
лотпый состав С-концевого аргининсодержащего триптического пепти-
да ι•·Г; фрагменте Т т 2 вычисляется как разница между аминокислот-
ным составом фрагмента и суммой составов пептидов ТЗ, Т4, Τ3δ и Т57. 

Сравнивая выходы субфрагментов из пептида Тш2 (см. табл. 2), 
можно предположить, что при частичном гидролизе модифицированных 
по остаткам лизина пептидов предложенным методом расщепление 
идет преимущественно по остаткам малеил-лизина. Однако не полно-
стью разрушаются связи Lys-Val и Lys-Pro. Мы полагаем, что остатки 
лизина, образующие эти связи, не до конца промалеилнрованы, что 
подтверждается расщеплением трипсином малеил-каталазы по некото-
рым остаткам лизина (см. пептиды ТшЗ, Tm5, Т т 9 и др. в табл. 1). 
Гидролиз пептида Т т 2 идет также по остаткам аспарагиновой кислоты 
и в незначительной степени — по остаткам других аминокислот. 

Приведенные в табл. 2 46 пептидов насчитывают 686 остатков 
аминокислот. Аминокислотные последовательности 19 пептидов (под-
черкнуты в табл. 1) перекрываются с таковыми других пептидов. 36 
пептидов с уникальными аминокислотными последовательностями со-
держат 561 остаток, что составляет 81 % полипептидной цепи каталазы. 

S u in m а г у . P a r t i a l or comple te a m i n o acid sequence of 46 t ryp t i c pep t ides f r o m 
m a l c y l - c a t a l a s e w a s d e t e r m i n e d . 36 un ique pep t ides compr i se 561 a m i n o acid r e s idues 
and accoun t for 81 % of the c a t a l a s e po lypep t ide chain. 

С П И С О К Л И Т Е Р А Т У Р Ы 

1. Левитина Т. JJ., Мирошниченко О. С., Гудкова Л. В. и др. Триптические пептиды 
м а л е и л - к а т а л а з ы гриба Peniciliium viiale. 1. Выделение и аминокислотный состав / / 
Б и о п о л и м е р ы и клетка .— 1993.— 9, № 1.— С. 5—8. 

2. Гусак Н. M., Овандер М. H., Дробот Л. БСеребряный- С. Б. О п р е д е л е н и е струк-
туры пептидов к о м б и н и р о в а н н ы м методом д а н с и л - Э д м а н / / М е т о д ы м о л с к у л я р . 
биологии.— Киев : Наук , д у м к а , 1979.— С. 142—153. 

3. Г усак И. M., Левитина Т. JJ., Атепалахина С. А. и др. Триптические пептиды ка-
т а л а з ы гриба PeniciUium vitale. 3. Строение некоторых пептидов // Б и о п о л и м е р ы и 
клетка ,— 1989.— 5, № 1 — С. 45—51. 

4. Левитина Т. JJ., Гусак / / . Af., Роднин Н. В. и др. Б р о м ц и а н о в ы е ф р а г м е н т ы к а т а -
л а з ы гриба Peniciliium viiale / / Там же .— № 5.— С. 55—63. 

5. Алахов Ю. Б., Бунд у лис Μ. А., Бундулис Ю. П. П е р в и ч н а я с т р у к т у р а ф а к т о р а 
элонгации G из Е. coli. IV. С т р у к т у р а пептидов б р о м ц и а н о в о г о р а с щ е п л е н и я мо-
лекулы G - ф а к т о р а / / Биоорг . химия — 1983 — 9, № 3 , — С . 304—314. 

6. Козлов Э. А., Гудкова Л. В., Левитина Т. JI. и др. Д о п о л н и т е л ь н о е исследование 
триптических пептидов к а т а л а з ы гри|ба Penicillium vitale // Б и о п о л и м е р ы и клет-
к а — 1993,— 9, JNib 1 .—С. 22—25. 

Ин-т молекуляр . биологии и генетики А Н Украины, Киев П о л у ч е н о 24.07.92 

УДК 577.391 

В. И. Древаль 

ВЛИЯНИЕ ИОНИЗИРУЮЩЕГО ИЗЛУЧЕНИЯ 
ΗΛ БЕЛОК- ЛИПИДНЫЕ КОМПЛЕКСЫ ЛИПОСОМ 

Изучали влияние ионизирующего излучения в дозах 10—IOa Гр на комплексы липосом 
с метгемоглобином и феррицитохромом С. Установлено снижение полосы Соре и уве-
личение пероксидации липидов. Для комплексов липосом. с метгемоглобином рассчи-
таны константы связывания, число мест связывания и Δ G. 

Введение. К настоящему времени установлена важная роль мембран 
клетки в реализации поражающего действия радиации на организм 
(1, 2]. Изменения белкового [3] и лииидного [4J компонентов биоло-

(ф В. И. д р е в а л ь , 1993 
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гических мембран сопровождаются нарушениями структурной органи-
зации мембран [5]. В работе [6] это объясняется процессами коопе-
ративных переходов белок-липидного матрикса мембран в результате 
изменения белок-липидных взаимодействий. Ранее были получены дан-
ные о характере взаимодействия метгемоглобина и феррицитохрома С 
с липидами в липосомах [7, 8]. Особенности радиационного поведения 
[9, 10] и биологических функций гемопротеидов [11, 12] дают основа-
ние предположить, что при облучении они могут оказывать определен-
ное влияние на формирование радиационных повреждений в белок-ли-

$407 нмоль V.Цк/,\\г липида 

Рис. 1. Изменение интенсивности полосы Соре д л я метгемоглобина ( 1 ) и феррицито-
хрома С (2) при облучении липосом 
Рис. 2. Н а к о п л е н и е М Д А при облучении липосом ( 1 ) в комплексе с метгемоглобином 
(2) и ф е р р и ц и т о х р о м о м С (о). П о вертикали — нмоль М Д А / м г липида 

пидном комплексе мембран. В связи с этим в настоящем сообщении ис-
следовали влияние ионизирующей радиации на белок-липидные ком-
плексы метгемоглобина и феррицитохрома С с липосомами. 

Материалы и методы. Суммарные фосфолипиды выделяли из желт-
ков куримого яйца по методу [13]. Везикулярные мембраны готови-
ли обработкой фосфолипидной суспензии ультразвуком, как описано 
ранее [7]. · 

Метгемоглобин получали, окисляя 1,2 M феррицианидом калия ок-
спгемоглобин, выделенный из крови человека [14], с последующей гель-
фильтрацией на молселекте G-25. 

Д л я связывания метгемоглобина и феррицитохрома С («Реахим») 
с липосомами использовали буфер (0,01 M трис-HCl, рН 7,4), содержа-
щий 0,15 M NaCl (25 °С, 90 мин). Концентрация липида в пробе 
8 мг /мл . Мольное отношение липид : белок варьировали от 2 : 1 до 1 : 10, 
Липосомы с адсорбированным метгемоглобином отделяли от свободно-
го метгемоглобина гель-фильтрацией на колонке с сефадексом G-200 
(1X20 см, скорость фильтрации 5 м л / ч ) . Д л я определения количества 
связанного с липосомами метгемоглобина везикулы предварительно со-
любилизировали 0,1 %-м DS-Na. Концентрацию белка регистрировали 
по методу Лоури и соавт. [15] на СФ-46 при 750 нм. 

Концентрацию продуктов перекисного окисления липидов находи-
ли по реакции с 2-тиобарбитуровой кислотой при длине волны 535 нм 
(ε = 1,56· 105 M- 1 см"1) [16] и выражали в концентрации малонового 

диальдегпда (МДА) на 1 мг мембранного липида. 
Обработку экспериментальных данных с использованием /-крите-

рия Стыодента и расчеты коэффициента корреляции (г) [17] осуществ-
ляли на ЭВМ «Искра-1030». 

Облучение проводили на линейном ускорителе электронов энерги-
ей 5 МэВ в дозах 10, 50, IO2, IO3, 5· IO3 и IO4 Гр. 
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Результаты и обсуждение. Степень радиационно-химических изме-
нений связанных с липосомами гемсодержащих белков метгемоглоби-
на и феррицитохрома С определяли по интенсивности оптической плот-
ности в области полосы Соре (407 нм) . Можно видеть (рис. 1), что 
воздействие ионизирующего излучения приводит к снижению интенсив-
ности полосы Соре. Это согласуется с полученными ранее данными 
[18, 19]. По уровню содержания МДА в липосомах (рис. 2) можно су-

дить о возрастании процессов переписного окисления липидов с уве-
личением дозы ионизирующего излучения. Расчеты коэффициента кор-
реляции величины интенсивности полосы Соре для метгемоглобина и 
феррицитохрома С и содержания М Д А в липосомах ( г = — 0 , 9 4 4 и 
—0,980 соответственно) указывают на взаимообусловленность этих 
процессов. Таким образом, полученные данные позволяют заключить, 
что воздействие ионизирующего излучения на белок-липидные ком-
плексы липосом вызывает изменение структуры белков и нарастание 
пероксидации липидов. 

Д л я анализа влияния радиации на процессы взаимодействия бел-
ков и липидов в мембране липосомы и метгемоглобин облучали в до-
зе IO3 Гр, после чего изучали их связывание. Исследованы следующие 
комбинации: необлученный метгемоглобин+необл ученные липосомы; 
облученный метгемоглобин+необл ученные липосомы; необлученный 
метгемоглобин + облученные липосомы; облученный метгемоглобин+ 
+ облученные липосомы. Константу связывания (Ka) и число мест свя-
зывания (;V) рассчитывали по методу наименьших квадратов в коор-
динатах уравнения Скетчарда: RfC=Ka-N—Ka-Ry где R — мольное 
соотношение метгемоглобина и фосфолипида в белок-липидном ком-
плексе; С — к о н ц е н т р а ц и я белка [20]. Изменение свободной энергии 
определяли по формуле AG = — R T l n K a . Полученные результаты при-
ведены в таблице. Можно отметить, что связывание облученного мет-
гемоглобина с суспензией необлученных липосом приводит к возраста-
нию числа мест связывания на 24 % ( р < 0 , 0 5 ) по сравнению с контро-
лем (необлученный метгемоглобин + необлученные липосомы), констан-
та связывания при этом достоверно не изменяется. Связывание пеоблу-
чеиного метгемоглобина с облученными липосомами вызывает сниже-
ние Ka в 2,6 раза ( р С 0 , 0 1 ) , a N увеличивается в 1,8 раза ( р < 0 , 0 1 ) . 
Связывание облученного метгемоглобина с облученными липосомами 
приводит к снижению числа мест связывания на 10 % ( р > 0 , 0 5 ) , тог-
да как Ka возрастает на 32 % ( р < 0 , 0 5 ) . 

Полагают, что радиационное поражение гемоглобина в растворе 
сопровождается конформационными перестройками в его структурной 
организации под влиянием прямого действия радиации [10]. Ранее ус-
тановлено [8], что взаимодействие метгемоглобина с фосфолипидными 
везикулами определяется изменениями в структуре липндного бислоя. 
Известно, что появление в жирнокислотных цепях гидроперекисных 
группировок приводит к нарушению комплексообразования липида с 
белком [21]. Очевидно, наблюдаемые при воздействии ионизирующей 
радиации активация процессов перекисного окисления липидов в ли-
посомах и ,модификация структуры метгемоглобина вызывают измене-

Парамстры связывания метгемоглобина с липосомами 

Компонент комплекса AG, кДж/моль 

Метгемоглобин н е о б л у ч е н н ы й + л и п о с о м ы 
необлученные 7 , 0 4 ± 0 , 4 9 0,68 ± 0 , 0 5 — 16,25 
Al е тге M о г л о би H о б л уче нны й -f- л И Π ОС О M ы 
необлученные 6 , 2 0 ± 0 , 3 7 0,84 ± 0 , 0 8 — 15,93 
M е T re M О г Л О б Ji H H е о б л у ч е H TI ый + липосо M ы 
облученные 2 , 7 5 ± 0 , 0 5 1,25 ± 0 , 1 6 — 13,92 
Λ1 е T re M О г Л О б И H о б л у че II ны й -j- Л И Il OCOM ы 
облученные 9 , 2 9 ± 0 , 7 8 0,61 ± 0 , 0 4 - 1 6 , 9 4 
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ниє белок-липидных взаимодействий, обусловленных структурным со-
ответствием белков и липидов в мембране [22]. Результаты изучения 
связывания липосом и метгемоглобина позволяют предположить, что 
нестабильность белок-липидных взаимодействий при воздействии иони-
зирующего излучения на мембраны в значительной мере зависит от 
липидного компонента. 

S u m m a r y . The e f fec t of ion iza t ion r a d i a t i o n in doses 10—IO4 Gr on complexes 
l i posomes wi th m e t h e m o g l o b i n a n d f e r r i c y t o c h r o m e C h a s been i n v e s t i g a t i o n . It w a s 
s h o w n dec rease s t r ipe o o r e and inc rease lipid pe rox ida t ion . For complexes l i posomes 
wi th m e t h e m o g l o b i n c o n s t a n t e of b i n d i n g , n u m b e r p laces of b i n d i n g and Δ G w a s cal-
cuh i .ed . 
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