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ЯМР ТА ІЧ-ФУР 'Є СПЕКТРОСКОПІЯ ПРОЦЕСІВ ЗЛИТТЯ 

МЕМБРАН, ІНДУКОВАНИХ ІОНАМИ КАЛЬЦІЮ 

Процес злиття ліпосом, сформованих з яйцевого фосфатиділхоліну (ФХ) досліджувався за до­

помогою ІЧ-Фур'є та ЯМР спектроскопії. Для спостереження за процесом злиття використовува­

лись парамагнітні зсуваючі реагенти (ЗР). Запропоновано експериментальну схему, яка дає можли­

вість одночасно відслідковувати зміни розмірів везикул, змішування їх внутрішніх об'ємів і може 

бути використана для оцінки динамічних змін у молекулах ліпідів під час процесу злиття мембран. 

Ті самі зразки досліджувались методом ІЧ-Фур'є спектроскопії для отримання додаткової структур­

ної інформації. 

Вступ 

Злиття мембран — важливий біологічний 

процес. При його дослідженні широко застосо­

вують штучні ліпідні мембрани (ліпосоми). Та­

кий підхід дає змогу отримати інформацію про 

неспецифічні аспекти процесу злиття біомемб-

ран, що реалізуются передусім через динамічні 

зміни у ліпідних молекулах, які функціонують як 

молекулярні ансамблі. Процеси злиття біологі­

чних мембран опосередковують такі важливі фі­

зіологічні події, як конститутивна секреція, ен-

доцитоз, цитокінез, нейросекреція, ендокринна 

секреція, злиття генеративних клітин при заплід­

ненні, вірусні інфекції, утворення гігантських 

клітин при запальних процесах, летальне злит­

тя лімфоцитів, індукованих вірусом імунодефі­

циту людини тощо. 

Запропоновано дві головні гіпотези, що опи­

сують механізми злиття мембран — "ліпід-опо-

середкованого злиття" та "б ілкового злиття" . 

Перша стверджує необхідність та достатність для 

злиття лише ліпідного компонента біомембра-

ною. Друга постулює необхідність наявності у 

складі мембран, що зливаються, певних білко­

вих (пептидних) молекул. Важливо, що феноме­

нологія фізико-хімічної поведінки власне ліпідів 

під час процесу злиття є універсальною. 

Незважаючи на те, що злиття мембран інтен­

сивно вивчаєтся [1—4], у розумінні цього проце­

су залишається ще багато нерозв'язаних проб­

лем. Нині застосовують три принципи експери­

ментального дослідження процесу злиття мемб­

ран. При реалізіції першого з них використову-
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ють методи, в яких визначають зміни (зростан­

ня) розмірів везикул. Другий принцип — це спо­

стереження за змішуванням гідрофобних матри-

ксів мембран. Останній принцип ґрунтується на 

кореляції між процесом злиття та змішуванням 

внутрішніх об'ємів. 

Методи вивчення зміни розміру [5—9] є са­

мими прямими, але вони використовують вели­

ку кількість теоретичних наближень і в процесі 

приготування зразка часто можуть істотно впли­

вати на мембрани. Методи вивчення злиття гід­

рофобного шару [10—14] надзвичайно чутливі, 

але значно збуджують об'єкт дослідження, силь­

но модифікуючи мембрану. Більшість із методів 

спостереження за перемішуванням внутрішніх 

об'ємів [15—17] є делікатними, проте багато в 

чому непрямими. Очевидно, коректні результа­

ти можуть бути отримані в результаті викорис­

тання комбінації трьох вищенаведених принци­

пів дослідження злиття мембран. 

Метод Я М Р може бути використано у поста­

новці, в якій реалізуються всі три зазначені прин­

ципи на одному й тому самому зразку. Метод є 

неінвазивним і має можливість використовува­

ти мембрани для спостереження процесу злиття 

не тільки з макроскопічної точки зору, а й отри­

мати дані з молекулярної структури та динамі­

ки ліпідних молекул у процесі злиття.
 1

H,
 13

C,
 2

H 

Я М Р спектри можуть бути використані для оцін­

ки ліпідної структури і молекулярних властиво­

стей окремих частин ліпідної молекули.
 14

N і
 31

P 

дають можливість отримати подібну інформа­

цію, але тільки для полярних частин фосфоліпі-
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дів. У комбінації з іншими методами можна ви­

значати зміни форми/розмірів мембранних утво­

рень та фазові переходи. Те ж саме можна дослі­

джувати на інших ядрах, але в більш екзотич­

них ситуаціях. 

ІЧ-Фур'є спектроскопії також властива пе­

ревага неінвазивності, яка підсилена високою 

чутливістю щодо структурних змін у ліпідних 

молекулах під час злиття. Два методи можуть за­

стосовуватися разом, що на однаково пригото­

влених зразках дає можливість отримати додат­

кову інформацію. 

Методи і матеріали 

Процес мембранного злиття моделювався за 

допомогою Са
2+

-індукованого злиття середніх за 

розмірами ліпосом (90—110 нм) з фосфатиділ-

холіну яєчного жовтка (ФХ) з високим вмістом 

лізо-форм ліпідів (лізо-ФХ). Застосування висо­

кого вмісту лізо-форм у ліпідній суміші призве­

ло до сповільнення процесів злиття, що було 

вигідно для 14 і Я М Р досліджень. Ліпосоми го­

тувались у відповідності з принципами, викла­

деними в [18]. Розчини ліпідів в органічних роз­

чинниках висушувалися за допомогою роторно­

го випаровувача і гідратувалися H2O і D2O, від­

разу після чого формувалася суспензія мульти-

ламелярних ліпосом інтенсивним перемішуван­

ням. Для отримання суспензії уніламелярних 

ліпосом вихідна суспензія оброблялася ультра­

звуком за допомогою ультразвукового диспер-

гатора пестикового чи банного типу. Отримана 

суспензія центрифугувалася на лабораторн ій 

центрифузі при 2000—5000 об./хв з метою оса­

дження великих ліпідних агрегатів та макроско­

пічних частинок металу з пестика диспергатора. 

У разі навантаження ліпосом парамагнітними іо­

нами, їх формували у розчинах солі парамагніт­

них металів у H2O і D2O та очищували гел-філь-

трацією на колонці з Sephadex-G75. Ліпосоми 

зберігались при 8 °С протягом доби і викорис­

товувались протягом 6—8 годин. Везикули були 

стабільними з огляду на середній діаметр (у від­

повідності з даними лазерної кореляційної спек­

троскопії) і зберігали власну замкненість (у від­

повідності з даними ЯМР) протягом 7 діб. 

Характеризація ліпідної суміші 

Фосфоліпідні суміші, які використовувались 

у дослідженнях, були охарактеризовані за допо­

могою хроматографії . Вміст фосфоліпідів був 

визначений традиційними методами тонкошаро­

вої хроматографії, а жирнокислотний склад було 

визначено газово-хроматографічно (ГХ) та з ви­

користанням ГХ з мас-спектроскопічним детек­

тором. Результати представлені в табл . 1 та 

табл. 2 відповідно. 

Обладнання 

Я М Р спектри були зареєстровані на спект­

рометрі BRUKER СХР-200.
31

P спектри було за­

реєстровано без врахування взаємодії спінів ядер 
31

P та
 1

H. 

Розміри частинок визначались методом ла­

зерної кореляційної спектроскопії на оригіналь­

ному спектрометрі, сконструйованому і зібрано­

му в Інституті біохімії H A H України (деталь­

ний опис див. [19]). Джерелом був He-Ne лазер 

(X = 632,8 нм). 

Фур'є-спектри записувались на спектромет­

рі B R U K E R IFS-48. Для деконволюції та об­

робки спектрів використовувалась програма 

OPUS 2.2. Всі експерименти проводились при од­

наковій температурі. Зразки були приготовлені 

з суспензії свіжих ліпосом і поміщались у прозо­

ру в 14 області електромагнітного спектра кю­

вету з CaF, . 

Результати й обговорення 

Застосуваннязсуваючихреагентів. За допо­

могою Я М Р методу можна визначити хімічний 

зсув ядра, що залежить від хімічного оточення. 

При цьому можна розділити сигнали від внутрі­

шнього (І) та зовнішнього (О) моношарів замк­

неної мембрани при введенні парамагнітних зсу­

ваючих реагентів (SR), які істотно модифікують 

локальне магнітне поле навколо ядра, з яким 

вони безпосередньо контактують. Магнітне поле 

Таблиця 1. Фосфоліпідний склад яйцевого фосфатиділхоліну 

Фосфоліпіди Склад, % 

Фосфатиділхоліни 88,79 

Лізо-фосфатиділхоліни 6,75 

Сфінгомієліни 3,89 

Фосфатиділетаноламіни 0,19 
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біля ядра буде відрізнятись при наявності пара­

магнітного йону, що при аплікації SR лише з 

одного боку замкненої везикули проявиться в 

розщепленні відповідних ліній в спектрі на дві 

частини: лінію від ядер, що знаходяться у кон­

такті з парамагнітним йоном та лінію від таких, 

для яких зазначений контакт відсутній. Після 

введення парамагнітного іону і отримання роз­

щеплення можна визначити відношення інте­

гральних інтенсивностей ліній від зовнішнього 

та внутрішнього моношарів (О/І-параметр). На 

останній впливає процес злиття мембран. В яко­

сті зсуваючих реагентів ми досліджували хлори­

ди і нітрати Pr, Nd , Dy, Ho , Sm, Eu, Er і Y в кон­

центрації від 0,1 до 10 мМ. Зсув протонних та 

фосфорних резонансів при застосуванні Pr, Dy, 

Eu та Y надає, очевидно, задовільне розділення 

сигналів N(CH3)3 та фосфатних залишків у спек­

трах. При використанні інших SR псевдокон-

тактний парамагнітний зсув супроводжується 

значним уширенням ліній від контактуючих з SR 

ядер. Для ліпосом, отриманих з яєчного ФХ з 

високим вмістом лізо-ФХ, показано, що дода­

вання 5 мМ Pr(N03 )3 не призводить до повного 

розділення. Це відбувається через накладання 

ліній для протону при 8 = 3,31 м. ч., який відне­

сено до окислених аліфатичних протонів. Тіль­

ки при концентрації 7,5 мМ і вище лінії стають 

розділеними. 

Метод двох зсуваючих реагентів. На О/І-па-

раметр впливає процес злиття. Так, його змен­

шення корелює зі зм іною фізичних розмірів 

уніламелярних везикул. Ми використовували О/І 

параметр, виведений з
 31

P Я М Р спектрів, час спін-

граткової релаксації (T1) для фосфатних груп 

фосфоліпідів, отриманих з
 1

H Я М Р і
 31

P Я М Р 

спектрів, та діаметр везикул згідно з результа­

тами лазерної кореляційної спектроскопії. Зазна­

чені параметри очевидно корелюють між собою 

(мал. 1, 2). Наявність такої кореляції дає можли­

вість слідкувати за процесом злиття мембран, 

вимірюючи параметри спектра ЯМР . 

Наведені вище міркування спонукали нас до 

ідеї розробити методику вивчення злиття мемб-

Таблиця 2. Склад жирних кислот в яйцевому фосфатиділхоліні 

Жирні кислоти Час виходу, хв. Склад, % 

Докозогексаєнова 118,0 0,464 

Бетаїнова 90,5 0,267 

Арахідонова 87,5 2,409 

Генейкозанова 83,5 0,328 

Ейкозанова 80,0 0,315 

Ліноленова 70,0 13,421 

Октадеканова 66,8 28,112 

Стеаринова 64,8 17,840 

Гептадеканова 57,7 0,340 

Палмітолетинова 54,0 4,991 

Палмітинова 51,0 29,085 

Пентадеканова 43,6 0,107 

Міристинова 36,5 0,111 

Всього невідомих 109,4;73,1 2,210 
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ран, яку схематично наведено на мал. 3. Така 

схема експерименту надала нам можливість од­

ночасно спостерігати за: 1) зміною розмірів ве­

зикул (еволюція О/І-параметра); 2) змішання 

внутрішніх об'ємів ліпосом (перерозподіл інтен­

сивностей резонансів відрізних моношарів мем­

бран); 3) контролювати стабільність замкненос­

ті везикул (абсолютна інтенсивність сигналу від 

зовнішніх моношарів, за умови непроникнення 

SR через мембрану, залишається сталою); 4) спо­

стерігати зміни в рухливості окремих частин 

молекул ліпідів, викликаних додаванням фузо-

гену (вимірювання T1 для ліній фосфатних зали­

шків (спектри
 31

P ЯМР) , та ліній від (CH2)n, CH3 

та N(CH3)3 протонів у спектрах
 1

H ЯМР ; 5)якіс-

но детектувати агрегацію везикул (у випадку, 

коли зовнішні сигнали уширюються, але шири­

на сигналів від внутрішніх моношарів залишає­

ться сталою). 

Метод Фур 'є спектроскопії. Спектри ліпосом-

ної суспензії в H2O і D2O (рис. 4) при pH = 7,4 та 

27 °С фіксувались протягом 0,5 години. Реєстра­

ція одного спектра тривала не більше кількох се­

кунд. Зміни у спектрах за цей час не були зареє­

стровані. Після додавання CaCl2 в концентрації 

2—10 мМ до вихідного зразка, спектри були за-

Рис. 1. Зміни у
 1

H ЯМР спектрах відповідно до додавання SR. Зверху вниз:
 1

H ЯМР спектр везикул 
з яйцевого лецитину з високим вмістом лізо-ФХ; додавання 5мМ Pr(NO,).; додавання 7,5 мМ Pr(NO3).. 
! — відмічено

 1
H резонанс від окислених аліфатичних груп; стрілки вказують розщеплення резонансу 

метильних груп у N(CH,)3; на вставці показано зменшення О/І інтегральних інтенсивностей 
в залежності від концентрації CaCl2 
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писані знову. При цьому спостерігався ряд особ­

ливост ей в област і в ал ентних CH 2 ( 2 8 5 0— 

2920 C M
1

) , C=O (1750—1720 см
-1

) і деформацій­

них СН,(1480—1420 см
-1

) коливань. Так, смуги 

CH2 в області валентних коливань зсуваються на 

2 см~' у високочастотну область. Подібна пове­

дінка в вивченні ліпідних фазових переходів 

може інтерпретуватись як збільшення вмісту 

гош-конформерів у вуглеводневих областях ліпі­

дів [20,21]. Також ряд змін спостерігається в смузі 

C=O валентних коливань, що у вихідному зразку 

знаходилась на 1734 см
1
. При наявності каль­

цію проявляється багатокомпонентна структу­

ра смуги C=O (1742,1 см"
1
,1725,3 см

1
,1709,8 см

 -1
) 

Рис. 2. Зміни розмірів везикул та відповідні зміни ЯМР параметрів в залежності від концентрації CaCl2. 
1 — l/d (d — діаметр везикул) згідно з лазерною кореляційною спектроскопією (вставка: залежність d від 
концентрації CaCl2); 2— зменшення О/І інтегральних інтенсивностей, розрахованих зі спектрів 'Н-ЯМР; 

З— зміни у значеннях часу спін-граткової релаксації
 31

P 
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та її уширення зі збільшенням вкладу низькоча­

стотної складової на 1725,3 см
-1

 (рис.5). Таку си­

туацію можна пояснити збільшенням вкладу во­

днево-зв'язаних C=O зв'язків [21,22]. Також було 

зареєстровано зміни у формі смуги деформацій­

ного CH2 коливання, що може так само бути на­

слідком збільшення невпорядкованості в упако­

вці ланцюга. Всі спостережувані зміни стають си­

льнішими зі збільшенням концентрації CaCl2 і 

вказують на зміни в вуглеводневих ланцюгах лі­

підних молеул, а також на перебудову сітки вод­

невих зв'язків. 

Рис. 3. Принципова схема запропонованого підходу до вивчення злиття мембран. 
У лівій колонці показано загальний вигляд експериментальних спектрів, малюнки у середині 

демонструють вигляд зразків. Однаковим кольором зображено резонансні лінії та моношари, яким вони 
відповідають. У правій колонці наведено реальні

 31
Р-ЯМР спектри. Згори донизу: 1 — вихідна суспензія 

везикул; 2— додавання до суспензії першого зсуваючого реагента (Y
3+

) — SR'; З— везикули навантажені 
другим зсуваючим реагентом (Pr

3+
) — SR", після хроматографічного відмивання парамагнітних іонів 

ззовні везикул; 4— змішування ліпосом із додаванням першого зсуваючого реагента та ліпосом, 
навантажених другим зсуваючим реагентом; 5— спостережені тенденції змін відповідно до 
додавання фузогену (CaCl2). Спектри для етапів у загальних рисах 4 та Sm відрізняються 
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Рис. 4. Спектри ФП-ІЧ суспензій везикул у D2O та віднесення коливань 
до молекулярних груп, яким вони відповідають 

Рис. 5. Трансформація смуги валентного коливання C=O у суспензії везикул 
у D2O після додавання фузогену (CaCl2) 
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Afonin S. E., Dovbeshko G. I. 

FT-IR A N D NMR OBSERVATION OF CALCIUM 
INDUCED MODEL MEMBRANE FUSION PROCESS 

Process of fusion of phospholipid vesicles formed from egg phosphatidylcholine 

(PC) with high concentration of lyso-lipids have been investigated with FT-IR and 

N M R spectroscopy. Double shift reagent assay was applied to assess fusion with regard 

to behavior of different membrane leaflets. Assay is capable of observing vesicles size 

changes, inner volume mixing and vesicles leakage, and could be potentially used to 

assess dynamical changes of lipid molecules. The same sample preparat ions could be 

studied with FT-IR, supplying information additional to NMR . Up to 6,75 % lyso-PC 

content caused slowerning of the Ca
2+

 fusion process to the minutes time-scale. 


