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×àñòè÷íàÿ õàðàêòåðèñòèêà öåðóëîïëàçìèíà êðûñû

Àáèîãåííûå èîíû Ag(I) áëàãîäàðÿ ñõîäñòâó ýëåêòðîííîé ñòðóêòóðû ñ èîíàìè ìåäè (I) ñïîñîáíû
êîíêóðèðîâàòü ñ Cu(I) çà ñâÿçûâàíèå ñ áåëêàìè, òðàíñïîðòèðóþùèìè ìåäü èç âíåêëåòî÷íîãî ïðîñòðàíñò-
âà ê ìåñòàì ôîðìèðîâàíèÿ êóïðîýíçèìîâ â êëåòêå. Ó æèâîòíûõ, ïîëó÷àþùèõ ñ êîðìîì ñîëè ñåðåáðà,
ðàçâèâàåòñÿ äåôèöèò âíåêëåòî÷íîé ìåäè, àññîöèèðîâàííîé ñ öåðóëîïëàçìèíîì (ÖÏ), îñíîâíûì ìåäüïå-
ðåíîñÿùèì áåëêîì ñûâîðîòêè êðîâè ïîçâîíî÷íûõ. Â ðàáîòå ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû èçó÷åíèÿ áèîõè-
ìè÷åñêèõ è ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ ñâîéñòâ ÖÏ ñûâîðîòêè êðîâè êðûñ, â òå÷åíèå 4 íåä ïîëó÷àâøèõ ñ ïèùåé
AgCl (Ag-êðûñû). Ìåòîäîì èîíîîáìåííîé õðîìàòîãðàôèè èç ñûâîðîòêè êðîâè Ag-êðûñ ïîëó÷åí íàáîð
ôðàêöèé ÖÏ (Ag-ÖÏ), ýëþèðîâàííûõ ñòóïåí÷àòûì ãðàäèåíòîì NaCl. Äëÿ êàæäîé ôðàêöèè ìåòîäàìè
ïðÿìîãî îïðåäåëåíèÿ ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè â ãåëå îöåíåíà îêñèäàçíàÿ è ôåððîêñèäàçíàÿ àêòèâ-
íîñòü è èçìåðåíà êèíåòè÷åñêèì ìåòîäîì êàòàëèòè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü â ðåàêöèè îêèñëåíèÿ ñïåöèôè÷å-
ñêîãî õðîìîãåííîãî ñóáñòðàòà äëÿ õîëî-ÖÏ. Ìîëåêóëÿðíàÿ ìàññà, îòíîñèòåëüíàÿ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêàÿ
ïîäâèæíîñòü è ñîîòíîøåíèå àïî- è õîëî-ôîðì Ag-ÖÏ óñòàíîâëåíû ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà. Ïðîäå-
ìîíñòðèðîâàíî, ÷òî ïðåïàðàòû Ag-ÖÏ íå ñîäåðæàò ïðîäóêòîâ ñïîíòàííîé îãðàíè÷åííîé ïðîòåîëèòè÷å-
ñêîé äåãðàäàöèè, õàðàêòåðíûõ äëÿ ïðåïàðàòîâ õîëî-ÖÏ. Ôðàêöèè Ag-ÖÏ ñîïîñòàâëåíû ïî îïòè÷åñêèì
ñïåêòðàëüíûì ñâîéñòâàì, òðåòè÷íîé ñòðóêòóðå, óñòîé÷èâîñòè ê òåïëîâîé äåíàòóðàöèè, à òàêæå ñîäåðæà-
íèþ èîíîâ ìåäè è ñåðåáðà ñ õîëî-ÖÏ ñûâîðîòêè êðîâè èíòàêòíûõ êðûñ. Ïîêàçàíî, ÷òî ïðåïàðàò Ag-ÖÏ
ñîäåðæèò ïðèìåðíî 1—2 % ÖÏ, ôåðìåíòàòèâíûå è ñïåêòðàëüíûå õàðàêòåðèñòèêè êîòîðîãî ñîâïàäàþò ñ
õîëî-ÖÏ. Â ïðåïàðàòå Ag-ÖÏ ñîîòíîøåíèå [Ag] : [Cu] ñîîòâåòñòâóåò ïðèìåðíî 4 : 1. Ïî äàííûì êðóãî-
âîãî äèõðîèçìà è äèôôåðåíöèàëüíîé ñêàíèðóþùåé êàëîðèìåòðèè, òðåòè÷íàÿ ñòðóêòóðà áîëüøèíñòâà
ìîëåêóë â Ag-ÖÏ íàðóøåíà, ÷òî, âîçìîæíî, ïîâûøàåò èõ óñòîé÷èâîñòü ê ñïîíòàííîé îãðàíè÷åííîé ïðî-
òåîëèòè÷åñêîé äåãðàäàöèè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìåòàáîëèçì ìåäè, öåðóëîïëàçìèí, òðàíñïîðò Cu(I)/Ag(I), Ag-öåðóëîïëàçìèí,
èîíîîáìåííàÿ õðîìàòîãðàôèÿ, êðóãîâîé äèõðîèçì, ñêàíèðóþùàÿ êàëîðèìåòðèÿ

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÔÊ — àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà, ÊÄ — êðóãîâîé äèõðîèçì, ÖÏ —
öåðóëîïëàçìèí, Ag-ÖÏ — ÖÏ, èçîëèðîâàííûé èç ñûâîðîòêè êðîâè êðûñ, ñ äåôèöèòîì ìåäè, âûçâàííûì
äîáàâëåíèåì õëîðèäà ñåðåáðà â êîðì.

Ìåäü ÿâëÿåòñÿ ñòðóêòóðíûì (Siebert et al., 2005) è êà-
òàëèòè÷åñêèì (Karlin, 1993; MacPherson, Murphy, 2007)
êîôàêòîðîì æèçíåííî âàæíûõ ôåðìåíòîâ è ó÷àñòâóåò â
ñèãíàëèíãå (Mufti et al., 2007). Â òî æå âðåìÿ ñâîáîäíûå
èîíû ìåäè ïðîâîöèðóþò îáðàçîâàíèå ÀÔÊ (Linder, 2001),
êîòîðûå äåéñòâóþò ïîäîáíî èîíèçèðóþùåìó èçëó÷åíèþ.
Ïîääåðæèâàþò áàëàíñ ìåäè è îáåñïå÷èâàþò åå áåçîïàñ-
íûé ïåðåíîñ ìåäüòðàíñïîðòíûå áåëêè, áëàãîäàðÿ êîòî-
ðûì â êëåòêàõ è âî âíåêëåòî÷íûõ ïðîñòðàíñòâàõ ñâîáîä-
íûõ èîíîâ ìåäè íåò (Rae et al., 1999; Van den Berghe,
Klomp, 2009). Äàæå íåçíà÷èòåëüíîå èçìåíåíèå ñòðóêòóðû
ýòèõ áåëêîâ âåäåò ê íàðóøåíèþ áàëàíñà ìåäè, êîòîðîå
âûðàæàåòñÿ â íàêîïëåíèè íåèñïîëüçóåìîé ìåäè â êëåòêå
è (èëè) â ðàçâèòèè äåôèöèòà ìåòàáîëè÷åñêîé ìåäè. Â ðå-
çóëüòàòå ïàäàåò àêòèâíîñòü êóïðîýíçèìîâ, íàðóøàåòñÿ

ðàñïðåäåëåíèå æåëåçà, äâóíàïðàâëåííûé òðàíñïîðò êîòî-
ðîãî ÷åðåç ìåìáðàíû êîíòðîëèðóþò ìóëüòèìåäíûå ôåð-
ðîêñèäàçû, óâåëè÷èâàåòñÿ óðîâåíü ÀÔÊ, ðàçðóøàåòñÿ
ñòðóêòóðà áèîïîëèìåðîâ, èíäóöèðóåòñÿ ôèáðèëëîãåíåç è
ðàçâèâàþòñÿ íåéðîäåãåíåðàòèâíûå çàáîëåâàíèÿ (Gaggelli et
al., 2006). Âûñîêèé óðîâåíü ÀÔÊ òàêæå ìîæåò ïðîâîöèðî-
âàòü îïóõîëåâûé ðîñò (Walshe et al., 2003; Brown et al.,
2007). Ïîýòîìó õåëàòîðû ìåäè ðàññìàòðèâàþò êàê ïåðñïåê-
òèâíûå ïðîòèâîîïóõîëåâûå ïðåïàðàòû (Daniel et al., 2007).

Âåðîÿòíî, ìåòàáîëèçì ìåäè ñâÿçàí ñ îïóõîëåâûì ðîñ-
òîì íåñêîëüêèìè àëüòåðíàòèâíûìè ïóòÿìè. Òàê, ïîñòóï-
ëåíèå ìåäè â êëåòêó è åå ñâÿçûâàíèå ñ Õ-ñöåïëåííûì èí-
ãèáèòîðîì àïîïòîçà ìîãóò èíèöèèðîâàòü àïîïòîç (Mufti
et al., 2007). Ñëåäîâàòåëüíî, ìåäü ìîæåò áûòü è ïðîòèâî-
îïóõîëåâûì ïðåïàðàòîì (Pang, Chau, 1999; Viola-Rhenals

960

2 0 1 0 Ö È Ò Î Ë Î Ã È ß Ò î ì 52, ¹ 11



et al., 2007; Marzano et al., 2009; Tisato et al., 2009). Ñ äðó-
ãîé ñòîðîíû, íîâûå ïîêîëåíèÿ êëåòîê íóæäàþòñÿ â ïîñòî-
ÿííîì ïðèòîêå èîíîâ ìåäè. Âîçìîæíî, ïîýòîìó îïóõîëå-
âûé ðîñò ëþáîé ëîêàëèçàöèè è ñâÿçàííûé ñ íèì àíãèîãå-
íåç ñîïðîâîæäàþòñÿ ïîâûøåíèåì â êðîâè êîíöåíòðàöèè
ìåäüòðàíñïîðòíîãî áåëêà öåðóëîïëàçìèíà (ÖÏ, ôåððî-
êñèäàçà, èëè æåëåçî(II) : êèñëîðîä îêñèäîðåäóêòàçà,
ÊÔ 1.16.3.1) (Cooper, 1983; Âàâèëîâà è äð., 2005). Çíà÷èò,
ìîæíî îæèäàòü, ÷òî áëîêèðîâàíèå ïóòåé äîñòàâêè ìåäè ê
îïóõîëè ïðèâåäåò ê ñíèæåíèþ ñêîðîñòè åå ðîñòà. Íåäàâ-
íî ïîêàçàíî, ÷òî ìåìáðàííûå òðàíñïîðòåðû ìåäè ó÷àñò-
âóþò â ïåðåíîñå ïðîòèâîîïóõîëåâîãî ïðåïàðàòà öèñïëà-
òèíà â êëåòêè (Safaei, 2006). Íå ñóùåñòâóåò îáúÿñíåíèÿ
òîãî, êàêèì îáðàçîì ñîåäèíåíèÿ Pt(II), ïîäîáíûå öèñïëà-
òèíó, ìîãóò èñïîëüçîâàòü âûñîêîñïåöèôè÷íûå äëÿ Cu(I)
ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ è êàíàëû. Ìîæíî äóìàòü, ÷òî ïåðåíîñ
ìåäè è ïëàòèíû îñóùåñòâëÿåòñÿ ïî ìåõàíèçìó ñèìïîðòà.
Íà ýòî êîñâåííî óêàçûâàåò òîò ôàêò, ÷òî äåôèöèò ìåäè
ñíèæàåò ñêîðîñòü ïîñòóïëåíèÿ ïëàòèíû â êëåòêè (Êëîò-
÷åíêî è äð., 2008).

Èçó÷åíèå ìåõàíèçìîâ ó÷àñòèÿ ìåäè â ïåðå÷èñëåííûõ
âûøå ïðîöåññàõ íóæäàåòñÿ â ðàçëè÷íûõ ýêñïåðèìåíòàëü-
íûõ ìîäåëÿõ. Îäíà èç íèõ ìîæåò îêàçàòüñÿ ïîëåçíîé —
ýòî æèâîòíàÿ ìîäåëü ñ äåôèöèòîì ìåäè, àññîöèèðîâàí-
íîé ñ ÖÏ. Ïî÷òè 30 ëåò íàçàä áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ó êðûñ
äîáàâëåíèå ñîëåé ñåðåáðà â ïèùó âûçûâàåò ïàäåíèå îêñè-
äàçíîé àêòèâíîñòè ÖÏ (Schreiber et al., 1980). Îäíàêî â
ïå÷åíè ó òàêèõ êðûñ (Ag-êðûñ) ýêñïðåññèÿ ãåíîâ ìåäü-
òðàíñïîðòíûõ áåëêîâ è êóïðîýíçèìîâ, óäåëüíîå ñîäåðæà-
íèå ìåäè, à òàêæå ôåðìåíòàòèâíàÿ àêòèâíîñòü âíóòðèêëå-
òî÷íûõ êóïðîýíçèìîâ íå ìåíÿþòñÿ (Êëîò÷åíêî è äð.,
2008). Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî Ag-êðû-
ñû ìîãóò áûòü öåííîé ìîäåëüþ äëÿ èçó÷åíèÿ ïóòåé äî-
ñòàâêè ìåäè ê êëåòêàì íåãåïàòîöèòàðíûõ ðÿäîâ è êëåòêàì
ðàñòóùèõ îïóõîëåé, äëÿ èññëåäîâàíèÿ âëèÿíèÿ äåôèöèòà
ìåäè íà îáìåí æåëåçà è èçó÷åíèÿ âçàèìîñâÿçè óðîâíÿ
ìåäè è ýôôåêòèâíîñòè ïîñòóïëåíèÿ â êëåòêè ïëàòèíîâûõ
ïðåïàðàòîâ. Ê òîìó æå Ag-êðûñû ìîãóò áûòü èñïîëüçîâà-
íû â êà÷åñòâå ìîäåëè àöåðóëîïëàçìèíåìèè — íàñëåäñò-
âåííîãî ìîíîãåííîãî àóòîñîìíî-ðåöåññèâíîãî çàáîëåâà-
íèÿ, ðàçâèâàþùåãîñÿ èç-çà ìóòàöèé â ãåíå ÖÏ (Harris et
al., 1995).

Ïðåäñòàâëåííàÿ ðàáîòà ÿâëÿåòñÿ ýòàïîì â ðàçðàáîòêå
ýòîé ìîäåëè è ïîñâÿùåíà áèîõèìè÷åñêîé è ôèçèêî-õèìè-
÷åñêîé îöåíêå ÖÏ, êîòîðûé öèðêóëèðóåò â êðîâîòîêå
Ag-êðûñ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ðàáîòó âûïîëíÿëè íà âçðîñëûõ êðûñàõ-ñàìöàõ ëèíèè
Âèñòàð, ïðèîáðåòåííûõ â ïèòîìíèêå ÐÀÍ «Ðàïïîëîâî»
(Ëåíèíãðàäñêàÿ îáë.). Æèâîòíûå ïîëó÷àëè ñòàíäàðòíûé
êîðì, â êîòîðûé äîáàâëÿëè AgCl èç ðàñ÷åòà 50 ìã íà 1 êã
ìàññû òåëà åæåäíåâíî (Ag-äèåòà). Æèâîòíûõ ñîäåðæàëè
ïðè 20—25 °Ñ è âëàæíîñòè 65 % ñî ñìåíîé ñâåòîâîãî ðå-
æèìà ÷åðåç 12 ÷. Êîðì è âîäó îíè ïîëó÷àëè áåç îãðàíè÷å-
íèÿ. Ïîñëå 4-íåäåëüíîãî ñîäåðæàíèÿ íà Ag-äèåòå îêñè-
äàçíàÿ àêòèâíîñòü ñûâîðîòêè êðîâè ó êðûñ íå âûÿâëÿ-
ëàñü. Ïîñëå ëåãêîé àíåñòåçèè äèýòèëîâûì ýôèðîì ó
æèâîòíûõ ñîáèðàëè êðîâü èç øåéíûõ ñîñóäîâ, ïîñëå îá-
ðàçîâàíèÿ ñãóñòêà ñûâîðîòêó îòäåëÿëè öåíòðèôóãèðîâà-
íèåì ïðè 5000 g â òå÷åíèå 10 ìèí.

Ð å à ê ò è â û, èñïîëüçîâàííûå â ðàáîòå, ïðîèçâåäåíû
ôèðìîé Sigma (ÑØÀ). Íàáîðû äëÿ ïðîâåäåíèÿ õ å ì è -

ë þ ì è í å ñ ö å í ò í î ã î è ì ì ó í î á ë î ò è í ã à ï ð è -
î á ð å ò å í û ó ô è ð ì û A m e r s h a m (À í ã ë è ÿ).
Ì î í î ñ ï å ö èô è ÷ å ñ ê è å ï î ë è ê ë î í à ë ü í û å à í ò è-
ò å ë à ê ÖÏ êðûñû ïîëó÷åíû, êàê îïèñàíî ðàíåå (Platono-
va et al., 2007).

Î ê ñ è ä à ç í ó þ à ê ò è â í î ñ ò ü ö å ð ó ë î ï ë à ç ì è í à
îïðåäåëÿëè ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè ñ p-ôåíèëåíäèàìè-
íîì (Ravin, 1961), à òàêæå ïðÿìûì îêðàøèâàíèåì î-äèà-
íèçèäèíîì ïîëèàêðèëàìèäíûõ ãåëåé (ÏÀÀÃ) ïîñëå ôðàê-
öèîíèðîâàíèÿ â íèõ áåëêîâ ñûâîðîòêè êðîâè (Owen,
Smith, 1961). Ýëåêòðîôîðåç ïðîâîäèëè â 8%-íîì ÏÀÀÃ â
ïðåðûâèñòîé ñèñòåìå ðÍ áåç SDS.

Ô å ð ð î ê ñ è ä à ç í ó þ à ê ò è â í î ñ ò ü áåëêîâ âûÿâëÿ-
ëè îêðàøèâàíèåì 8%-íîãî ÏÀÀÃ. Ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà â
ïðåðûâèñòîé ñèñòåìå ðÍ áåç SDS ãåëü ïîìåùàëè íà 2 ÷
ïðè 37 °Ñ â ñâåæåïðèãîòîâëåííûé ðàñòâîð 0.008%-íîé
ñîëè Ìîðà, ïðèãîòîâëåííîé íà íàòðèé-àöåòàòíîì áóôåðå
(100 ìÌ, ðÍ 5.0). Ãåëü îòìûâàëè è â òåìíîòå íàñûùàëè
âîäíûì ðàñòâîðîì ôåððîçèíà (15 ìÌ, ðÍ 7.0). Àêòèâ-
íîñòü âûÿâëÿëè ïî èñ÷åçíîâåíèþ ïóðïóðíîé îêðàñêè â
ìåñòàõ ëîêàëèçàöèè ôåððîêñèäàç (Chen et al., 2004).

Î ÷ è ù å í í û é ï ð å ï à ð à ò Ö Ï èç ñûâîðîòêè êðîâè
êîíòðîëüíûõ è Ag-êðûñ ïîëó÷àëè ìåòîäîì èîíîîáìåí-
íîé õðîìàòîãðàôèè â íàòðèé-àöåòàòíîì áóôåðå (áóôåð À,
50 ìÌ, ðÍ 5.5) íà êîëîíêå ñ DEAE-ñåôàðîçîé. Ýëþöèþ
ïðîâîäèëè ñòóïåí÷àòûì ãðàäèåíòîì ðàñòâîðà NaCl, ïðè-
ãîòîâëåííûì íà áóôåðå À (ñòóïåíüêà ñîîòâåòñòâîâàëà
50 ìÌ). Ôðàêöèè, ñîäåðæàâøèå ÖÏ, èäåíòèôèöèðîâàëè
ïî ïðèñóòñòâèþ â íèõ ÖÏ, êîòîðûé âûÿâëÿëè ìåòîäîì
èììóíîáëîòèíãà. ÖÏ-ñîäåðæàùèå ôðàêöèè ñûâîðîòêè
êîíòðîëüíûõ êðûñ îáúåäèíÿëè è ïîäâåðãàëè äîïîëíè-
òåëüíîé î÷èñòêå ïðåöèïèòàöèåé â ñìåñè ýòàíîëà è õëîðî-
ôîðìà, êàê îïèñàíî ðàíåå (Manolis, Cox, 1980). Ôðàêöèè,
ïîëó÷åííûå èç ñûâîðîòêè Ag-êðûñ, ïðîöåäóðå äîïîëíè-
òåëüíîé î÷èñòêè íå ïîäâåðãàëè, èõ àíàëèçèðîâàëè èíäè-
âèäóàëüíî.

Ó Ô - ñ ï å ê ò ð û ï î ã ë î ù å í è ÿ áåëêîâûõ ðàñòâîðîâ
â îïòè÷åñêîì äèàïàçîíå ðåãèñòðèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ñïåê-
òðîôîòîìåòðà Specord-M40 (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ) â ðàç-
áîðíûõ êâàðöåâûõ êþâåòàõ ñ äëèíîé îïòè÷åñêîãî ïóòè
0.05 ñì. Êèíåòè÷åñêèå èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè â òåðìîñòà-
òèðîâàííûõ êþâåòàõ ïðè 37.0 � 0.2 °C. Â îïòè÷åñêèå
ñïåêòðû áåëêîâ ââîäèëè ïîïðàâêó íà ðàññåÿíèå ïóòåì âû-
÷èòàíèÿ âêëàäà ðýëååâñêîãî ðàññåÿíèÿ (1 4λ ), îöåíåííîãî
ïî áàçîâîé ëèíèè ñïåêòðà ýêñòèíêöèè D(l) â äâîéíûõ ëî-
ãàðèôìè÷åñêèõ êîîðäèíàòàõ.

È ç ì å ð å í è å ñ ê î ð î ñ ò è ô å ð ì å í ò à ò è â í î ã î
î ê è ñ ë å í è ÿ î-äèàíèçèäèíà î÷èùåííûìè ïðåïàðàòàìè
ÖÏ ïðîèçâîäèëè ñëåäóþùèì îáðàçîì. Ðàáî÷èé ðàñòâîð
o-äèàíèçèäèíà ãîòîâèëè ðàçâåäåíèåì 1%-íîãî ðàñòâîðà
o-äèàíèçèäèíà â 60 ìM HCl â ïðèñóòñòâèè 2%-íîãî ýòà-
íîëà 12 îáúåìàìè íàòðèé-àöåòàòíîãî áóôåðà (40 ìÌ,
pH 5.5) è âûäåðæèâàëè 1 ñóò â òåìíîòå ïðè 25 °C. Äëÿ èç-
ìåðåíèÿ îêñèäàçíîé àêòèâíîñòè 10 ìêë òåñòèðóåìîãî îá-
ðàçöà äîáàâëÿëè â êþâåòó 0.5 ñì, ñîäåðæàùóþ 1 ìë ðàáî-
÷åãî ðàñòâîðà, ïðîãðåòîãî äî 37 °C, ãåðìåòèçèðîâàëè è èç-
ìåðÿëè ïîãëîùåíèå â òå÷åíèå 20—35 ìèí (15—25 òî÷åê).
Ñòàáèëüíîñòü ðàáî÷åãî ðàñòâîðà êîíòðîëèðîâàëè ïåðèî-
äè÷åñêèì èçìåðåíèåì ïðåïàðàòà ÖÏ êîíòðîëüíûõ êðûñ
(10 ìã/ìë). Îêñèäàçíóþ àêòèâíîñòü îïðåäåëÿëè ïóòåì ëè-
íåéíîé ðåãðåññèè çàâèñèìîñòè îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè íà
äëèíå âîëíû 450 íì (D450) îò âðåìåíè. Êðèòåðèé Ïèðñîíà
r2 âî âñåõ ñëó÷àÿõ ñîñòàâèë íå ìåíåå 0.999, ðàçáðîñ ðå-
çóëüòàòîâ — íå áîëåå 10 %. Îêñèäàçíóþ àêòèâíîñòü âû-
ðàæàëè â óñë. åä., ñîîòâåòñòâóþùèõ èçìåíåíèþ D450 â ðå-

×àñòè÷íàÿ õàðàêòåðèñòèêà öåðóëîïëàçìèíà êðûñû 961



àêöèè îêèñëåíèÿ ðàáî÷åãî ðàñòâîðà íà 1 ñì–1 çà 1 ÷ ïðè
37 °C. Íåñïåöèôè÷åñêîå îêèñëåíèå ñîñòàâëÿëî ìåíåå
10–5 óñë. åä.

Ñ ï å ê ò ð û ê ð ó ã î â î ã î ä è õ ð î è ç ì à (ÊÄ) ñíèìàëè
íà äèõðîãðàôå Mark-V (Jobin-Yvon, Ôðàíöèÿ), êàëèáðî-
âàííîì (+)-10-D-êàìôîðñóëüôîíîâîé êèñëîòîé. Èçìåðå-
íèÿ ïðîâîäèëè â ðàçáîðíûõ êþâåòàõ 0.05 ñì (áëèæíèé
ÓÔ è âèäèìûé äèàïàçîíû) è êþâåòàõ 0.001 ñì (äàëüíèé
ÓÔ). Ñïåêòðû â äàëüíåì ÓÔ-äèàïàçîíå ïðèâîäèëè
ê ñðåäíåé ìîëÿðíîé ýëëèïòè÷íîñòè íà àìèíîêèñëîòíûé
îñòàòîê ([q], ãðàä�ñì2/äìîëü–1), â âèäèìîì è áëèæíåì
ÓÔ-äèàïàçîíàõ ðàññ÷èòûâàëè ìîëÿðíóþ ýëëèïòè÷íîñòü
íà ìîëåêóëó áåëêà [q]M; ïðèíèìàëè, ÷òî ÖÏ êðûñû èìå-
åò ìîë. ìàññó 130 êÄà è ñîäåðæèò 1040 îñòàòêîâ (Fleming,
Gitlin, 1990). Âòîðè÷íàÿ ñòðóêòóðà áûëà ïðîàíàëè-
çèðîâàíà ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû CDNN 2.1 ñ èñïîëüçîâà-
íèåì êàëèáðîâî÷íîãî íàáîðà èç 33 áåëêîâ (Bohm et al.,
1992).

Ê ð è â û å ï ë à â ë å í è ÿ èçìåðÿëè íà äèôôåðåí-
öèàëüíîì ñêàíèðóþùåì êàëîðèìåòðå ÄÑÊ-4 (ÑÑÑÐ). Äëÿ
ïëàâëåíèÿ èñïîëüçîâàëè ðàñòâîð áåëêà (1.5 ìã/ìë) â áó-
ôåðå À â ïðèñóòñòâèè 15 ìÌ NaCl; ñêîðîñòü íàãðåâàíèÿ
ñîñòàâëÿëà 1 Ê/ìèí. Äàííûå êîððåêòèðîâàëè ïóòåì âû-
÷èòàíèÿ êðèâîé òåïëîåìêîñòè áóôåðà, íå ñîäåðæàùåãî
áåëêà.

Ê î í ö å í ò ð à ö è þ ì å ò à ë ë î â èçìåðÿëè ìåòîäîì
àòîìíî-àáñîðáöèîííîé ñïåêòðîìåòðèè ñ ýëåêòðîòåðìè÷å-
ñêîé àòîìèçàöèåé è Çååìàíîâñêîé êîððåêöèåé íåñåëåê-
òèâíîãî ïîãëîùåíèÿ íà ñïåêòðîìåòðå Model 4100ZL (Per-
kin-Elmer, ÑØÀ). Âñå ðàñòâîðû ãîòîâèëè íà äåèîíèçî-

âàííîé âîäå, äîïîëíèòåëüíî îáðàáîòàííîé ñìîëîé Õå-
ëåêñ-100. Êîíöåíòðàöèþ áåëêà îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ
ðåàêòèâà Áðýäôîðä.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ó êðûñ Ag-äèåòà ê êîíöó 4-é íåä âûçûâàåò ïàäåíèå
îêñèäàçíîé àêòèâíîñòè ñûâîðîòêè êðîâè ïî÷òè äî íóëÿ
(1.7 ± 0.51 ìã íà 100 ìë (n = 15) ïðîòèâ 53 ± 7.8 ìã íà
100 ìë â êîíòðîëå (n = 5) â ïåðåñ÷åòå íà õîëî-ÖÏ). Ïðè
ýòîì îáùàÿ êîíöåíòðàöèÿ ìåäè ñíèæàåòñÿ íà 90 % (100 ±
� 11 ìêã/ë (n = 5) ïðîòèâ 1240 ± 130 ìêã/ë â êîíòðîëå
(n = 5)). Â òî æå âðåìÿ ñîäåðæàíèå èììóíîðåàêòèâíîãî
áåëêà ÖÏ ïðàêòè÷åñêè íå ìåíÿåòñÿ (Êëîò÷åíêî è äð.,
2008). Ñ ïîìîùüþ ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë èç ñûâîðîòêè
êðîâè êîíòðîëüíûõ è Ag-êðûñ, ïîëó÷àâøèõ õëîðèä ñå-
ðåáðà â òå÷åíèå 10 ñóò è èìåþùèõ îêñèäàçíóþ àêòèâ-
íîñòü ñûâîðîòêè êðîâè, ñíèæåííóþ ïðèìåðíî íàïîëîâè-
íó, ïðåöèïèòèðîâàëè ÖÏ. Êîíöåíòðàöèþ ìåäè è ñåðåáðà
îïðåäåëÿëè â èñõîäíîé ñûâîðîòêå, â íåïðåöèïèòèðîâàí-
íîé ôðàêöèè è â èììóíîïðåöèïèòàòå. Îêàçàëîñü, ÷òî ïðè-
ìåðíî 90 % ìåäè â ñûâîðîòêå æèâîòíûõ è 90 % ñåðåáðà â
ñûâîðîòêå Ag-êðûñ ïðåöèïèòèðóþòñÿ àíòèòåëàìè ê ÖÏ.
Ïîëó÷åííûå äàííûå îäíîçíà÷íî ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì,
÷òî ïàäåíèå êîíöåíòðàöèè ìåäè â êðîâè Ag-êðûñ ñâÿçàíî
ñ çàìåùåíèåì ìåäè ñåðåáðîì â ÖÏ.

Èç ñûâîðîòêè Ag-êðûñ ñ íóëåâûì óðîâíåì îêñèäàç-
íîé àêòèâíîñòè ìåòîäîì èîíîîáìåííîé õðîìàòîãðàôèè
áûë ïîëó÷åí íàáîð ôðàêöèé (Ag-ÖÏ), ñîäåðæàùèõ, ïî

962 À. Í. Ñêâîðöîâ, Å. Þ. Èëüè÷åâà è äð.

Ðèñ. 1. Õàðàêòåðèñòèêè õðîìàòîãðàôè÷åñêèõ ôðàêöèé 1—5 öåðóëîïëàçìèíà (ÖÏ), ïîëó÷åííûõ ýëþèðîâàíèåì ñòóïåí÷àòûì ãðàäè-
åíòîì NaCl.

0 — ÖÏ êîíòðîëüíûõ êðûñ, 1—5 — ôðàêöèè Ag-ÖÏ, ýëþèðîâàííûå êîíöåíòðàöèÿìè NaCl, ðàâíûìè 100, 150, 200, 250 è 300 ìÌ ñîîòâåòñòâåííî. a — íå-
äåíàòóðèðóþùèé ýëåêòðîôîðåç áåëêîâ â 8%-íîì ÏÀÀÃ, îáúåì îáðàçöîâ 5 ìêë, îêðàñêà Serva Blue G; á — èììóíîáëîò 8%-íîãî ÏÀÀÃ ñ àíòèòåëàìè ê ÖÏ
êðûñû, îáúåì îáðàçöîâ 0.5 ìêë; â — äåíàòóðèðóþùèé ýëåêòðîôîðåç áåëêîâ â ñèñòåìå ÄÑÍ-ìåðêàïòîýòàíîë-ÏÀÀÃ, èììóíîáëîò G; ã — îêðàñêà íåäåíà-
òóðèðóþùåãî 8%-íîãî ÏÀÀÃ î-äèàíèçèäèíîì, îáúåì îáðàçöîâ 10 ìêë, ïîòåìíåíèå õàðàêòåðèçóåò îêñèäàçíóþ àêòèâíîñòü ÖÏ; ä — îêðàñêà íåäåíàòóðè-

ðóþùåãî 8%-íîãî ÏÀÀÃ ñîëüþ Ìîðà è ôåððîçèíîì, îáúåì îáðàçöîâ 10 ìêë, îáåñöâå÷èâàíèå õàðàêòåðèçóåò ôåððîêñèäàçíóþ àêòèâíîñòü.
Êîíöåíòðàöèÿ áåëêà â îáðàçöàõ óêàçàíà â òàáëèöå.



äàííûì èììóíîáëîòèíãà, ïîëèïåïòèäû ÖÏ. Èììóíîðå-
àêòèâíûé ÖÏ âûÿâëåí âî ôðàêöèÿõ, ýëþèðóåìûõ NaCl â
êîíöåíòðàöèÿõ 150, 200, 250 è 300 ìÌ. Êàæäóþ ïîëó÷åí-
íóþ ôðàêöèþ àíàëèçèðîâàëè îòäåëüíî, òàê êàê îæèäàëè,
÷òî ïðåïàðàò Ag-ÖÏ ìîæåò ñîäåðæàòü èçîôîðìû ÖÏ,
ðàçëè÷àþùèåñÿ ïî ñâîåé àôôèííîñòè ê DEAE-ñåôàðîçå.
Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèé àíàëèç ôðàêöèé ïîêàçàë, ÷òî
îñíîâíàÿ ìàññà áåëêîâ îáíàðóæèâàåòñÿ âî ôðàêöèÿõ, ýëþ-
èðóåìûõ 200 è 250 ìÌ NaCl, è ðàñïðåäåëÿåòñÿ äâóìÿ ìà-
æîðíûìè çîíàìè (ðèñ. 1, à; ñì. òàáëèöó), êîòîðûå âçàèìî-
äåéñòâóþò ñ àíòèòåëàìè ê ÖÏ (ðèñ. 1, á). Îáå ôîðìû
Ag-ÖÏ, ðàçëè÷àþùèåñÿ ïî ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæ-
íîñòè, èìåþò îäèíàêîâóþ ìîëåêóëÿðíóþ ìàññó, ñîîòâåò-
ñòâóþùóþ ïðèìåðíî 130 êÄà (ðèñ. 1, â). Äàííûå äåìîíñò-
ðèðóþò, ÷òî áåëîê â ñîñòàâå Ag-ÖÏ ïðîÿâëÿåò óñòîé÷è-
âîñòü ê ñïîíòàííîé îãðàíè÷åííîé ïðîòåîëèòè÷åñêîé
äåãðàäàöèè, ÿâëÿþùåéñÿ îäíèì èç ñïåöèôè÷åñêèõ
ñâîéñòâ ÖÏ (Moshkov et al., 1979).

Âî ôðàêöèÿõ Ag-ÖÏ, ýëþèðóåìûõ 150, 200 è 250 ìÌ
NaCl, ïðè ïðÿìîì òåñòèðîâàíèè â ãåëå âûÿâëÿåòñÿ îêñè-
äàçíàÿ àêòèâíîñòü (ðèñ. 1, ã). Èíòåðåñíî, ÷òî ôðàêöèè,
ýëþèðóåìûå 150 è 300 ìÌ NaCl è 200 è 250 ìÌ NaCl, ñî-
äåðæàùèå ïîïàðíî ïðèìåðíî îäèíàêîâóþ êîíöåíòðàöèþ
áåëêà, ðàçëè÷àþòñÿ ïî ñîäåðæàíèþ îêñèäàçíîãî ÖÏ (ñì.
òàáëèöó). Ýòè ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ñ÷èòàòü, ÷òî îêñè-
äàçíàÿ ñîñòàâëÿþùàÿ Ag-ÖÏ ýëþèðóåòñÿ ðàíüøå, ÷åì ñî-
ñòàâëÿþùàÿ, íå ïðîÿâëÿþùàÿ îêñèäàçíîé àêòèâíîñòè. Îê-
ñèäàçíàÿ àêòèâíîñòü âî âñåõ ôðàêöèÿõ ñîõðàíÿåò ñïåöèôè-
÷åñêèé êàòàëèòè÷åñêèé õàðàêòåð (ðèñ. 2) è â ïåðåñ÷åòå íà
êîíöåíòðàöèþ áåëêà ñíèæàåòñÿ ñ íîìåðîì ôðàêöèè. Â òî æå
âðåìÿ äîñòîâåðíî ðåãèñòðèðóåìîé ôåððîêñèäàçíîé àêòèâ-
íîñòè â ïðåïàðàòàõ Ag-ÖÏ âûÿâèòü íå óäàëîñü. Íà äîðîæ-
êàõ ãåëÿ ñ ôðàêöèÿìè Ag-ÖÏ ìîæíî óâèäåòü òîëüêî ñëåäû
ôåððîêñèäàçíîé àêòèâíîñòè (ðèñ. 1, ä).

Ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêèé àíàëèç ïðåïàðàòà Ag-ÖÏ
ïîêàçàë, ÷òî â ñîîòâåòñòâèè ñ íèçêèì ñîäåðæàíèåì ìåäè â
Ag-ÖÏ âûðàæåííàÿ ïîëîñà ïîãëîùåíèÿ ÖÏ ïðè 610 íì,
îáóñëîâëåííàÿ îêèñëåííîé ìåäüþ òèïà I, â ñïåêòðàõ
Ag-ÖÏ î÷åíü ñëàáàÿ è âûÿâëÿåòñÿ òîëüêî âî ôðàêöèÿõ ñ
íàèáîëüøåé êîíöåíòðàöèåé áåëêà (ðèñ. 3, à). Óìåíüøå-
íèå îòíîøåíèÿ ïîãëîùåíèÿ ïðîá ïðè 610 è 280 íì
(A610/A280) ïðåïàðàòà Ag-ÖÏ ïî ñðàâíåíèþ ñ õîëî-ÖÏ ïðè-
áëèçèòåëüíî ñîâïàäàåò ñ óìåíüøåíèåì ñêîðîñòè êàòàëèçà
îêèñëåíèÿ o-äèàíèçèäèíà. Ñîîòíîøåíèå A230/A280 äëÿ õî-
ëî-ÖÏ è ôðàêöèé Ag-ÖÏ ñîñòàâëÿåò 8.2 ± 0.3, ïîýòîìó
ìîæíî ñ÷èòàòü, ÷òî ñîñòàâëÿþùèå Ag-ÖÏ ñóùåñòâåííî
íå ðàçëè÷àþòñÿ ïî ìîëÿðíîìó êîýôôèöèåíòó ïîãëîùåíèÿ
ïðè 280 íì (e280), è ïîãëîùåíèå A280 ìîæåò ñëóæèòü äîñòà-
òî÷íî íàäåæíûì ñïîñîáîì îïðåäåëåíèÿ ñóììàðíîé êîí-

öåíòðàöèè áåëêîâ â Ag-ÖÏ. Ñïåêòðàëüíîé îñîáåííîñòüþ
Ag-ÖÏ, îòñóòñòâóþùåé â ñïåêòðàõ õîëî-ÖÏ (è ïðèìåñíî-
ãî îêñèãåìîãëîáèíà), ÿâëÿåòñÿ íåáîëüøàÿ ïîëîñà â îáëàñ-
òè 320—330 íì ñ e d 1500 Ì–1/ñì–1, êîòîðàÿ ìîæåò áûòü
îáóñëîâëåíà ïîãëîùåíèåì êîîðäèíèðîâàííîãî ñåðåáðà
èëè íå ïîëíîñòüþ ñôîðìèðîâàííûìè ìåäüñâÿçûâàþùèìè
ñàéòàìè.

Ñïåêòðû ÊÄ õîëî-ÖÏ êðûñû è õîëî-ÖÏ ÷åëîâåêà
(Noyer, Putnam, 1981) ïî÷òè ñîâïàäàþò è õàðàêòåðèçóþò-
ñÿ îòðèöàòåëüíûì ÊÄ â àðîìàòè÷åñêîé îáëàñòè è âûðà-
æåííûì ýêñèòîííûì äóáëåòîì (400—650 íì) îïòè÷åñêî-
ãî ïåðåõîäà ìåäè òèïà I ïðè 610 íì (ðèñ. 3, á). Àíàëèç ÊÄ
õîëî-ÖÏ êðûñû â îáëàñòè 190—240 íì ñ ïîìîùüþ àëãî-
ðèòìà CDNN äàåò ñëåäóþùåå ïðåäñêàçàíèå âòîðè÷íîé
ñòðóêòóðû: 12 % a, 36 % b, 17 % ïîâîðîòîâ è 35 % íåóïî-
ðÿäî÷åííîé ñòðóêòóðû, ÷òî õîðîøî ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííû-
ìè ðåíòãåíîñòðóêòóðíîãî àíàëèçà (Zaitseva et al., 1996)
ÖÏ ÷åëîâåêà (8.4 % a è 34 % b). Ôðàêöèè Ag-ÖÏ îáëàäà-
þò â îáëàñòè 190—240 íì îäèíàêîâûìè ñïåêòðàìè ÊÄ,
îòëè÷èÿ êîòîðûõ îò ñïåêòðà õîëî-ÖÏ î÷åâèäíû äàæå áåç
êîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà. Îöåíêà ñîäåðæàíèÿ âòîðè÷íîé
ñòðóêòóðû äàåò 20 % a, 9 % b, 20 % ïîâîðîòîâ è 51 % íå-
óïîðÿäî÷åííîé ñòðóêòóðû. Ýòè ÷èñëîâûå îöåíêè íå ñëå-
äóåò ðàññìàòðèâàòü êàê íàäåæíûå, íî îíè îäíîçíà÷íî
ñâèäåòåëüñòâóþò î ñóùåñòâåííîì íàðóøåíèè óêëàäêè ïî-
ëèïåïòèäîâ ÖÏ. ÊÄ Ag-ÖÏ â âèäèìîé îáëàñòè íå äåòåê-
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Õàðàêòåðèñòèêà õðîìàòîãðàôè÷åñêèõ ôðàêöèé Ag-öåðóëîïëàçìèíà

Íîìåð
ôðàêöèè

[NaCl], ìÌ [Áåëîê],a ìã/ìë A280, ñì–1 á A610/A280
á Îêñèäàçíàÿ

àêòèâíîñòü, óñë. åä.
Îêñèäàçíàÿ

àêòèâíîñòü, %
[Ag] : [Cu],
ìîëü/ìîëü

I 100 Í. Î. Í. Î. — 0 0.0 Í. Î.

II 150 6 6.8 — 0.086 1.9 1.9

III 200 23 23 0.0010 0.240 1.5 1.0

IV 250 22 22 0.0004 0.130 0.9 2.9

Õîëî-ÖÏâ 300 7 6.4 — 0.017 0.4 Í. Î.

22 19 0.04 12.7 100.0 Òî æå

à Ïî Áðýäôîðä. á Ïîãëîùåíèå, âû÷èñëåííîå ñ ó÷åòîì ïîïðàâêè íà ðàññåÿíèå Ðýëåÿ. â ÖÏ, âûäåëåííûé ñ ïîìîùüþ èîíîîáìåííîé õðîìàòîãðàôèè
èç ñûâîðîòêè êðîâè êîíòðîëüíûõ êðûñ. Í. Î. — çíà÷åíèå íå îïðåäåëÿëîñü.

Ðèñ. 2. Êèíåòè÷åñêèå êðèâûå ðåàêöèè îêèñëåíèÿ íàñûùåííîãî
ðàñòâîðà î-äèàíèçèäèíà â íàòðèé-àöåòàòíîì áóôåðå (pH 5.5,

37 °C), êàòàëèçèðóåìîé öåðóëîïëàçìèíîì.

Ïî îñè îðäèíàò — îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü ïðè 450 íì (D450, ñì–1), õàðàê-
òåðèçóþùàÿ êîíöåíòðàöèþ ïðîäóêòîâ îêèñëåíèÿ î-äèàíèçèäèíà. Íà 1 ìë
ðåàãåíòà âíîñèëè 10 ìêë ïðîáû áåëêà. 1 — ÖÏ êîíòðîëüíûõ êðûñ (ïîëî-
æèòåëüíûé êîíòðîëü), 1 ã/ë; 2—5 — ôðàêöèè Ag-ÖÏ, ýëþèðîâàííûå ñî-
îòâåòñòâåííî 150, 200, 250 è 300 ìÌ NaCl, 6 — 10 ìÌ CuSO4 (îòðèöàòåëü-

íûé êîíòðîëü).



òèðóåòñÿ, ÷òî íàõîäèòñÿ â ïîëíîì ñîîòâåòñòâèè ñ îòñóòñò-
âèåì ïîëîñû ìåäè òèïà I â ñïåêòðå ïîãëîùåíèÿ. ÊÄ
Ag-ÖÏ â îáëàñòè 240—330 íì íàïîìèíàåò ïî ôîðìå
ñïåêòð ÖÏ âáëèçè òî÷êè ùåëî÷íîé äåíàòóðàöèè pH 10.5
(Noyer, Putnam, 1981) è ñïåêòð àïî-CN-ÖÏ, ëèøåííîãî
èîíîâ ìåäè (Sedlak, Wittung-Stafshede, 2007). Îäíàêî íå-
îáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî ùåëî÷íî-äåíàòóðèðîâàííûé áå-
ëîê ñîõðàíÿåò îïòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü â âèäèìîì äèàïà-
çîíå, à àïî-CN-áåëîê ñîõðàíÿåò âòîðè÷íóþ ñòðóêòóðó.

Èçìåíåíèå âòîðè÷íîé ñòðóêòóðû Ag-ÖÏ ïîäòâåðæäà-
åòñÿ äàííûìè äèôôåðåíöèàëüíîé ñêàíèðóþùåé êàëîðè-
ìåòðèè (ÄÑÊ). Íàòèâíûé õîëî-ÖÏ îáëàäàåò ÷åòêèì ïè-
êîì òåïëîåìêîñòè ïðè 74.3 °C, Ag-ÖÏ — äâóìÿ ïèêàìè ñ
ìàêñèìóìàìè ïðè 53.8 è 58.9 °C, êîòîðûå õàðàêòåðèçóþò-
ñÿ áîëüøîé øèðèíîé è, íàèáîëåå âåðîÿòíî, ÿâëÿþòñÿ ñó-
ïåðïîçèöèåé ìíîãèõ ñòðóêòóðíûõ ïåðåõîäîâ (ðèñ. 3, â).
Ãåòåðîãåííîñòü Ag-ÖÏ íå ïîçâîëÿåò ñ÷èòàòü ýòè ïèêè
äâóìÿ ïîñëåäîâàòåëüíûìè ñòàäèÿìè. Ïëîùàäü ïîä ïèêà-
ìè òåïëîåìêîñòè Ag-ÖÏ â 2 ðàçà ìåíüøå ïëîùàäè ïîä
îñíîâíûì ïèêîì õîëî-ÖÏ, ÷òî óêàçûâàåò íà ìåíüøóþ ýí-
òàëüïèþ äåíàòóðàöèè Ag-ÖÏ. Òî÷íîãî ðàñ÷åòà ýíòàëüïèè
íå ïðîâîäèëè, ïîñêîëüêó ïðîöåññ äåíàòóðàöèè ÖÏ íåîá-
ðàòèì, îäíàêî ÄÑÊ îäíîçíà÷íî ïîäòâåðæäàåò íåïðàâèëü-
íóþ, áîëåå «ðûõëóþ» ñòðóêòóðó áåëêîâ â Ag-ÖÏ ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ õîëî-ÖÏ.

Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò ñäåëàòü ñëåäóþùèå
âûâîäû. Ó êðûñ äîáàâëåíèå ñåðåáðà â ñòàíäàðòíûé êîðì
âûçûâàåò ðàçâèòèå äåôèöèòà ìåäè, àññîöèèðîâàííîé ñ
ÖÏ. Ýòî ïðîèñõîäèò íà ôîíå íåèçìåíÿþùåãîñÿ óðîâíÿ
ìåäè â äèåòå. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ïîëóïåðèîä æèçíè ÖÏ
êðûñû ñîñòàâëÿåò îêîëî 4 ñóò (Gregoriadis et al., 1970), â
ïðåïàðàòàõ ÖÏ îáíàðóæèâàåòñÿ ïðèìåðíî 1 % îêñèäàç-
íîé àêòèâíîñòè îò íîðìû è ïîñëå 4-íåäåëüíîé Ag-äèåòû.
Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî ïðè Ag-äèåòå ôîðìè-
ðóåòñÿ õîëî-ÖÏ. Ñðåäíåå ñîäåðæàíèå ìåäè íà îäíó ìî-

ëåêóëó áåëêà âî ôðàêöèè ÖÏ Ag-êðûñ óìåíüøàåòñÿ â
50—100 ðàç. Åñëè ñ÷èòàòü, ÷òî â àïïàðàòå Ãîëüäæè ìåäü
âñòðàèâàåòñÿ â àêòèâíûå öåíòðû ôîðìèðóþùåãîñÿ ÖÏ
ñëó÷àéíî, òî âåðîÿòíîñòü ôîðìèðîâàíèÿ áåëêà ñ ÷åòûðü-
ìÿ èîíàìè ìåäè, ìèíèìàëüíî íåîáõîäèìûìè äëÿ ïðîÿâ-
ëåíèÿ îêñèäàçíîé àêòèâíîñòè, ïðè íàáëþäàåìîì ñíèæå-
íèè ñîäåðæàíèÿ ìåäè ñîñòàâëÿåò 10–5—10–7. Òàêèì îáðà-
çîì, íàëè÷èå â ïðåïàðàòå Ag-ÖÏ îêîëî 1 % áåëêà ñ
îïòè÷åñêîé ïîëîñîé ìåäè òèïà I è îêñèäàçíîé àêòèâ-
íîñòüþ ñâèäåòåëüñòâóåò î êîîïåðàòèâíîì õàðàêòåðå ôîð-
ìèðîâàíèÿ õîëî-ÖÏ èç àïî-ÖÏ â àïïàðàòå Ãîëüäæè. Áîëü-
øàÿ ÷àñòü ìîëåêóë ÖÏ, èçîëèðîâàííîãî èç ñûâîðîòêè
êðîâè Ag-êðûñ, ñîäåðæèò àòîìû ñåðåáðà è õàðàêòåðèçóåò-
ñÿ íàðóøåííîé òðåòè÷íîé ñòðóêòóðîé. Âîçìîæíî, ÷òî îá-
ëàäàþùèå «íåïðàâèëüíîé» òðåòè÷íîé ñòðóêòóðîé ìîëå-
êóëû ÖÏ, ñîñòàâëÿþùèå îñíîâíóþ äîëþ Ag-ÖÏ, óòðà÷è-
âàþò ñàéòû ðàñùåïëåíèÿ, ÷óâñòâèòåëüíûå ê ïðîòåàçàì
êðîâè, è ýòèì îáúÿñíÿåòñÿ óñòîé÷èâîñòü Ag-ÖÏ ê ñïîí-
òàííîìó ïðîòåîëèçó. Ðàññìàòðèâàåìàÿ ìîäåëü ïðåäîñòàâ-
ëÿåò âîçìîæíîñòü èçó÷àòü äåôèöèò ìåäè, àññîöèèðîâàí-
íîé ñ ÖÏ. Ñ åå ïîìîùüþ ìîãóò áûòü èäåíòèôèöèðîâàíû
êëåòêè íåãåïàòîöèòàðíûõ ðÿäîâ, áàëàíñ ìåäè êîòîðûõ
ïîëíîñòüþ çàâèñèò îò ÖÏ êàê äîíîðà ìåäè.
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Ðèñ. 3. Ôèçèêî-õèìè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè ôðàêöèé Ag-ÖÏ.
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Abiogenic Ag(I) ions have electronic structure, similar to Cu(I) ions and can compete with Cu(I) for bin-
ding sites of proteins which transport copper from extracellular media to sites of cuproenzyme formation in the
cell. Rodents receiving Ag-salts with food develop extracellular deficiency of copper associated with cerulo-
plasmin (Cp, the major copper-transporting protein in blood serum of vertebrates). The present work focuses on
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the studies of biochemical and physicochemical properties of Cp, obtained from blood serum of rats, which re-
ceived AgCl with food for 4 weeks (Ag-rats). Cp-fractions from blood serum of Ag-rats (Ag-Cp) were obtained
by ion-exchange chromatography with stepped gradient of NaCl. Each fraction was tested for oxidase and ferro-
xidase activities by direct measurement of catalytic activity in the gel, and for specific activity in holo-Cp in oxi-
dation of chromogenic substrate. Molecular mass, electrophoretic mobility and ratio of apo- and holo-forms in
Ag-Cp fractions were evaluated by immunoblotting. Ag-Cp samples did not contain products of spontaneous
partial proteolytic degradation, characteristic of holo-Cp samples. Fractions of Ag-Cp and holo-Cp (from blood
serum of control rats) were compared by optical spectra, tertiary structure, susceptibility to thermal denaturati-
on, and by atomic Cu and Ag content. Ag-Cp contained 1—2 % Cp, which is similar by spectral and catalytic
properties with holo-Cp. [Ag] : [Cu] ration in Ag-Cp samples was about 4 : 1. As evidenced by circular dichro-
ism and differential scanning calorimetric studies, the major apo-fraction of Ag-Cp lacked tertiary structure of
native Cp and was significantly misfolded, which might explain its resistance to spontaneous partial proteolytic
degradation.

K e y w o r d s: copper metabolism, ceruloplasmin, Cu(I)/Ag(I) transport, Ag-ceruloplasmin, ion-exchange
chromatography, circular dichroism, scanning calorimetry.
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