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Разработана модификация метода анаJIиза параметров неоднородного уши-

рениJI спектров применкгельно к ф;ryоресuентному зондtу ДСМ. Изl^rены воз-

можности использования разработанного подхода к из}^{ению изменений струк-

туры модельных и биологических мембран индуtшрованньгх белками, ионизи-

рующей радиацией, низкими температурами. Показано, что анапиз спектров

фrryоресченции ДСМ позвоJuIет по.члать информацшо о характере изменений
полярности микроокружениJI зонда при рiвнообразньгх воздействиях.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: биофизика, ф.rryоресцеrrгный зонд, анапиз спек,
тров, структура мембран, об.гцrчение, низкие температуры, белок-липидные вза-

имодействия

Среди физических методов исследования структуры и диfiами.Iеских свойств
биологических мембран вzDкн€ш роль принадлежит методу флуоресцентньIх зондов

[1,2] Использование рщличных модификаций этого метода позвоJuIет полrIить
ценЕую икформацию о тtких харЕжтеристиках мембранньтх систем, как поверх-
ностньЙ заряд, полярность, микровязкость, толщина липидного бислая, взаимное

Расположение белков и липидов и т.д. [1-3]. Высокая чувствительность спектраль-
Ных параметров флryоресцентньIх зондов к физико-химическим своЙствам их микро-
окружения создаот предпосылки для выяснения факторов, JIежащих в основе изме-
нениЙ структурноЙ организации мембран при рдtнообразньж воздействиях. Основ-
ноЙ проблемой в такого рода исследоваЕиях явJIяется устаIIовлеЕие корреляции
МежДу наблюдаемыми сгtектрЕLтьЕыми эффектами и характером изменений поJIяр-

НОсТи и динап,{ического состояния области локаJтизации зоfiда в мембране. К на-
СТоящему времени предложено множество теорий влияния растворителей на
спектры ф.тryоресценции [3]. Большинство из них основаЕо на рассмотрении взаимо-
СВязи между сдвигом мtксимума фrryоресценции и физическими параметрtlп,{и среды
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_ диэлектрической постоянной и показателем преломлеЕия. Вместе с тем, влияЕие
среды может проявJU{ться не только в сдвиге максимр{а флryоресцеЕции. но также в
измеЕении квЕlнтового вьIхода и формы спектра. В этом аспекте представJUIет несом-
неrrный интерес предложенньй в работах [4-6] подход, позволяющий описать фор-
му и изменения интенсивности спектров на основе выделения в спектрах фrryорес-
ценции двух частей - однородной составляющей, зависящей от внугримолеку-цярньD(
свойств зонда и распределения неоднородного уширения, параметры которого опре-
деJI;Iются физико-химическими характеристикilми окруженшI молекул флуорофора.
применение этого подхода к анализу спектров флryоресценции 1,8-анилино-
нафтzurин-сульфоната (АНС) и N-фенил-l-нафтиламина (ФнА) продемонстриров€lJIо
его высокУю чувствИтельностЬ и информативность в исследоваЕии структуры белков
и биомембран [6]. Мы предприняли попытку расширить границы использования мо-
ДеЛИ НеОДНОРОДНОГО }.ШИРеНИЯ И ОЦеНИТЬ СТеIIеНЬ ее ПРИМеНИМОСТИ ДJUI lОIlИСtlнИЯ

параметров фrryоресценции других зондов. Был проведен анализ спектров флrуорес-
ценциИ ряда соеДинений: 4-ý-диметиламиноСтирил)-1-метилпиридиний N-толry-
олсулъфоната (ЩСМ), его производньгх [СП-6 и ЩСП-12, 4-диметиламинохtL,IкоЕа
(ДМХ) И б-МеТОКСИбензантрона (МБА). Среди изуlенньж зондов наибольшая чувст-
вительность спектрtUIьньIх характеристик к изменению свойств микроокружения
бьurа выявлена дJIя дсм. оказа-пось, что анЕUIиз параметров неоднородЕого ушире-
ния спектров ф"гryоресценции дсМ может быть испоJIъзован при изrIении механиз-
мов структурных измеIIений мембран, вызванньD( взаимодействием с белп<ами, облу-
чением, воздействИем низкиХ температУр. Результаты проведенЕьIх исследований
обобrцены в настоящей работе.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе исIrользовали.ЩСМ {"Zonde", латвия), фосфатидшrrrолин (Фх), дифос-
фаТИДИЛГЛИЦерин (ДФГ) (Концерн "Биолек", Харьков). Липосомы'формировчtли из
смесИ ФХ И ДФГ В соотношеНиях 9:1 илп 4:\ гrугем иЕжекции этанольного раствора
липидов в избыток i0 мМ трис-НСl буфера, рН 7.4 с последующим удалением эта-
ЕОЛа ДИаJIИЗОм. МембраЕы эритроцитов вьцеляли из крови крыс или доноров по ме-

тоду [7] и суспендироваJIи в 5 мМ Nа-фосфатном буфере, рН 7.4. Концентрацию
белка в препаратах мембран определяли по методу Лоури [8].

Исследуемые образцы облry.чапи на линейном ускорителе электронов в дозе 1000
ГР. КОнценТрациlI белка в исследованньIх образцах состчtвJuIла 0,1 мг/мл, а концент-

РаЦИЯ ТИОМОЧеВИны - 80 мМ. Быстроs зtlмораживание образrlов прgизводили путем
ПОГРУжениlI в жидкиЙ азот (- i96 ОС), отогрев - на водяной бане (40'С). Ана,чиз сrrек-
тров ф.lryоресценции Дсм проводили непосредственно после зitп{ораживанрIяичерез
24 ч после радиациоЕного воздействия.

Спектры флуоресценцIIи ДСМ регистрировttли на спектрофrryориметрах Signe-
4М И HiИchi F-4010 при длине волны возбуждения 460 нм и ширине щелей воз-

i

буждения и испускания 5 нм.
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ТЕОРИЯ МЕТОДА

В рамкшl модели формирования электроЕно-колебательньгх спектров много-
атомньD( молекул, предложенной в работах [4-6], спектры ф.гryоресценции ,ЩСМ в

различньD( растворитеJUIх описывaIли уравнением :

S(y

гдеч"ио-цеfiтридисперсияраспределениrIнеоднородногоуширеЕшIсrrектра,у"
- частота перехода системы, ll - частота изJIгIаемого света, Г(у") - поJrуширина од-
нородной лоренцевой линии перехода, lrtl - вероятность распада возбужденного
элекIронного сOстояния с излучением,,С - fiормировочнъй коэффициент. Парамет-

ры С, ч" и о опреде.tIяли методом наименьших квадратов, минимизируя функцию:
il

л,= I {;(u,) - ^ý(u,)}'
j=1

где 1(ч,) - интенсивность нормированного экспериментulJIьного сlrектра, N - число
экспериментitльньD( точек. По аналогии с [6], зависимости Г и t о, частоты пред-
ставJIяли в виде:

Г(у,) =ao*arv,+arv|

Коэффичиенты 40 ,аl,а2и Ьо,Ьr,6, подбирЕlпи так, тгобы в минимуме функчии F
вьшолЕялось соотношение:

б

н

п

з.

,с,v,,о) = t t_,"]I";}, йЖ*ri-*tЗ'}п", (l)
г-

у
}{]

ф:
пr
"F

пс

(2)

|elp'(u")} = Ьо +brv, +brv|

(з)

(4)

,l

f =Jrlff 's," 1.n*
(5)

ГДе d - погрешность измерения, не превышЕlющая в IIаших экспериментах З О/о.

ФУпкции Г 
" t были найдены при описании споктров фrryоресценции ДСМ в воде,

ацетоЕе и смесях воды с этанолом и гJIицерином уравЕеЕием (1). Общее tIисло мо-
ДельнЬD( спектров составляло l1, а количество используемъrх в расчетtlх экспери-
MeHTilJIbHbIx точек дJuI каждого спектра равнялось 160. Значения коэффициентов со-
стЕlвили

ао = 5.184, 103,с, = -0.526,az = L.375. 10-' ,

_фо, 
= -1 |.З8З,Ц : 1.081,la-},b2 = _2.827, 10-8 .

РеЙение данной оптимизационной задачи Ее явJuIется единственным, но оно до-
СТаТОЧНо устоЙчиво, что достига,тось испоJIъзованием избыточной информачии - Еа-
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бора спектров, число точек в которьж нампого превыш€lJIо Iмсло параметров. Значе-
ния коэффициентов Clg.dlla2, ьO,ьl,ь, п С, найденные дJIя модеJьньD( сt{ектров, ис-
пользовались в да.пьнейшем при описании спектров фrrуоресценции Щсм в сусшен-
зии JIипосом или мембран эритроцитов уравнением:

s(",{a,v|,ai}")=ti;('_rj1";);-,",1ff.-[-*{?},Jo''(6)

rде П , числО сшектрurльЕьIх комIIоНент, соотВетствующих рtLзличным формам зонда,
vi u О,- параметРы неодноРодногО уширениЯ i - й компОненты, Ki - ВiСЛад l - й фор-
мы зонда в суN[марный спектр. Первоначально полагали' что П = 1, и в минимуме
функции Л по уравнеЕию (5) рассчитывrlJIи параметр f, Всли гrри п: 1 величинаf
превышала погрешность измерания, значение и последовательно реличивали д0 тех
пор, пока Ее выполняJIOсь условие/< 0,0З.

РЕЗУЛЪТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

согласно имеющимся в литературе и полуrенЕым В настоящей работе данным,
r{астки связывания Щсм с модельными и природными мембранtlми гетерогенны,
что привоДит к Еttличию нескольких компонент в спектрах ф.гryоресценции зонда [2].
ОбнарухеЕо, что спектр фrryоресценции ЩСМ в суспензии липосом может быть
описаН супtмоЙ двух комПоненТ (Рис. 1), соответстВующиХ разJIичающимся по физи-
ко-химическим свойствzlh{ центраь{ связывания зонда. Как показал анаJIиз спектров
флуоресцеЕции дсМ в разлиIшьж растворитеJUгх, р{еньшение полярности среды
сопровождается возрастанием параметров IIеоднородногО уширения у" и о, а изме-
нение вязкости не оказывает существенного влияниlI на эти величины. В таблице 1

представлены значения ч' и о для длинноволновой (чi п о) и коротковолновой
(vi 

'О) СПектральнъD( компонент. Незначительные разлиtIиlI между иi и значени-
еМ И" ДJШ СпеКТров флуоресценции ДСМ в буфере позвоJIяют предположить, что
tlервtul спектрirльнаJ{ компоttента соответствует поверхностной лока_шизации зонда.
ПОСКОЛЬКУ молекула ДСМ имеет единичньй положительный заряд" весьма вероятно,
что В Состав центров связывания первого типа входят отрицательно заряженные по_
JIЯРНЫе ГОЛОВКИ ДФГ. Существование у{астков связываЕшI второго тиrта, харчжтери-
ЗУЮЩИХСЯ МеНЬшеЙ поJIярЕостью, по-видимому, обусловлено проникновением ани-
линового кольца ДСМ в область глицериновых оетаткоЕ.

Как следует из приведенньж в табл. 1 данньгх, физико-химиtlеские свойства ли-
ПОСОМаjIьньD( центров сорбции ДСМ гIретерпевают изменения при модификации
СТРУКТУРЫ ЛИпиДноГо бислоя в результате обrгуrения (см. рис. 1) и"шr образоваЕия
беЛОк-rпапидньD( комплексов. Радиационное воздействие приводило к повышению
ПОJUIрЕости цеЕтров первого типаэ снижеЕию поJIярности цеЕтров второго типа и
ВОЗРастанию вкJIада yIacTKoB связывания второго типа в супшарньй спектр. Наблю-
ДаеМЫе ЭффеКТы, по-Видимому, явJLяются следствием нарушения струкцФы липосо-
МаJIЬНЬIх мембран, сопровождающегося измеЕgIIием числа и природы KoHT€lKToB
зонда с молекулаN.{и фосфолипидов и воды, а также перерчюпределением Дсм между
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рtцlличньши центрtlми связывания. Ингибирующее влияние антиоксиданта - тиомо-
чевины (см. табл. 1) свидетельствует об уrастии проц9ссов перекисного окислеЕия
JIипидов в формировании набпюдаемьж радиационнъIх эффектов.;Пара.L{етры неод-
нородного уширения спектров ф.тryоресценции ЩСМ оказались чувствительными
также к структурным измеЕениям модельньD( мембран при белок_липидных взаимо_

действиях, Образовшrие комплексов рибонуклеазы и лизоцима с липосомаN{и сопро_
вождаJIось у!{еньшеЕием полярности центров связывания зонда (см. табл,1). В осно_
во этого эффекта могуt лежать разJIиtшые факторы. Проникновение белков во внуг-
реннюю область липосомальIIьD( мембран может сопровождаться возникЕовением
стрJДтурньD( дефектов, способствуIощих более глубокому погружению молокул зон-
да в бислой. С другой стороны, не искJIючено, что образоваЕие электроотатических
контактов междr заряженными группаN{и белков и фосфолипидов приводит к IIовы-
шению плотности упiковки липидньIх мол9кул и вьIтесЕению воды из полярной об-
ласти липидt{ого бислоя, в которой локаJIизуются молекулы ДСМ.

Ана_ltиз спектров флуоресценции ДСМ в суспензии теней эритроцLIтов крыс по-
зволил вьцелить три типа участков связывilIIия зонда, характеризующиеся различ-
Еыми значениями v" и о (Рис. 2). Как fIоказывает сопоставление данньrх, пред-
cTaBлeIlHbIx в Табл. | п 2, индуцируемые радиациеЙ изменениrI параI\{етров неодно-

роДного уширениrI ДСМ, связанЕого с эритроцитарными и липосомalльfiыми мем-
бранами, сходны по характеру. Это позвоJIIIет предположить, что зонд локtшизуется,
глаВным образом, в липидноЙ фазе тенеЙ эритроцитов и реЕIгирует на лг{евое по-
вреждеЕие липидного компоfiеIIта мембран. ЩополнитеJьIiым аргуIчrентом Ё пользу
этоГо предположеЕиrI сJryжит подавление спектралъньтх эффектов в присутствии ин-
гибитора перекисного окисления липидов (см. табл. 2).

В нативньж мембранах эритроцитов доноръ тiжже кЕк и в случае теней эритро-
ЦИТоВ крыс, удiшось выlIвить три типа )частков связьтRilЕиrl ДСМ, разJIичаюцIихся по
ХаРаКтеристикам ближаiшего микроокружения зонда и отвечающих за его различ-
ную локirлизацию в мембране (Табл. З).

ПОСЛе криовоздействия наб.гпода.ltось KtlK увелиtIение колиЕIества связанного с
МеМбРаНами,ЩСМ, так и его перераспределенио между р;lзJIичньши типulп{и }пIастков
СВЯЗЫВаНия. Обнаружены также более гидрофобные по типу участки связываIIи;I, ко-
ТОРЫе характеризуются наибольшей воли.паной параллетра у". СопоставJIяя поJry-
ЧеННЫе результаты с дttнными литературы [9], можно прийти к заключению, что в
ОСНОВе низкотемпературЕого нарушения структуры эритроцитарных мембран лежит
СЛОЖНЬЙ КОмплекс взаимосвязанньIх процессов, затрагивtlющих как белковую, так и
ЛИПИДПУЮ фазы. ОбнаруженЕые после,замораживания изменения характеристик
центров сорбции дсМ на эритроцитарных мембранах, по-видимому, отрiDкают эти
ПРОЦеССЫ. УВеличение гидрофобности микроокружения зонда и уýилеЕие его связы-
ВаНИЯ С мембранами может, в частЕости, быть результатом большего встраившIия
ЗОНДа В Мембрану вследствие увеличениJI при вызванной заллорФкиванием агрегации
ВНУТРИМеМбРаНньrх частиц доли свободного липидц ранее контактировавшего с
беЛКаМИ. В то же BpeMrI, учитывм, что !СМ имеет примерно одинаковое сродство к
ГЛИЦеРИНоВым остаткЕlNл и к поверхности липидного бислоя [2], мы не искJIючаем
ВОЗМОЖЕОсм появлениrt допоJп{ительных цеЕтров сорбции зонда в области белок-

ц
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Таблица 2

Влияпие облучения на параметры неодЁородного уширения спектров
флуоресцеЕцпи ДСМ, связанного с мембранамп эритроцитов

Пар4метры неоднородного

уширения компонент

спектра

тени эритроцитов

Контроль 1000 Гр Контроль
* тиомо-

чевина

1000 Гр
*тиомо-

чевина
-_1yi, CM 15760 1 5820 15760 1 57б0

о,, см-1 800 800 800
,l60

Kt 0.42 0.42 0.45 0.41

u!, cM-l |7620 |,l520 1756a |7520

о. о CM'l 880 840 860 700

Kz 0.i4 0.2з 0.14 0.15

ч",,, см'| |8720 l8700 18700 l8700

о", cм-l 1 150 \260 11800 1 180

Ku 0.08 0.09 0.07 0,08

Таблица З

Влияние быстрого замораживания на параметры неоднородпого уширенпя
спектров ф.тrуоресценцпи ДСМ, связанного с мембранами эритроцитов

Парапrетры неоднородного

уширениrI компонент
спектра

тени эоитроцитов
Нативные После

замора}кивания

у|, CM-l 161з0 1б130

о,, CM'l 935 935.

Kt 0.40 0.44

u3, CM-l 17240 |7240
о., CM-l 990 990

Кэ 0.06 0.04

,r1,, CM-l |7975 |7975
о.. см-1 9б8 968

Кз 0.13 0.|2
чЯ, CM-l 18820

о". CM'l 970
Ка 0.07
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ГIрименение анЕ}JIиза ЕеодrорOдrогФ уширения спекч)ов фтryоресценции ýСМ...

ЛиПИДIIьD( коЕтактов в резуJIътате цроисшедших конформационньD( LIзмеýений мем-
орЕlIIных 0елков.

Таким образом, полr{еЕные резyJIътаты позвоJuIют закJIютIить, что параМетры
неоднородного уширениrI сцектров флгуоресценции ДСМ характеризуются высокой

1.lryвствительнбстью к различающимся по своей природе структурным измонениям
моДельньD( и природЕьпс мембран" ПроведеЕные исследования продемонстрировали
применимОсть испоJьзуемого Еодхода при исследовании модификации структ}тно-
го состояния липидЕого бислоя под вли;IIIием радиации и Еизких температ}лр, обра-
зоваЕии белок-липидЕIъD( комплексов. днмиз ýпектров ф.гтуоресцеIIции ДсМ позво-
JUIeT Сделать въrпод о характере измеЕ9ний полярности микрооýружеЕиrI зонда при
разнообразЕьж воздOЙствиях. ЩагrьнеЙшее рiввитие модели Ееоднородного ушире-
ния спектров флryоресценции ДСМ может закJIючаться в поиске параметра, корре-
лирylощого с вязкостъю области локаJIизации зоЕда в мембране.
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