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Т. НЕЭМЕ

О КОЛЕБАТЕЛЬНЫХ ИЗМЕНЕНИЯХ СКОРОСТИ ОКИСЛЕНИЯ
РАСТВОРОВ ГЛУТАТИОНА И ЦИСТЕИНА

Колебания титра SH-групп белков актомиозинового комплекса изу-
чаются с 1963 г. [Ц. Аналогичное явление обнаружено ,у препаратов
креатинкиназы [ 2 ]. Полученные эффекты, по-видимому, связаны с кон-
формационными осцилляциями внутри белковой молекулы. Осцилляции
сложных биохимических систем, в свою очередь, могут быть поняты, с
помощью более элементарных химических моделей.

При замене актомиозина аминокислотой, содержащей SH-группу,
разброс SH-титра сохраняется [3 ]. В некоторых условиях вместо хао-
тического разброса наблюдалось волнообразное или ступенчатое изме-
нение титра во времени. Предполагается, что окисление SH-групп ком-
бинируется с явлением, увеличивающим аргентометрический титр [4 ].

В результате комбинации двух процессов и получаются эти упорядо-
ченные изменения. Спектроскопические измерения благодаря их быст-
роте, безынерционное™ и непрерывности могут дать в этом случае цен-
ную информацию. Однако спектроскопические измерения реакционных
смесей отнюдь не определяют SH-группы столь однозначно, как метод
амперометрического титрования.

Целью настоящей работы является спектроскопическое исследование
окисления цистеина и глутатиона в условиях, аналогичных применяв-
шимся нами ранее при измерениях титра SH-групп [ 4>6 ].

Методика

Работа проводилась на спектрофотометре ультрафиолетовой и ви-
димой области типа SPECORD UV-VIS. Регистрация спектров в диапа-
зонах волновых чисел 42 ООО —30 ООО см~ х (237—334 ммк) и 48 ООО —

36 ООО смг х (208 —278 ммк) осуществлялась в течение 36 секунд. Через
минуту можно было продолжать запись кинетики реакций. Скорость
движения планшеты при этом составляла 12 мм>/мин. В случае дли-
тельных измерений включенный параллельно потенциометрический са-
мописец работал с такой же скоростью движения ленты. Исходные ве-
щества измерялись в стандартных 10-миллиметровых кюветах, спектры
реакционных смесей и кинетика исследовались в таких же кюветах, но
в крышки были вмонтированы, гладкие стеклянные палочки диаметром
1,2 мм, вращавшиеся со скоростью 800 об/мин при помощи синхрон-
ного мотора СД-54, и капиллярные трубки для наполнения кювет не-
посредственно в спектрометре. Обогащение реакционной смеси газами
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происходило посредством специальных круглых
кювет из стекла пирекс с кварцевыми окнами
(рис. 1). Аргон направлялся через капиллярную
трубку 1, отверстие на конце которой было тща-
тельно отшлифовано под бинокулярной лупой
МБС-1. Выходящие из трубки 1 очень маленькие
пузырьки газа создавали в трубке 2 перемеши-
вающую турбулентность; трубка препятствовала
рассеиванию пузырьков в объеме кювет. 10-мил-
лиметровые кюветы с рабочим объемом 5,5 мл
заполнялись вначале буфером, затем при помощи
стеклянного шприца с длинной иглой в буфер
добавлялись разные порции 10~3 н. раствора тио-
ла. Постоянство давления газов поддерживалось
двумя соединенными последовательно редуктора-
ми и игольчатым вентилем, а скорость протека-
ния газа измерялась ротаметром со шкалой от 3
до 25 л/ч.

Реактивы; L-цистеин хлоргидрат (Chemapol, Чехословакия); глу
татион восстановленный (фирма Merck, ФРГ).

Результаты и обсуждение

Кинетика реакции (при волновом числе 40 000 см~ х ) одной части
свежего холодного 10~3 н. раствора восстановленного глутатиона в ше-
сти частях 0,2 н. аммиачного буфера представлена на рис. 2. Реакция
проводилась в круглой кювете при непрерывном перемешивании про-
дуванием аргона. Амплитуда колебания составляла примерно 20% оп-
тической пропускаемости. Через 30 минут после начала реакции харак-
тер колебаний изменился. Полной воспроизводимости подобных состоя-
ний пока не получено.

Рис. 2. Изменение оптической пропускаемости (в '%) раствора глутатиона в аммиач-
ном буфере при перемешивании продуванием аргона в течение 30 мин.

В круглой кювете увеличение скорости протекания струн газов от 3
до 25 aJh не влияло существенно на кинетику реакции. В наших ра-
ботах по амперометрическому титрованию перемешивание растворов
тиола и буфера пузырьками газа осуществлялось в длинной трубе (бю-
ретка объемом 100 мл) и в электролизере [s ]. Как видно из рис. 2и 3
работы [4 ], изменение способа перемешивания отражалось на харак-
тере реакции. Если через круглую кювету пропускать более мощный
поток газа, то раствор из кюветы уносится слишком быстро и возможно
изменение состава смеси. Поэтому дальнейшие опыты проводились в
снабженных мешалкой прямоугольных кюветах. Изменение скорости
вращения гладкой мешалки влияло на ход реакции.

На рис. 3 представлены спектры реакционной смеси из одной части
цистеина и четырех частей буфера (свежие растворы при непрерывном
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Рис. 3. Спектры реакцион-
ных смесей цистеина в ам-
миачном буфере (в интерва-
ле волновых чисел 28 ООО —

42 000 см.- 1 ) при перемеши-
вании с воздухом.

Рис. 4. Кинетика изменений оптической пропускаемое™ (в %)

раствора цистеина в аммиачном буфере,, измеренная в тече-
ние 100 мин. при перемешивании с воздухом.

перемешивании). Кривая 1 отражает начало реакции. На рис. 4 пред-
ставлена кинетика изменений абсорбции при волновом числе 40 000 см~ 1

сразу после записи спектра 1. Через 20 минут, когда колебательные
изменения еще наблюдались, был снят второй спектр реакционной смеси
(кривая 2 на рис. 3). На 45-й минуте обнаружилась остановка мешалки.
Однако после возобновления перемешивания с увеличенной скоростью
наблюдалось новое потемнение раствора, вслед за которым возникло
еще несколько малозаметных волн (на 80 и 90-й минутах). Суммарный
спектр реакционных компонентов и продуктов представлен кривой 3
рис. 3. В приведенном случае существование колебательной кинетики
до известной степени подтверждается спектральными данными. Кроме
того, обнаружилось, что не только при волновом числе 40 000, но и при
33 000 см~ 1 происходят характерные колебания степени абсорбции ци-
стеина в аммиачном буфере.

Количественное исследование подобных нестационарных состояний
ограничивается пока их недостаточной воспроизводимостью. Вероятным
источником загрязнений является аммиачный буфер. Распространенное
мнение и наши собственные эксперименты вряд ли допускают, что окис-
ление с заметной скоростью возможно без катализатора. И все же, как
было установлено в [б ], при длительном хранении у водных растворов
глутатиона и цистеина тенденция к ступенчатому окислению SM-rpynn
увеличивается.

Использованный далее 10~3 н. раствор цистеина был изготовлен в
условиях минимального соприкосновения с кислородом в термостати-
руемой бюретке при 29° С. На рис. 5 представлен исходный спектр двух-
месячного раствора в бидистилляте (кривая 1), а на рис. 6 кине-
тика изменений этой же порции раствора при волновом числе
42 000 см~ х в условиях непрерывного перемешивания в течение 15 часов.
В процессе опыта велась непрерывная запись кинетики. Затем был снят
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суммарный спектр реакционной смеси и реакционных продуктов (при-
вая 2 на рис. 5). Цифры 1, 2 на рис. 6 обозначают время регистрации
спектров 1 и 2 рис. 5. Пунктиром на рис. 6 показана кинетика измене-
ний однонедельной порции того же раствора цистеина. В этом опыте

Рис. 5. Спектры анаэробных ( ) и аэробных
( ) водных растворов цистеина (в интервале
волновых чисел 20 000—48 000 см~ 1 ) при перемеши-
вании с воздухом (кривые 2— 5, 9— 12) и без пере-

мешивания (кривые 1, 7, 8).

первый спектр реакцион-
ной смеси только количе-
ственно отличался от кри-
вой 1 на рис. 5. Время
первого измерения на
рис. 6 обозначено цифрой
I'. По истечении двух ча-
сов спектры реакционной
смеси стали похожими на
спектр 2 рис. 5; это время
на рис. 6 обозначено циф-
рой 2'. За несколько ми-
нут до получения спект-
ра 3 скорость перемеши-
вания была резко увели-
чена, и через полчаса был
получен спектр 4. После
12-часового перерыва пе-
ремешивание было возоб-
новлено и были зарегист-
рированы спектры 5 и 6.

Рис. 6. Кинетика изменений оптической пропускаемое?!! (в %) двухмесячного
( ) и однонедельного ( ) анаэробного раствора цистеина, зарегистриро-

ванная в течение 15 ч.

Таким образом, водный раствор цистеина при длительном хранении
в довольно анаэробных условиях может приобретать свойства, сильно
отличающиеся от свойств «ленивых редокссистем» (sluggish systems)
[6 J, изученных в условиях свежего приготовления. Некоторые намеки
в этом направлении были получены методом амперометрического тит-
рования. Так, на рис. 1 работы [4 ] уже в 33-часовом аммиачном раст-
воре при непрерывном слабом перемешивании колебания наблюдались
еще до начала быстрого ступенчатого окисления. На рис. 2 работы [6 ]

показаны как «спонтанные» колебания, так и колебания, связанные с
продуванием газов, вплоть до исчезновения SH-групп в ходе опыта.
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В приведенных случаях аммиачный буфер временно ускорил связы-
вание ионов серебра. Может быть, одновременно с катализом окисления
буфер создает в растворе анаэробные условия, аналогичные возникаю-
щим спонтанно при длительном стоянии водных растворов.

Изоляция от кислорода при изготовлении растворов является необ-
ходимым условием. Кривая 7 на рис. 5 представляет спектр свежего
10~3 н. раствора цистеина в бидистилляте, изготовленного обычным
способом; кривая 8 спектр раствора аналогичного изготовления, но
простоявшего в лаборатории 44 дня и не имевшего колебательной ки-
нетики; кривые 9—12 спектры реакционных смесей 44-дневного рас-
твора, полученные при интенсивном встряхивании.

Дальнейшие исследования колебаний нестационарного состояния
должны показать, в какой мере здесь участвует сульфгидрильная дина-
мика. Параллельно со спектроскопическими измерениями следует про-
вести измерения SH-титра на установке амперометрического титрова-
ния. И хотя описанные здесь колебания не говорят о работе системы
в автокаталитическом режиме, все же полученные данные не исключают
такой возможности.

Выражаю глубокую признательность профессору Э. Липпмаа за
щепные дискуссии по содержанию настоящей работы.
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J. NEEME

GLUTATIOONI JA TSÜSTEIINI LAHUSTE OKSÜDEERUMISKURUSTE
VÕNKUVATEST MUUTUSTEST

Teatatakse tsüsteiini ja glutatiooni lahuste optilise tiheduse võngetest ammoonium-
puhvris, mis olid mõõdetud lainearvul 40 000 cm -1. Esitatakse võnkumise ajal mõõdetud
leaktsioonisegude spektrid. Kahe kuu vanuse tsüsteiini anaeroobse vesilahuse segune-
misel õhuga registreeriti suur aeglane ja peaaegu täielikult pöörduv optilise tiheduse

■võnge lainearvul 42 000 cm -1 . Esitatakse värskelt tehtute ja vanade aeroobsete ning;,
<vanade anaeroobsete lahuste spektrid enne õhuga segunemist ja segunemise ajal.

447О колебательных изменениях скорости окисления..



T. NEEME

OSCILLATORY CHANGES OF THE OXIDATION SPEED OF GLUTATHIONE
AND CYSTEINE SOLUTIONS

Damped oscillations of optical density at the wave number 40 000 cm -1 of cysteine
and glutathione solutions in ammonia buffer have been recorded. Spectra of the
reaction mixture during oscillations are represented. A considerable and slow, almost
completely recovering oscillation of optical density at the wave number 42 000 cm -1 was
obtained, when two-months-old aqueous anaerobic solution of L-cysteine hydrochloride
had been measured while stirring with air. Some corresponding spectra have been
represented. Spectra of freshly made and old aerobic solutions as well as spectra of old.
anaerobic solution have been obtained.
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	Рис. 3. Спектры реакционных смесей цистеина в аммиачном буфере (в интервале волновых чисел 28 ООО-42 000 см.-1) при перемешивании с воздухом.�ON��������������Ā������������������Ā�������������������������������������Ā������������������Ā������������������Ā������������������Ā������������������Ā�������������������������������������Ā������������������Ā�����������̀���Ȁ���Ā������������������Ā������������������Ā������������������Ā������������������Ā�������������������������������������Ā�����������̀�������Ā������������������Ā������������������Ā������������������Ā������������������Ā�����������̀���Ā���Ā�����������̀������������������������������������������������������������������������������������������������������Ā�������������������������������������Ā�������������������������������������Ā������������������Ā������
	Рис. 4. Кинетика изменений оптической пропускаемое™ (в %) раствора цистеина в аммиачном буфере,, измеренная в течение 100 мин. при перемешивании с воздухом.��㯎ὀ蠀髇��ᜭ하��ꢘ㈐����������◰�氏㐈贮跰�᎓��ḭ�呭���ꢛ㈐����������ᘜ�氏㐈쭛ꌘ堰팟≵ƀĭ����㈐����������ឨ�氏㐈붥ↆ籛컑㣜爐࠭쉘偯�ꀘ�㈐����������ঔ�氏㐈夙功授컣卼ƀ㌭쥘ꁰ�뀛�袗㈐����������ᛔ�氏㐈켕頭࠻⇷飞爐㨭≱�မ�袗㈐����������▨�氏㐈꾐ꨅ۷䉣��㴭ｘ顲���梜㈐����������ܤ�氏㐈圕ﭻꦊ魙壥爐ॳ�耙�梜㈐����������ᜐ�氏㐈䑠셂끳㶊ƀ⼭ᡴ���ࢊ㈐����������⒬�氏㐈瑃嬂⻌裵㣞爐嘭鑘⽵�栘�ꢛ㈐����������ߴ�氏㐈竵☄龹䑫㶑ƀ夭鍘顶�⠚�ꢛ㈐����������┰�氏㐈飌念㕆磠爐䀭驘≷��⢋㈐����������┬�氏㐈᭤쏡皽锂ƀ䬭腘ᡸ�ࠛ�ࢊ㈐����������╜�氏㐈鯽䒻찡�爭衘卹��ࢊ㈐����������ᚬ�氏㐈硽ీ綢ƀ甭띘롺���⢋㈐����������ܰ�氏㐈䗶ꁜ睋㿦壢爐簭빘≻�㈐����������╤�氏㐈⢝컔ㆮƧウƀ札ꕘ���袗㈐����������␤�氏㐈箅ꗆ齡흸��渭걘㵽�᠗�ꢘ㈐����������ⓤ�氏㐈떔ᑈⵑ淡㞭ƀ鄭ꭘ㡾�렙�梜㈐����������╘�氏㐈닧ꘈ驅��頭剘㵿���䢞㈐����������ज�氏㐈絇좙谔��茭奘㢀�堣�좖㈐����������জ�氏㐈苔賺帼爐設䁘⊁��㈐����������ᚠ�氏㐈繮뿵佬䌽亻ƀ购佘ࢂ���㈐����������߸�氏㐈먆⯰뜭畘��됭癘⊃�‣�袝㈐����������┬�氏㐈ᔬ䊇䇨稍ヂƀ뼭絘뢄�쀞�袚㈐����������⒄�氏㐈揱�齍˿��摘咅��ꢕ㈐����������ថ�氏㐈宥⦉�ƀ꤭捘��⢠㈐����������▨�氏㐈跙ꓯ焛��퀭橘䢇���ꢕ㈐��������
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