейрина- в деф <г- форилнровании комплекса киназы фосфорилазы. В докладе Курганова и Любарева получили развитие идея а метаболоиах как комплексах последовательно действующих метаболических ферментов. С помощью компьютерного моделирования сконструирована гипотетиче

ская структура метаболона никла трикарбоновых кислот. Схо шым проблемам было нисвящено выступление академика АН ВНР Ке- leti: «Роль фермеи т-ферментных взаимоотношений в контроле над метаболизмом». Он сообщил о существ} ющях экспериментальных данных, свидетельствующих о наличии ансамблей ферментов, осуществляющих сопряженные и (или) <н ш в е л ь н ы е » реакции, приз од я щих к переработке внешнею субстрата в конечный .продукт метаболизма. Ос\ ществлены расчеты катали щ как для ферментов, подчиненных линетике Михаэлиса Ментен, так и 1ля аллостерических ферментов, соответствующих моделям .Моно- 111 а нжс или Кошланда-Неметп- Фллмсра. Ткачук и сотр. представили данные об счастии гуаниннук- л с от и д-сп я з ы кающих регул ято рвы х белков в процессах гормональной регуляции в клетках млекопитающих.В секции, относящейся к структуре рибосом и регуляции инициации, приводил вс։, новые факты, каса ющиеся трех м ер но й структур ы .и картирования рибосомальной РНК (.1. A. Lake и ip.). взаимодействия межд\ фактором элонгации и рибосомами (W. .Moller и др.), свойств бактериальных синтетаз аминоацил-тРПК (R. Leber- таи । tp ). механизма трансляционного контроля экспресии генов ;• Г. coli, влияния фосфорилирования факторов инициации на скорость синтеза белка (.1 W. В. Hcrs- Ьс} н др.; G. Kramer и др.), управления трансляцией путем фосфорилирования фактора элонгации I (S. Ejiri и др.) и г. д.По секция «Сокращение мышц» привлекли внимание доклады М. F. .Morales» (Природа и передача со-
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кра петельной силы в актом казн нс*), Р. Cheung и .ip. («Макромолекулярный ансамбль в каталити чсская функции миозина»). Т П Сееве («Гормональная регул ян и г скорости обновления сократитесь пых белков скелетных мышц>1 Ив тересные сообщения были npi ic՛?.:<- лспы 1йкже по секциям *.Балтер<н>- фя! и», «РНК-вирусы* и Клеточная подвижность В последней секции развернулась оживленная дискуссия и роли микро труб-»чел н структурной организации клеток и их взаимосвязь с и։ •.•.■инами, транс? локации них образований, вызванной KUiieaniii'M <1 Gibbins. J. R* Mclntosb, В 11 Гельфанд R D. Vale) Эго направление кожи- охарактеризовать как молекулярную пьа; мию внутр.ixлегочных к н- таи ив.1л работу симпозиуми заметиее \ I.IC1IU- приняла группа ученых II. И... . ՛.. ' AI! \. мС< Р и Институт. -..-рди л-'/ил 43 Ар м ССР п. < \\у.1:.г:*субъ- C.llllliH.IKl? ферменты: был С ЦНТ> pi V. заслуша . А А Га-л ина. Н Н. П1»р э й Б. Я Гур- H. I. Фосф 1И֊-С-֊;-2 а ЦИКЛИЧССХИК и;, хле ri v •: .•■ :-.ле .:,-.дазз с՛՛-пряжсиная г.:-?՛!.: ф՜ h:-:-:;- налги, сн.панных фермент з> Авторами п ՝ а аза и . -бе ферментативные Ил ннн՛'.-J i: he разделяются при ис- ПОЛЬЗОВАНИН различных способов очистки белкоз. Сочетание обеих акпганостой jilt л гелии ус-;«»р.ж п.\ 10.1 Hh'iTe.ibHix-tb пр -тсхаюшах реакций .АМР—5* АМР—аденозин. В՛ прис о мультифермсити ՜: систем- или одном биф национальном ферменте <-к:-Я ’••ха ДИСКусСИ- юпчым Г К Пар.зняи и И

Тер • Т.ч тез сяз пре ;с:явили данные о существовании множественных форм фосфоиротеинфосфатаз мозга и белковых регуляторов их акгив--• ..-и Эти ферменты >кяззлись ”................... . . .- ;сорИЧНЫМ ПО-срслнгхам (АМР) и \ •шстилас-Г) ՛ я и.юиную тлскусскю ;>с.1Л.)Жснная Г. Л Геворкян м концечция । регулярности молекулярных СППТИО;11С11ПН ГИ-1СГИ- шэуемь-х аминокислот, изложенная им в г-. п (оа&М ьбкла.^ де 11 Дискуссии круг.-'Г, •юл.,1*. В -звигимостн от суммарного числа злекгроноа. природные амяпокис- .; ֊ты он распределил ни спирали
Й1 образуют <|»уик-■;ые группы. С■ии1чг|сл։ую- щис этим аминокислотам кодоны 'рал.!-.;՜ -.■тмлюментзрн .'V проти- 1 •::. и е и .труктуре двуспираль- ДНК Два е .՛ бщепия было -лед?-.;з.-е- г мянекимч утг ными з ;5՜ ՛: н молекулярной кзрлиоло- В д --..тале .М. А Кайфаджян. С С. Оганесяна •՛ \ Т О.ан.гяна/ ве.1сны ՛ ныо данные о молеку- . -рнд.! гетерогенности и пони.ой регуляции контрактильного аппарата в азлачны.х участках сердца. Б А Т;::-у?г.з c^atiT обсудплй су:2С7И1:кам:։ симпозиума ргзультатыдзух структурных функционально характеристик не эквивалент-г’ых .-• стояниб актомиозинового:комплекса.Значение :имп ниумз <пределя- .՝ к?.ь н»՝ -эзьх'З его информативно- . LГ и цо.зможпостью возник*• -ч-н.'Я и укрепления неформальных контактов стами из разных •: -операции их нгкти.

между спецяалнстран, д:ыьнеАшенаучной теяте.и
• <.». ир 525-533 Г К ПАРСА ДЛИ1



VI ВСЕСОЮЗНАЯ КОНФЕРЕНЦИЯ ПЭ СПЕКТРОСКОПИИ БИОПОЛИМЕРОВ
В Харькове 11 — 14 октября 1988 г. состоялась VI Всесоюзная конференция по спектроскопии биополимеров. Организаторам:։ ее были Научный совет АН СССР по проблемам биологической физики. Академия наук УССР. Институт радиофизики и электроники АН УССР и физико-технический Ин- стнгут низких температур АН УССР. В работе конференции ;՛. тив-ное участие принимали и уче ные Армении: представители кафедр биофизики и молекулярной физики ЕрГУ, Кироваканского пе- -даго-гиче-гит Института, Института экспериментальной биологии АН АрмССР. Область их интересов— теоретические и эксперимеи галь ные исследования структурных ос •бенностей нуклеиновых кисло։ и их взаимодействия с различными лигандами. Часть работ была выполнена ими в сотрудничестве с коллегами ш Москвы в Харькова.Доклады были представлены .и •следующим темам: спектроскопическое Исследование нуклеиновых •к яс л.от и ։х компонентов; спек- троскопнчеекне подходы к изучению структуры белков; спектральные проявления вк утр ? • м ол ек у л я: :• •ных движений в белКах: спектро- с копи чеок ис и се л с д ов алия ко м ил ек • сов нуклеинсзых кислот с ломами и красителями; температурные и фо- тоиид\ цированные конформационные изменения глобулярных л мем- браиных белков: спек про скоп и веские исследования комплексов нуклеиновых кислот с антибиотикам.։? и белками; спектральные проявления гидратации б ио ио л и.мороз, новые методические подходы в спектро

скопии биополимеров; прикладные проблемы спектроскопии биообъектов.В работах, посвященных спектроскопическим исследованиям пукле ииивых кислот и их компонентов, ш р;к> использовалось весьма ин- ф рмгтдвное сочетание теоретических и экспериментальных подходов. устанавливающих связь между физическими характеристиками и структурой молекул (Любченко Ю Л с соавт., Москва; Благой Ю П. с соа-вт., Харьков и др.). Методами инфракрасной ультрафиолет- •вой спектроскопии. комбинационного рассеяния, кругового дихроизма и люминесценции изучались межмолекулярные взаимодействия оснований нуклеиновых кислот. их гидратация и самоассоци- ацня. процессы протон пр оз а ни я и таутомерные равновесия. Особый :нтгрес представляло исследование производных нуклеиновых кислот, обладающих высокой биологической активностью: антпметаболн- гов, мутагенов, з частности, проти- холево1Ю препарата 6-тиогуа- .нина. Ряд укладов был посвящен свойствам комплексов различных лигандов (антибиотиков, противоопухолевых и иных красителей) с ?еинозыми кислотами. (Перми- >ров В. И. к др.. Москва, Весел - коп А. Н :։ др., Севастополь, Бабаян 10. С. и др., Ереван. Флрсман Э В. и др., Ленинград. Бакулев В. М., Ленинград, Умешсая В 14. и др.. Ленинград).Излагались результаты исследования гетеро молекулярных взаимодействий нуклеиновых кислот ։: их ю/.мпононтоз с л я гиб нот::.՝; :ми, син- гетцческими олиттнептитамв, ги
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стонами и другими белками. Большое внимание уделялось связыванию с нуклеиновыми кислотами антибиотиков и противоопухолевых соединений (антрациклинов. мито- ксантрс-иа. карминомиинна, дауно- мицина), поскольку именно нуклеиновые кислоты являются важнейшей мишенью их действия. Комплексообразование. з зависимости от количества молекул лиганда, приходящегося на пару нуклеотидов. может происходить по типам инте.ркаляциошюго или внешнего электростат ического взаимодействия, Эти типы связывания можно различать по спектрам флуоресценции и поглощения. Методами флуоресцентной спектроскопви и 'кругового дихроизма были изучены структурные переходы в олигомерах гистонов, нукленсомах и хро матине (Рамм Е, И. с соавт., Ленинград. Сиволоб А. В., ДраганИ., Остапец Н II.. Киев). Экспериментально и теоретически изучались особенности «занмодействия одно- и двухвалентных ионов с ДНК при разных соотношениях Ме 2Р. Отмечалось значительное многообразие взаимодействий в системе Ме-П-О-ДНК (Брегадзс В. Г и др.. Тбилиси, Сорокин В. А. я яр Харьков. Казарян Р, И и др,, Пущино, Касьяненко Н. А., Ленинград, Корнилова С. В. и 1р., Харьков, Ереван).Обе у ж л з л ис ь с п ек тр ос ко п и ч сек и е подходы к изучению структуры белков. Широко дискутировался вопрос относительного вклада в энергетический баланс сил, обеспечива юших стабильность белков, таких, как водородные связи, в ан-дер- ваал ьсовы, лект.ростатйческие, гидрофобные взаимодействия и связи со структурой воды. При экспери

ментальном изучении использовалось то обстоятельство, что степень чувствительности различных спектроскопических мето.ши к разным уровням структурной организации белковых молекул различна. К примеру, метод собственной триптофановой (или тирозиновой) белковой флуоресценции лап информацию локальном микроокружении флуоресцирующих хромофоров- белка. В сочетании с дифференциальной сканирующей микрокало- римстзией, позволяющей получать интегральные характеристики белка как целостной системы, в ряде работ рассматривалось взаимл 1ей- ствие белков с катионами, различными лигандами, взаимодействие субъе Шмиц з белковом коми лексе.Кальнии Н. Н.. Беньяминов С К). (Пущино), Шаронов 10. А. с соавт. (Москва) Болотина И. А.. Морозов II. 10., Чехов В. О (Москва) показали, что возможность таких достаточно давно используемых методов. как Н’-ЯМР-свсктроскопня ИКС. КД, магнитный круговой дихроизм. еще далеко по исчерпаны.Наряду с градационными методами применялись лоиыс, такие, как метод двухкаантовой аффинной модификации (Бенимецкая .'1 3. с соавт., Новосибирск) и лазерной корреляционной спектроскопии (Бабенко А. Ю. с соавт., Гатчина).Были изложены результаты исследования температурных и фотона *д\:I ираза ■ । п ых конфор м а।«.нонных изменений глобулярных и мембранных белков. Во многих работах предпринимались попытки найти однозначное соответствие между конформационными изменениями в белках и их функциональной ак- сиввостью (Соколов К. В с соавт..
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Москва, Мажуль В. М. с соавт., Минск и др.).В работе Жуковского A. II. с со- авт. (Ленинград) показано, что при вариации температуры в диапазоне 10 -50° конформация белка сохраняется, однако происходят локальные структурные изменения, имеющие отношение к функционированию белков. Предполагается, что тем самым обеспечивается способность белков к с а молод держа- «ню устойчивой, функционально активной прог и раиственной орга низании.В докладах но спектральным проявлениям внутри молекул яркой подвижности были представлены работы по влиянию гидратации, температуры, мутационных замен аминокислот на внутримолекулярную динамику глобулярных белков в растворах и кристаллах. При этом использовались .методы ЯМР, ИК-спект рос-коп ии. дейтерообмена. флуоресцентной спектроскопии с п икос ек у: । д: । ы м временны м раз р е шепнем, рэлеевское расстояние мес- сбауэрского излучения. РРМИ ՛: . кий IO. Ф, с соавт.. МбСкза, Журавлева Т В с соавт., Москва. Лебедей 10. О.. Абатуров Л. В.. Москва). Для детального анализа дниа.мического поведеиня молскул разработан новый метод обработки мессбау эровс ни х спектров—м о толМёссбауэровской. фуры -спёк?роскоши։ (Шайтан К. В. с соавт Москва) В качестве объекта при исследованни быстрых (1()~8—К) :՛ с) 1Изменспнй структуры белков i։։- сто выбирается миоглобин кашалота, пространственная структура ■которого хорошо известна (Артюх Р. И. с соавт.. Пущино).Имеется иерархия амплитуд и времен релаксаций. Показано, но из движений трех типов: локально

го» сегментального и вращения молекул как целого—главным является вклад сегментального движе ния (Киваева Л. С. с соавт., Пущино, Казань).Формирование устойчивой кон- фэр м ации биопол и мерой воз можно лишь в водном окружении, поэтому много внимания уделяется экс- пер; ментальному и теоретическому изучению особенностей гидратации биополимеров (Малеев В. Я соавт.. Гасан Л. И., Больбух Т. В., Порск нй Е. Э.. Веревкин А. Г., Харьков. Абатуров Л. В.. Москва. Теплухин А. В.. Прлтев В. И.. Пущин , Юхненич Г. В„ Москва). Во многих работах подчеркивалась связь между характеристиками гидратного окружения н функциональным состоянием биополимеров В ряде работ изучена гидратация белков и нуклеиновых кислот в присутствии :л-щерипа. широк՛» используемого в криобиологии н криомедицине (Волков В. В., Харьков. Зинченко В. Д. Харьков).В последние годы предпринимаются попытки перейти ։.ц исследования физике -хи мичес.к их свойс ту изолированных молекул и их комплексон к изучению свойств гех же молекул в тканях, к структуре и свойствам фу'нкционирующих молекул Ограниченность физических методов исследования преодолевается изучением одних и гех же молоку. । в растворе и клетках, сочетанием различных методов иссле- Д'.'вания одних и тех же объектов, пл можно меньше влияющих на исследуемые свойства молекул.В последние годы возрос интерес к спектроскопии ЯМР на ядрах■ л!. и> .пр, -К1'Со. что обутловлеио возросшей и՛: । фор маги в костью в связи с. применением специальных импульсных 
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ясс л едав ател ьнос те и, по звол я ющн х идентифицировать в спектре сигналы низкомолекулярных соединений.Были изложены и некоторые теоретические подходы, например, п мзгающас существенно повысить точность разложения сложного спектра на полосы отдельных электронных переходов и значительно облегчить сопоставление экспериментальных данных с теорией (Морозов Ю В., Москва), Впервые осуществлена и исследована адресованная лазерная модификация (расщепление в заданном месте) молекул нуклеиновых кислот, применяемая для направленного изменения их структуры (Штокман М. И., Новосибирск). Эти нелинейно-оптические эффекты использова

лись и для определения положения активного центра фермента (в фс.р- мент-субС'пратно.м комплексе).На последнем заседании были ipc.iv -диены доклады, касающие- я . ■ икладных проблем спекгро- ск< биопол и .моров. Обсуждалось применение спектроскопии для диагностических целей, при изучении химиотерапевтических препаратов и т. д.В заключение участники конференции отметили высокую информативность спектроскопических подходов. значительность доложенных результатов, разнообразие применяемых методов, а также хорошую организацию конференции.А. Г, ГАБРИЕЛЯН.
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