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Исс,тедоватtО взаrшсодействиа кЕп{Oýного баша рвбокулоrеffш с отрЕцЁтеJIьнФ зqря}rенпыл4и дипосомЕtми,
сосfЕЕIрш{И из смесеЙ фосфаткшiдiо:ппlа с дтфосфаmдrтшmlерrmФм, В рш,,ках решiеточ!rъD( },
коffлш{уаiБньШ модеrrей адсорбrрЛ бо.тьшuLХ J{иг€lЕдоs на поýёрJG{ост?r проsедФ{а 0ценка параметров
L,,бразsвак{я бея*к-;шrптръrх кOм]шексов. Обнвруlкека, nooo*1тт**o* кооцеI}ЕЕЕвflоgЕ с3язывilfiия
рrrбоrryктеазш Ё лшид{ыh{ бислоем. Предrолагается. чт.э прЕ возрастаrrflи ,uрядu бшqпоя уаеш11IиваетЕястепеЕь caefоaccoiptaiцtи связашIого бе;шса-
RiIючЕвыЕ СЛОВА: рибоiryшrеаз4 JIиIтосOмъL модеJпt апсорбrуи, mралетрý са_fl:!нваfiца,
кооfi sратfiвýýсть, caý,lcraccolцiarýrt беллlа

ВзшtмодейсТвие беrкоВ с Ет"fl[?Iдны&{ бистrоем, явJUпc}ш{еýея одной из стадй форwrроваttiяiiа{моýечIп8рной стрlтrrуры биопсембран [1] , хараюёр}гзуется Рядом особеrпrосте.r1, с}шIественно
,rсjIсжrиющрD{ термодннам}flескй анымз процесса коьшrшексообраýовt}ния. особьiе статист}lliеск,{е
;войства белок-.шrrrfiных cllcTel\{ orryедеJиютсл в частност}l, uj боrъriппп разfuIером лигаrца, т,е,
,,пособностьlо бе.тrка одяовременно Ko}пaKT}lpoBaTb с неск$Jькиl\rрt це}пtr)ам}l связыван}lrl? б) стеритестсrълt
jlpcIUITcTBиliMи, возник{}юuЕ,lми ггрlt адсорбtgfi {эффект IlсIflIюченной rтlощади), в) завистrмостью
:iроцесса свяýыва_ниlI от форьш JI}га}ца, т,е. от форtшl кOнтактнOго }частка в беrок-:тдт.tднолд комIIJIек*е.
_lоrытl*т 5плесть эти ссобеr*rостн lтривеJIи к развmию моделей алоорбштт бо;ьшрlх JЕгаццоЕ на
]lllBepХýocTи. кýторыЁ м{)жнý раздеJ-iить не две групгш - решетOчньlе и кOктинуаJБные [2-6j. Несмотря на
:Lr. чтО эти мФде.ui{ позвO]ýliоТ fiOл}п{кть налбопее корректную оце}firy пара}{етров колдrtцексообразOаашaя
з бепок-;пrrr,tдrьi-ч систе},{ах, в ш{гературе clиcaнbi .тIиI]Б едипрF{}ые сяучаи Ifi гф}tменеfi}lя i4,7ý],В насто.flдей работе A{о1{I}JIи адссрбrшсt болъrrrж лигацдов fiа поверхj{осrи быrпr исfiо"тьзовi}}{Ы ДJ-týI
a]{aJII,r|a данныХ по связываIlию катионНоIФ беlп<а рибонук;lеазы с JIIIIтOсOма}дIэ сос.тояltЕ.IмЕ из с}\{еси
:{в]{,гтqриOнного фосфошш:пца фосфатrцlтжоmша (ФХ) с oтpm;атeiБ}lo заряженны1l фосфоrпгrцом
:;rфtrсфатиДuгrшшериноМ йФг] Крlвы* связыван}IЯ беi:ка с модепьными мембраrrаrrш поfi}чаjlи ý
]lilмOшýю предлс|же}mого ранее метсда, осноtsанноIо на лзученrшт кOFlк}ренгиогс вза:пиодействия
,}ryоресцетпного зOнда 4-(п-дшяетлшазллтлостлtриrr)-l-метшrшщлцiс*й п-rофоо.у*фоната (ýСМ) и
эlrбон}цсllеазы с mfiIlцныl,t бислоем [9-1l].

MATEPILq-цы и мЕтоды
В работе испо]ьзоваJiи ФХ, ДФГ (КолшдерН "Биолек" , Харьков}, рибоrтртlеаву ш} подже.т1удочной

ае,riезЫ IФ}тIного рOrатого скота ("Reanal", Веrгрия). JIpTrocotrдl форьлlроваrлr ш смесей ФХ о flФГ Kart
,]писанО в [il]. При анаrизе эксттеримеllТальнъЖ данньrх, испоJБэоваJIи решеточные мс,ДеJiи адсорбтдшr

=шеfuiогО лига}ца и диска на однородЕой повер:шОст}t, связываниlt диска с разреженНЫМИ Це}rТРа]\ff{,
кооперативноrо связыван}uI rпдrейлrого JIига}ца [З,4] и контиIФrа]ьнше модеff{ ýвязываJ1ltI lрrrеiтrого
п{гаfца и ýlcкa ý поверхнOстью [б]. Взаrш,толейсIвне тпmеfoiого JI}riш{да ý двумерной решеткой центров
,]писыва]Iи сооткошени.ями;

-")1L-t- /,

:ze В,F- кO}щеrrграrЦrи связшfiIоГо и свободного беlка, соответственно, l; - чисJIо JIишцных молек}тп,
]рЕtодffiЕfirся на моJIеътJry.- связаrшого бепкq .К* - констаrпа асGоцриtIýlт{, z-коордЕtiциOнное IIисJIо
жшетк,r (z:6), i - коrщеrтгршц{я fiиIЕца. В rредположе}lии щrскообразной форrrш JIига}ца R?}lвые
;вязывitнюI анапиз}ц)оваJIи с поlWоцЕю соотЕошения:

(1)

r { апr\K_,F=_-exol =-i" |-пr '\1*rrlrl а)
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где с _ парамс{р исrсшочешrой пlrощадI (щя длсяа я3),
разрежетmглшl цеtпрs}Фr решетffи оIIfiýываjm урашЕl|}lе!л:

кF= (g-\- (1- пr)" '\1 - иrl

а=2Jiпlt. Съяюfi{ие дпска с

(3)

с повер}fiосгью

коF =в"(1+ А/ p)6{l+Ap)-r-a,, в"=;;(LНщ) ; р=
lяу

|- пr

я = (n._ 1}r (ог+ r}; лг = 
Г,- 

-Е_ 

i'i;l};?"'J"'
где ,r - п8рамsц} коопqршзlвноýтrr. Коrrпаryашr*lа модеlи бълтш представIIеfiý соOгýошеfiшIми:

КоF =ФG(Ф); lnG = -Iп(l-Ф)-а_1++ +;:;т. (s- 1-Ф (1* Ф)' ,

где Ё - параь,rеri}} завиошЕш1 от форл,вr Jпfi"тцq (a:t для дIскq e=(glп)(l+ll g)z дiц
црямо}тOJЕника 0 соýЕlошЕIIием осей g).

рЕзультлты и оБсу}цiцЕIlиЕ
взаIшдодеriствие ffiошуrrrеазш с rдшюсолладм соцровоЕдiлется уrяетьшетшrем фпуоресчешцпr fiсм,

котOро€ яыиется сfiедствием кош(урешпrп мешду беrком и зотцом за мвбршrные центрш qв*lываIIшI.

при апаrпве вOэможЕоqпI кооператпшIого взаrаrяодйстшrя rлшеftrотв JIигацда
испоJIьзовaлJIи соOтЕошеЕшt:

0.50

0.Ф 2.0о 4.00 6.00 8.00 10.00

Кощентраrщя бепка" !шPt
Рис:уяок l. }1длепешпе штФшЕЕосfir фпуорщешщ ДС}d rри добшшеж
рdош;lшеакп- Содержаlше ýФГ, мот.Уо - L - 5, 2 - t l, 3 _ ý 4 - 4э, 5 - 67,
6 - l00. Кояцеяцщя.rш!Еда, rшсh{: 1 - 6?, Z - 6l, 3 _ 2З, 4 - 1 l, 5 _ 9, 6 - 4.
Кояцеrrрщл ДСЬ{ - 5ld\Д Крrвrша }ý,6 coýIвeтcrзyeт повад ось Ч
цршýlл 1,3,4 - щlшая осъ Y. Io - пIýЕЕсtrвносIъ (}луорсцощлп,ЩСh{ в
отсуrgтвпе беша

(4)

а-
lо
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На prtc. i гредставлеrш TиIIi-ltIHыe кривые вытесненрш зонда баrкоr4 поJIученяые TryIr из}чен}ЕI
зависимости фrryоресцетпдл.r ,ЩСМ от кOifi{е}гграшrи рибоrrуrс,rеазы" Предыдушдrе fiсспедованItI покfftали,
чIо В JIипосоь{а-гшшх мембранах имеетýя два типа центров сорбци ffCM, разrптчz*опиеся по пapatyleTpaм
ýвязываIfi{rl и лиол4рной флуоресцеiпртr [l2], Бьrто высказано предпо:rоженllе? что коirкурешц{я lrtещцу
ДСМ и рибонршеазой гrроисходп, главным образом, sа бопее пOп8рIБIе участю{ свжýванfiя [11j, В
насто.шriеЙ работе rrредложеrпьй раitеё метод кOнкуре}Iтногrз а}IЕIJIиза [10"1l] был развrст дjш сIцдrа.fl
коfiк}решsд.r за оба типа цен]гров сорбщпт. Первьп1 этш] анаJI}fза даflньiх заIfiюаIаJIся в 0ценке доj]Iи
ппощади поверхfiости JIипOGоI\{, затrяrой беrлсоьq из экспери1\{ентаJъных зазислвдостей интеноивности
флуоресцешцпt ДСМ (ф от Kolfi{eнTparfiш беrка (Р), Иrrгенсшность фпусресцеIils{и fiCM, связаr*rого с
цеffграIuи дв}4{ типов, мOжно представить в в}це:

Ir=Brlr+Br.f, (Ф

где -В, - ко}щентращш зо}rда"J - интенсивнOсть флуореецешsм одног0 моJIя зо}ца, связаяного с ценlраJчiрl
i - гý тlпа (отметим, {то фпуоресцелшg{я овободного зонда пренебрех*шrо ма.JIа п0 сраЕнениiо ý

измеряемой вепrtчшrой Jл), Коlщsh-траrди свободного зоIца (Zr) равна:

Zf =Zо-д1 - Br=Zo 
? 

В,(1* 
|l=a,- B,a, |_, )

где Zo - обrц*я KolщeнTpals,ш зо}ца. Кснстаrrrы связь.Iванi.ш зоrца с це}rjра}rи дý}х типOв оfiредеIlJIl<зтýя
выражениjt}{и:

tr, = ,+_. ]fir = +- rs), ZrN{, , ZrNj
гле Лr{ , ЛIj - котще}шращfl{ свободтъж центров Gвязывш{ия. Из соотношет*dl {Вj полlчае*r:

N{=:+; л4=!, В1 =-:_Z;K, ZБ' trд,,r=Тrg{ {9}

Еспt обшее число центрOв 1-rо и ?-го TlrtoB обозначлtт,ь lf, и lf; . доля rшощади поверхностц занятой
беlЕtоъд, будет р,азна:

Ф = 1-ДjjД = 1* {i ,+-8,

д/1

Из 1раэнеюй (6), (Т}, {9) и (l0) fiо]цчаем:
^.I

К'(*, * Вrаr}
_* I, - B.f,пц)-

ilOi

(i l)

дr.Гr* 1 l Л
'\ Кr.(о, - Вrаr))

Вьтражеrме {1 1} мохшо преобразоватъ в квадратfiOе }раýнение:

аВ|+ЬВr+с=O;где

ъ = *i/,к, ('-ь( r-Л l - L - ff {, _ь]]_,fu,_K_"\ f, \, lr ) f, !, \-" ,fr)) - Z--Z

/"tr,К, Г_ 1" к,)с= #|t+ Z.K. -- * --' 
|,f, \ ' ' .f, J'

,/;
в1---!:\!!: D=b,-4ac (l2)2а 'у

Испоlьзуя вы1Iисленное таrсал образом знаIrегпtе В;, тв уравнет*Й (6), (9) и {i0) можпtо наirти значеттtе Ф"
соотве?ствующее дшшrой интенснвнс}сти фrryоресцеrпцпл Jp. Значеrия Nl , Nz , Kl, К2, rt, rt дпя
иселёдуемых липосом быти опредеiIены ранее [lt], С пOмоIФю опиýаfiIIоrо выше aJгoptlтlota бып

I

д,дл" | 1-г, -t

*=K,K,[r *]["-**J ,

[,**,[," -?)J ,
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rФоведен aIfrJIrд' массива да}firьDL ПОЛ}rЧеfiных цм 5-7 коrщеrгrраrрй JIипосо}, раэJIIfiýOю состава. На
осIIове эксперимента]ъньýaзависиl!foсtейЩР) ,быrrrrиftдеrrш завЕсиl\dоgtи Ф(Р}, которые испо]ьзоваJIЕсь
в датьнеЁпшеlt дJIЕ оцреде;IёниJI параrdеtроВ свя}ываIIня рнбопуrсrеазы с JIиЕосома]tлк Значеr*я п и Ко,
обеспеrпваЮuще ш}rýлtШ)до шшроксИП/rаI8fiС экспериментаJБных данн!D( уравнени,I}Iи (1}-($ rш<одллт
Tryтerd минимж}атцм футшсцсл;

f =:Е{р: - р:}' (lз)

где Ро" - коffiiеIпрflия бапm" оrryеделеlяая экФIериментаJIыIо, ,r - чиспо эксIIбриментаiБньDt точеIq

Ро'- коrщеrrцlаrцtя бе:шса, въ,FIисJUIемIIя при д&mоfu{ паборе парамsтроц п, Ко п ъ Pi =3 + F; B=iý}ra;
зпачет*tв F нахOд,rrлъ иопоJьsуя }ташrеrrrя (1) - {$.

Табтшпв 1. Паразаетры связывшия ртбонукпеiillц с jlиnocoмaldи

Состав
]Iипосо!й

Содержаlие
ЛФГ-ноп.%

ФХ: ýФГ
1В: 1

5

ФХ: flФГ
8:l

t1

ФХ: ЩФГ
3:1

25

ФХ: flФГ
4:3

4э

ФХ: ýФГ
1:2

67

дФг

100
РешЕточрrgдодеrдr
ftшеfuвйжтаrц

{*" М-'

п

{6.1*1.1}
х105

l3*2

(7,9*1.3}

х106

12*з

(1.2t0.3}
х lOJ

7*2

(7.3*1.3)
xl0a
4*1

(1.6*0.з}
х105

-+0

(1.5t0.3)
хlOý

-+0
Диск

к*, М"

?,

(7.6*1.5)
хIOэ

78*17

(4.8*1.0)
х105

15t4

(6.3*1.2)
хlOа

l0*3

(1,0*0.2)
x106

-+0

{2.1*0.5)
х 106
*+0

(4,6t1.0)
x106

+0
Разрежетt*те цеIfiры

Диок
.&,м-

t

(4.2*0,7]
xl06
9*2

(2,6t0.5)
xI08
ь2

t7.0*1,5)
xl05
зtl

(9.1t2.1}
xl05
-+0

(1.7*0.4}

х106

-+0

(2.9*0 ?)
xl06

-r0
Кооператэвность
&неftшйrпгаrш

,{о" М-'

ft
?l

(4,3t0.9}
xl05
12*3

1.0*0.02

(1,2аO.зi
х10?

1з*3
1.05*0.02

(9.7tt,9)
xl05
11t2

1.1*0.02

(7,5*1.4)
xl05
i0*2

1.2*0.06

(4 3*l 6)
xl06
12*4

i.з*0,08

(1.+10,2}

xi07
l3*4

1.4t0,08
Коrrтжт.уаlь:Фrе модеlш
ЛтдтеЙпьйпшанд (я: l0)

кr, м-'

п

(1.5*0.2)
х108
,7*2

(5.3*1.1)
xlOt1
7*2

(3.1t0.7)
xl08
2*0.б

(7.7*I.5)
xl08

0,7*0.2

(i.3t0.3)
х1010

0.5t0.1

(B,9*l.?x
xl011

0.}t0.1
Диск

ffо, М''

ft

(7,4*1.4)
xl05

|э5*24

(1.8t0,4)
х10?
ll+3

(1.1t0.3)
x106

4*l

(1.8t0.5)
хlOý
l*0,з

{1.3t0.2)
xl07

0.ftO.1

(5.2*1,1)
xl07

0.3*0.1

Как Brl6ro Ifr цредставпЁнньгх в таб:пп{е даIff{ъrх, с увеJIIFIеfiием отриt{атеJъного эаряда биспоя (тrри
повышении содФжанкJI flФГ) веяншТВ /' УlЛеfiЬшаетс&пъ рЯде GjryтaeB при подгонке r*а0, Исrgдоче}Е{е
cocTaв]Uler JIипБ ь{одеjБ кOоперативЕOго свfrътвшIшI - в эTOt{ сIýцае rc факrичесrш не зависIlт от соgtава
JIИПФСОl,i" ИЗмеПеrие коЕýtаltты свяlываниЕ IIри воýрастании заряда меruбран имеет неtчlонотоfiнЕй
хаРfiсгФ , при увелrшеfiии сOдФжаниlI ,ЩФГ от 5 до l 1 и от 47 до l00 мол, % rrабrдодаФся повышеrпrе ý,
ТОrДа КаК В обПасти 25-43 мод,% ДФГ & доOтигеет мшlнIdа]БпOго зII8чення. Обlару:кет*rше тендештfit
ПОЗВО]ЦIOт сделатъ ЕекOторые цредюложфлпя 0 харакrФе взалtплодействrrя рибоr4+оTеазы ý мOдеJБfiыми
асеlСбраrrшлt. Средrее сечепие ý{оrcýsщ беши cocTaBTlteT - 3340 А2 [l3], 'rто сOýIветLтвует шrощадr - 48

юlI
7"4)

Еry
кв8
lпц,
ш
lmд
Iiffс!

pgy
ЦrФ
ýFqa
Br
цп
{{.t}.

Еiп]

чо
пlD
Fliз!:
[фl
ш
т:,
ЕFr
4ц

(

*п
ц
fu
ф
Еf,
F

в
]п
Еъ
;
&п

LцrцarrL
,.h
a,Ф
t_ Гq
fГq
аГl
lгq
LГq
ЕГq
пЕ
l}



Взаимодействие рибоtllкпеазы с лиIIосомами

ý.,.]eIýтI ФХ кгпт 28 мопеr<уп ДФГ [14]. Поскоrmrу щ]и иапOJIьзуемых в экспериме}rrе значетrилс рН (*
- _tr рибонуrшеаза имеsт сувлчrартшй по.{ож}IтеJБный зарял (изоэпекгрrт.rеокаli точка бе:rка * 9.6),

r_редOп;IIоIцJд{] рош в стабrлmзшЕм бепок-тпптцrъж комIтпексов играют элекгроýтатIflIесиrlе
,;дrчодействлrя, Есшt rФедfiоложитъ, что с беrком кOнтаюIФуют TOJIьK0 отрIщатеjБно зарякеfiные
:.].атные гоJIовки ýФГ, параметр n, попyчет*ъй с fiомопsю модеп{ разреженных цекгров fuр-е (3}
ц.аGtо расс}датривать как тrрибшtжештуrо оценку чисJIа такФ( контактов (ф. Коrглтгуальтше модеJIи и
!{]]-*JIи адсорбrgш на однородfiой решетке (ур-я (].), (2), (5) позвоJI;Iют грибшжеr*tо оцетtrfiъ общве

ai.;]o Е{IIидных MoлeIqBI, IщIЁ(одяIIgf(ся не мопеRJтry саязаf,{ногQ бе.тл<а (tzJ. Как втцно rtз табrПшРt,

::-iздlые оценк{ по н пе бьштt полrучены тOJБко дjш lIипосом, содержшiцж ,5 и 11 моп. % ffФГ.
_ _зб-тодаемое резкOе уменьшение ,rо и пе при повышенж{ заряда бпспоя II0cIJyжиjIo 1]снованием дJLя

=€.gIоjIожениrI о какущsмся }ъе.шт,IенирI ЕцOтнOсти уýакOвкрI бе;rковых моýе};уJI на поверх}l0ýтИ
]L-]oLloM, и]]и полirя*frегБноr? кооЕеративнOýти козш;rек*ообразованиll. В связк с }Тим
j:.-,iTep}lMeIIтaJБHыe даýlншЁ бъь,:шт проаяатшвлФованы в рЁhdка}i ý{*деIIи кооперативного связьвiаrmя (1р-е
: i оказалоýь, чтсr вз{tимФдействие рибоtтрсlеазы ý JIипоаомаь{и действtпеlьно хар&кгер?вуется

_-]:IожптsJБной кооператл*ностью, 0тепеrБ которой возрастает при }ъелrт.iеffi{и зФяда бислоя. НаибОПее

:,:]{rятноЙ шрr.tлшоЙ этого эффеrта, представпя*тся образоваrпае бе.ткt-lвых ассOIиатOв на IIоверхносТи
.=L]coMaJIьHыx мембран. След}тошпй закономерrьй этап работы закпючапýя в поIIытке шirljмза
:е]}:тьтатов с поýIоI]рю коюшryшъной },{одепи, оп}tсывающей саьяоассоIsтаr.rто сорбттроваrшrого пигаtца
: Одiозначная оцеЕка паравIегров GвязываfifilI в рамкФt эtой модегпr невоз1\{ожЕа, 0днако анаJIИЗ

"-1.]ожениlт мш{иьryма футшq*и/{ур-е (l3)) позвол}fil аыяЕI.tть некотOрые качес.твен}БIе заканомернФсти,
_ -t_ оказаltось, что стеfiенъ ýаI{OaccolplilцTT беrка возрастает с увеjI}нением заряда биспоя - параметр,
;рак-геризуюrrртй копrмество беlковьrх молех.тп в accolиaтe, разfiJIJIся 2 при содержаr*шl ,ЩФГ 25 МоП, %,

- ::ри 4З моп, 9,6 и 8 гtри о7 и 100 моп. % fiФГ.
Существовалдте меýýsФмft зависимости rOнýтанты ассOIglfiтrи от зардда блiслоя может бытъ

_]j.]cTBиeM сулерпозшsfit двух rфOтивопоllожнс наIтрftвлённых эффеrоов - а) ре:лаtеЁиll чисяа
,,-ектростат!t.{есrсrt беrrок-JIIfiидных контакtов и б) взала,тtого оттыIкивания мопекуJI оорбttроваюlого
_-_.ьа, При пOвышении содержаý}IJI l]ФГ в ffшидIом бислое воч)астает степе}Б эIФанIФФва}IfiЯ

:,аý{арного заряда рибон,чкrеазы }i }ъеJпFIивается числ0 бегшсовых моjlекул на ед}lнIil{у шIоIцаД{

'-,,1ёFьтIоOтрI мембран, что сФздает :тредпосылки дjн caмoi{ccolplalE{и бепк-а. Поtтутенные реЗУjътаТы
:,:-]воJIrшот щредпоilоЕgтгь, -.ITo гIпотность повqрхнсrст}tого заряда JIишцнOго биспоя .rIвJже?ся одfiим иi}

:,з:;торOв, мод}хЕ{р}тоfiýФ( взатъсодействIr-{ между периферrгtесюmm беш<аддt биомеъябран,

выводы
В насто"шцей работе ý пспоJъзоваI{ием решетOчных и конIшlуа,тБньгх пдоделей адсорбlцrи боrЬПШЖ

:т*d}цов на II0верхýоýI1{ цроведена оценка ýflраметров ýвJ*}ыван}UI рибонlкrrеазы ý jlипосоi\{а]i4и,

:._-LтояIIIдми нз оrrлесеЙ ФХ с ffФГ, Показа:lо, что rrроцес0 образоваттrrя белок-rпптцrьгх комшексOý
",а!шilериз}ется шопожtте:ьной кOФfiеративностъю" обlrспоurr**оО, пO-в?цимому, образоваrmеМ
_:-TtoBbix acc0lý.taToB, раýмер KcTT{tpbLx возраgтаsт при увеJI}тченллл заряда JI}fiIцяýго биспоя.
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