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Актуальність. Дослідження фізичних та молекулярних механізмів впливу низькоінтенсивного лазерного 

випромінювання (НІЛВ) широкого частотного діапазону на біологічні об’єкти дозволяє з’ясувати 

проблему лазерної фотомодуляції на рівні природних біологічних мембран та їх модельних аналогів.  

Мета роботи. Виявлення молекулярних та фізичних механізмів впливу НІЛВ широкого частотного 

діапазону на біологічні об'єкти різного рівня складності. 

Матеріали та методи. Об’єкти дослідження: одноклітинні організми S. cerevisiae, концентрація клітин в 

зразку 18×106; модельні ліпідні мембрани з суміші фосфатидилхоліну та кардіоліпіну з різним вмістом 

компонент (10%, 20% та 40% кардіоліпіну), що моделює поверхневі електричні властивості ліпідних 

моделей. Спектрофотометричне дослідження перерозподілу зарядів на клітинній поверхні здійснювали з 

використанням барвника бромтимолового синього. Комплексоутворення цитохрому с з модельними 

мембранами досліджували спектрофотометрично на довжині хвилі смуги Соре (405–410 нм). Вплив 

низькоінтенсивного лазерного випромінювання з довжиною хвилі та щільністю потужності, відповідно: 

337 нм, 2,8 мВт/см2; 532 нм, 9,5 мВт/см2; 70,5 мкм, 10,0 мВт/см2 на клітинну поверхню дріжджів; 632,8 нм, 

5,1 мВт/см2 на ліпосоми з різним білок-ліпідним складом. 

Результати. НІЛВ широкого частотного діапазону спричиняє зміну поверхневих електричних 

властивостей клітин S. cerevisiae, а саме, перерозподіл поверхневих зарядів клітинної мембрани, як 

наслідок реєструється зміна поверхневого мембранного потенціалу. Опромінення зразків модельних 

ліпідних мембран гелій-неоновим лазером призводить до зміни поверхневих характеристик ліпосом, що 

впливає на кінетичні параметри утворення білок-ліпідних комплексів за участю цитохрома с. 

Висновки. Мішенню процесів лазерної фотомодуляції є поверхня біологічної мембрани як природних 

клітин, на прикладі клітин дріжджів, так і модельних ліпідних мембран з суміші фосфоліпідів з різним 

вмістом компонент. Створення ліпідних моделей, за білковим та ліпідним складом наближених до 

природних мембран, дозволяє в моделі передбачити реакцію клітинних мембран на дію НІЛВ, зрозуміти 

молекулярні механізми процесів лазерної фотомодуляції. 
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КЛЮЧОВІ СЛОВА: низькоінтенсивне лазерне випромінювання; клітини S. cerevisiae; ліпосоми; 

мембранний потенціал; білок-ліпідні взаємодії; цитохром с; кардіоліпін; фосфатидилхолін. 
Фотобіомодулююча ефективність низькоінтенсивного лазерного випромінювання 

(НІЛВ) в широкому діапазоні довжин хвиль на сьогодні досліджується на різних рівнях 

організації живого: на прикладі одноклітинних організмів [1, 2], культур клітин [3], 

клітин крові [4, 5] та на клітинних органелах [6–8]. Лазерне випромінювання низької 

потужності має великі потенційні можливості в якості регулятора фізіологічних та 

метаболічних процесів в біологічних об’єктах і на даний час широко застосовується в 

галузях біології та медицини [9–11]. Дослідження молекулярних механізмів впливу 

лазерного випромінювання на біологічні об’єкти дозволили отримати перспективне 

рішення проблеми сьогодення — доставки ліків з подоланням природних біологічних 

бар’єрів [12]. Новітні технології використання лазерного випромінювання дозволяють 

досягти ад’ювантного ефекту, який називають «лазерним ад’ювантом» [13, 14]. З огляду 

на результати наукових досліджень біологічна ефективність НІЛВ ґрунтується на 

фототермічній дії випромінювання за рахунок перетворення енергії фотонів в тепло [15] 

та прояву фотохімічного ефекту [3, 16] лазерного випромінювання. Сучасні наукові 

гіпотези [17, 18] пов’язують біологічну ефективність НІЛВ із запуском молекулярних 

реакцій в клітинах за участю ендогенних фотосенсибілізаторів. Реакція біологічних 

об’єктів на дію НІЛВ різних частотних діапазонів забезпечується наявністю в структурі 

клітинних мембран специфічних фотоакцепторів таких як порфірини, опсини, флавіни і 

флавопротеїни [12]. Однак, молекулярні механізми лазерного ефекту на рівні 

біологічних мембран на сьогоднішній день не мають вичерпного пояснення. Зрозуміти, 

яким чином клітинні структури виступають мішенями при застосуванні лазерного 

випромінювання, можливо з вивченням дії НІЛВ in vitro на різні мембранні структури, у 

тому числі, із застосуванням модельних систем ліпідних мембран, які за хімічним 

складом максимально наближені до природних біомембран, наприклад, еритроцитів і 

мітохондрій, що моделюються ліпідними мембранами з вмістом фосфатидилхоліну та 

кардіоліпіну. 

 

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ 

З метою дослідження клітинних ефектів за умов впливу лазерного випромінювання 

використовували культуру одноклітинних організмів S. cerevisiae. Робочий розчин 

клітин отримували з 1% суспензії дріжджів, тричі відмитих  фізіологічним розчином 

шляхом центрифугування при 1500 об/хв протягом 10 хв та ресуспедованих у 8 мл 

розчину 5мМ трис- НСl буфера (pН 7,4). Кінцева концентрація клітин в досліджуваному 

зразку становила 18×106 клітин.  

Дослідження структурних змін клітинної поверхні опромінених дріжджів 

здійснювали за допомогою барвника — бромтимолового синього (БТС). Робоча 

концентрація БТС в 5 мМ розчині трис НС1 буфера (рН 7,4) становила 0,1 мМ. Інкубацію 

клітин з аліквотою барвника в інтервалі концентрацій 1,6–16 мкМ здійснювали протягом 

15 хвилин з дотриманням температурних умов 25 оС. Вміст вільного барвника визначали 

у надосаді після центрифугування зразків протягом 10 хв при 1500 об/хв. 

Спектрофотометричне дослідження надосаду здійснювали на довжині хвилі 615 нм. 

Розрахунок концентрації вільного барвника здійснювали за формулою (1) та за даними 

концентраційної градуювальної залежності БТС (2,5÷20 мкМ): 

𝐶в =
𝐶0∙𝐷𝑓

𝐷0
          (1) 

де: D0 — оптична щільність розчину барвника концентрації С0; Df — оптична щільність 

надосаду досліджуваного зразка; C0 — початкова концентрація барвника в зразку; Cв — 

концентрація вільного барвника в зразку. Значення концентрації Cзв зв’язаного барвника 
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отримували за розрахунковою формулою 𝐶зв = 𝐶0−𝐶в. Рівноважне зв'язування БТС із 

центром взаємодії на поверхні клітин дріжджів аналізували в рамках адсорбційної теорії 

Ленгмюра [19]. 

Моделювання поверхневих властивостей ліпідних мембран здійснювали 
додаванням в суміш ліпідів аніонного фосфоліпіду кардіоліпіну. Модельні ліпідні 

мембрани формували із суміші ліпідів: фосфатидилхоліну (ФХ) та кардіоліпіну (КЛ) з 

різним вмістом компонент. В якості вихідних розчинів використовували 10% етанольний 

розчин фосфатидилхоліну (Sigma) (100 мг/мл), 0,5% етанольний розчин кардіоліпіну 

(Sigma) (5 мг/мл). Суміші ліпідів для формування ліпосом мали наступний склад: розчин 

фосфатидилхоліну (ФХ), розчин фосфатидилхоліну з вмістом кардіоліпіну 10%, 20% та 

40% (ФХ+КЛ10%, ФХ+КЛ20%, ФХ+КЛ40%). Модельні ліпідні мембрани отримували 

методом інжекції за постійних температурних умов (Т=25ºС) [20, 21]. Діаметр ліпідних 

везикул контролювали методом світлорозсіювання [22]. Середній діаметр ліпідних 

везикул становив 100 нм. Кінцева концентрація ліпідів в досліджуваних зразках ліпосом 

становила 0,5 мМ.  

Комплексоутворення цитохрому с (Цит С) з модельними ліпідними мембранами 

досліджували спектрофотометрично на спектрофотометрі HitachiU-3210, в 

термостатованих кюветах 10×10 мм на довжині хвилі смуги Соре 405–410 нм. Робоча 

концентрація розчину білка становила 1 мкМ. Кінетичні залежності зміни оптичної 

щільності Цит С в розчині та при його взаємодії з модельними ліпідними мембранами 

описували рівнянням [23]: 

𝐷/𝐷0 = 𝐴1𝑒−𝑘1𝑡 + 𝐴2𝑒−𝑘2𝑡 ,      (2) 

де 𝐷0, 𝐷 — поглинання світла цитохромом с в буферному розчині та в суспензії ліпосом, 

відповідно; 𝐴1,  𝐴2 — амплітуди кінетичних 1 та 2 фаз, відповідно; 𝑘1, 𝑘2 — кінетичні 

константи. Кінетичні параметри визначали з застосуванням методу найменших 

квадратів. 

Лазерне опромінення зразків клітин дріжджів в ультрафіолетовому діапазоні 

здійснювали імпульсним азотним лазером (λ = 337 нм), середня потужність 

випромінювання 5 мВт, щільність потужності випромінювання 2,8 мВт/см2. 

Опромінення з довжиною хвилі =532 нм (зелена область спектру) здійснювали 

твердотільним лазером типу DPSS (виробник Китай), середня потужність 

випромінювання 20 мВт, щільність потужності випромінювання 9,5 мВт/см2. 

Опромінення зразків клітин в субміліметровому діапазоні здійснювали безперервним 

СО2-лазером (λ = 70,5 мкм), середня потужність випромінювання 20 мВт, щільність 

потужності випромінювання 9,2 мВт/см2. Товщина шару опромінюваної суспензії клітин 

становила 1 мм, час опромінення зразків 10 хвилин. 

Лазерне опромінення зразків модельних ліпосомальних мембран та розчинів 

цитохрому с здійснювали He-Ne лазером λ=632,8 нм, середня потужність 

випромінювання 1 мВт, щільність потужності випромінювання 5,1 мВт/см2. Товщина 

шару опромінюваної суспензії ліпосом становила 1 мм. 

Статистична обробка даних здійснювалася із застосуванням програмного пакету 

Аналіз даних MS Exsel. Результати в таблиці 1 представлені як середнє ± довірчий 

інтервал. Достовірність апроксимації (R) експериментальних даних (Рис. 2, 3) 

відповідною функцією (2) складала не менше 0,9 (n=3). 

 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ОБГОВОРЕННЯ 

Вплив НІЛВ на біоб’єкти, зокрема, на клітини чи клітинні органели, передусім, 

спричиняє зміну властивостей їх мембранної поверхні, внаслідок чого ініціюється низка 

перебудов міжмолекулярних взаємодій, що призводить до зміни поверхневого 
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мембранного потенціалу. Відомо, що поверхневий мембранний потенціал клітини є 

важливим фізико-хімічним чинником для забезпечення таких параметрів біологічної 

активності, як стійкість клітини до дії фізичних факторів, активація клітини, міжклітинні 

взаємодії та інше [24, 25]. 

З метою виявлення механізмів впливу лазерного випромінювання на поверхню 

клітинної мембрани експериментально досліджували особливості взаємодії аніонного 

барвника БТС з клітинами дріжджів, опроміненими в досліджуваному діапазоні довжин 

хвиль. Перерозподіл аніонного барвника на біологічній мембрані є чутливим 

покажчиком структурних перебудов поверхні клітини за умов дії фізичних чинників і 

лазерного випромінювання, зокрема. Особливості хімічної будови молекули БТС 

пов’язані з наявністю від’ємного заряду та великої гідрофобної поверхні. Ефективність 

взаємодії барвника з біомембраною визначається розподілом полярних груп на її 

поверхні, та встановленням первинних електростатичних контактів. Наявність 

гідрофобної частини молекули БТС забезпечує його здатність до взаємодії з неполярною 

поверхнею мембрани. Завдяки своїм структурним особливостям барвник не здатний 

глибоко проникати в ліпідний бішар, а аніонна група молекули БТС залишається на 

мембранній поверхні [26, 27]. За особливостями молекулярної будови клітинна стінка 

S. сerevisiae розглядається як модульно-решітчата структура з доволі великими 

отворами, через які можуть дифундувати молекули різного типу [28]. Проникність 

клітинної стінки обмежується молекулами з гідродинамічним радіусом до 5,8 нм [29, 30]. 

Клітинна стінка гнучко взаємодіє з плазматичною мембраною. Саме такі особливості 

будови клітинної поверхні забезпечують важливі транспортні функції дріжджів, які 

пов’язані з перенесенням іонів сидерофорами. З огляду на фізико-хімічні властивості 

БТС та просторову структуру клітинної стінки слід передбачити, що кінцева точка 

сорбції барвника є плазматична мембрана S. сerevisiae. 

Характер перерозподілу аніонного барвника на клітинній мембрані визначається 

щільністю зарядів протилежного знаку на її поверхні, це дозволяє описати 

концентраційний розподіл аніону на мембрані статистичним рівнянням Больцмана: 

Сх = С0𝑒𝑥𝑝
−𝑍𝑒𝜑

𝑘𝑇
        (3) 

де 𝐶0, 𝐶𝑥 — загальна концентрація та концентрація зв’язаного ліганда, відповідно, Z — 

заряд молекули ліганда, е — елементарний заряд, φ — потенціал на межі розподілу фаз, 

k — стала Больцмана. 

Зміни локальної концентрації барвника в примембранному шарі визначаються 

величиною поверхневого мембранного потенціалу. Електричні характеристики 

мембранної поверхні впливають на ефективність формування ліганд-рецепторних 

комплексів за участю БТС та на константу асоціації цих комплексів. З огляду на 

особливості електростатичних взаємодій за участю барвника можна припустити: 

𝐾𝑎 = 𝐾𝑎
0𝑒𝑥𝑝

−𝑍𝑒𝜑

𝑘𝑇
        (4) 

де 𝐾𝑎
0 — константа зв'язування для незарядженої мембрани, 𝐾𝑎 — константа утворення 

ліганд-рецепторних комплексів на зарядженій мембрані. Для двох станів клітинної 

мембрани, неопромінені клітини та клітини опромінені електромагнітним 

випромінюванням, будуть характерні відповідні константи асоціації 𝐾𝑎1 та 𝐾𝑎2. Для двох 

різних значень поверхневих потенціалів 1 (неопромінений контроль) і 2 (опромінений 

зразок) буде виконуватися співвідношення: 
𝐾𝑎1

𝐾𝑎2
= 𝑒𝑥𝑝

𝑍𝑒∆𝜑

𝑘𝑇
        (5) 

∆𝜑 = 𝜑1 − 𝜑2 =
𝑘𝑇

𝑍𝑒
𝑙𝑛

𝐾𝑎1

𝐾𝑎2
       (6) 
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Рис. 1. Зв'язування бромтимолового синього плазматичними мембранами дріжджів за умов дії лазерного 

випромінювання: 1 — неопромінений контроль; 2 — 337 нм; 3 — 532 нм; 4 — 70,5 мкм. 

 

Fig. 1. Binding of bromothymol blue by plasma membranes of yeast under the conditions of laser radiation: 1 

— non-irradiated control; 2 — 337 nm; 3 — 532 nm; 4 — 70.5 μm. 

 

Параметри ліганд-рецепторної взаємодії БТС визначали за методом Скетчарда із 

експериментальних залежностей титрування барвником суспензії клітин (Рис. 1). Було 

виявлено зміну параметрів комплексоутворення БТС з опроміненими клітинами в 

досліджуваному діапазоні довжин хвиль (Рис. 1). 

Виявлена загальна тенденція впливу лазерного випромінювання на поверхню 

клітинної мембрани в широкому діапазоні довжин хвиль: опромінення спричиняє 

зменшення константи зв’язування та зростання числа центрів сорбції барвника з 

поверхнею клітин відносно неопроміненого контролю (Табл. 1). З огляду на більшу 

потужність випромінювання значущі зміни параметрів комплексоутворення виявлені 

при опроміненні клітин НІЛВ з довжиною хвилі 532 нм: встановлено зростання кількості 

центрів зв’язування барвника з клітиною (N, мкМ) у 2,5 рази та зменшення константи 

зв’язування (Кс, моль-1) у 2 рази, у порівнянні з неопроміненим контролем. 

Розрахована за встановленими параметрами комплексоутворення барвника зміна 

мембранного потенціалу вказує на зростання абсолютної величини поверхневого 

потенціалу під впливом лазерного опромінення досліджуваного діапазону довжин хвиль 

відносно неопроміненого контролю. Найбільш значущі зміни даного показника 

встановлені для лазерного опромінення з довжиною хвилі λ=532 нм (Δφ = -0,77).  

Утримання аніонного барвника БТС на поверхні мембрани здійснюється, в першу 

чергу, за рахунок електростатичних взаємодій. Вплив лазерного випромінювання 

модифікує мембранну поверхню клітини та впливає на енергетичні параметри 

комплексоутворення на її поверхні. За результатами експериментальних даних 

розрахована величина зміни вільної енергії (ΔG) взаємодії, яка знаходиться в інтервалі 

значень -21,97 кДж/моль÷-20,08 кДж/моль та вказує на високу спорідненість анінного 

барвника до біологічних мембран. 
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Таблиця 1. Параметри комплексоутворення БТС з поверхнею клітинних мембран дріжджів та розраховані 

величини зміни вільної енергії зв’язування і зміни мембранного потенціалу за умов дії лазерного 

випромінювання. 

 

Table 1. Parameters of complex formation of BTS with the surface of cell membranes of yeasts and calculated 

values of changes in free energy of binding and changes in membrane potential under the conditions of laser 

radiation. 

 

 Кс×104 моль-1 N, мкМ ΔG, кДж/моль Δφ, мВ 

Контроль 6,7±0,3 5,21±0,26 --- --- 

λ = 337 нм 5,93±0,29 7,4±0,4* -21,66 -0,13 

λ = 532 нм 3,16±0,16* 13,0±0,7** -20,08 -0,77 

λ = 70,5 мкм 3,81±0,19* 7,4±0,4* -20,11 -0,56 
* — р < 0,05 відносно неопроміненого контролю; 

**  — р < 0,01 відносно неопроміненого контролю 
 

За результатами представлених експериментальних досліджень показано, що 

мембранна поверхня клітин S. cerevisiae реагує на дію лазерного випромінювання 

широкого частотного діапазону зміною поверхневих електричних властивостей. З огляду 

на більшу потужність випромінювання максимальний ефект спостерігається під впливом 

НІЛВ з довжиною хвилі 532 нм. Отримані нами експериментальні дані не суперечать 

сучасним науковим дослідженням, щодо стресового впливу видимого світла на клітини 

[31]. Пригнічення дихальної активності оптичним випромінюванням синього та зеленого 

спектрального діапазонів виявлене в клітинах S. сerevisiae [32]. Також авторами [33] 

встановлено дозозалежне пригнічення поділу культур клітин дріжджів в логарифмічній 

фазі росту в результаті їх опромінення видимим світлом в широкому інтервалі доз 

0-140 Дж/см2. Попередні дослідження [2] свідчать про перебудову клітинної мембрани 

S. cerevisiae під впливом лазерного випромінювання двохфотонного збудження 

оптичного діапазону, виявлені ефекти пов’язуються з активацією процесів 

фотоокислення в клітинних мембранах. Реакції клітин на видиме випромінювання 

регулюються, переважно, природними фотосенсибілізаторами. Проте, у клітин 

S. сerevisiae на відміну від багатьох інших одноклітинних організмів, відсутні 

фоторецептори випромінювання оптичного діапазону такі як криптохроми, схитохроми, 

родопсини [34], окрім цитохромів. Зареєстроване пригнічення дихальної активності 

клітин дріжджів видимим випромінюванням низької інтенсивності відбувається за 

рахунок фотопошкодження мітохондріальних мембран за участі ендогенних 

фотосенсибілізаторів цитохромів [32]. Також клітини S. сerevisiae здатні сприймати 

видиме світло через пероксисомальну флавіновмісну ацил-КоА-оксидазу, фотоактивація 

якої супроводжується генерацією перекису водню, що й запускає в клітинах сигнальний 

каскад реакцій [35]. З молекул перекису водню в присутності іонів металів змінної 

валентності (заліза, міді, марганцю та ін.) утворюються реакційні гідроксильні радикали, 

які здатні посилювати окислювальні процеси в мембранних ліпідах. Це дає підстави 

припустити, що фотопошкодження клітинної мембрани дріжджів ініціюється 

підвищенням концентрації пероксиду водню та спричиняє активацію процесів 

перекисного окислення ліпідів. З огляду на це автори припускають, що виявлена лазерна 

фотомодуляції клітинної поверхні досліджуваним випромінюванням з довжиною хвилі 

532 нм є багатостадійним процесом, з одного боку, ініційованим ендогенними 

фотосенсибілізаторами, які присутні в клітинах S. cerevisiae і зокрема, молекулами 
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Цит С, з іншого боку, фотоактивацією пероксисомальної флавіновмісної ацил-КоА-

оксидази з наслідками розгортання фотоокислення в ліпідній фазі клітинних мембран. 

Наші результати та попередні припущення щодо ролі біологічної мембрани не 

суперечать загальній моделі фотомодуляції клітин НІЛВ. Клітинні і субклітинні 

мембрани є головними мішенями ініціації фотомодуляції на рівні клітинного організму 

[36, 37]. Біологічна ефективність НІЛВ даного діапазону, досліджувана на клітинах крові 

людини, пов’язується з активацією ендогенних фотосенсибілізаторів в еритроцитах [36] 

та, як наслідок, пошкодженням реологічних властивостей еритроцитів. Біостимулююча 

дія НІЛВ з довжиною хвилі 589 нм на клітини лімфоцитів [37] проявляється в зростанні 

швидкості поділу клітин зі зростанням концентрації внутрішньоклітинної АТФ, в 

результаті фотомодуляції мітохондріальних мембран в клітинах лімфоцитів.  

Використання ліпосомальних мембран, як спрощених моделей природної мембрани, 

дозволяє дослідити і проаналізувати біологічну ефективність НІЛВ в системі з заданими 

молекулярним компонентами та визначитися з їх значущістю в процесах лазерної 

фотомодуляції. Досліджувалися модельні ліпідні мембрани з фосфотидилхоліну (100%) 

та фосфатидилхоліну з вмістом крадіоліпіну (10%, 20%, 40%). Моделювання ліпідного 

складу біомембран дозволяє наблизити за своїми хімічними характеристиками суто 

фосфатидилхолінові (ФХ) ліпосоми до еритроцитарної мембрани, тоді як ФХ ліпосоми 

з вмістом кардіоліпіну за хімічним складом наближаються до внутрішньої мембрани 

мітохондрій. В якості білкового компоненту був обраний Цит С — один із білків 

дихального ланцюга мітохондрій. Він безпосередньо бере участь не лише у 

функціонуванні електрон-транспортного ланцюга, але й у процесах апоптозу клітини під 

дією екзо- або ендогенних чинників [38, 39]. Також  відомо, що в природних умовах 

функціональна активність Цит С на внутрішній мембрані мітохондрій визначається 

концентрацією кардіоліпіну [40]. За умов впливу He-Ne НІЛВ на модельні білок-ліпідні 

 

 
Рис. 2. Кінетичні залежності зменшення оптичної щільності Цит С в присутності модельних ліпідних 

мембран різного складу в контролі (А) та опромінених He-Ne лазером (Б): 1 — ФХ; 2 — ФХ+КЛ10%; 3 

— ФХ+КЛ20%; 4 — ФХ+КЛ40%. Концентрація білка — 1 мкМ, концентрація ліпіда — 0,5 мМ. 

 

Fig. 2. Kinetic dependences of the decrease in the optical density of Cyt C in the presence of model lipid 

membranes of different composition in the control (A) and those irradiated with a He-Ne laser (B): 1 — РН; 2 

— РН+CL10%; 3 — РН+CL20%; 4 — РН+CL40%. Protein concentration — 1 µM, lipid concentration — 

0.5 mM. 
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системи були досліджені особливості взаємодії Цит С з ліпосомальними мембранами 

різного фосфоліпідного складу, проаналізовані кінетичні параметри 

комплексоутворення. 

Взаємодія Цит С з модельними мембранами супроводжується зменшенням 

поглинання світла гемовмісного білка в смузі Соре, на довжині хвилі λ=407 нм, що 

обумовлено змінами структурного стану гемової групи. Отримані в даній роботі 

експериментальні кінетичні залежності комплексоутворення Цит С з ліпосомами різного 

фосфоліпідного складу характеризуються наявністю двох фаз [41] перебудови в 

молекулі: швидкої кінетичної фази, яка характеризує зміни конформації білка внаслідок 

його взаємодії з фосфоліпідами ліпосомальних мембран, та повільної кінетичної фази, 

яка зумовлена порушенням зв’язку між глобіном та гемовою групою.  

Низькоінтенсивне випромінювання He-Ne лазера впливає на ефективність взаємодії 

Цит С з модельними мембранами (Рис. 2, Рис. 3). Зменшення поглинання гемовмісного 

білка в максимумі смуги Соре встановлено в процесах комплексоутворення за участі 

обох типів мембран: ФХ та ФХ+КЛ після їх опромінення.  

Формування білок-ліпідних комплексів Цит С з опроміненими ФХ ліпосомами 

супроводжуються зміною кінетичних параметрів. Значення амплітуди (А2) та константи 

швидкості (k2) повільної кінетичної фази зменшилися в 4 та 1,5 рази, відповідно, у 

порівнянні з неопроміненим контролем. Проте, більш чутливими до дії He-Ne лазера 

виявилися ліпосоми з вмістом 40% кардіоліпіну. Для опромінених ліпосом із вмістом 

40% кардіоліпіна кінетичні параметри комплексотворення (k1, k2) Цит С зазнають більш 

суттєвих змін (Табл. 2). Константи швидкості як швидкої, так і повільної кінетичних фаз, 

перевищують значення констант для неопромінених ліпосом, а саме, k1 в 8 разів, k2 в 9 

разів. Зміни кінетичних параметрів для інших досліджуваних зразків були менш значущі.  

 
Таблиця 2. Кінетичні параметри комплексоутворення Цит С з модельними ліпідними мембранами в 

контрольних зразках та після опромінення ліпосом He-Ne лазером. 

 

Table 2. The kinetic parameters of complex formation of Cyt C with model lipid membranes in control samples 

and after irradiation of liposomes with a He-Ne laser. 

 

  A1 k1 ⨯10-3, хв -1 A2 k2, хв -1 

Контрольні ліпосоми 

ФХ 0,960±0,009 6,80±0,15 0,040±0,012 0,780±0,025 

ФХ+КЛ10% 0,98±0,01 2,90±0,15 0,020±0,004 0,4±0,05 

ФХ+КЛ20% 0,98±0,014 5,3±0,3 0,020±0,005 0,75±0,025 

ФХ+КЛ40% 0,940±0,006 0,85±0,05* 0,060±0,003 0,090±0,005* 

Опромінені ліпосоми 

ФХ 0,99±0,02 5,5±0,3 0,010±0,005 0,45±0,07 

ФХ+КЛ10% 0,980±0,015 2,80±0,15 0,020±0,003 0,23±0,05 

ФХ+КЛ20% 0,97±0,01 4,5±0,4 0,030±0,005 0,80±0,02 

ФХ+КЛ40% 0,970±0,007 6,5±0,4* 0,030±0,005 0,79±0,05* 

* — р < 0,01 відносно неопроміненого контролю 

 

Досліджувані білок-ліпідні взаємодії супроводжуються конформаційними змінами 

макромолекул. Можливі структурні перебудови при цьому стосуються як білкової 

частини гемовмісного білка, так і його гемової групи. Утворення білок-ліпідних 

комплексів Цит С з модельними мембранами різного фосфоліпідного складу, 

опроміненими He-Ne лазером, супроводжується конформаційними змінами білкової 
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частини молекули цитохрому при його взаємодії з ФХ ліпосомами, тоді як комплекси з 

ліпосомами ФХ+КЛ40% відзначаються перебудовами як білкової частини, так і зв’язку 

гем-глобін. 

Взаємодія Цит С з ліпідним бішаром модельних мембран є багатостадійним 

процесом. Молекула Цит С — це полікатіон, який при нейтральних рН має сумарний 

загальний заряд +9,5 [42, 43], отже, переважають електростатичні взаємодії білка з 

полярними голівками ліпідного бішару. На першому етапі утворюються один-два 

зв’язки, а потім кількість електростатичних контактів збільшується в результаті 

латеральної дифузії заряджених фосфоліпідів та зміни конформації білка [41, 44] 

Подальші взаємодії і занурення білка в ліпідний бішар збільшують кількість 

гідрофобних контактів.  

 

 
Рис. 3. Кінетичні залежності зменшення оптичної щільності опроміненого He-Ne лазером Цит С в 

присутності модельних ліпідних мембран різного складу: 1 — ФХ; 2 — ФХ+КЛ10%; 3 — ФХ+КЛ20%; 

4 — ФХ+КЛ40%. Концентрація білка — 1 мкМ, концентрація ліпіда — 0,5 мМ. 

 

Fig. 3. Kinetic dependences of the decrease in the optical density of Cyt C irradiated by a He-Ne laser in the 

presence of model lipid membranes of different composition: 1 — РH; 2 — РН+CL10%; 3 — РН+CL20%; 4 

— РН+CL40%. Protein concentration  — 1 µM, lipid concentration — 0.5 mM. 

 

Ефективність формування білок-ліпідних комплексів залежить як від фізичного 

стану ліпідного бішару, так і від структурного стану молекул білка. У зв'язку з цим, були 

досліджені кінетичні параметри комплексоутворення модельних ліпідних мембран з 

Цит С, опроміненим He-Ne лазером, за тих же умов опромінення, що і для попередніх 

серій дослідів (Рис. 3). Не виявлено достовірних змін кінетичних параметрів швидкої 

фази (А1, k1) при взаємодії опроміненого Цит С з ФХ ліпосомами та з вмістом 

кардіоліпіну 10% і 20% у порівнянні з кінетичними параметрами взаємодії 

неопроміненого Цит С з ФХ ліпосомами. Для повільної фази встановлені достовірні 

зміни константи швидкості при взаємодії опроміненого Цит С з ФХ ліпосомами та з 

вмістом кардіоліпіну 10% у порівнянні з відповідними кінетичними параметрами 

взаємодії неопроміненого Цит С. Більш значущі зміни кінетичних параметрів виявлені 

при взаємодії опроміненого Цит С з ліпосомами ФХ+КЛ40% (Табл. 3). Константи 

швидкості k1 та k2 перевищують в 4 та 3 рази значення відповідних констант для 

неопроміненого Цит С. Для інших досліджуваних зразків значущих змін кінетичних 

параметрів не виявлено. 
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Таблиця 3. Кінетичні параметри комплексотворення опроміненого He-Ne лазером Цит С з ліпосомами. 

 

Table 3. The kinetic parameters of complex formation of Cyt C irradiated by He-Ne laser with liposomes. 

 

  A1 k1 ⨯10-3, хв -1 A2 k2, хв -1 

ФХ 0,970±0,008 6,45±0,21 0,030±0,002 0,40±0,04 

ФХ+КЛ10% 0,980±0,014 3,00±0,33 0,020±0,003 0,15±0,01 

ФХ+КЛ20% 0,980±0,015 6,0±0,7 0,020±0,005 1,10±0,06 

ФХ+КЛ40% 0,940±0,015 3,40±0,27* 0,060±0,003 0,30±0,03* 
* — р < 0,01 відносно неопроміненого контролю 

 

Опромінення молекулярного розчину цитохрому He-Ne лазером впливає на 

структурно-функціональні властивості молекул, як наслідок, встановлено зміну 

параметрів комплексоутворення Цит С з модельними ліпідними мембранами. 

Спостерігається тенденція зростання кінетичних параметрів білок-ліпідних взаємодій за 

участі опроміненого Цит С у порівнянні з неопроміненим контролем. Формування білок-

ліпідних комплексів за участі опроміненого Цит С і модельних мембран фосфоліпідного 

складу ФХ+КЛ40% супроводжується конформаційними змінами як білкової частини, 

так і зв’язку гем-глобін. 

Відомо, що в процесі асоціації Цит С з модельними ліпідними мембранами 

переважають електростатичні білок-ліпідні взаємодії, на користь цього свідчить 

наявність сумарного електричного заряду молекули Цит С [44]. З огляду на 

експериментально встановлені зміни кінетичних параметрів взаємодії Цит С з 

опроміненими He-Ne лазером модельними мембранами можна припустити, що лазерна 

модифікація ліпідної компоненти, а саме модифікація поверхневих електричних 

властивостей ліпосом, спричинює зміни процесу комплексотворення. Експериментальні 

дані отримані в модельних дослідженнях взаємодії опроміненого He-Ne лазером Цит С з 

нативними модельними мембранами свідчать про чутливість молекул білка до дії 

лазерного випромінювання. За таких умов експерименту зберігається загальна тенденція 

щодо зростання параметрів комплексоутворення за участі опромінених зразків, але 

кількісна оцінка цих параметрів свідчить на користь більшої чутливості до дії лазерного 

випромінювання саме ліпідної компоненти. 

Дослідження впливу НІЛВ широкого частотного діапазону на біологічні об’єкти 

різного рівня складності вказує на розгортання процесів фотомодуляції фізико-хімічних 

властивостей як на рівні природних клітинних мембран, так і на рівні модельних 

ліпідних мембран з різними фізичними характеристиками поверхні. Мембранна 

поверхня є чутливою мішенню до дії лазерного випромінювання досліджуваного 

частотного діапазону. Для клітин дріжджів S. cerevisiae наслідки лазерної фотомодуляції 

пов’язані зі зміною щільності перерозподілу зарядів на клітинній поверхні. З огляду на 

особливості реакції клітин дріжджів на низькоінтенсивне випромінювання видимого 

діапазону [32, 35] лазерне пошкодження мембранної поверхні є багатостадійним 

процесом, ініційованим ендогенними фотосенсибілізаторами, зокрема, молекулами 

Цит С, та фотоактивацією пероксисомальної ацил-КоА-оксидази з наслідками 

розгортання фотоокислення в ліпідній фазі клітинних мембран. 

Створення ліпосомальних моделей, за білковим та ліпідним складом наближених до 

природних клітинних чи субклітинних мембран, дозволяє в моделі передбачити реакцію 

природних мембран на дію НІЛВ, зрозуміти молекулярні механізми процесів лазерної 

фотомодуляції. Модельні ліпідні мембрани з вмістом 40% кардіоліпіну за своїм хімічним 

складом наближаються до внутрішньої мембрани мітохондрій (вміст кардіоліпіну 
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більше 25% загальної кількості фосфоліпідів). Формування білок-ліпідних комплексів 

Цит С з кардіоліпінумісними ліпосомами робить модельні мембрани ще більше 

наближеними до природної мітохондріальної мембрани. З огляду на таку модель та 

результати експериментальних досліджень можна припустити, що НІЛВ впливає на 

функції мітохондрій через зміну ефективної взаємодії Цит С з кардіоліпіном, а також 

через зміну просторової конфігурації Цит С, взаємної орієнтації його гемового та 

білкового компонентів. З урахуванням літературних даних про роль природного 

комплексу Цит С–кардіоліпін у мітохондріях в процесах апоптозу [45,46], можна з 

упевненістю припустити, що НІЛВ досліджуваного діапазону (632,8 нм) здатне впливати 

на цей процес. 

 

ВИСНОВКИ 

1. Мембранна поверхня клітин S. cerevisiae реагує на дію лазерного 

випромінювання широкого частотного діапазону зміною поверхневих електричних 

властивостей. НІЛВ з довжиною хвилі (337 нм; 532 нм; 70,5 мкм) викликає перерозподіл 

поверхневих зарядів клітин S. cerevisiae, що спричиняє зміну поверхневого мембранного 

потенціалу. 

2. НІЛВ (632,8 нм) впливає на кінетичні параметри комплексоутворення Цит С з 

модельними мембранами з різним ліпідним складом. Найбільший ефект досягається при 

опроміненні фосфатидилхолінових ліпосом з вмістом 40% кардіоліпіну. Досліджувані 

білок-ліпідні взаємодії супроводжуються конформаційними змінами як білкової частини 

Цит С, так і зв'язку гем-глобін. 

3. Взаємодія опроміненого цитохрому с з ліпідним бішаром модельних мембран 

характеризується зміною параметрів комплексоутворення. Спостерігається тенденція 

зростання кінетичних параметрів комплексоутворення (k1, k2) опроміненого Цит С з 

ліпосомальними мембранами з вмістом кардіоліпіну 40% у порівнянні з неопроміненим 

контролем. Формування білок-ліпідних комплексів в умовах досліджуваної моделі 

супроводжується змінами конформації білкової частини цитохрому с, а також 

порушенням її взаємодії з гемовою групою. 

4. Встановлені закономірності зміни фізико-молекулярних характеристик 

модельних ліпідних бішарів під дією низькоінтенсивного випромінювання He-Ne лазера 

розширюють уявлення про механізми мембранозалежних біоефектів НІЛВ. 
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Background: The study of physical and molecular mechanisms of the influence of low-level laser radiation 

(LLLR) of a wide frequency range on biological objects allows to clarify the problem of laser photomodulation at 

the level of natural biological membranes and their model analogues. 

Objectives: Identification of molecular and physical mechanisms of the influence of LLLR of a wide frequency 

range on biological objects of various levels of complexity. 

Materials and methods: Research objects: unicellular organisms S. cerevisiae, concentration of cells in the 

sample 18×106; model lipid membranes from a mixture of phosphatidylcholine and cardiolipin with different 

content of components (10%, 20% and 40% cardiolipin), which simulates the surface electrical properties of lipid 

models. A spectrophotometric study of charge redistribution on the cell surface was carried out using bromothymol 

blue dye. Complex formation of cytochrome c with model membranes was studied spectrophotometrically at the 

wavelength of the Soret band (405–410 nm). The influence of low-intensity laser radiation with wavelength and 

power density, respectively: 337 nm, 2.8 mW/cm2; 532 nm, 9.5 mW/cm2; 70.5 μm, 10.0 mW/cm2 on the yeast cell 

surface; 632.8 nm, 5.1 mW/cm2 on liposomes with different protein-lipid composition. 

Results: LLLR of a wide frequency range causes a change in the surface electrical properties of S. cerevisiae cells, 

namely, a redistribution of the surface charges of the cell membrane, as a result of which a change in the surface 

membrane potential is recorded. Irradiation of samples of model lipid membranes with a helium-neon laser leads 

to a change in the surface characteristics of liposomes, which affects the kinetic parameters of the formation of 

protein-lipid complexes with the participation of cytochrome c. 

Conclusions: The target of laser photomodulation processes is the surface of the biological membrane of both 

natural cells, for example yeast cells, and model lipid membranes made of a mixture of phospholipids with different 

content of components. The creation of lipid models based on the protein and lipid composition of natural 

membranes makes it possible to predict the reaction of cell membranes to the action of LLLR in the model, and to 

understand the molecular mechanisms of laser photomodulation processes. 
KEY WORDS: low-level laser radiation; cells of S. cerevisiae; liposomes; membrane potential; protein-lipid interactions; 

cytochrome c; cardiolipin; phosphatidylcholine. 
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