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ОБ АНТИОКИСЛИТЕЛЬНЫХ СВОЙСТВАХ
НЕКОТОРЫХ ФЛУОРЕСЦЕНТНЫХ ЗОНДОВ

ПРИ ПЕРЕКИСНОМ ОКИСЛЕНИИ ЛИПИДОВ
В МЕМБРАНАХ ЭРИТРОЦИТОВ

Флуоресцентные зонды нашли широкое применение в мембраиологии
(Radda, Vanderkooi, 1972; Добрецов, 1975; Badley, 1976) после достиг-
нутого благодаря их использованию успеха в исследованиях биоэнер-
гетики мембран митохондрий (Azzi, 1969; Chanse, 1970). Достоинство
этого метода состоит в том, что разные типы флуоресцентных зондов
связываются с различными областями мембран, и по изменениям пара-
метров флуоресценции зондов можно судить о характере и масштабе
изменений в структуре тех или иных областей мембран. Хотя в качестве
таких индикаторов используют флуоресцентные зонды в сравнительно
низких концентрациях, обычно порядка 10~s—lo5 —10~6 М, не исключено
их собственное влияние на исследуемые свойства объекта или на про-
текающие в нем процессы. В этом направлении в настоящее время
опубликовано несколько работ. Показано, что один из наиболее широко
применяемых флуоресцентных зондов 1-анилинонафталин-8-сульфо-
нат (АНС) подавляет активность Na, К-АТФазы и транспорт анио-
нов в мембранах эритроцитов, а также митохондриальное дыхание
(Fortes, Ellory, 1975; Kjnnaly, Tedeschi, 1978; Dissing и др., 1979). Сле-
дует добавить, что во всех случаях влияние АНС на исследуемый про-
цесс обнаруживалось в концентрациях его 10~3—lo~4 М. Изменения
функций мембран наблюдаются и при связывании с ними зондов дру-
гих типов. Так, например, как АНС, так и его структурный аналог
N-фенил- 1-нафтиламин ингибируют микросомальное гндроксилирова-
ние (Lang и др., 1979). Однако отсутствуют сведения о действии флуо-
ресцентных зондов на процессы, протекающие в липидной фазе мем-
бран, в частности на реакции перекнсного окисления липидов (ПОЛ).

В настоящем сообщении приводятся результаты исследования анти-
окислительных свойств АНС, локализирующегося в околоповерхност-
ных слоях мембран, и липорастворимого
(ФНА), а также о применении их для выявления изменений свойств
различных областей мембран в ходе реакций ПОЛ.

Методика

Эритроциты выделяли из венозной крови кроликов центрифугирова-
нием при 3000 g и промывали трижды изотоническим фосфатным бу-
фером. Тени эритроцитов выделяли по методу Доджа (Dodge и др.,
1963) в модификации Таверна (Taverna, Langdon, 1973), замыкали
в изотоническом буфере (pH 7,4) в течение 5 мин при 37 °С и после их
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осаждения при 20 000 g суспендировали в той же среде. Суспензии
теней эритроцитов с содержанием белка 2 msJma разделяли на несколь-
ко порций, часть из которых использовали в качестве контроля, а часть
облучали дозами 5—20 кР для активации ПОЛ. В серии исследования
антиокислительных свойств флуоресцентных зондов тени эритроцитов
облучали дозой 20 кР в присутствии ФНА (5-10~ 6—l • 10-7 М) или АНС
(5-10~ S—МО5—МО"6 М). Облучение проводили на установке «Луч-1» ( 60 Со)
мощностью 290 Р/мин при температуре o—4°.0—4°. Пробы для анализов
брали непосредственно после облучения теней эритроцитов, а также
после их 30- или 60-мииутной инкубации в присутствии 12 мкМ FeSO4

и 0,8 мМ аскорбиновой кислоты при температуре 20 или 37°. Интен-
сивность протекания процессов ПОЛ оценивали по продуктам их раз-
ложения, дающим окрашенный комплекс с тпобарбитуровой кислотой
(ТБК) (Wilbur и др., 1949). Для этого в суспензиях теней эритроцитов
осаждали нерастворимые в 15%-ной трпхлоруксусной кислоте компо-
ненты, добавляли к супернатантам равные объемы 0,5%-ного водного
раствора ТБК и нагревали в течение 15 мин при 100°. Экстинкцию из-
меряли при Я=532 нм на спектрофотометре «Spektromom 204». Резуль-
таты выражали в наномолях малонового диальдегида (МДА) на 1 мг
белка, учитывая, что молярная экстинкция МДА равняется
1,56-Ю5 М~‘ см~ 1 (Владимиров, Арчаков, 1972, 242).

Об изменении свойств глубинных и околоповерхностных областей
мембран при ПОЛ судили по интенсивности флуоресценции связанных
с ними зондов. С этой целью одновременно при взятии проб для опре-
деления ТБК-активных продуктов часть суспензии теней эритроцитов
добавляли к растворам ФНА или АНС и через 10 мин измеряли интен-
сивность их флуоресценции. При этом концентрация ФНА составляла
5-10~6 М и концентрация АНС 5-10~Г) М; содержание белка в пробе
0,05 мгlмл. Во второй серии опытов флуоресцентные зонды добавляли
к суспензиям теней эритроцитов дважды, преследуя при этом две цели.
Во-первых, для выявления антиокислительных свойств зондов ФНА
или АНС добавляли к суспензиям перед облучением. Во-вторых, для
тестирования изменений липидной фазы мембран при ПОЛ определен-
ные порции суспензий, инкубированные пострадиационно в присутствии
Fe 2+ в течение 30 мин, добавляли к раствору ФНА. Флуоресцентные
зонды, добавленные к суспензиям до облучения, не оказывали суще-
ственного влияния на результаты исследования липидной фазы мемб-
ран с помощью ФНА, поскольку суспензии теней эритроцитов разбав-
лялись раствором ФНА в 40 раз. Флуоресценцию определяли на флуо-
рометре «Анализ-1» с применением в качестве вторичных светофильт-
ров интерференционные с максимумами пропускания при 413 или
438 нм для ФНА и 480 нм для АНС с возбуждением при 366 нм. Белок
определяли по биуретовой реакции (Gornall и др., 1949). Результаты
являются средними 3—5 опытов и обработаны статистически.

Результаты и обсуждение

Непосредственно после гамма-облучения теней эритроцитов активации
ПОЛ по продуктам их разложения не отмечалось (рис. 1, /'). Постра-
диационное увеличение количества ТБК-активных веществ наблюда-
лось лишь после инкубации суспензий в присутствии Fe 2+ . Таким обра-
зом, в зависимости от интенсивности ПОЛ в глубинных и околоповерх-
постных слоях мембран происходят изменения, о масштабе которых
можно судить по подавлению интенсивности флуоресценции связанных
с мембранами ФНА или АНС (рис. 1, 2 и 3). При этом в глубине угле-
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Рис. 1. Накопление ТБК-активных
продуктов и изменение интенсивности
флуоресценции ФНА и АНС (Iф Л в
относительных ед.) в зависимости от
дозы облучения теней эритроцитов.
1, Г накопление ТБК-активных
продуктов, 2, 2' интенсивность
флуоресценции ФНА, 3, 3' интен-
сивность флуоресценции АНС; 1,2,
3 60 минут инкубации с FeS0 4 и
аскорбиновой кислотой при 37 °С;
2', 3' непосредственно после облу-
чения, без добавок.

водородного слоя, где располагается ФНА, изменения более сущест-
венны, чем в околоповерхностных слоях мембран. Однако липидная
фаза поражена и перед деструкцией ее жирнокислотного компонента,
так как ФНА дает ответ не только после, но и до накопления ТБК-
активных продуктов (рис. 1, 2’). По сходству кривых 2 и 2' на рис. 1
можно предположить, что кривая 2' также отображает изменения
свойств мембран при ПОЛ. Как известно, при ПОЛ в жирнокислотных
ацилах липидов протекает целый ряд реакций, в ходе которых этапу
накопления ТБК-активных веществ предшествует образование гидро-
перекисей липидов (Владимиров, Арчаков, 1972). Кроме того, в мемб-
ранах эритроцитов названные этапы ПОЛ разделены значительным
интервалом времени (Куликов, Колесникова, 1974). Учитывая выше-
сказанное, в основе изменений мембран, изображенных на кривой 2',
должны лежать перестройки, обусловленные возникновением в липидах
гидроперекисных группировок. Таким образом, метод флуоресцентных
зондов в сочетании с ТБКутестом, позволяет дифференцировать в мемб-
ранах эритроцитов различные этапы ПОЛ.

Хотя незаряженный ФНА оказался чувствительным индикатором
повреждения липидной фазы мембран эритроцитов, применение его
в целях наблюдения за динамикой изменений свойств мембран в ходе
реакции ПОЛ ограничено, поскольку он обладает свойствами антиокис-
лителя (рис. 2). Присутствие во время облучения теней эритроцитов
ФНА в концентрации 5-10-7 М несколько подавляет, а в кон-
центрации 1 -10 -6 5-10-6 М полностью ингибирует образование МДА.
Как видно по рис. 3 АНС в зависимости от его концентрации в суспен-
зиях теней эритроцитов во время облучения также оказывает влияние
на протекание реакции ПОЛ. Полное ингибирование образования ТБК-
активных продуктов наблюдается в пределах концентрации АНС

1 • 10“5-—5 -10~5 М. Отсюда следует, что оба зонда ФНА и АНС
являются эффективными ингибиторами ПОЛ, по крайней мере на ста-
дии разложения гидроперекисей липидов. Кроме того, судя по тести-
рованию изменения липидного компонента мембран зондом ФНА,
в мембранах эритроцитов, облученных в присутствии ФНА и АНС
в концентрациях 5-КП6 или 5-10~5 М соответственно, свойства глубин-
ных слоев не отличаются от таковых у необлученных (рис. 2 и 3, 2 и
2') ■ Это показывает, что при использовании в достаточных концентра-
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Рис. 2. Ингибирование реакции ПОЛ в
зависимости от концентрации ФНА
[моль!л), присутствующего в суспензиях
теней эритроцитов во время их облуче-
ния. 1, Г ТБК-активные продукты,
2, 2' интенсивность флуоресценции
ФНА; 1, 2 облученные дозой 20 кР тени
эритроцитов, Г, 2' необлученные тени
эритроцитов.

С,моль/л
Рис. 3. Ингибирование реакции ПОЛ
в зависимости от концентрации АНС
[моль)л), присутствующего в суспензиях
теней эритроцитов во время их облуче-
ния. Условные обозначения см. на рис. 2.

циях ФНА или АНС как антиокислителей в мембранах эритроцитов
не происходит изменений, характерных для реакций ПОЛ на этапах
до разложения гидроперекисей липидов (ср. на кривой 2' рис. 1 точки
для контрольных и облученных дозой 20 кР теней эритроцитов). Сле-
довательно, применяемые нами флуоресцентные зонды ингибируют
и стадию образования гидроперекиси липидов. Поскольку возникно-
вение радикалов в липидах в присутствии кислорода должно привести
к образованию в жирнокислотных ацилах гидроперекисных группиро-
вок, то ФНА и АНС должны действовать как антиокислители на самых
ранних этапах ПОЛ, т. е. инактивировать возникшие радикалы. Исходя
из этого предположения, можно объяснить и ингибирование зондами
образования ТБК-активных продуктов, учитывая, что при инкубации
теней эритроцитов в течение реакций ПОЛ оказывали влияние ионы
двухвалентного железа. Усиливающее действие Fe 2+ на процесс ПОЛ
состоит в том, что, разлагая продукты окисления липидов, ионы Fe 2+
продуцируют новые радикалы, дающие начало новым цепям окисления
(Владимиров, Арчаков, 1972). При инактивации радикалов (в данном
случае флуоресцентными зондами) происходит обрыв цепей окисления,
и зависимый от Fe 2+ процесс затухает.

Более выраженные антиокислительные свойства ФНА по сравнению
с таковыми АНС связаны, по-видимому, не с различиями в структуре
их молекул, а с их различным местонахождением в мембранах. Пока-
зано, что незаряженный ФНА проникает в мембранах вглубь углеводо-
родного слоя (Сергеев и др., 1974), а его аналог АНС благодаря нали-
чию отрицательного заряда локализируется вблизи заряженных группи-
ровок в околоповерхностных областях мембран (Colley, Metcalfe, 1972).
Кроме того, реакции ПОЛ возникают и протекают в мембранах в пер-
вую очередь в полиненасыщенных жирнокислотных ацилах в области
локализации двойных связей, которые в липидах высших организмов
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в большинстве случаев встречаются между девятым углеродом н ме-
тальным концом. Поскольку проникновение молекул АНС (по сравне-
нию с ФНА) на эту глубину мембран затруднено, то становится понят-
ным, почему для антиокислительного действия АНС необходимо его
применение в значительно больших концентрациях, чем концентрация
ФНА. Возможно, что механизмы ингибирования реакций ПОЛ у ФНА
и АНС сходны, так как оба они содержат группу NH, которая, как
показано на примере АНС, может легко обмениваться протоном (Реп-
zer, 1972) и тем самым инактивировать радикалы в мембранах.

В заключение следует подчеркнуть, что как ФНА, так и АНС явля-
ются эффективными ингибиторами процесса ПОЛ в концентрациях,
при которых их обычно используют в качестве флуоресцентных зондов,
поэтому исключается возможность исследования динамики ПОЛ дан-
ными зондами. Тем не менее на основе вышеприведенных результатов
флуоресцентный зонд ФНА можно рекомендовать как чувствительный
индикатор для обнаружения изменений свойств липидной фазы мемб-
ран при поражении их жирнокислотного компонента в результате ПОЛ.
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MÕNINGATE FLUORESTSEERUVATE SONDIDE ANTIOKStIDATIIVSETEST
OMADUSTEST, MIS ILMNEVAD LIPIIDIDE PEROKSÜDATSIOONI PUHUL

ERÜTROTSÜÜTIDE MEMBRAANIDES

Artiklis on käsitletud fluorestseeruvate sondide N-fenüül-2-naftüülamiini (FNA) ja I-ani-
linonaftaliin-8-sulfonaadi (ANS) kasutamist erütrotsüütide membraanides kulgeva lipiidide
peroksüdatsiooni (LP) uurimisel ning nende toimet LP aktiivsusele. Esitatud tulemuste
põhjal soovitatakse kasutada FNA-d kui tundlikku indikaatorit LP kestel tekkivate memb-
raanikahjustuste hindamisel. Juhitakse tähelepanu FNA-1 ja ANS-il ilmnenud antioksüda-
tiivsetele omadustele. LP inhibeerub täielikult, kui FNA või ANS-i kontsentratsioon on
vastavalt 5-10~® ja 5-10~S M. Seetõttu tuleb FNA ja ANS-i abil erütrotsüütide memb-
raanides LP tõttu tekkivaid kahjustusi uurides arvestada sondide endi mõju LP protses-
sile.

Toomas KÖÖP

ON THE ANTIOXIDATIVE PROPERTIES OF SOME FLLIORESCENT
PROBES UNDER LIPID PEROXIDATION IN ERYTHROCYTE

The employrnent of fluorescent probes N-phenyl-2-naphthylarnine (PNA) and 1-anilino-
naphthalene-8-sulphonate (ANS) at the investigation of lipid peroxidation (LP) in
erythrocyte membranes and the influence of these membranes on LP activity have been
considered in this report. The studies reportcd here suggest that PNA may be used as
a sensitive indicator of membrane damage that has occurred in the ccurse of lipid
peroxidation. Attention is paid to the show of antioxidative properties of PNA and
ANS. LP is inhibited wholly under the concentration of PNA of 5-IC -6 M and the
concentralion of ANS of 5-10~ S M. Therefore, studying the damages of erythrocyte
membranes by PNA and ANS it is necessary to take into consideration the influence of
these probes on the LP themselves.
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