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Èçó÷åíî âçàèìîäåéñòâèå ïàíêðåàòè÷åñêîé ÐÍÊàçû A è ÐÍÊàçû Bacillus intermedius ñ ïåðèòîíåàëü-
íûìè ìàêðîôàãàìè êðûñû in vitro. Äëÿ îöåíêè ýôôåêòèâíîñòè ýòîãî âçàèìîäåéñòâèÿ èçìåðÿëè ñïîíòàí-
íóþ è èíäóöèðîâàííóþ ôàãîöèòîçîì áàêòåðèé õåìèëþìèíåñöåíöèþ ìàêðîôàãîâ. Ïîêàçàíî, ÷òî â ðàçâè-
òèå õåìèëþìèíåñöåíòíîãî îòâåòà ìàêðîôàãîâ îñíîâíîé âêëàä âíîñèò ýëåêòðîñòàòè÷åñêîå âçàèìîäåéñò-
âèå ÐÍÊàç ñ îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííîé êëåòî÷íîé ìåìáðàíîé. Ïðè ýòîì áîëåå îñíîâíàÿ ïî çíà÷åíèþ
èçîýëåêòðè÷åñêîé òî÷êè ÐÍÊàçà A ìåíåå ýôôåêòèâíà â îòíîøåíèè ìàêðîôàãîâ, ÷åì ìèêðîáíûé ôåð-
ìåíò. Ðàñ÷åò çàðÿäà è äèïîëüíîãî ìîìåíòà ïàíêðåàòè÷åñêîé è ìèêðîáíîé ÐÍÊàç ïîêàçàë, ÷òî ýôôåêòèâ-
íîñòü âçàèìîäåéñòâèÿ áåëêîâîãî ïîëèêàòèîíà ñ êëåòêîé íå ñâÿçàíà ñ èçîýëåêòðè÷åñêîé òî÷êîé, à çàâèñèò
îò ñóììàðíîãî çàðÿäà è åãî ðàñïðåäåëåíèÿ íà ïîâåðõíîñòè áåëêîâîé ìîëåêóëû ïðè óðîâíå pH, ñîîòâåò-
ñòâóþùåì óñëîâèÿì âçàèìîäåéñòâèÿ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î âà: ÐÍÊàçà A, ÐÍÊàçà Bacillus intermedius, ìàêðîôàã, ýëåêòðîñòàòè÷åñêîå âçàèìî-
äåéñòâèå, ñóììàðíûé çàðÿä, äèïîëüíûé ìîìåíò.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í èÿ: ÕË — õåìèëþìèíåñöåíöèÿ, ÐÍÊàçà Bi — ÐÍÊàçà Bacillus intermedius.

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ çàìåòíî âîçðîñ èíòåðåñ ê ÐÍÊà-
çàì â ñâÿçè ñ ïðåäëîæåííûì ìåõàíèçìîì èõ ïðîòèâîîïó-
õîëåâîãî äåéñòâèÿ. Ñîãëàñíî ýòîìó ìåõàíèçìó, öèòîòîê-
ñè÷åñêèå ðèáîíóêëåàçû ñïîñîáíû èçáèðàòåëüíî ñâÿçû-
âàòüñÿ ñ êëåòêàìè íåêîòîðûõ îïóõîëåé è, ïðîíèêàÿ â
íèõ, ðàçðóøàòü âíóòðèêëåòî÷íóþ ÐÍÊ (Libonati, 2004;
Èëüèíñêàÿ, Ìàêàðîâ, 2005). Îäíàêî èçâåñòíî, ÷òî íåêî-
òîðûå áèîëîãè÷åñêèå ýôôåêòû ÐÍÊàç íå ñâÿçàíû ñ êàòà-
ëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ. Ê òàêèì ýôôåêòàì îòíîñèòñÿ
èììóíîñòèìóëèðóþùåå äåéñòâèå. Ýòî äåéñòâèå ÐÍÊàç
ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíî èõ êàòèîííûìè ñâîéñòâàìè è
ñïîñîáíîñòüþ ñâÿçûâàòüñÿ ñ îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííîé
ìåìáðàíîé èììóíîêîìïåòåíòíûõ êëåòîê (Êóðèíåíêî,
1991), íî ýêñïåðèìåíòàëüíî âêëàä ýëåêòðîñòàòè÷åñêèõ
ñèë âî âçàèìîäåéñòâèå ÐÍÊàç ñ êëåòî÷íîé ìåìáðàíîé íå
ïîêàçàí.

Êàòèîííûå ñâîéñòâà áåëêà îòðàæàåò åãî èçîýëåêòðè-
÷åñêàÿ òî÷êà (pI). Ñëåäóåò îæèäàòü, ÷òî áåëîê ñ á *îëüøèì
çíà÷åíèåì pI áóäåò ïðîÿâëÿòü áîëåå âûñîêèå èììóíîñòè-
ìóëèðóþùèå ñâîéñòâà. Îäíàêî ïðè ñðàâíåíèè áèîëî-
ãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ÐÍÊàçû A (pI 9.5) è ÐÍÊàçû Bi
(pI 8.5) îêàçàëîñü, ÷òî áîëåå âûñîêèì èììóíîñòèìóëèðó-
þùèì äåéñòâèåì îáëàäàåò ÐÍÊàçà Bi (Êóðèíåíêî, 1991).
Ìû îáúÿñíèëè ýòîò ôàêò ðàçëè÷èÿìè â ïîâåðõíîñòíîé
òîïîãðàôèè ôåðìåíòíûõ áåëêîâ, êîòîðàÿ îïðåäåëÿåò
ñóììàðíûé çàðÿä áåëêà è åãî ðàñïðåäåëåíèå íà ïîâåðõ-
íîñòè áåëêîâîé ãëîáóëû ïðè îïðåäåëåííîì çíà÷åíèè pH.
Èçìåðåíèå pH îò èçîýëåêòðè÷åñêîé òî÷êè â ñòîðîíó åãî
ôèçèîëîãè÷åñêèõ çíà÷åíèé ìîæåò ïî-ðàçíîìó îòðàçèòü-
ñÿ íà çíà÷åíèè ñóììàðíîãî çàðÿäà ýòèõ ñòðóêòóðíî ðàç-
ëè÷àþùèõñÿ áåëêîâ. Âñëåäñòâèå ýòîãî ìîæíî îæèäàòü,

÷òî pI íå âñåãäà áóäåò îòðàæàòü ñòåïåíü êàòèîíèçàöèè
ÐÍÊàç ïðè ôèçèîëîãè÷åñêîì çíà÷åíèè pH è èõ áèîëîãè-
÷åñêàÿ àêòèâíîñòü áóäåò ñâÿçàíà íå ñî çíà÷åíèåì pI, à ñ
âåëè÷èíîé çàðÿäà è åãî ðàñïðåäåëåíèåì íà ïîâåðõíîñòè
ìîëåêóëû â óñëîâèÿõ åå âçàèìîäåéñòâèÿ ñ êëåòêîé.

Â ñâÿçè ñ âûøåèçëîæåííûì öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû
çàêëþ÷àëàñü â ýêñïåðèìåíòàëüíîì ïîäòâåðæäåíèè âëèÿ-
íèÿ ýëåêòðîñòàòè÷åñêèõ ñèë íà ñòèìóëÿöèþ àêòèâíîñòè
ìàêðîôàãîâ ñòðóêòóðíî ðàçëè÷àþùèìèñÿ ÐÍÊàçàìè è â
óñòàíîâëåíèè ñâÿçè ìåæäó ñòèìóëèðóþùèì äåéñòâèåì
ÐÍÊàç è òàêèìè èíòåãðàëüíûìè ïîêàçàòåëÿìè ýëåêòðî-
ñòàòè÷åñêèõ ñâîéñòâ áåëêîâîé ìîëåêóëû, êàê ñóììàðíûé
çàðÿä è äèïîëüíûé ìîìåíò.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ôåðìåíòû: êðèñ-
òàëëè÷åñêèé ïðåïàðàò ïàíêðåàòè÷åñêîé ÐÍÊàçû A (ÊÔ
3.1.27.5) ôèðìû Serva (Ãåðìàíèÿ), pI 9.5, ìîë. ìàññà
12 600 Äà; ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè ãîìîãåííûé ïðåïàðàò
ÐÍÊàçû Bi (ÊÔ 3.1.4.23), ïîëó÷åííûé ïî ìåòîäó, îïè-
ñàííîìó â ðàáîòå Ãîëóáåíêî è ñîàâòîðîâ (1979), pI 8.5,
ìîë. ìàññà 12 300 Äà.

Èíàêòèâèðîâàííûé ñòðóêòóðíûé àíàëîã ÐÍÊàçû Bi
ïîëó÷àëè ïîñðåäñòâîì ôîòîîêèñëåíèÿ îñòàòêà ãèñòèäè-
íà àêòèâíîãî öåíòðà (Êóðèíåíêî è äð., 1986). 200 ìã
ÐÍÊàçû â 20 ìë 0.1 Ì Òðèñ-àöåòàòíîãî áóôåðà, pH 7.5,
ñîäåðæàùåãî 0.005 % ìåòèëåíîâîãî ñèíåãî, îáëó÷àëè â
òå÷åíèå 20—22 ìèí ëàìïîé ìîùíîñòüþ 200 Âò íà ðàñ-
ñòîÿíèè 22 ñì ïðè 20 °Ñ â ñòàêàíå äèàìåòðîì 4.6 ñì ïðè
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ïåðåìåøèâàíèè ñî ñêîðîñòüþ 300—400 îá/ìèí. Ðåàêöè-
îííóþ ñìåñü, ñîõðàíèâøóþ 50 % îñòàòî÷íîé àêòèâíî-
ñòè, íàíîñèëè íà êîëîíêó (1.9 � 26.0 ñì) ñ ôîñôîöåëëþ-
ëîçîé P-II (Whatman, Àíãëèÿ), óðàâíîâåøåííîé 0.1 Ì
íàòðèé-àöåòàòíûì áóôåðîì, pH 6.0, ýëþèðîâàëè ëèíåé-
íûì ãðàäèåíòîì êîíöåíòðàöèè NaCl (0—0.4 Ì; 1300 ìë)
â òîì æå áóôåðå. Ñêîðîñòü ýëþöèè 100 ìë/÷, îáúåì
ôðàêöèè 10 ìë. Ôðàêöèè, ñîîòâåòñòâóþùèå ïèêó ôîòî-
îêèñëåííîé ÐÍÊàçû, îáúåäèíÿëè, ðàçáàâëÿëè â 2 ðàçà
âîäîé, ïîäêèñëÿëè äî pH 5.5 óêñóñíîé êèñëîòîé è íà-
íîñèëè íà êîëîíêó (0.9 � 5.0 ñì) ñ ôîñôîöåëëþëîçîé,
óðàâíîâåøåííîé 0.1 Ì íàòðèé-àöåòàòíûì áóôåðîì,
pH 5.5. Êîëîíêó ïðîìûâàëè 40—50 ìë 0.02 Ì íàò-
ðèé-ôîñôàòíîãî áóôåðà, pH 7.0, çàòåì ýëþèðîâàëè
ôåðìåíò 0.2 Ì íàòðèé-ôîñôàòíûì áóôåðîì, pH 7.0,
êîíöåíòðèðîâàëè è õðîìàòîãðàôèðîâàëè íà êîëîíêå
(3.5 � 76.0 ñì) ñ ñåôàäåêñîì G-25 (òîíêèì), óðàâíîâå-
øåííûì 0.01 Ì àöåòàòíî-àììîíèéíûì áóôåðîì, pH 5.5.
Ïîëó÷åííûé ðàñòâîð ôåðìåíòà ëèîôèëüíî âûñóøèâàëè.
Âûõîä ïðåïàðàòà ôîòîèíàêòèâèðîâàííîé ÐÍÊàçû ñî-
ñòàâëÿë 40 %.

ÐÍÊàçíóþ àêòèâíîñòü îïðåäåëÿëè ïî êîëè÷åñòâó
êèñëîòîðàñòâîðèìûõ ïðîäóêòîâ, îáðàçóþùèõñÿ ïðè ôåð-
ìåíòàòèâíîì ãèäðîëèçå äðîææåâîé ñóììàðíîé ÐÍÊ (Ëå-
ùèíñêàÿ è äð., 1980).

Äëÿ ïåðåâîäà ôåðìåíòíîãî áåëêà â àíèîííóþ ôîðìó
ÐÍÊàçó Bi ñóêöèíèëèðîâàëè. Ñóêöèíèëèðîâàíèå ÐÍÊà-
çû Bi ïðîâîäèëè òàê, êàê îïèñàíî â ðàáîòå Òîð÷èëèíà ñ
ñîàâòîðàìè (Torchilin et al., 1978). Ïðè ñóêöèíèëèðîâà-
íèè áåëêà ïðîèñõîäèò ïðåâðàùåíèå ïîëîæèòåëüíî çàðÿ-
æåííûõ îñòàòêîâ ëèçèíà â îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííûå
êàðáîêñèëüíûå ãðóïïû:

Bi-NH2 + C4H4O3 � Bi-NHCO(CH2)2COOH.

200 ìã ÐÍÊàçû ðàñòâîðÿëè â 20 ìë 0.2 Ì íàòðèé-ôîñôàò-
íîãî áóôåðà, pH 7.7. Çàòåì â òå÷åíèå 60 ìèí â îõëàæäåí-
íûé (4 °Ñ) ðàñòâîð ôåðìåíòà âíîñèëè íåáîëüøèìè ïîð-
öèÿìè (ïî 5—15 ìã) 200 ìã ÿíòàðíîãî àíãèäðèäà. Â òå÷å-
íèå ðåàêöèè óðîâåíü pH ïîääåðæèâàëè ïîñòîÿííûì
äîáàâëåíèåì 0.1 Ì NaOH è êîíòðîëèðîâàëè åãî â òå÷å-
íèå 30 ìèí ïîñëå äîáàâëåíèÿ ÿíòàðíîãî àíãèäðèäà. Ðàñ-
òâîð ìîäèôèöèðîâàííîé ÐÍÊàçû îáåññîëèâàëè íà ñåôà-
äåêñå G-25 (êîëîíêà 2.2 � 60.0 ñì) è ëèîôèëüíî âûñó-
øèâàëè.

Îïðåäåëåíèå ÷èñëà ñâÿçåé ôåðìåíò—ìîäèôèêàòîð
ïðîèçâîäèëè ïî ðàçíîñòè â ÷èñëå àìèíîãðóïï, ñïîñîá-
íûõ âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ òðèíèòðîáåíçîëñóëüôîêèñëî-
òîé (TNBS), ó íàòèâíîãî è ìîäèôèöèðîâàííîãî ôåðìåí-
òîâ (Fields, 1971). Îáðàçåö ôåðìåíòà, ñîäåðæàùåãî àìè-
íîãðóïïû, ñìåøèâàëè ñ 0.5 ìë 0.1 Ì áîðàòíîãî áóôåðà,
pH 10.1, îáúåì äîâîäèëè äî 1 ìë, çàòåì äîáàâëÿëè 20 ìêë
1.8 Ì ðàñòâîðà TNBS è ðàñòâîð áûñòðî ïåðåìåøèâàëè.
Ïîñëå 5-ìèíóòíîé èíêóáàöèè ðåàêöèþ îñòàíàâëèâàëè
äîáàâëåíèåì 2.0 ìë 0.1 Ì ðàñòâîðà îäíîçàìåùåííîãî
ôîñôàòà Na, ñîäåðæàùåãî 1.5 ìÌ ñóëüôàòà Na, è èçìå-
ðÿëè ïîãëîùåíèå ïðè 420 íì. Ñòåïåíü äåçàìèíèðîâà-
íèÿ ñóêöèíèëèðîâàííîãî ïðåïàðàòà ñîñòàâëÿëà â ñðåä-
íåì 80 %.

Ñóììàðíûé çàðÿä ôåðìåíòíûõ áåëêîâ â åäèíèöàõ
ýëåêòðîíà (å) è äèïîëüíûé ìîìåíò áåëêîâ â äåáàÿõ (Ä)
ïðè pH 7.2 ðàññ÷èòûâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàìì
MacroDox. MacroDox ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé íàáîð ïðî-
ãðàìì íà ÿçûêå Fortran 77, êîòîðûå ñðåäè ïðî÷èõ ôóíê-
öèé ïîçâîëÿþò âû÷èñëÿòü ÷àñòè÷íûé è îáùèå çàðÿäû è

äèïîëüíûå ìîìåíòû ïðîòåèíîâ ñ èçâåñòíîé ñòðóêòóðîé
è ïðè çàäàííîì çíà÷åíèè pH.

Ðàáîòó ñ êðûñàìè ïðîâîäèëè ñ ñîáëþäåíèåì ïðèí-
öèïîâ Õåëüñèíñêîé äåêëàðàöèè î ãóìàííîì îòíîøåíèè ê
æèâîòíûì. Áåëûõ áåñïîðîäíûõ êðûñ çàáèâàëè äåêàïèòà-
öèåé ïîä ýôèðíûì íàðêîçîì. Ïåðèòîíåàëüíûå ìàêðîôà-
ãè âûäåëÿëè, ïðîìûâàÿ áðþøíóþ ïîëîñòü êðûñû îõëàæ-
äåííûì ôèçèîëîãè÷åñêèì ðàñòâîðîì. Êëåòêè ïðîìûâàëè
ñðåäîé Õåíêñà, çàòåì ñóñïåíäèðîâàëè â ñðåäå 199, õðà-
íèëè ïðè 4 °Ñ è èñïîëüçîâàëè äëÿ ðàáîòû â òå÷åíèå
4—5 ÷. Æèçíåñïîñîáíîñòü ìàêðîôàãîâ â ñóñïåíçèè îï-
ðåäåëÿëè, èñïîëüçóÿ òðèïàíîâûé ñèíèé. Îáðàçîâàíèå
ôàãîöèòàìè àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà îöåíèâàëè ïî èí-
òåíñèâíîñòè ëþìèíîëçàâèñèìîé õåìèëþìèíåñöåíöèè
(ÕË). Èçìåðåíèå ïðîâîäèëè íà ëþìèíîìåòðå ÁÕË-06Ì
(Íèæíèé Íîâãîðîä, Ðîññèÿ) ïðè 37 °Ñ è íåïðåðûâíîì
ïåðåìåøèâàíèè. Â õîäå ðàáîòû èçìåðÿëè èíòåíñèâíîñòü
ñïîíòàííîé è èíäóöèðîâàííîé ôàãîöèòîçîì áàêòåðèé
ÕË ìàêðîôàãîâ. Îáúåêòîì ôàãîöèòîçà ñëóæèëà óáèòàÿ
íàãðåâàíèåì êóëüòóðà áàêòåðèé Serratia marcescens. Êî-
ëè÷åñòâî êëåòîê ïîäñ÷èòûâàëè â êàìåðå Ãîðÿåâà. Ïðè
èçìåðåíèè ñïîíòàííîé ÕË ê ñóñïåíçèè ìàêðîôàãîâ, ñî-
äåðæàùåé 5�106 êëåòîê â 1 ìë áåñöâåòíîãî ðàñòâîðà
Õåíêñà è 0.7 Ì ëþìèíîëà, äîáàâëÿëè ïðåïàðàòû ôåð-
ìåíòîâ â êîíöåíòðàöèè 25 ìêã/ìë. Êîíòðîëåì ñëóæèëè
èíòàêòíûå ìàêðîôàãè. Âðåìÿ èçìåðåíèÿ ñïîíòàííîé ÕË
ñîñòàâëÿëî 600 ñ. Ïðè èçìåðåíèè ÕË, èíäóöèðîâàííîé
ôàãîöèòîçîì áàêòåðèé, ìàêðîôàãè ïðåäîáðàáàòûâàëè
ÐÍÊàçîé â òå÷åíèå 600 ñ, çàòåì äîáàâëÿëè ê íèì 5�107

óáèòûõ áàêòåðèé è èçìåðÿëè ÕË-îòâåò êëåòîê â òå÷åíèå
1800 ñ. Óðîâåíü pH ïîääåðæèâàëè, äîáàâëÿÿ â ñðåäó èç-
ìåðåíèÿ 0.01 Ì ðàñòâîð HEPES-áóôåðà (pH 7.54, 20 °Ñ).
Êîíòðîëåì ÿâëÿëñÿ ÕË-îòâåò ìàêðîôàãîâ íà äîáàâëåíèå
áàêòåðèé â îòñóòñòâèå ôåðìåíòà. Ïîêàçàòåëåì ñòåïåíè
àêòèâàöèè ôàãîöèòîâ ñëóæèëà ñóììà ñèãíàëîâ çà îïðå-
äåëåííûé ïðîìåæóòîê âðåìåíè (S, ìÂ/ñ), êîòîðóþ âûðà-
æàëè â îòí. åä. ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì.

Âëèÿíèå èîííîé ñèëû íà ñïîíòàííóþ ÕÄ ïåðèòîíå-
àëüíûõ ìàêðîôàãîâ èçó÷àëè íà ñðåäàõ, êîòîðûå äëÿ ýòèõ
öåëåé èñïîëüçîâàëè Êîðêèíà è ñîàâòîðû (1987). Ñîëåâàÿ
ñðåäà äëÿ èçìåðåíèÿ ñîäåðæàëà (â ìÌ): NaCl — 110.0,
ãëþêîçà — 8.0, ëþìèíîë — 0.7, Òðèñ-HCl-áóôåð — 4.0
(pH 7.2). Áåññîëåâàÿ ñðåäà ñîäåðæàëà òå æå êîìïîíåíòû,
çà èñêëþ÷åíèåì NaÑl, êîòîðûé çàìåíÿëè íà ñàõàðîçó
(220 ìÌ).

Êàæäûé ýêñïåðèìåíò ïðîâîäèëè íå ìåíåå 6 ðàç. Äî-
ñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ êðèòåðèÿ
Ñòüþäåíòà.

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå õèìè÷åñêèå àãåí-
òû: ëþìèíîë è TNBS (Sigma, ÑØÀ); 4-(2-îêñèýòèë)-
1-ïèïåðàçèíýòàíñóëüôîíîâàÿ êèñëîòà (HEPES; Serva,
Ãåðìàíèÿ); îñòàëüíûå ðåàêòèâû îòå÷åñòâåííîãî ïðîèç-
âîäñòâà ìàðêè õ. ÷.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ìàêðîôàãè ÿâëÿþòñÿ óäîáíîé ìîäåëüþ äëÿ èçó÷åíèÿ
ðàçëè÷íûõ ñâîéñòâ è õàðàêòåðèñòèê êëåòî÷íûõ ìåìáðàí,
â òîì ÷èñëå è ýëåêòðîñòàòè÷åñêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ëè-
ãàíäîâ ñ êëåòêîé (Êîðêèíà è äð., 1987). Äëÿ îöåíêè ýòîãî
âçàèìîäåéñòâèÿ ìû èçìåðÿëè ñïîíòàííóþ è èíäóöè-
ðîâàííóþ ôàãîöèòîçîì ÕË ìàêðîôàãîâ, îòðàæàþùóþ
ñîñòîÿíèå îêèñëèòåëüíîãî ìåòàáîëèçìà êëåòîê è èõ ñïî-
ñîáíîñòü ê ôàãîöèòîçó ñîîòâåòñòâåííî. Îáà ýôôåêòà ñâÿ-
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çàíû ñ ôóíêöèîíèðîâàíèåì êëåòî÷íîé ìåìáðàíû (Ìà-
ÿíñêèé, Ìàÿíñêèé, 1983; Êîðêèíà è äð., 1987). Â ïðåäâà-
ðèòåëüíûõ ýêñïåðèìåíòàõ áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî
ýêçîãåííûå ÐÍÊàçû ñòèìóëèðîâàëè ëþìèíîëçàâèñèìóþ
ÕË ìàêðîôàãîâ ïðè êîíöåíòðàöèè ôåðìåíòà îò 5 äî
100 ìêã/ìë. Ïîýòîìó âî âñåõ ýêñïåðèìåíòàõ ìû îãðàíè-
÷èëèñü êîíöåíòðàöèåé ïðåïàðàòà 25 ìêã/ìë. Íà ðèñ. 1
ïðåäñòàâëåíû äàííûå î âëèÿíèè ÐÍÊàç íà ñïîíòàííóþ
(à) è èíäóöèðîâàííóþ ôàãîöèòîçîì (á) ÕË ìàêðîôàãîâ.
Êàê âèäíî íà ðèñ. 1, îáå ÐÍÊàçû ñòèìóëèðóþò îáà ïðî-
öåññà. Ïðè ýòîì â îáîèõ ñëó÷àÿõ ñòèìóëèðóþùèé ýô-
ôåêò ìèêðîáíîé ÐÍÊàçû (ÐÍÊàçû Bi) âûðàæåí áîëüøå,
÷åì ýôôåêò ïàíêðåàòè÷åñêîé. Íàðÿäó ñ êàòàëèòè÷åñêè
àêòèâíîé ÐÍÊàçîé Bi áûëà èçó÷åíà åå ôîòîèíàêòèâèðî-
âàííàÿ ôîðìà, îñòàòî÷íàÿ àêòèâíîñòü êîòîðîé ñîñòàâëÿ-
ëà îêîëî 0.1 % îò èñõîäíîé. Íà ðèñ. 1 ïðèâåäåíû äàííûå
î âëèÿíèè ôîòîèíàêòèâèðîâàííîãî ïðåïàðàòà ìèêðîá-
íîé ðèáîíóêëåàçû íà ñïîíòàííóþ è èíäóöèðîâàííóþ
ÕË ìàêðîôàãîâ. Îòñóòñòâèå çàâèñèìîñòè äîçà—ýôôåêò
(îñòàòî÷íàÿ êàòàëèòè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü—ýôôåêò) ñâèäå-
òåëüñòâóåò î òîì, ÷òî êàòàëèòè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü ðèáî-
íóêëåàçû íå âëèÿåò íà îáà ýôôåêòà.

Ýëåêòðîñòàòè÷åñêîå âçàèìîäåéñòâèå ëèãàíäîâ ñ ïðî-
òèâîïîëîæíî çàðÿæåííûìè ìèøåíÿìè ïîäàâëÿåòñÿ îä-
íîâàëåíòíûìè êàòèîíàìè. Â ñâÿçè ñ ýòèì ìû ñðàâíèëè
ÕË-îòâåò ìàêðîôàãîâ ïðè äåéñòâèè íà íèõ ÐÍÊàç â ñîëå-
âîé è áåññîëåâîé èçîòîíè÷åñêèõ ñðåäàõ. Ñðàâíèòåëüíîå
èçó÷åíèå àêòèâàöèè ìàêðîôàãîâ ÐÍÊàçàìè â ñðåäàõ ñ
ðàçëè÷íîé èîííîé ñèëîé ïîêàçàëî, ÷òî â áåññîëåâîé ñðå-
äå ÕË-îòâåò êëåòîê ïî ñóììå ñâåòîñèãíàëà â 1.76—2.30
ðàçà âûøå, ÷åì â ñîëåâîé (ðèñ. 2). Ïðè ýòîì îòâåò êëåòîê
ñèëüíåå âûðàæåí ïðè äåéñòâèè íà íèõ ìèêðîáíîé ÐÍÊà-
çû ïî ñðàâíåíèþ ñ ïàíêðåàòè÷åñêîé. Óìåíüøåíèå ýêðà-
íèðîâàíèÿ îòðèöàòåëüíîãî çàðÿäà ìåìáðàíû ïðè çàìåíå
ñîëåâîé ñðåäû íà ñàõàðîçó óñèëèâàåò âçàèìîäåéñòâèå
ìåæäó îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííîé êëåòî÷íîé ìåìáðàíîé
è èññëåäóåìûì áåëêîì, íàõîäÿùèìñÿ â óñëîâèÿõ ýêñïå-
ðèìåíòà â êàòèîííîé ôîðìå, è ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ

ÕË-îòâåòà. Îá ýëåêòðîñòàòè÷åñêîì õàðàêòåðå âçàèìî-
äåéñòâèÿ ÐÍÊàç ñ ìåìáðàíîé ñâèäåòåëüñòâóåò è ñíèæå-
íèå àêòèâèðóþùåãî äåéñòâèÿ ñóêöèíèëèðîâàííîãî ïðî-
èçâîäíîãî ÐÍÊàçû Bi äî óðîâíÿ êîíòðîëÿ. Êàê èçâåñòíî,
â ïðîöåññå ñóêöèíèëèðîâàíèÿ áåëêà ïðîèñõîäèò ïðåâðà-
ùåíèå ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûõ îñòàòêîâ ëèçèíà â îò-
ðèöàòåëüíî çàðÿæåííûå êàðáîêñèëüíûå ãðóïïû, ÷òî ñî-
ïðîâîæäàåòñÿ óìåíüøåíèåì ïîëîæèòåëüíîãî çàðÿäà ìî-
äèôèöèðîâàííîãî áåëêà (ðèñ. 1, à).

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íåò äàííûõ î íàëè÷èè ó æèâîò-
íûõ êëåòîê ðåöåïòîðîâ äëÿ ýêçîãåííûõ ÐÍÊàç, âñëåäñò-
âèå ÷åãî îíè ìîãóò âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ êëåòêîé íå ðå-
öåïòîðíî-çàâèñèìûì ýíäîöèòîçîì, à, âåðîÿòíåå âñåãî,
àäñîðáöèîííûì ñïîñîáîì (Èëüèíñêàÿ, Ìàêàðîâ, 2005).
Âàæíóþ ðîëü ïðè ýòîì èãðàåò îñíîâíîñòü (êàòèîíèçà-
öèÿ) ôåðìåíòà. Â îñíîâå âçàèìîäåéñòâèÿ ïîëîæèòåëüíî
çàðÿæåííûõ ïîëèýëåêòðîëèòîâ, â òîì ÷èñëå íåêîòîðûõ
îñíîâíûõ áåëêîâ, ëåæèò ñïîñîáíîñòü ïîëèêàòèîíîâ îá-
ðàçîâûâàòü «ñøèâêè» ýëåêòðîîòðèöàòåëüíûõ îáëàñòåé
êëåòî÷íûõ ìåìáðàí, ÷òî ïðèâîäèò ê äåñòðóêòóðèðîâà-
íèþ ëèïèäíîãî áèñëîÿ è ìîæåò îòðàçèòüñÿ íà ôóíêöèî-
íèðîâàíèè ìåìáðàíû. Âîçäåéñòâèå ïîëèêàòèîíîâ íà
êëåòêè, â îáùåì, îäíîòèïíî, îäíàêî êîëè÷åñòâåííî ýô-
ôåêòû ðàçíûõ ïðåïàðàòîâ ìîãóò ðàçëè÷àòüñÿ. Íàèáîëü-
øåå çíà÷åíèå èìåþò ïëîòíîñòü çàðÿäà è ìîëåêóëÿðíàÿ
ìàññà (Ïëàòý, Âàñèëüåâ, 1986). Íà ïåðâûé âçãëÿä ýëåêò-
ðîñòàòè÷åñêèå ñèëû ëèøåíû ñïåöèôè÷íîñòè. Âìåñòå ñ
òåì ðàçíàÿ àêòèâíîñòü îäèíàêîâî çàðÿæåííûõ âåùåñòâ
ïîêàçûâàåò, ÷òî êðîìå çàðÿäà ìåìáðàííûå ñòðóêòóðû
êëåòîê ñïîñîáíû äèôôåðåíöèðîâàòü ýëåêòðîñòàòè÷åñêèé
ïðîôèëü ïîëèýëåêòðîëèòîâ ïî òèïó ñïåöèôè÷åñêîé ðå-
öåïöèè.

Îñíîâûâàÿñü íà ýòèõ ïðåäñòàâëåíèÿõ è ïðèíèìàÿ âî
âíèìàíèå ýëåêòðîñòàòè÷åñêèé õàðàêòåð âçàèìîäåéñòâèÿ
ÐÍÊàç ñ ìåìáðàíîé ìàêðîôàãîâ, ìû ðàññ÷èòàëè ñóììàð-
íûé çàðÿä è äèïîëüíûé ìîìåíò ôåðìåíòíûõ áåëêîâ ïðè
pH 7.2. Ñóììàðíûé çàðÿä ÐÍÊàçû A îêàçàëñÿ ðàâíûì +3,
à ÐÍÊàçû Bi — +5, äèïîëüíûé ìîìåíò — ñîîòâåòñòâåí-
íî 544.5 è 224.8 Ä. Òàêèì îáðàçîì, çàðÿä ÐÍÊàçû Bi
âûøå, à äèïîëüíûé ìîìåíò çíà÷èòåëüíî íèæå, ÷åì ñîîò-
âåòñòâóþùèå âåëè÷èíû äëÿ ÐÍÊàçû A. Ïîñëåäíåå ñâèäå-
òåëüñòâóåò îá îòíîñèòåëüíî ëîêàëüíîì ðàñïîëîæåíèè
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Ðèñ. 1. Âëèÿíèå ðèáîíóêëåàç íà ñïîíòàííóþ (à) è èíäóöèðî-
âàííóþ ôàãîöèòîçîì áàêòåðèé (á) õåìèëþìèíåñöåíöèþ (S) ïå-

ðèòîíåëüíûõ ìàêðîôàãîâ êðûñû.

1 — êîíòðîëü (à — èíòàêòíûå ìàêðîôàãè, á — ìàêðîôàãè ñ äîáàâëåíèåì
áàêòåðèé), 2 — ÐÍÊàçà À, 3 — ÐÍÊàçà Bi, 4 — èíàêòèâèðîâàííàÿ ÐÍÊàçà
Bi, 5 — cóêöèíèëèðîâàííàÿ ÐÍÊàçà Bi. Êîíöåíòðàöèÿ ïðåïàðàòà
25 ìêã/ìë. Àêòèâíîñòü ÐÍÊàçû Bi 1.5 · 106 óñë. åä./ìã, èíàêòèâèðîâàí-

íîé ÐÍÊàçû Bi — 730 óñë. åä./ìã.

Ðèñ. 2. Èçìåíåíèå õåìèëþìèíåñöåíöèè ìàêðîôàãîâ â ñîëåâîé
(à) è áåññîëåâîé (á) ñðåäàõ â îòâåò íà ââåäåíèå ÐÍÊàçû.

1 — êîíòðîëü (èíòàêòíûå êëåòêè), 2 — ÐÍÊàçà À, 3 — ÐÍÊàçà Bi. Êîí-
öåíòðàöèÿ ïðåïàðàòà 25 ìêã/ìë.



çàðÿäîâ â ìîëåêóëå ïàíêðåàòè÷åñêîé ÐÍÊàçû è áîëåå
ðàâíîìåðíîì ðàñïðåäåëåíèè çàðÿäîâ íà ïîâåðõíîñòè áåë-
êîâîé ãëîáóëû ÐÍÊàçû Bi. Áîëüøèé ïîëîæèòåëüíûé çàðÿä
ÐÍÊàçû Bi îáåñïå÷èâàåò áîëåå ñèëüíîå âçàèìîäåéñòâèå
ôåðìåíòà ñ îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííîé ìåìáðàíîé ìàêðîôà-
ãà, à ðàâíîìåðíîå ðàñïîëîæåíèå çàðÿäîâ ïðèâîäèò ê áîëü-
øåé ïëîùàäè ïîâåðõíîñòè âçàèìîäåéñòâèÿ. Ýòî â êîíå÷-
íîì ñ÷åòå ñïîñîáñòâóåò óâåëè÷åíèþ ýôôåêòèâíîñòè äåéñò-
âèÿ ìèêðîáíîé ÐÍÊàçû íà ìåìáðàíó ìàêðîôàãîâ ïî
ñðàâíåíèþ ñ äåéñòâèåì ïàíêðåàòè÷åñêîãî ôåðìåíòà.

Àíàëèç ïîëó÷åííûõ â ðàáîòå äàííûõ ïîçâîëÿåò ñäå-
ëàòü ñëåäóþùåå çàêëþ÷åíèå. Áåëêîâûå ïîëèêàòèîíû, â
÷àñòíîñòè ÐÍÊàçû, êàê è îïèñàííûå â ëèòåðàòóðå ñèíòå-
òè÷åñêèå ñîåäèíåíèÿ êàòèîííîé ïðèðîäû (Êîðêèíà è
äð., 1985, 1987), ñâÿçûâàþòñÿ ñ ìåìáðàíîé ìàêðîôàãîâ
çà ñ÷åò íåñïåöèôè÷åñêèõ ýëåêòðîñòàòè÷åñêèõ ñèë. Èñ-
ñëåäîâàííûå ÐÍÊàçû ïî÷òè íå îòëè÷àþòñÿ äðóã îò äðóãà
ïî ìîëåêóëÿðíîé ìàññå, íî èìåþò ðàçëè÷íûå èçîýëåêò-
ðè÷åñêèå òî÷êè. Ïðè ýòîì áîëåå îñíîâíàÿ ïî çíà÷åíèþ
èçîýëåêòðè÷åñêîé òî÷êè ÐÍÊàçà A ìåíåå ýôôåêòèâíà â
îòíîøåíèè ìàêðîôàãîâ, ÷åì ìèêðîáíûé ôåðìåíò. Òàêèì
îáðàçîì, îñíîâíîñòü êàê õàðàêòåðèñòèêà íå îïðåäåëÿåò
ýôôåêòèâíîñòü äåéñòâèÿ ïðåïàðàòà íà êëåòî÷íóþ ìåìá-
ðàíó. Êàê ñëåäóåò èç ðåçóëüòàòîâ íàñòîÿùèõ èññëåäîâà-
íèé, ýôôåêòèâíîñòü âçàèìîäåéñòâèÿ áåëêîâîãî ïîëèêà-
òèîíà ñ êëåòêîé çàâèñèò îò ñóììàðíîãî çàðÿäà è åãî ðàñ-
ïðåäåëåíèÿ íà ïîâåðõíîñòè áåëêîâîé ìîëåêóëû ïðè
óðîâíå pH, ñîîòâåòñòâóþùåì óñëîâèÿì âçàèìîäåéñòâèÿ.

Íåñïåöèôè÷åñêèå ñèëû ýëåêòðîñòàòè÷åñêîãî âçàèìî-
äåéñòâèÿ èìåþò çíà÷åíèå íå òîëüêî äëÿ ïðîÿâëåíèÿ èëè
óñèëåíèÿ ðàçëè÷íîãî ðîäà ýôôåêòîâ, ðåàëèçóåìûõ ÷åðåç
êëåòî÷íóþ ìåìáðàíó. Îíè ìîãóò îáåñïå÷èòü ïðåäïî÷òè-
òåëüíîñòü ñâÿçûâàíèÿ áèîëîãè÷åñêè àêòèâíîãî ëèãàíäà ñ
êëåòêàìè (ãðóïïàìè êëåòîê). Âûáîð ïðåäïî÷òèòåëüíîãî
ëèãàíäà â ñëó÷àå êàòèîííûõ áåëêîâ ìîæåò áûòü äîñòèã-
íóò êàê ñêðèíèíãîì ïðåïàðàòîâ, âûäåëåííûõ èç ðàçëè÷-
íûõ èñòî÷íèêîâ, òàê è öåëåíàïðàâëåííûì èçìåíåíèåì
ñòðóêòóðû áåëêà ïóòåì õèìè÷åñêîé ìîäèôèêàöèè è
ñàéò-ñïåöèôè÷åñêîãî ìóòàãåíåçà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ãîñêîí-
òðàêòîâ ¹ 02.434.11.3020 è 02.451.11.709, ïðîãðàììû

«Ðàçâèòèå ïîòåíöèàëà âûñøåé øêîëû» ÐÍÏ.2.1.1.1005
è Ôîíäà ÀÍ Ðåñïóáëèêè Òàòàðñòàí (ÍÈÎÊÐ ÀÍ ÐÒ
03-3.10-230/2005).
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THE PECULIARITIES OF ELECTROSTATIC INTERACTION OF PANCREATIC

AND MICROBIAL RIBONUCLEASES WITH MACROPHAGES IN VITRO

N. V. Kalacheva, A. V. Narulina, B. M. Kurinenko

Department of Microbiology, Laboratory of Engineering Enzymology, Kazan State University;

e-mail: Natalia.Kalacheva@ksu.ru

The interaction of RNase A and RNase Bacillus intermedius with peritoneal macrophage of rats has been
studied. To estimate the efficiency of this interaction the spontaneous chemiluminescence and induced by pha-
gocytosis chemiluminescence of macrophages were investigated. It has been shown that electrostatic interaction
of enzyme proteins with negatively charged cell membrane makes substantional contribution to the development
of chemiluminescence reply of macrophages. The RNase A, which is more basical than the other (i. e. it has lar-
ger value of pI) is less effective with respect to macrophages. The calculation of total charge and dipole moment
of pancreatic and microbial RNases showed that the efficiency of interaction between protein polycation and a
cell was not connected with pI and depended on the charge and its distribution on the surface of protein molecu-
le at the given pH value.

K e y w o r d s: RNase A, RNase Bacillus intermedius, macrophage, electrostatic interaction, total charge
and dipole moment.
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