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ПРЕДИСЛОВИЕ

Х.М. Касумов является известным специалистом в области бис- 
физики мембранного транспорта, молекулярной организации йен*  
ных каналов в липидных мембранах. Исследования Х.М. Касумова 
связаны с изучением механизма избирательного переноса ионов и 
органических веществ через мембраны, разработкой теоретических 
основ мембранной технологии, изучением взаимосвязи структуры и 
мембранной функции каналообразующих соединений.

Х.М. Касумов с 1967 г. по 1980 г. работал в Институте биологи­
ческой физики АН СССР. Он начал свою работу в лаборатории ра­
диобиологии, руководимой проф. Л.Х. Эйдус. В 1968 г. поступил в 
целевую аспирантуру в этом же институте, где работал в лаборато­
рии биофизики мембран под руководством лауреата Государствен­
ной премии СССР, проф. Либермана Е.А. В 1972 г., успешно завер­
шив аспирантуру, Х.М. Касумов защитил диссертацию на соискание 
ученой степени кандидата биологических наук по специальности 
“биофизика”. В период с 1973 г. по 1980 г. он работал в лаборатории 
проф. Г.Н. Берестовского, в группе биофизики мембран, руководи­
мой доктором физ.-мат. наук Л.Н. Ермишкиным. В 1980 г. Х.М. Ка­
сумов успешно защитил докторскую диссертацию на соискание уче­
ной степени доктора биологических наук по специальности “биофи­
зика”. Несмотря на предложение со стороны дирекции остаться ра­
ботать в Институте биологической физики АН СССР, Х.М. Касумов 
возвращается в Баку и продолжает там свою научную работу.

Х.М. Касумов первый из советских исследователей выявил 
большой класс мембраноактивных полиеновых антибиотиков и на­
чал изучение молекулярного механизма их действия на бислойные 
липидные мембраны. Он теоретически обосновал, а затем экспери­
ментально доказал, что в основе механизма действия полиеновых 
антибиотиков лежит образование ими в мембранах в комплексе с хо­
лестерином каналов молекулярных размеров, проницаемых для ио­
нов и органических соединений. Необходимо отметить, что попытки 
зарегистрировать ионные каналы в присутствии полиеновых анти­
биотиков предпринимались учеными из США, Англии и Италии, но 
они оказались безрезультатными. Более того, в одном из известных 
на западе журналов «Biophysical Journal, 1977, v. 17, № 3, р. 269-274» 
итальянскими учеными Ромине и др. была опубликована статья под 
названием: ’’Доказательство того, что нистатин не обладает способ­
ностью формировать каналы в тонких липидных мембранах”. Де­
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тальный анализ полученных экспериментальных данных позволил 
Х.М. Касумову определить условия формирования полиеновыми ан­
тибиотиками в мембранах ионных каналов. Х.М. Касумову впервые 
удалось обнаружить образование в липидных мембранах одиночных 
ионных каналов и исследовать их физико-химические свойства. 
Публикация основных результатов исследований в престижном 
журнале “Nature” (Англия) принесла Х.М. Касумову известность. 
Научные труды Х.М. Касумова опубликованы в таких авторитетных 
западных и российских журналах как “Biochimica et Biophysica 
Acta”, “Studia Biophysica”, “Pol. J. Chemistry”, “Биофизика”, “Успехи 
современной биологии”, “Биологические мембраны”, “Цитология”, 
“Химико-фармацевтический журнал”, “Антибиотики и медицинская 
биотехнология”, “Антибиотики и химиотерапия11. Основные резуль­
таты исследований докладывались Х.М. Касумовым на многих био­
физических и биохимических конгрессах, съездах и симпозиумах.

Данная монография Х.М. Касумова представляет значительную 
ценность для развития теории функционирования ионных каналов в 
клеточных мембранах. Исследования, проведенные им, имеют суще­
ственное практическое значение. Полиеновые антибиотики и их 
производные являются эффективными соединениями, используемы­
ми в медицинской практике в борьбе с грибковыми инфекциями. 
Х.М. Касумову удалось классифицировать полиеновые антибиотики, 
исходя как из их молекулярной структуры, так и способности эф­
фективно взаимодействовать с клеточными мембранами, что указы­
вает путь синтеза и целенаправленного отбора мембраноактивных 
полиеновых антибиотиков. Считаю, что предлагаемая монография 
Х.М. Касумова окажется полезным пособием для научных работни­
ков, занимающихся проблемами мембранологии и разработкой но­
вых лекарственных препаратов.

ДИРЕКТОР ИНСТИТУТА
ТЕОРЕТИЧЕСКОЙ

И ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ
БИОФИЗИКИ РАН

ЧЛЕН-КОРРЕСПОНДЕНТ
РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ

НАУК ИВАНИЦКИЙ Г.Р.
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ОТ АВТОРА

Светлой памяти родителей 
моих посвящяется

Все явления, свойственные живым организмам, в той или иной 
степени связаны с клеточными мембранами. Значение мембран в 
жизнедеятельности клетки и организма в целом трудно переоценить. 
Достаточно привести несколько примеров, чтобы можно было су­
дить о важности исследования структуры и функции мембран. Мем­
браны участвуют в процессах адгезии и узнавании клеток друг дру­
гом, мембраны нервных клеток генерируют электрические импуль­
сы, мембраны скелетных мышц и миокарда участвуют в сокращении 
и расслаблении мыщц, мембраны, расположенные в стенках кишеч­
ника, участвуют в процессах всасывания и переваривания пищи. 
Фоточувствительные мембраны сетчатки глаза трансформируют 
световую энергию в энергию электрического импульса. Мембраны 
хлоропластов зеленых растений и митохондрий используют солнеч­
ную энергию для фотосинтеза, синтезируя из воды и углекислоты 
сахара, которые используются в качестве горючего при клеточном 
дыхании [Govindjee, 1982; Алиев и др., 1985, 1986; Алиев, Гулиев, 
1990]. В мембранах локализованы специальные рецепторы, преобра­
зующие энергию звука в электрические импульсы, а также пере­
дающие центральной нервной системе информацию о запахах, изме­
нениях температуры и давления. В основе всех вышеперечисленных 
процессов лежит изменение ионной проницаемости клеточных мем­
бран. Одним из классических примеров изменения ионной прони­
цаемости мембран можно привести возникновение нервного им­
пульса. В ответ на внешний стимул происходит колебание мембран­
ного потенциала приводящее к изменению проницаемости мембран 
для ионов Na+ и К+ [Тасаки, 1957; Ходжкин, 1965; Ходоров, 1969; 
Либерман, 1969, 1970].

Несмотря на детальное количественное описание Ходжкиным и 
Хаксли электрического поведения возбудимых мембран, механизм 
переноса ионов через мембраны все еще остается малоизученным. 
Относительно механизма переноса ионов через мембраны высказан- 
ны две основные гипотезы: 1) гипотеза о существовании в мембра­
нах особых переносчиков, обладающих сродством к тем или иным 
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ионам; 2) гипотеза о наличии в возбудимой мембране специальных 
каналов, характеризующихся высокой ионной селективностью и 
способностью открываться и закрываться в ответ на изменение ве­
личины мембранного потенциала.

Основу всех клеточных мембран составляет бимолекулярный 
слой липидов. Методом реконструкции липидов клеточных мембран 
удалось выяснить основные механизмы транспорта ионов через 
мембраны. Молекулы липидов, попадая в водную среду, ведут себя 
как анизотропные вещества, обладающие свойствами жидких кри­
сталлов. В зависимости от соотношения липид/вода молекулы липи­
дов могут образовывать в растворах ряд мезоморфных структур. Так, 
например, капля липидов, попадая на поверхность воды, образует 
мономолекулярный слой липидов, причем таким образом, что по­
лярные хвосты липидов обращены в воду, а неполярные углеводо­
родные цепочки жирных кислот в воздух. Затем молекулы липидов 
образуют мицеллярную шаровидную структуру так, что внутрь ша­
рика обращены углеводородные хвосты молекул липидов, а в вод­
ную среду обращены полярные головки. Молекулы липидов могут 
образовать ламеллярные структуры в виде двух плоских мономоле- 
кулярных слоев и в виде замкнутых везикул (липосом) и, наконец, 
молекулы липидов могут формировать гексагональную структуру по 
типу капля масла в воде, либо капля воды в масле.

Для изучения электрических характеристик и транспортных 
процессов мембран удобно использовать ламеллярные структуры в 
виде плоских бимолекулярных мембран. Однако получить устойчи­
вые плоские бимолекулярные пленки долгое время никому не удава­
лось. В начале 60-х-70-х годов в США Мюллер и Монталь впервые 
сумели на отверстии в тефлоновой ячейке получить устойчивую ли­
пидную мембрану, разделяющую два водных раствора, и исследо­
вать их электрические характеристики [Mueller, Rudin, 1963, 1964; 
Montal, Mueller, 1972]. Сравнительный анализ электрических харак­
теристик клеточных и бислойных липидных мембран (БЛМ) пока­
зал, что по многим параметрам характеристики клеточных мембран 
совпадают с бислойными мембранами: по электрической емкости, 
толщине, напряжению разрыва, коэффициенту поверхностного на­
тяжения, проницаемости для воды, потенциалу покоя и показателю 
преломления [Mueller et al., 1963; Котык, Яначек, 1980]. Однако со­
противление бислойных мембран на много порядков - в 10э-106 раз 
превышает сопротивление клеточных мембран. И благодаря именно 
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этому свойству бислойных мембран удалось в дальнейшем выявить 
основные механизмы ионного транспорта через мембраны. Но успех 
пришел не сразу. Начались интенсивные поиски веществ, которые 
могли бы уменьшить сопротивление бислойных мембран.

Прогресс, достигнутый в изучении механизма мембранного 
транспорта, связан в значительной степени с веществами антибиоти­
ческой природы [McLaughin, Eisenberg, 1975]. В середине 60-х годов 
в Институте биоорганической химии им. М.М.Шемякина был синте­
зирован гидрофобный макроциклический депсипептидный антибио­
тик валиномицин, под действием которого было обнаружено умень­
шение сопротивления мембран на несколько порядков [Лев, Бужин- 
ский, 1967; Mueller, Rudin, 1967]. В присутствии валиномицина мем­
брана становилась избирательно проницаемой для катионов щелоч­
ных металлов [Лев и др., 1966; Лев, Бужинский, 1967; Mueller, Rudin, 
1967; Готлиб и др., 1968; Бужинский и др., 1968, 1970; Либерман и 
др., 1970]. Валиномицин оказался способным дискриминировать та­
кие близкие по своим физико-химическим свойствам ионы, как Na+ и 
К+. Коэффициент дискриминации 1000 в пользу ионов К+ [Mueller, 
Rudin, 1967; Бужинский и др., 1968; Овчинников и др., 1974]. Иссле­
дуя зависимость проводимости мембран от концентрации валиноми­
цина и от концентрации проникающих ионов, удалось установить, 
что валиномицин работает в мембране по механизму подвижных пе­
реносчиков [Лев, Бужинский, 1967; Mueller, Rudin, 1967; Овчинни­
ков и др., 1974]. Таким образом, впервые на бислоях был экспери­
ментально установлен механизм переноса ионов через мембрану с 
помощью подвижных переносчиков.

В конце 60-х - начале 70-х годов были обнаружены еще два 
мембраноактивных антибиотика - аламетицин и грамицидин А.

Аламетицин (первоначально антибиотик U 22324) продуциру­
ется с весьма высоким выходом (10 мг/мл) микроорганизмом 
Trichoderma viride [Meyer. Reussen. 1967; Reusser, 1967]. Аламетицин 
представляет собой циклический октадекапептид (м.в. 27 000), кото­
рый образован 18 аминокислотами с высоким содержанием необыч­
ной аминокислоты-а-метилаланина (а - аминоизомасляной кислоты, 
Aib) [Овчинников и др., 1974; Martin et al., 1975, 1976]. По своему 
действию на БЛМ аламетицин сильно отличается как от макроцик­
лических комплексонов типа валиномицина или нактинов, так и от 
грамицидина. Основная особенность аламетицина заключается в 
том, что в его присутствии проводимость бислоев чрезвычайно силь­
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но зависит от приложенного напряжения и от структуры липида, 
формирующего БЛМ [Cherry et al., 1972]. Индуцируемая антибио­
тиком проводимость сильно зависит от величины мембранного по­
тенциала [Mueller, Rudin, 1967, 1968 а, b, 1969; Eisenberg et al., 1973]. 
Эта зависимость характеризуется наличием участков вольтамперных 
характеристик с отрицательным сопротивлением. Отрицательное 
сопротивление, в свою очередь, является важной характеристикой 
возбудимых биологических мембран [Mueller, Rudin, 1968 а, Ь]. Нап­
ряжение, при котором начинается рост проводимости, пропорцио­
нально логарифму обратной концентрации аламетицина и солей 
[Eisenberg-Grunberg, 1972]. Было показано, что при введении ала­
метицина в очень высоких концентрациях (0,5-10’5 М) по одну сто­
рону мембраны на вольтамперных кривых появляется участок с 
отрицательным наклоном.

Измерения мембранного потенциала в условиях солевого гради­
ента показывают, что бислои из нейтральных или отрицательно за­
ряженных липидов в присутствии аламетицина обладают преиму­
щественной катионной проницаемостью. Однако при адсорбции на 
их поверхности органических поликатионов (спермина, гистонов, 
протамина) эти бислои проницаемы в большей степени для анионов. 
Таким образом, ионная проницаемость мембран с аламетицином 
определяется их поверхностным зарядом [Eisenberg-Grunberg, 1972; 
Mueller, Rudin, 1968 а, Ь]. Если в условиях солевого градиента ввести 
аламетицин со стороны более концентрированного раствора, то на 
вольтамперной характеристике мембраны появляется участок с от­
рицательным сопротивлением, а в точке нулевого тока, отвечающей 
мембранному потенциалу в отсутствие внешнего поля, сохраняется 
высокая дифференциальная проводимость. Участок с отрицательным 
сопротивлением может появиться и в том случае, когда диффузион­
ный потенциал равен нулю, в частности при добавлении протамина с 
одной стороны мембраны. Этот эффект объясняется тем, что при ад­
сорбции протамина возникает асимметрия поверхностного заряда 
[Eisenberg-Grunberg, 1972; Mueller, Rudin, 1968 а, Ь].

Независимо от величины потенциала зависимость проводимости 
мембран от концентрации аламетицина пропорциональна шестой- 
девятой степени. Это указывает на то, что в переносе ионов участву­
ет ансамбль взаимодействующих молекул антибиотика. Аналогичная 
зависимость характерна и для скорости изменения проводимости в 
условиях фиксации напряжения. Высокий порядок зависимости про­

8



водимости мембран наблюдается и от концентрации солей при по­
стоянной концентрации аламетицина в водных растворах [Mueller, 
Rudin, 1968 а, Ь].

При малых концентрациях аламетицина и снижения напряжения 
на мембране можно видеть флуктуации одиночных ионных каналов 
[Gordon, Haydon, 1972; Gordon, 1973; Haydon, Hladky, 1972; Eisen- 
berg-Grunberg, 1972; Mueller, 1975; Molle et al., 1988; Kaduk et al., 
1998]. Аламетициновые каналы функционируют в мембране 
независимо друг от друга. Для аламетицина обнаружено, что каждый 
открытый канал может иметь несколько состояний проводимости и в 
определенных условиях их число достигает семи [Gordon, Haydon, 
1972; Gordon, Haydon, 1975; Mueller, Rudin, 1968 a, b; Boheim, 1974; 
Kolb, Bamberg, 1977; Boheim, Kolb, 1978; Kolb, Boheim, 1978].

Анализ дискретных изменений тока БЛМ, связанных с процес­
сами открывания и закрывания ионного канала, показал, что каналы 
аламетицина не взаимодействуют друг с другом при функциониро­
вании. Каким же образом напряжение на БЛМ влияет на прово­
димость мембраны с функционирующими каналами? В ряде работ 
показано, что экспоненциальная зависимость проводимости БЛМ от 
величины приложенного напряжения в системе большого числа ка­
налов связана с изменением вероятности образования и разрушения 
пор [Mayro et al., 1972; Gordon, Haydon, 1972; Boheim, 1974; Boheim, 
Kolb, 1978; Kolb, Boheim, 1978].

Молекулярные модели структуры аламетицинового канала осно­
ваны на предположении о том, что молекулы антибиотика образуют 
олигомеры, адсорбированные на границе раздела мембрана - водный 
раствор [Baumann, Mueller, 1974; Bamberg et al., 1976]. Под дейс­
твием электрического поля комплексы антибиотика с ионом, несу­
щие заряд, входят в мембрану и пронизывают ее насквозь. Полярные 
концы молекул аламетицина служат якорем, удерживающим пору в 
мембране. Внутреннюю полость канала выстилают гидрофильные 
амидные группы пептида, а наружная поверхность образована гид­
рофобными боковыми цепями аминокислот. Диаметр поры увеличи­
вается при включении в олигомер еще одной молекулы аламетицина 
и уменьшается при диссоциации субъединиц, формирующих пору. 
Это предположение позволяет объяснить и множественность состо­
яний проводимости и катионную селективность канала.

Другая модель предполагает, что олигомеры, формирующие по­
ры, имеют в своем составе фиксированное число молекул, которые 

9



погружены вглубь мембраны. Различные уровни проводимости ка­
нала возникают вследствие конформационных изменений в олиго­
мере или при изменении числа мономеров внутри агрегата молекул 
[Gordon, Haydon, 1975; Hall, 1975].

В этой связи интересна работа по исследованию проводящих 
свойств аналога аламетицина ges-Aib-Lenges-Pheol-Phe - аламетици- 
на, которая характеризуется тем, что этот аналог формирует пол­
ностью а - спиральную структуру [Molle et al., 1988; Kaduk et al., 
1998]. Молли и Кадук с соавторами обнаружили, что аналог 
аламетицина формирует в бислоях потенциалзависимые каналы со 
многими уровнями проводимости, но, в отличие от исходного ала­
метицина, без короткоживующих проводящих состояний [Molle et 
al., 1988; Kaduk et al., 1998]. Была предложена модель, согласно 
которой в пределах ансамбля молекул аламетицина, расположенного 
в мембране, существует конформационное равновесие а - спираль *5  
Р - структура [Fringeli, Fringeli, 1979]. Под действием электричес­
кого поля осуществляется сдвиг в сторону спиральных структур, 
которые, по мнению авторов, образуют проводящую пору [Fringeli, 
Fringeli, 1979].

Очень привлекательной является модель, учитывающая большой 
дипольный момент а - спиралей этого пептидного антибиотика и 
предполагающая, что аламетициновая пора образуется путем потен­
циалзависимого флип-флопа а - спиральных диполей [Boheim, Kolb, 
1978]. Согласно этой модели, в отсутствие электрического поля ан- 
типараллельные диполи, ориентированные перпендикулярно плос­
кости бислоя, плотно прилегают друг к другу, образуя устойчивые 
агрегаты, не проводящие ионы. Приложенное напряжение ведет к 
переориентации (флип-флопу) части диполей вдоль электрического 
поля с образованием различных агрегатов, в которых преобладают 
параллельно ориентированные диполи. Из-за электростатического 
отталкивания между ними возникают значительные полости, запол­
няемые водой (поры), которые и обуславливают проводимость 
мембран для ионов.

На основании термодинамического анализа включения молекул 
аламетицина в мембрану была предложена модель, согласно которой 
аламетицин включается в бислой и агрегирует в нем. Предпола­
гается, что сборка аламетициновых каналов обусловлена потенциа- 
лозависимостью включения антибиотиков из водной среды в 
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мембрану и последующим их распределением в липидной фазе 
[Schwarz et al., 1986]. Проводимость аламетицинового канала значи­
тельно выше грамицидинового.

Грамицидин А занимает особое место среди мембранотропных 
соединений, использующихся для изучения механизмов транспорта 
ионов через биологические мембраны [Finkelstein, Anderson, 1981]. 
Это наиболее простой по химической структуре и наиболее изучен­
ный пептидный антибиотик. Грамицидин А является антибиотиком 
полипептидной природы и продуцируется культурой микроорганиз­
ма Bacillus brevis [Hotchkiss, Dubas, 1941; Hotchkiss, 1944]. Первич­
ная структура грамицидина А была установлена Саржесом и др. 
[Sarges, Witkop et al., 1964, 1965]. Молекула антибиотика представ­
ляет собой линейный пентадекапептид, характерной особенностью 
которого является чередование L и D-аминокислот. Природный ан­
тибиотик является смесью грамицидинов А, В и С и содержит 72% 
А, 9% В и 19% С изомера соответственно [Gross, Witkop, 1965]. 
Несмотря на значительную гетерогенность природной смеси грами­
цидинов, основным и преобладающим компонентом ее является гра­
мицидин А. В функциональном отношении все аналоги грамицидина 
довольно близки друг к другу и поэтому многие исследователи 
используют природную смесь грамицидинов, рассматривая ее как 
индивидуальное вещество [Bamberg, Benz, 1976].

Было обнаружено антимикробное действие грамицидина А 
[Хантер, Шварц, 1969; Ristov et al., 1975]. Механизм антимикробного 
действия грамицидина А заключается в увеличении пассивной про­
ницаемости биологических мембран для одновалентных катионов и 
протонов. На моделях биологических мембран - БЛМ и липосомах 
показано, что и в данном случае грамицидин А является индуктором 
пассивной катионной и протонной проницаемости мембран [Mueller, 
Rudin, 1967; Liberman, Topaly, 1968; Tosteson et al., 1968; Goodall, 
1970, 1973; Hladky, Haydon, 1970, 1972].

Молекулы грамицидина А формируют в модельных липидных 
мембранах ионные каналы с определенной проводимостью. Прямой 
способ оценки числа молекул, участвующих в формировании грами­
цидинового канала состоит в измерении зависимости проводимости 
мембран от концентрации грамицидина А. Было выдвинуто предпо­
ложение, что канал грамицидина формируется двумя молекулами 
антибиотика и, исходя из этого, считается, что проводимость мем­
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бран должна быть пропорциональна квадрату концентрации анти­
биотика [Tosteson et al., 1968; Goodal, 1970]. Если гипотеза димера 
верна, то процесс формирования канала может быть описан как 
бимолекулярная реакция между двумя мономерами грамицидина А:

КА
ГРА+ ГРА ~ (ГРА)2, 

Кд

где Кд и Кд - константы ассоциации и диссоциации двух мономеров.
В хорошем соответствии с моделью димера находятся и резуль­

таты релаксационных экспериментов. Кроме того, подтверждение 
гипотезы димера было получено и в экспериментах с производными 
грамицидина A [Veatch, et al., 1974, Veatch, Blout, 1974; Veatch, 
Stryer, 1974; Veatch, 1976; Apell et al., 1974]. Таким образом, 
димерная природа канала грамицидина А считалась установленным 
фактом. Но в последующем появилась работа [Stark et al., 1986], где 
выдвигалась агрегационная (мицеллярная) модель организации ион­
ных каналов грамицидина А. Авторы исследовали на черных би­
слоях из диолеоилфосфатидилхолина, модифицированных малыми 
концентрациями грамицидина, кинетику изменения тока при скачке 
потенциала (обычно с нулевого уровня до 80 мВ) для грамицидина и 
его димеризованного аналога - малонилбис-дезформил-грамициди- 
на. Данные, полученные при этом, удовлетворительно объясняются в 
предположении, что проводящее состояние канала формируется при 
латеральной ассоциации нескольких молекул грамицидина А с 
последующим включением их в мембрану.

Молекулярная модель грамицидина А впервые была предложена 
Урри и др. [Urry, 1971, 1972] и независимо Рамасандраном и Чан- 
драсекараном [Ramachandran, Chandrasekaran, 1972]. На основе рас­
четов энергии конформации молекул Урри предложил систему так 
называемых льо-спиралей. Согласно этой модели, мономеры грами­
цидина А, свернутые в один из типов 7tLD - спиралей, соединены в 
димер одним из возможных способов «голова к голове», «голова к 
хвосту» или «хвост к хвосту». В более поздних работах Урри и др. 
[Urry et al., 1971], когда были выполнены эксперименты на БЛМ, 
обсуждается только один вариант структуры димера, согласно ко­
торому молекулы объединены по типу «голова к голове» (tflo^İD). 
Из четырех предложенных типов спиралей наиболее вероятной 
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представляется л ь -спираль, имеющая 6,3 аминокислотных ос­

татков на виток. В этом случае длина димера составлет 25-30Ä, а 
внутренний диаметр канала 4Ä. Внутренняя полость канала выст­
лана карбонильными группами, ориентированными паралелльно или 
антипараллельно оси спирали. Гидрофобные остатки аминокислот 
образуют наружную поверхность канала. Длина димера совпадает с 
наименьшей толщиной углеводородной части липидного бислоя. 
Позднее Витч и др. предложили альтернативную модель канала 
грамицидина A [Veatch et al., 1974]. С помощью тонкослойной хро­
матографии авторы выделили четыре конформационных типа 
димеров и индивидуально охарактеризовали их методами кругового 
дихроизма (КД), инфракрасной (ИК) и ядерно-магнитно- 
резонансной (ЯМР) спектроскопии. Был постулирован новый класс 
двойных спиралей, в которых 2 мономера закручены вокруг общей 
оси. Структуру двойной спирали стабилизируют только межмоле­
кулярные водородные связи. Двойная спираль может быть парал­
лельной (Иллд^) или антипараллельной (ф.фл:.7Г 6). Геометричес­

кие размеры двойных спиралей близки к параметрам, соответству­
ющих димеров, образованных из одиночных л^6 - спиралей.

На основании измерений ЯМР спектров грамицидина А уста­
новлена конформация основной цепи молекулы - левая анти- 
параллельная двойная спираль |f л [Арсеньев и др., 1984].

Структурные характеристики молекул грамицидина А удовлетворя­
ют требованиям, предъявляемым к пространственной структуре 
трансмембранного канала.

С момента появления двух альтернативных моделей канала гра­
мицидина А усилия исследователей были направлены на то, чтобы 
установить какая из моделей наиболее адекватно описывает экспери­
ментальные результаты.

Механизм, посредством которого электрическое поле влияет на 
число проводящих каналов, до сих пор не выяснен. Урри высказал 
предположение о существовании проводящей и непроводящей 
структуры в мембране [Urry, 1972]. Согласно этому предположению, 
проводящей структурой является л ь - спираль, а непроводящей - 

антипараллельная Д - спираль, имеющая иную конформацию. Оба
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типа спиралей находятся в равновесии: антипараллельная пLD6'

Урри приводит доводы в пользу того, что антипараллельная Д - 
спираль обладает более низким дипольным моментом, чем я- 6 - 

спираль. Действие электрического поля на мембрану заключается в 
том, что оно сдвигает равновесие в сторону структур с большим 
дипольным моментом, которые являются проводящими. Такое 
объяснение не согласуются с данными, полученными Бамбергом и 
Бенцем [Bamberg, Benz., 1976].

Другое возможное объяснение влияния электрического поля на 
процесс формирования канала основывается на предположении Г ор­
дена [Gordon, 1973] о том, что существует неактивная форма гра­
мицидина А, которая располагается на границе мембраны с водной 
фазой. Поскольку константа диэлектрической проницаемости моно­
мера больше, чем константа углеводородной части мембраны, мо­
номер под действием электрического поля способен двигаться 
внутрь мембраны и изменить конформацию на проводящую.

Получен ряд селективности грамицидинового канала для про­
тонов и одновалентных ионов щелочных металлов: 
Н+»Л7Д >C+S >Rb+>K+>Na+>Li+. Это указывает на то, что канал 
является катион-избирательным [Myers, Hydon, 1972; Heitz et al., 
1986]. Характер движения протонов в гамицидиновом канале пока не 
ясен. Протоны могут двигаться в виде гидроксоний - катионов. Но 
вероятнее всего в канале протоны переносятся вдоль цепочки моле­
кул воды в результате перераспределения водородных и ковалент­
ных связей.

Разработаны несколько математических моделей, описывающие 
движение ионов через грамицидиновый канал. Наиболее простой и 
при этом удовлетворительно описывающей экспериментальные ре­
зультаты (характер вольтамперных кривых, концентрационные 
зависимости для грамицидионовых каналов в бислойных мембранах, 
а также величины биионных потенциалов) является модель, пред­
ложенная Урбаном и Хладки [Urban, Hladky, 1979, 1980]. Ими было 
установлено, что в условиях равновесия вода находится главным 
образом у входа в канал, а внутри канала имеется девять молекул 
воды, расположенных в один ряд и связанных между собой водо­
родными связями. В этой модели грамицидиновый канал представ­
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ляется узкой порой и транспорт ионов через канал рассматривается и 
описывается как однорядная диффузия [Finkelstein, Andersen, 1981]. 
причем предполагается, что в канале одновременно могут находиться 
не более двух ионов [Schagina et al., 1978, 1983]. Формально, по 
модели Урбана прохождение ионов представляется как результат их 
скачкообразного движения от одного места связывания к другому, 
причем последовательно преодолеваются три энергетических барьера. 
Два из них расположены у входа в канал с каждой его стороны, а 
средний разделяет места связывания, т.е. энергетические ямы. Надо 
отметить, что такого рода энергетический профиль лишь весьма 
приблизительно отвечает профилю, рассчитанному методом моле­
кулярной динамики и на основании теории молекулярных взаимо­
действий. При расчетах в основном учитывалось электростатическое 
взаимодействие иона со структурами, образующими встроенный в 
бимолекулярный липидный слой внутрипептидный канал [Mackay et 
al., 1984; Хуторский, 1984; Ring, 1986; Etchebest, Pullman, 1986 a, b; 
Etchebest et al., 1985; Shapovalov et al., 1999].

В работе Льва А.А. и его сотрудников исследуется характер 
вольтамперных характеристик одиночных грамицидиновых каналов 
при симметричных и ассиметричных условиях сорбции на мембра­
нах анионов I - анилинонафталин-8-сульфоната (АНС), в которой 
показано, что в результате сорбции АНС на мембранах изменяется 
ряд катионной избирательности грамицидиновых каналов [Осипов и 
др., 1988]. Сопоставление экспериментальных данных с расчетными, 
полученными на основании широко распространенной модели 
димерного внутрипептидного канала, выявило ряд несоответствий, 
которые можно объяснить значительно проще, если принять иную 
модель ионных каналов. Авторы предложили модель, согласно 
которой трансмембранный переход ионов происходит за счет 
перехода ионов по поверхности дефекта в бислое, возникающего в 
результате внедрения молекул грамицидина в мембрану. При этом 
предполагается «прыжковый» механизм перемещения ионов от 
одного места связывания их к другому. Эта модель позволяет 
объяснить также ряд явлений, характерных для грамицидиновых 
каналов. Так, явление блокирования тока через грамицидиновый 
канал в присутствии непроникающих через него ионов должно 
иметь место в тех случаях, когда ионы-блокаторы сильно взаимо­
действуют с местами связывания на поверхности липидного слоя
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[Heitz. et al., 1986]. В результате этого уменьшается количество 
свободных мест, необходимых для миграции носителей тока.

Время нахождения аламетициновых и грамицидиновых каналов 
в открытом проводящем ионы состоянии оказалось очень коротким 
(~ 1 с). Стало ясно, что исследовать молекулярный механизм пере­
носа ионов через мембрану в присутствии аламетицина и грамици­
дина А не представляется возможным из-за очень малого промежут­
ка времени нахождения канала в открытом состоянии.

Поиск мембранотропных соединений продолжался. В середине 
70-х и в начале 80-х годов ХХ-го столетия был обнаружен еще один 
класс каналообразующих соединений - полиеновые антибиотики 
(ПА) [Ermishkin et al., 1976, 1977; Kasumov et al., 1979, 1981]. Основ­
ными представителями этого класса соединений являются амфоте­
рицин В, нистатин, микогептин и леворин, структура и физико- 
химические характеристики которых будут описаны дальше в спе­
циальном разделе монографии. При введении этих антибиотиков в 
водные солевые растворы, окружающие мембраны, их проводимость 
нарастала дискретными скачками [Ermishkin et al., 1976, 1977; Kasu­
mov et al., 1979, 1981]. Было установлено, что ПА увеличивают про­
ницаемость мембран, содержащих в своем составе холестерин, для 
одновалентных анионов и катионов щелочных металлов по меха­
низму образования ионных каналов [Касумов, 1986 а]. Оказалось, 
что полиеновые каналы находятся в проводящем состоянии 
большую долю времени по сравнению с аламетициновыми и грами- 
цидиновыми каналами. Расчеты показали, что среднее время нахож­
дения канала в проводящем состоянии больше одной минуты [Er­
mishkin et al., 1976, 1977]. В руках исследователей оказался уникаль­
ный инструмент для изучения молекулярного механизма переноса 
ионов через мембраны. Исследование в этом направлении облегчи­
лось тем обстоятельством, что молекулы ПА доступны к химической 
модификации. Имея ряд производных полиеновых молекул, моди­
фицированных в различных частях лактонного кольца, можно изу­
чить роль отдельных функциональных группировок в полиеновой 
молекуле и установить взаимосвязь между структурой молекул и их 
функцией в липидных мембранах. Так, например, гидрирование со­
пряженных двойных связей влияет на скорость сборки полиеновых 
каналов. Сборка одиночных ионных каналов в присутствии гидриро­
ванного амфотерицина В происходит при концентрациях в 100-1000 
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раз больших, чем в присутствии исходного амфотерицина В. Блоки­
рование зарядов на полярных группах молекул антибиотиков приво­
дит к резкому уменьшению времени жизни канала в проводящем со­
стоянии. Изменение структуры гидрофильной цепи полиеновой мо­
лекулы влияет на избирательную проницаемость каналов и на вели­
чину их проводимости [Kasumov et al., 1979, 1981, Ермишкин, 1980; 
Ермишкин, Зильберштейн, 1982; Касумов, 1986 а].

Получение производных путем химической модификации раз­
личных частей полиеновой молекулы и наряду с этим изучение их 
свойств на БЛМ создали уникальную возможность для выяснения 
взаимосвязи структуры и функции внутри данного класса соедине­
ний. Это позволяет создать теоретически обоснованную рекоменда­
цию к синтезу новых антибиотиков с заданными свойствами, внести 
значительный вклад в изучение молекулярного механизма ионной 
избирательности биологических мембран и принципов функциони­
рования ионных каналов в клеточных мембранах.

До сих пор практически ничего не известно о структуре и моле­
кулярной организации ионных каналов клеточных мембран. Счита­
ется, что важнейшая роль в структуре канала принадлежит специ­
альным мембранным белкам. Одним из возможных способов иден­
тификации каналообразующих белков является реконструкция кле­
точных каналов на БЛМ. Существует и другой способ идентифика­
ции канального комплекса - с помощью методов генетической ин­
женерии [Aliev et al.. 1993. 1994. 1995]. В качестве примера можно 
привести работу Стевенса и Нода [Stevens. 1984; Noda et al., 1984], в 
которой установлена структура кДНК. кодирующая потенциалзави­
симый Na+ канал в электрическом органе угря. Натриевый (Na+) ка­
нал представляет собой полипептид с молекулярным весом 200 кД, 
состоящий из 4-х доменов, гомологичных друг другу. Однако все 
еще нет полной уверенности в том. что выделенный белок образует 
потенциалзависимый Na+ канал. Для этого требуется транслировать 
иРНК, синтезированную на матрице кДНК, например, в ооцитах ля­
гушки. С помощью методов генной инженерии можно обнаружить 
ген, синтезирующий определенный тип канального белка, и тем са­
мым установить молекулярную природу ионных каналов, функцио­
нирующих в клеточных мембранах.
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ВВЕДЕНИЕ

Я сделал все, что мог, кто может, пусть сделает лучше.
Цицерон

Feci, quod potui, faciant meliora potentes.
Cicero

Исследование молекулярного механизма избирательной прони­
цаемости клеточных мембран для ионов и органических соединений 
является одной из ключевых проблем молекулярной биологии и 
биофизики мембранного транспорта. В настоящее время известно, 
что трансмембранный перенос ионов и органических соединений 
через биологические мембраны осуществляется в основном с помо­
щью двух основных механизмов - с помощью подвижных перенос­
чиков и каналов (пор). Существование ионных каналов было посту­
лировано несколько десятков лет назад, в частности, при изучении 
механизма распространения нервного импульса по нервным 
волокнам животных, а также при исследовании механизма активного 
транспорта ионов через плазматические мембраны клеток. Натрие­
вые и калиевые каналы возбудимых мембран, проницаемость 
которых зависит от величины и знака приложенного к мембране 
напряжения, имеют в своем составе селективные "фильтры", благо­
даря которым через каналы переносятся ионы одного вида [Hodgkin, 
Huxley, 1952; Катц, 1968; Hille, 1970; Маркин и др., 1974; Taylor, 
1974, 1987; Ходоров, 1975]. Управление работой каналов возбуди­
мых мембран осуществляется при взаимодействии электрического 
поля с высокоспециализированными образованиями в каналах - «во­
ротами» [Armstrong, 1974; Armstrong, Bezanilla, 1975; Алмере, 1981].

За последние десятилетия были достигнуты большие успехи в 
области исследования пассивного ионного транспорта через возбу­
димые мембраны. Пассивная проницаемость каналов постсинапти­
ческих мембран тесно связана с работой ацетилхолинового рецепто­
ра [Rang, 1974; Gage, 1976; Вульфиус, Каваленко, 1978; Nelson et al., 
1980]. Взаимодействие нейромедиатора с ацетилхолиновым рецеп­
тором инициирует цепь событий, приводящих к открыванию ионных 
каналов на чрезвычайно малые промежутки времени [Nelson et al., 
1980; Quast, 1980]. Используемые в этих работах электрофизиологи­
ческие методы, благодаря своей высокой чувствительности и хоро­
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шему разрешению по времени, позволили не только количественно 
описать свойства ионных каналов, но и изучить зависимость свойств 
этих каналов от различных физико-химических параметров, воздей­
ствующих на функционирующие в клеточных мембранах ионные 
каналы. Высокая избирательная проницаемость клеточных мембран

систем - ионных каналов. Изучение их молекулярной организации, 
избирательности, механизма сборки и разборки являются фундамен­
тальными задачами молекулярной биофизики.

В настоящее время широко распространено представление о том, 
что принципы структурной организации и функционирования кана­
лов в биологических и модельных мембранах могут быть во многом 
сходны. В связи с этим большое внимание уделяется изучению 
структуры и мембранной активности каналообразующих соедине­
ний. Наиболее известными представителями из них являются ПА 
[Holz, 1979; Касумов, 1986 a; Brajtburg, Bolard, 1996], аламетицин 
[Mayro et al., 1972], моназомицин [Akasaki et al., 1963; Muller, Finkel­
stein, 1972; Bamberg, Jahko, 1976; Moore, Neher, 1976; Heyer et al., 
1976] и грамицидин A [Urry, 1971, 1972]. В основе биологического 
действия этих антибиотиков лежит увеличение ионной проницае­
мости мембран по механизму образования ионных каналов. Рас­
шифровка на молекулярном уровне механизма функционирования 
каналов в липидных мембранах может привести к пониманию ос­
новных принципов работы каналов клеточных мембран и избира­
тельного регулирования транспорта ионов через мембраны клеток.

Одним из важнейших достижений в области современной био­
физики мембран явилось выяснение принципов функционирования 
ионных каналов в электровозбудимых и хемовозбудимых мембранах 
клеток. Общим для этих транспортных систем, отличающихся меха­
низмом запуска ионной проницаемости, является то, что в ответ на 
активирующий сигнал трансмембранные каналы отвечают возник­
новением серий дискретных флуктуаций их ионной проводимости. 
Несмотря на несомненные достижения в области выявления первич­
ной структуры интегральных белков, формирующих ионные каналы, 
до настоящего времени остается неизвестной физическая природа 
перехода ионных каналов из открытого в закрытое состояние и об­
ратно. Выяснение физических основ такого рода переключений на 
исключительно сложных по своей структуре нативных мембранных 
системах представляется крайне трудным, хотя и совершенно необ­
ходимым для понимания природы этого важнейшего процесса. Од­
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нако в силу целого ряда методических трудностей невозможно было 
подойти к решению вопроса о молекулярных механизмах избира­
тельного ионного транспорта через мембраны. Решение этой задачи 
стало возможным благодаря созданию бимолекулярного слоя ли­
пидных мембран, на которых хорошо моделировались селективные и 
возбудимые свойства клеточных мембран. Отсутствие информации о 
химическом составе и структуре каналов клеточных мембран стиму­
лировало быстрое развитие исследований механизмов ионного 
транспорта на БЛМ, модифицируя их мембранотропными каналооб­
разующими соединениями с известной структурой молекул. В на­
стоящее время известен широкий круг химически совершенно раз­
нородных веществ, которые, будучи включенные в липидные бис­
лои, приводят к появлению дискретных уровней флуктуаций прово­
димости мембран. При этом остается неясной связь между структу­
рой модификаторов и свойствами образованных ими каналов. Про­
гресс, достигнутый в изучении механизма транспорта ионов через 
мембраны, связан с веществами антибиотической природы. Среди 
них следует отметить антибиотики пептидной природы-аламетицин 
и грамицидин [Овчинников и др., 1974]. В конце 60-х и начале 70-х 
годов был обнаружен новый класс мембрано-активных каналообра­
зующих соединений - полиеновые макролидные антибиотики. Ос­
новными представителями этого класса антибиотиков являются ам­
фотерицин В, нистатин, микогептин, леворин, трихомицин, фили- 
пин, для которых установлена химическая структура. Интерес к ис­
следованию механизма действия ПА связан с тем, что они с одной 
стороны являются структурными каналоформерами, а с другой, для 
многих из них установлена химическая структура. Исследования на 
БЛМ показали, что ПА формируют в мембранах в комплексе с холе­
стерином и другими чувствительными к нему стеринами трансмем­
бранные каналы молекулярных размеров [Ermishkin et al., 1976]. Ис­
следования на БЛМ дают значительно большую информацию о 
свойствах одиночных ионных каналов, а также мембран с большим 
числом каналов, так как позволяют экспериментально подтвердить 
наше представление об элементарных единицах проводимости, а 
также получить информацию о молекулярных процессах работы 
ионных каналов в мембранах. Важной особенностью липидных мем­
бран является то, что ряд параметров можно заранее задавать и кон­
тролировать. Использование ПА в качестве инструмента для подоб­
ного рода исследований важно потому, что позволяет детально ра­
зобраться в молекулярных механизмах перестройки канального ком­
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плекса в зависимости от структуры молекул, формирующих канал, 
так и от условий внешней среды.

В силу целого ряда методических трудностей в настоящее время 
не представляется возможным исследовать молекулярный механизм 
работы мембранных систем проницаемости. Чтобы подойти к реше­
нию данного вопроса необходимо, по меньшей мере, знать структуру 
молекул, образующих системы проницаемости, а также иметь воз­
можность независимо изучать отдельные, независимые системы 
проницаемости с широким варьированием внешних и внутренних 
параметров. Такая возможность появилась в начале 60-х годов, когда 
были сделаны несколько важных фундаментальных открытий. Пер­
вое открытие связано с созданием плоского стабильного липидного 
бислоя [Mueller et al., 1963]. Бислои представляют собой хорошую 
модель липидного матрикса клеточных мембран, на которой стали 
возможны широкие исследования физико-химических свойств ли­
пидной части мембраны, а также реконструкция систем проницаемо­
сти, выделенных из клеточных мембран. Второе открытие связано с 
обнаружением низкомолекулярного соединения, вызывающего из­
менение ионной проницаемости, как на БЛМ, так и на клеточных 
мембранах [Mueller et al., 1962]. Это оказалось неидентифицирован- 
ное вещество белковой природы, выделенное из бактерий Aerobac- 
ter cloaceae, в присутствии которого липидные мембраны приобре­
тали некоторые свойства, характерные для возбудимых клеточных 
мембран: N - образную вольтамперную характеристику, которая, в 
условиях фиксации тока, сопровождалась триггерными перебросами 
потенциала [Mueller, Rudin, 1963; Ehrenstein et al., 1970]. В связи с 
этим это вещество было названо “excitability inducing material” 
(EIM). Благодаря такому свойству EIM появилась возможность мо­
делировать свойства возбудимых клеточных мембран в простых экс­
периментальных условиях. Вслед за этим было обнаружено доволь­
но много веществ с установленной химической структурой, вызы­
вающих изменение проницаемости липидных мембран для ионов. 
Известны несколько групп ионофоров: депсипептиды типа валино- 
мицина; нактины и энниатины, краун-эфиры - переносчики однова­
лентных катионов; нигерицин - обменный переносчик одновалент­
ных катионов; переносчики двухвалентных катионов - Х537 и 
А2123; жирорастворимые слабые кислоты - переносчики протонов, 
являющиеся разобщителями окислительного фосфорилирования в 
митохондриях; и три группы антибиотиков: грамицидин А, аламети­
цин и полиеновые макролидные антибиотики, образующие в мем­
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бранах ионные каналы [Либерман, Топалы, 1968; Либерман и др., 
1968; Liberman, Topaly, 1968; Касумов и др., 1969; Овчинников и др., 
1974; Jiebisch, Tosteson, 1978; Ermishkin et al., 1976, 1977; Kasumov et 
al., 1979, 1981; Ермишкин, Зильберштейн, 1982; Касумов, 1986 б]. 
Структура молекул антибиотиков, образующих ионные каналы, име­
ет несколько общих признаков: 1) все указанные выше каналофор­
мирующие молекулы амфифильны - обладают сродством к двум фа­
зам: водной и органической. С одной стороны такое свойство моле­
кул приводит к сильной сорбции антибиотика на мембрану, а с дру­
гой стороны, позволяет молекулам образовать водную пору. Внеш­
няя часть молекул в поре - гидрофобна, а внутренняя часть молекул 
гидрофильна и образует хорошо поляризуемые группы, которые об­
ращены внутрь канала; 2) молекулы антибиотиков имеют достаточ­
ную длину, чтобы пронзить мембрану насквозь в виде димера, со­
стоящий из двух половинок: 3) основная часть полярных групп мо­
лекулы антибиотика должна образовывать либо внутримолекуляр­
ные, либо межмолекулярные водородные связи: 4) заряженные или 
сильно полярные группы могут находиться на одном конце молеку­
лы и служить якорем, удерживая полярный конец молекулы на ис­
ходной стороне мембраны, позволяя молекуле прошить гидрофоб­
ную часть мембраны. Только при этих условиях молекулы антибио­
тиков могут свободно погрузиться в мембрану и формировать 
трансмембранный проводящий канал [Mueller, 1975; Ермишкин, 
1980; Ермишкин, Зильберштейн, 1982]. Еще одно фундаментальное 
открытие на пути к выяснению молекулярных механизмов пассивно­
го ионного транспорта - это возможность наблюдать и исследовать 
работу отдельных молекулярных комплексов, одиночных ионных 
каналов. Добавление малых количеств EIM в водный раствор приво­
дит к нарастанию проводимости скачками примерно одинаковой ве­
личины. При еще меньших концентрациях EIM можно зарегистри­
ровать работу минимальной единицы проводимости - одиночного 
ионного канала [Ермишкин, Зильберштейн. 1982]. При анализе рабо­
ты одиночных ионных каналов на EIM были видны два уровня про­
водимости канала 80 и 400 пСм в 0,1 M KCI. Между двумя уровнями 
проводимости наблюдались случайные переходы и вероятность этих 
переходов зависела от величины мембранного потенциала. Наблю­
дение одиночных каналов дает значительно большую информацию, 
чем исследование мембраны с большим числом каналов. Прежде 
всего, оно дает прямое экспериментальное подтверждение нашему 
представлению об элементарных единицах проводимости как на ли­
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пидных бислоях, так и на клеточных мембранах. Кроме того, наблю­
дение одиночных каналов проводимости позволяет получить ин­
формацию о молекулярных процессах, протекающих в канале. Изу­
чение механизма ионной проницаемости липидного бислоя, иссле­
дование свойств одиночных ионных каналов на липидных мембра­
нах в присутствии веществ с известной структурой молекул пред­
ставляет собой реальный путь к выяснению на молекулярном уровне 
механизмов работы и управления систем проницаемости. Для того, 
чтобы эти исследования велись на молекулярном уровне, необходи­
мо знать химическую структуру воздействующей на мембрану моле­
кулы. К настоящему времени для трех типов антибиотиков известна 
химическая структура молекул - грамицидин, аламетицин и поли­
еновые макролидные антибиотики. Грамицидин и аламетицин не яв­
ляются структурными каналоформерами, т.е. не удается получить 
четких и достоверных данных зависимости проводимости мембран 
от концентрации указанных антибиотиков. Предполагается, что под 
действием грамицидина имеет место квадратичная зависимость про­
водимости от концентрации антибиотика. В случае аламетицина за­
висимость проводимости мембран от концентрации антибиотика бо­
лее крутая. Эта проводимость пропорциональна 6-ой степени кон­
центрации аламетицина. В отличие от грамицидина и аламетицина, 
полиеновые макролидные антибиотики являются классическими 
структурными каналоформерами. В присутствии ПА удается полу­
чить полную зависимость проводимости мембран от концентрации 
антибиотиков (вплоть до сопротивления электродов). Зависимость 
проводимости мембран от концентрации ПА оказалась пропорцио­
нальна 8-10-ой степени. Исследование свойств ионных каналов, об­
разуемых ПА и их производными с известной структурой молекул, 
представляет собой реальный путь к выяснению на молекулярном 
уровне механизмов работы и управления систем проницаемости. 
Интересно отметить, что зарегистрированные с помощью микро- 
электродной техники одиночные ионные каналы в мембране клеток 
водоросли Nitella по проводимости, типу состояний и среднему 
времени жизни близки к полиеновым ионным каналам [Krawchik, 
1973].

Важную информацию о молекулярных перестройках канального 
комплекса в мембранах можно получить с помощью кинетических 
экспериментов. Исследуя кинетику проводимости БЛМ от структу­
ры каналоформирующих молекул, можно судить не только о моле­
кулярных перестройках ионного канала, вызывающих изменение 
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проводимости мембран, но и о физико-химических процессах, про­
текающих внутри самой мембраны. Обнаруженная инактивация про­
водимости мембран при исследовании таких различных по своей 
структуре и свойств веществ, как грамицидин A [Schagina et al., 
1989], антибиотики полиеновой структуры [Касумов и др., 1982 а; 
Ibragimova et al., 2006], позволяет сделать предположение об общих 
принципах функционирования модификаторов различной природы, 
сделать шаг к пониманию механизма трансмембранного переноса 
ионов и веществ через липидные и клеточные мембраны.

ПА являются одним из самых эффективных препаратов для ле­
чения грибковых инфекций, глубоких системных микозов и широко 
используются в клинической медицине уже много десятилетий 
[Brajtburg, Bolard, 1996]. Интерес к ПА еще более возрос в связи с 
обнаружением их противоопухолевой и противовирусной активно­
сти [Gordon, Schaffner, 1968; Россолимо и др., 1969; Rubissow, 1970; 
Шорин и др., 1971; Бажанов, 1972; Яременко и др., 1975, 1977; Гат­
чина, 1976; Fuska, Proksa, 1976]. Противопухолевая активность вы­
явлена у алиомицина [Umezava, 1967], филипина [Mondovi et al., 
1971], лиеномицина [Шорин и др., 1971], люцензомицина [Mondovi 
et al., 1971], трихомицина [Miyamura, Niwayama, 1959], триенина 
[Aszalos et al., 1968], антибиотика 661 [Gordon, Schaffner, 1968; Рос­
солимо и др., 1969; Rubissow, 1970], антивирусная - у филипина 
[Majuk et al., 1977] и метилового эфира амфотерицина В [Jordan, 
Seet, 1978]. Выявлена способность ПА снижать уровень холестерина 
в крови и благоприятно влиять на процесс жировой дистрофии пече­
ни [Schaffner, Gordon, 1968; Климов и др., 1971; Климов, Никифоро­
ва, 1971; Михайлец и др., 1972; Нестерова, Слободская, 1976; Тере­
шин, Экземпляров, 1978]. Приходится, однако, отметить, что ток­
сичность указанных антибиотиков резко ограничивает их примене­
ние и требует создания новых лекарственных форм. Недостаточ­
ность сведений о механизме действия полиенов на молекулярном 
уровне исключала возможность проведения целенаправленного син­
теза эффективных производных [Hartsei et al., 1993]. Отсюда после­
довало широкое развитие фундаментальных исследований в области 
изучения молекулярного механизма действия ПА. Этому во многом 
способствовала расшифровка химической структуры ПА и разработ­
ка путей модификации полиеновой молекулы. Химическая транс­
формация функциональных групп молекул ПА может дать важную 
информацию о молекулярных процессах, протекающих в канале. 
Синтез новых производных путем химической модификации раз­
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личных частей молекул ПА и наряду с этим изучение их физико- 
химических свойств на БЛМ создали уникальную возможность для 
изучения молекулярного механизма ионной избирательности мем­
бран и выяснения взаимосвязи структуры и функции внутри данного 
класса соединений. Исследования в этом направлении позволили 
создать теоретическую основу для синтеза новых лекарственных со­
единений с заданными терапевтическими свойствами.

Во всем мире ведутся интенсивные поиски новых ПА, исследу­
ется их биологическая активность и механизм действия на молеку­
лярном уровне. Об этом достаточно ярко свидетельствует тот факт, 
что подавляющая часть этих работ (более 1000) была опубликована в 
течение последних 30-35 лет. Однако, несмотря на большое число 
изданных за рубежом обзорных статей, посвященных ПА, они, как 
правило, разбросаны и не обобщены.

При подготовке монографии я стремился с максимальной полно­
той осветить вопросы, касающиеся структуры, физико-химических 
свойств и функции ПА в клеточных и липидных мембранах.
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ГЛАВА 1. ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ПА 
И ИХ ДЕЙСТВИЕ НА КЛЕТКИ

1.1. Классификация и химическое строение ПА

ПА представляют собой большой класс природных соединений, 
продуцируемых микроорганизмами Streptomyces (Actinomyces) 
[Waksman, Lechevalier, 1962; Waksman et al., 1965; Zotchev, 2003].

Полиеновые макролидные антибиотики получают путем экс­
тракции их из мицелия или всей культуральной жидкости различны­
ми органическими растворителями: н-бутанолом, метанолом, изо­
пропанолом, этанолом, ацетоном [Hosoya et al., 1955; Craveri, Giolitti, 
1956; Kaplan et al., 1958; Dutcher et al., 1959; Wooldridge, 1960; Bhaye 
et al., 1961; Цыганов и др., 1963, 1965]. Экстракты антибиотиков в 
дальнейшем подвергают вакуум-упарке или осаждают петролейным 
и диэтиловым эфиром [Craveri, Giolitti, 1956; Dutcher et al., 1959; 
Borowski et al., 1960; Bhate et al., 1961]. Сырцы антибиотиков под­
вергают далее весьма сложным методам химической очистки. Чаще 
всего на первой стадии применяют отмывку из сырца побочных 
примесей органическими растворителями - петролейным эфиром, 
ацетоном [Taber et al., 1954], диэтиловым эфиром, бензолом с после­
дующим растворением сырца в других растворителях при различных 
значениях pH, реэкстракцией антибиотиков из полученных раство­
ров селективными извлекателями или фракционным осаждением.

В 1949 году Браун и Хазен впервые сообщили, что многие акти- 
номицеты являются токсичными по отношению к грибковым клет­
кам и два года спустя, выделили из них нистатин, который обладал 
широким спектром антигрибковой активностью [Brown, Hazen, 1949, 
1957; Hazen, Brown, 1950,1951].

Современный перечень ПА содержит более 200 антибиотиков. 
Основными представителями полиеновых макролидных антибиоти­
ков являются амфотерицин В, нистатин, микогептин, кандипидин D, 
леворин А2 и перимицин, химическая структура которых представ­
лена на рис. 1.1.1. Наиболее изученный из указанных выше антибио­
тиков амфотерицин В. Молекулярный вес ПА ~ 1000. ПА - непеп­
тидные антибиотики.

Полиены относятся к числу макролидных соединений и характе­
ризуются тем, что в состав их молекул входит лактонное макроцик­
лическое кольцо, содержащее определенное число двойных связей. В 
отличие от антибиотика эритромицина и его аналогов, ПА обладают
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НИСТАТИН

Рис. 1.1.1. Химическая

противогрибковой активностью. В таб. 1.1.1 показаны биологиче­
ские различия между группой эритромицина и ПА.

Макролидные антибиотики представляют собой большую груп­
пу природных соединений, которые обладают высокой биологиче­
ской активностью и используются в клинической практике как анти­
бактериальные, противогрибковые, антипаразитарные и имунноде- 
прессивные препараты [Zotchev, 2003]. ПА активны в отношении 
дрожжей, различных грибов и других эукариотов, но не действуют на
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КАНДИЦИДИН D

ПЕРИМИЦИН

структура ПА.

бактерии (за исключением микоплазм, выращиваемых в присутствии 
стеринов) и на сине-зеленые водоросли [Hammond, 1977]. Макроли­
ды образуются в основном бактериями и некоторыми видами гри­
бов, синтез которых осуществляется с помощью фермента полике- 
тидсинтетазы путем поэтапной конденсации карбоновых кислот 
[Zotchev, 2003].

В химической структуре всех ПА имеется макролидное кольцо, 
содержащее то или иное число сопряженных двойных связей, которые
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Таб. 1.1.1.

Биологические различия между группой эритромицина и ПА 
[Hamilton-Miller, 1973}

Свойство Группа эритромицина Полиеновые 
антибиотики

Антигрибковый 
спектр

Нефунгицидные Фунгицидные

Антимикробный 
спектр

Действует против грампо- 
ложительных бактерий

Небактерицидные

Место действия 70 - S рибосома Клеточные мембраны
Вид действия Ингибирует пептидилсинтетазу 

и процесс транслокации
Изменяет клеточную 

проницаемость

определяют хромофорные свойства данного вещества. Отсюда их 
общее название - «полиены». Благодаря жесткости полиеновой це­
пи, молекулы антибиотиков имеют вытянутую палочкообразную 
форму. Лактонное кольцо образовано, с одной стороны, цепью из 
сопряженных двойных связей (тетраены-октаены), а с другой сторо­
ны - цепочкой с гидрофильными радикалами, в основном гидро­
ксильными и карбонильными группами. На одном конце молекул 
содержатся две заряженные группы: карбоксильная и аминосахар 
(микозамин), которые придают молекулам амфотерные свойства. 
Длина лактонного кольца молекул ПА составляет примерно 2,8 нм.

Макролидное кольцо молекул ПА содержит жесткую гидрофоб­
ную область (сопряженные двойные связи хромофора) и гидрофиль­
ную область с различным числом группировок, как полярных, так и 
неполярных, которые обуславливают некоторые специфические 
свойства полиенов. За исключением филипина, в молекулах ПА со­
держится аминосахар (микозамин), карбоксильные, карбонильные и 
гидроксильные группы, которые придают им амфотерные и некото­
рые другие специфические свойства [Соловьев и др., 1960; Hamilton- 
Miller, 1973 Ь]. Некоторые ПА могут содержать аминосахар, карбок­
сильную, алифатическую или ароматическую боковые группы в оп­
ределенных положениях. ПА содержат гидроксилированный участок 
и систему ненасыщенных конъюгированных двойных связей, имею­
щих исключительно транс конфигурацию. В молекулах ПА имеется 
гидрофобная цепь, в состав которой входят сопряженные двойные 
связи хромофора, и гидрофильная цепь, составленная гидроксиль­
ными и карбонильными группами. В химической структуре ПА на­
ходятся от 20-44 атомов углерода, а также от 3 до 8 сопряженных 
конъюгированных двойных связей. Амфотерицин В, кандидин, ми­
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когептин, нистатин представляет собой лактонное кольцо, в состав 
которого входят 38 углеродных атомов, в то время как пимарицин 
содержит только 26 атомов углерода. Микогептин относится к под­
группе гептаеновых макролидов, наряду с близкими к нему по 
структуре амфотерицином В и кандидином, имеющим такую же, как 
и микогептин, брутто-формулу C47H71O17N. От кандидина микогеп­
тин отличается только окисленной до кетогруппы вторичной спир­
товой группы при С5 и восстановленной до вторичной спиртовой ке­
тогруппы при С7, от амфотерицина В - окисленными до кетогруппы 
вторичной спиртовой группы при С5 и до вторичной спиртовой ме­
тиленовой группы при С7, положением вицинального гликоля при 
С io и Си вместо Cg и С9 и отсутствием гемикетального кольца между 
С1з и Ср. Примечательно, что незначительное изменение в структуре 
микогептина (7-дегидро-5-дегидрокандидина) по сравнению с кан­
дидином приводит к усилению его биологической активности в от­
ношении возбудителей системных микозов, и в этом случае по силе 
своего действия микогептин сравним с действием амфотерицина В, а 
при оральном введении микронизированного порошка антибиотика 
даже превосходит действие амфотерицина В. Наличие гемикеталь­
ного кольца между С13 и С,7 уменьшает степень растворимости ам­
фотерицина В. Химическая структура молекулы нистатина очень 
похожа на структуру амфотерицина В. Однако, между молекулами 
имеется различие в положении гидроксильных групп на гидрофиль­
ной стороне и в прерывности системы сопряженных двойных связей.

Согласно классификации ПА амфотерицин В, кандицидин, три- 
хомицин и леворин относятся к подгруппе гептаеновых антибиоти­
ков, в то время как пимарицин и нистатин представляют подгруппу 
тетраенов. Нистатин относится к тетраеновой группе по той причи­
не, что одна насыщенная связь разделяет хромофорную цепочку на 
диеновый и тетраеновый участки. В остальном нистатин структурно 
аналогичен амфотерицину В. В структуре макролактонного кольца 
ПА имеются водорастворимые полярные группировки, обладающие 
высокой биологической активностью. Хромофорная система с опре­
деленным числом двойных связей, входящая в структуру молекул 
полиенов, определяет конформационную жесткость всего макролак­
тонного кольца [Ostrosky-Zeichner et al., 2001; Volpon, Lancelin., 
2002]. В структуре молекул ПА имеется гемикетальное кольцо, со­
держащее 8 углеродных атомов, соединенное гликозидной связью с 
макролактонным кольцом. Атом углерода при положении С19 соеди­
няется гликозидной связью с аминосахаром (рис. 1.1.1). Из всех по­
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лиенов в биологическом аспекте наиболее подробно изучен амфоте­
рицин В. В гидрофильной цепи амфотерицина В (С3-С15) содержится 
семь гидрксильных групп и шестичленное кетальное кольцо, соеди­
ненные между собой углеродными атомами в положении Си и С]7. 
При положении углеродных атомов С]6 и С19 содержится соответст­
венно карбоксильная группа и остаток микозамина. В гидрофильной 
цепи молекулы амфотерицина В содержатся гидроксильные и кар­
бонильные группы. Еще одна гидроксильная группа локализована в 
конце гидрофобной части молекулы при положении углеродного 
атома С35. Гидрофильная и гептаеновая цепь в макролактонном 
кольце представлены, соответственно, углеродными атомами С1-С15 
и С20-С33, которые располагаются параллельно друг к другу 
[Borowski et al., 1970; Harrand et al., 1982]. Гептаеновая цепочка C20 - 
C33 представляет собой жесткую систему, состоящую из семи двой­
ных связей. В гидрофильной цепи молекулы амфотерицина В содер­
жатся гидроксильные и карбонильные группы. Гидроксильные груп­
пы в молекуле расположены в одной плоскости.

На биологическую активность ПА оказывает влияние ряд функ­
циональных групп, входящих в структуру молекул. Аминосахар у 
большинства гликозилированных молекул ПА представлен в виде 
микозамина, в то время как другие полиены вместо микозамина со­
держат перозамин [Omura, Tanaka, 1984]. Карбоксильная функцио­
нальная группа в молекулах большинства ПА связана с углеродным 
атомом при положении Cjö- Установлено, что химическая модифи­
кация аминной и карбоксильной группы влияет на физико-хими­
ческие свойства и биологическую активность молекул ПА [Касумов, 
1986 a; Gary-Bobo, 1989; Borowski, 2000; Курбанов, Касумов, 2004]. 
Кандицидин и леворин содержат на гидрофобном конце молекулы 
метильную группу и ароматическую группировку р-аминоацетофе- 
нон. В структуре макролактонного кольца имеются водораствори­
мые полярные группировки, обладающие высокой биологической 
активностью. В структуре молекул имеется еще полиеновый хромо­
фор с определенным числом двойных связей, который определяет 
конформационную жесткость всего макролактонного кольца [Os- 
trosky-Zeichner et al., 2001; Volpon, Lancelin, 2002].

В настоящее время определена химическая структура для пима­
рицина [Golding et al., 1966], фунгихромина [Соре, Johnson, 1958; 
Ceder, 1964; Соре et al., 1962; Pandey et al., 1982], филипина [Bergy, 
Eble, 1968; Ceder, Ryhange, 1964; Dhar et al., 1964], люцензомицина 
(этрускомицина) [Gaudiano et al., 1966 a, b, с], римоцидина [Cope et
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al., 1965, 1966 а], нистатина [Chong, Rickards, 1970; Borowski et al., 
1971 a; Falkowski et al., 1982; Thomas et al., 1982; Shenin et al., 1993], 
амфотерицина В [Borowski et al., 1970; Cope et al., 1966 b; Ganis et al., 
1971], микогептина [Borowski et al., 1964/1965, 1972; Боровский, 
Шенин, 1973; Borowski et al., 1978], леворина A2 [Borowski et al., 
1965/1966, Боровский и др., 1977; Zielinski et al., 1979 a, b, с], пери- 
мицина [Borowski et al., 1960/1961], кандидина [Borowski et al., 1971 
b; Synak et al., 1983], кандицина [Zielinski et al., 1979 а], лиеномицина 
[Pawlak et al., 1979, 1980], тетрамицина [Domberger et al., 1979], тет­
рина [Pandey et al., 1971; Rinehart et al., 1971], лагозина [Dhar et al., 
1959, 1960, 1964; Berry, Whiting, 1964; Pandey et al., 1982], чаинина 
[Pandey et al., 1972], ауренина [Ушакова и др., 1971], микотицина 
[Wasserman et al., 1967], флавофунгина [Bognar, I960, 1966; Bognar et 
al., 1970], рофламикоина [Schlegel et al., 1979], трихомицина [Gu- 
mieniak et al., 1979].

ПА разделяются на две подгруппы. К первой подгруппе относят­
ся антибиотики, не содержащие ароматическую группировку (амфо­
терицин В, нистатин, кандидин, микогептин) [Mechlinski et al., 1970; 
Borowski et al., 1971 b; Borowski et al., 1964/1965; Шенин, Терешин, 
1977]. Кандидин представляет собой смесь трех компонентов. Ос­
новной компонент получил название кандидин, а два других соот­
ветственно, кандидицин и кандидоин. Нистатин также представляет 
собой смесь нескольких компонентов, которые были выделены в 
чистом виде и охарактеризованы как нистатин Аь Аг, Аз и В. Ниста­
тин Ai является основным компонентом этой антибиотической сме­
си, структура которого установлена Боровским [Боровский и др., 
1977]. В состав молекул неароматических полиеновых соединений 
входят карбоксильная и аминосахарная группы. Аминосахар отно­
сится к микозамину или перозамину, структура которого показана на 
рис. 1.1.2.

он nh2

Микозамин
Рис. 1.1.2.

Перозамин

Ко второй подгруппе относятся антибиотики, содержащие в сво­
ем составе кроме аминосахара (микозамина) дополнительную арома­
тическую группировку (см. глава 4): леворин, кандицидин, гамицин, 
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аскозин, перимицин [Hickey et al., 1952; Waksman et al., 1965; 
Deshpande et al., 1966; Borowski et al., 1965/1966]. Ультрафиолетовые 
спектры (УФ) ПА характеризуются тремя максимумами поглощения, 
благодаря наличию в структуре молекул ненасыщенных двойных 
связей [Hamilton-Miller, 1973 a; Thomas, 1976]. Согласно классифи­
кации ПА амфотерицин В, кандицидин, трихомицин и леворин отно­
сятся к подгруппе гептаеновых антибиотиков, в то время как пима­
рицин и нистатин представляют подгруппу тетраенов. Нистатин 
иногда называют гидрированным гептаеном, так как одна насыщен­
ная связь разделяет хромофор на диеновую и тетраеновую систему 
двойных связей. В структуре молекул ПА имеется гемикетальное 
кольцо, содержащее 8 углеродных атомов, соединенное гликозидной 
связью с макро лактонным кольцом. Атом углерода при положении 
С19 гликозидной связью соединяется с аминосахаром (рис. 1.1.1). Пе­
римицин содержит в своей структуре аминосахар - перозамин 
[Borowski et al., 1960/1961].

Полиены классифицируются как и-ены, где п равно числу конъ­
югированных двойных связей. В зависимости от числа двойных свя­
зей в хромофоре полиенов ПА разделяются на несколько групп - 
триены, тетраены, пентаены, гексаены, гептаены, октаены [Oroshnik 
et al., 1955; Hamilton-Miller, 1973 a; Hammond, 1977; Kotler-Brajtburg 
et al., 1979]. В таблицах 1.1.2-1.1.5 приведен краткий перечень и ука­
заны некоторые характеристики типичных антибиотиков из группы 
полиенов [Hamilton-Miller, 1973 a; Hammond, 1977]. Биологическая 
активность ПА зависит от таких функциональных групп как - кар­
боксильная, гидроксильная, аминная и метильная группы, которые 
присоединяются к макролактонному кольцу в процессе его синтеза. 
Полиеновые макролиды наиболее удобно классифицировать по чис­
лу двойных связей и УФ спектрам поглощения:

Примечание: * - в эту классификацию не укладываются пентаены типа флавофунгина 
и гексаены типа дермостатина, так как в силу определенных структурных особенностей они 
имеют УФ спектр с двумя максимумами поглощения; ** - принадлежность этой группы к 
полиеновым макролидам полностью не доказана [Ветлугина, Никитина, 1980, 2002].

Группа* Максимумы поглощения, нм
триены 257-268 267-278 278-288
тетраены 290-293 303-305 312-320
пентаены 317-325 331-341 348-359
гексаены 335-342 356-362 376-380
гептаены 358-369 376-384 399-408
октаены 375-380 397-402 420
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Триеновые антибиотики. Триеновые антибиотики - это мало­
численная группа антибиотиков, которые представляют собой мало­
стабильные аморфные порошки, характеризующиеся максимумами 
поглошения в области 257-268, 267-278, и 278-288 нм. Триены инте­
ресны с точки зрения структурных особенностей, отличающих их от 
других ПА. Так, например, в составе микотриенина содержится два 
атома азота, однако в нем не определены ни аминосахар, ни амино­
фенол. В молекулах микотриенина, хромотриенина и триена обна­
ружена аминокислота - аланин. Протицин отличается от других по­
лиенов содержанием фосфора. Спектр биологического действия 
триенов различен. Одни подавляют рост грибов и дрожжей (ММ-8, 
микотриенин, рапамицин, хромотриенин), другие - рост бактерий 
(резистафилин, протицин, аурантинин). Из-за низкой стабильности и 
высокой токсичности эти антибиотики практического применения 
пока не нашли [Ветлугина, Никитина, 1980, 2002]. Ниже в таблице 
1.1.2 приводится перечень и некоторые свойства триеновых анти­
биотиков.

Таблица 1.1.2.
Некоторые свойства триенов

[Hamilton-Miller, 1973 а\ Hammond, 1977', Ветлугина, Никитина, 1980}

Название
Ссылки

Продуцент
Химический 

состав и молеку­
лярный вес

Выделение Химическая 
структура

ММ-8 Armstrong et 
al.,1965

Не установ­
лена

Streptomyces sp. 
ACC 1293

N.4

Аурантинин Nishikiori et al., 
1978

а и Bacillus auran- 
tinus

С35Н54О9 (582)

Микотриенин Coronelli et 
al.,1967

а а Streptomyces sp. C36H50N2O8 (638)

Протицин Neseman et al., 
1972

а а Bacillus licheni- 
formis var. mes- 
entericus

С31Н45О7Р (560)

Рапамицин 
(AY-23, 989)

Vezina et 
al., 1975; Sehgal 
etal., 1975,1976

Baker et al., 
1978

Streptomyces 
hygroscopicus 
NRRİ 5491

-

Резистафилин Aizawa et 
al.,1971

li ii Streptomyces 
antibioticus

C24H34N2O7 (463)

Триенин Aszalos et 
al.,1968

ii il Streptomyces sp. С, 54.7; Н,8; N , 
1.3 (1300)

Хромотриенин 
(антибиотик 
141-18)

Полторак и др., 
1972; Виногра­
дова и др., 1973

li il Actinomyces 
chromogenes 
var. trienicus 
141-18

-
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Тетраеновые антибиотики. Тетраеновые антибиотики - до­
вольно многочисленная группа, содержащая свыше 40 антибиотиче­
ских веществ. Среди них в медицинской практике используются 
нистатин и пимарицин. Тетраены классифицируют по наличию в 
молекуле аминосахара микозамина. В некоторых тетраенах содер­
жится нейтральный сахар. Однако большинство тетраенов не может 
быть классифицировано только по этому признаку, так как у них не 
изучена углеводная часть. Некоторые тетраены отличаются друг от 
друга некоторыми структурными особенностями. Например, люцен- 
зомицин и пимарицин содержат эпоксидные группы, а в молекуле 
тетрагексина сочетаются тетраеновый и гексаеновый хромофоры. 
Многие из тетраенов недостаточно охарактеризованы в химическом 
отношении. Однако для некоторых тетраеновых антибиотиков - ри- 
моцидина, тетрамицина, тетрина А и этрускомицина установлена 
химическая структура, рис. 1.1.3.

РИМОЦИДИН (АНТИБИОТИК РА 85) ТЕТРИН А

(C34H53NO14) ТЕТРАМИЦИН ЭТРУСКОМИЦИН

Рис. 1.1.3. Химическая структура тетраеновых ПА.

Некоторые свойства тетраеновых антибиотиков приведены в 
таблице 1.1.3.
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Таблица 1.1.3.

Некоторые свойства тетраенов, содержащих микозамин 
[Ветлугина, Никитина, 1980]

Название Ссылки Продуцент
Химический 

состав и моле­
кулярный вес

Выделение Химическая 
структура

Абхазомицин Барашкова и 
др., 1975 а

Actinomyces 
badiocolor var. 
abhasus

-

Акитамицин 
(тойямицин)

Soeda, Fujita,
1959а; Fujita,
1959

а ,,

Streptomyces 
akitaensis, 
Streptomyces 
toyamaensis

-

Альботетрен Котенко и др., 
1970

И ,5 Actinomyces 
albus sterilis

-

Амфотерицин А Vandeputte et al., 
1956

Gold et al., 
1956, Gan- 
diano et al., 
1966 a, b, c,

Streptomyces 
nodosus

С,60.3; Н,8.4:
N,1.7 (915)

Антибиотик 
18-45

Силаев, Тохта- 
муратов, 1965; 
Тохтамуратов, 
Силаев, 1967

Actinomyces 
sp. -

Антибиотик 
18-80

Силаев, Тохта­
муратов, 1965; 
Тохтамуратов, 
Силаев, 1967

a a
Actinomyces 
sp.

Антибиотик
7071-RP

Despois et al., 
1956 a >»

Близкий к
Streptomyces 
kitasatoensis

Антибиотик 
17.732

Calot, Cercos, 
1963 и

Streptomyces 
arnatus, Strep­
tomyces erum­
pens

-

Антибиотик
А-7

Chakrabarti, 
Chandra, 1976

а Streptomyces 
sp. Ac7

-

Антибиотик
А-5283

Backus, Dann, 
1960

(C Streptomyces
Ф-

-

Антибиотик 
АС2435

Pal, Nandi, 1964 Streptomyces 
sp.

-

Антибиотик 
ВН 890

Martin et al., 
1972

CC 9> Streptomyces 
misionensis

-

Антибиотик 14В Taguchi, Na­
kano, 1957

— Streptomyces 
fungicidicus

-
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продолжение таблицы 1.1.3

Антибиотик MYC-4 Thirumalachar, 
1971

55 Streptomyces 
sp. HAMYC-4 -

Антибиотик Р-42Б Тохтамуратов, 
Силаев, 1965

<< 55 Actinomyces 
tumemacerans

-

Антибиотик РА-86 Brit.Pat.719878, 
1954; Fr.Pat. 
1063828,1955

<< 55

Streptomyces 
rimosus -

Антибиотик РА 166 Кое et al., 1958 Rinehart et 
al., 1971

Streptomyces 
sp.

C35H53NO14 
(712)

Антибиотик 
RP-9971

Fr. Pat. 2620 а 55 Streptomyces 
gaseariensis

-

Антибиотик Т-2676 Fugano et al., 
1970

44 55 - -

Антимикоин А (ан­
тибиотик С-381)

Raubitschek et 
al., 1952; Waks- 
man et al., 1952; 
Waksman, 1961

а 99

Streptomyces 
aureus -

Ареномицин В Цыганов и др., 
1973 Шенин и 

др., 1973

Actinomyces 
tumemacerans 
var. 
griseoarenicolor

C36H.55NO|3

Ауреофусцин Ветлугина, 
Никитина, 
1980

a ss
Streptomyces 
aureofuscus c25h37no10 

(511)

Гуамицин Machado Fer­
nandes de Al- 
buqueque et al., 
1969; Decio de 
Andrade et al., 
1971

44 55

Streptomyces 
guanamiceticus

-

Люцензомицин 
(этрускомицин, 
антибиотик 1163)

Arcamone et al., 
1957 it 55

Streptomyces 
lucensis

c36h53no13 
(708)

Нистатин 
(микостатин, 
фунгистатин, 
фунгицидин)

Hazen, Brown, 
1950; Dutcher 
et al., 1958

Chong, Ric­
kards, 1970; 
Birch et al., 
1964; Dut­
cher et al., 
1955

Streptomyces 
albulus

c47h75no17 
(926)

Пимарицин 
(теннецитин)

Struyk et al., 
1957,1958

Golding et 
al., 1966

Streptomyces 
natalensis

c33h47no14 
(666)

Плюмбомицин А Барашкова, 
1970; Цыганов 
и др., 1972а

it 55

Actinomyces 
plumbeus -
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продолжение таблицы 1.1.3

Плюмбомицин D Барашкова, 
1970; Цыганов 
и др., 1972а

ii 11

Actinomyces 
plumbeus -

Протоцидин Sakamoto, 1957;
Arima et al.,1960

a Streptomyces 
sp. N 964-A

Римоцидин 
(антибиотик РА 85)

Davisson et al., 
1951; 1960

Cope et al., 
1966;
Falko wski 
et al., 1976

Streptomyces 
rimosus CjgHeNOu

Систомикозин Brit. Pat. № 
712547; Ehr­
lich, et al., 1955

a ii

Streptomyces 
viridosporus СзЦЦ^ХО,, 

(618)

Тетр аге кс ин Craveri, Giolitti, 
1957; Craveri et 
al., 1962 a; 
1965, 1974

ii 11

Streptomyces 
sp. -

Тетраенин А Thirumalachar 
etal., 1971

a ii Streptomyces 
fragmentans

-

Тетраенин В Thirumalachar 
et al., 1971

ii 11

Streptomyces 
fragmentans 
var.aguatica, 
Chainia cina-
momea

-

Тетрамедин Цыганов и др., 
1973 a

ii 11 Actinomyces 
mediocidicus

-

Тетрамико ин А Rahalkar et al., 
1972

ii 11 Chainia grisea -

Тетрамикоин В Rahalkar et al., 
1972

ii 11 Chainia grisea 
var. fusca -

Тетрамицин Dornberger et 
al., 1971, 1979 li 11

Streptomyces 
noursei 
var. jenensis

C34H53NO.
(699)

Тетрин А Gottlieb, 
Pote,1960

Pandey et 
al., 1971

Streptomyces 
sp.

CcH^NOb 
(681 )

Тетрин В Gottlieb, 
Pote,1960

Rinechart et 
al., 1971

Streptomyces 
sp.

СЛ.ХОи
(697)

Унамицин А Matsuoka, 
Umezawa,1960

li 11 Streptomyces 
fungicidicus

• ” 
С
П 

«! «i 
Г"; m

 
® ö

 
П r4
Г 

1

'П 
. 

U Z

Флавовиридомицин Мицкевич и 
др., 1973 ii 11

Actinomyces 
flavoviridis var. 
fungicidicus

-

Хромин Wakaki et al., 
1952, 1953 ii 11

Streptomyces 
sp. С-6, близкий 
к Streptomyces 
antibioticus

-
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продолжение таблицы 1.1.3

Эндомицин А (ге- 
ликсин А)

Gottlieb et al., 
1951; Smeby et 
al.,1952; Tres- 
ner,
Backus, 1956;
Vining, Taber, 
1957; Johnson, 
Dietz, 1971

Streptomyces 
endus (разно­
видность Strep­
tomyces hygro­
scopicus)

-

Юнамицин Matsuoka, 1960;
Matsuoka, 
Umezawa, 1960

<< 5,

Streptomyces 
fungicidicus -

Пентаеновые антибиотики. Это многочисленная группа ПА, 
содержащая свыше 50 антибиотических веществ. В результате ис­
следования структуры пентаенов было выявлено значительное раз­
нообразие колебательной структуры хромофоров и согласно совре­
менной классификации они были разделены на 5 групп: 1) адеопен- 
таены; 2) ДДМ-петаены; 3) метилпентаены; 4) карбонил - конъюги­
рованные пентаены; 5) р, ö-дикетопентаены [Северинец, 1970; Вет­
лугина, Никитина, 1980]. Сведения о пентаеновых антибиотиках 
обобщены в таб. 1.1.4 а, б.

Таблица 1.1.4 а

Классификация пентаеновых антибиотиков 
[Северинец, 1970\ Ветлугина, Никитина, 1980]

Группа УФ спектр Кислотно-основ­
ные свойства

Сахар Антибиотик

Адеопен- 
таены

Симметричный Амфотерные Микозамин
«-----»
«-----»
«-----»

L-рамноза

Капацидин 
Ректилавендомицин 
Эйроцидины А, В 
2814Р(микопентаены) 
Гангтокмицин 
Дистамицин В 
Лиеномицин 
Квинквамицин 
Пентаен g3 
Фунгихроматин

Кислые - Алиомицин
Нейтральные Нет Пентанейцин

Ступенчатый Амфотерные Микозамин Пентафунгин РА 153 
58 1579
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продолжение таблицы 1.1.4 а

ДДМ- 
пентаены

Симметричный Амфотерные Нет Ганибаллицин 
(ЛИА-0323)

Метил­
пентаены

Симметричный Нейтральные Нет
«-----»
«-----»

Ауренин
Дурамшшн 
Кабицвдин 
Ксантолишш 
Молдицидин В 
Пентаен 661 
Руброхлорин 
Филипиновый 
комплекс İI-IV
Фунгихромин <лаго- 
зин, КОГОМИЦИН) 
Чаинин

Амфотерные Есть Молдцидин А
Кислые - Ономицин

Ступенчатый Нейтральные Нет Пентамицин
Кислые - Неопентаен

Карбонил- 
конъюгиро- 
ванные 
пентаены

Нейтральные Нет
«-----»
«-----»
«-----»
«-----»
«-----»
«-----»

Брунефунгин 
Микотицин А (фла- 
вофунгин) 
Микотицин В 
Розеофунгин А, В 
Рофламикоин 
Сургумицин 
Флавопентин

р,5-дикето- 
пентаены

Симметричный Амфотерные - Генимицин

Согласно Гамильтону-Миллеру пентаеновые антибиотики мож­
но разделить на три основные группы: метилпентаены. лактонсоп- 
ряженные (конъюгированные) пентаены и пентаены, содержащие в 
своем составе микозамин [Hamilton-Miller, 1973]. Достигнуты опре­
деленные успехи в исследовании химической структуры пентаено- 
вых антибиотиков. Более подробно в химическом отношении изуче­
ны и определены структуры метилпентаенов - ауренина, филипина, 
фунгихромина, лактонсопряженных пентаенов - брунефунгина, ми- 
котицина А, В, рофламикоина, частично розеофунгина. и адеопен- 
таенов - лиеномицина, эйроцидина А, В. Более подробную инфор­
мацию о пентаеновых антибиотиках можно найти в работе [Ветлу­
гина, Никитина, 1980].

Для некоторых из пентаеновых антибиотиков установлена хими­
ческая структура, рис. 1.1.4.
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он он

(C67H107NO18) ЛИЕНОМИЦИН

СН3

(С40Н65О15) ЭЙРОЦИДИН A: R=CH3 
(С39Н65О15) ЭЙРОЦИДИН В: R=H

СН3

Рис. 1.1.4. Химическая структура
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(Сз6Н58О10) МИКОЦИТИН A: R=H 
(C37H6oOI()) МИКОЦИДИН В: R=CH3

(С40Н66О12) РОФЛАМИКОИН (ФЛАВОМИКОИН) 

пентаеновых антибиотиков.
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Ниже в таблице 1.1.4 б приводятся некоторые свойства пентае- 
новых антибиотиков.

Таблица 1.1.4 б

Некоторые свойства метилпентаенов, лактонсопряженных 
(конъюгированных) пентаенов и пентаенов, содержащих микозамин

Название
Ссылки

Продуцент
Химический 

состав и 
молекулярный 

вес

Выделение Химическая 
структура

Метилпентаены
Ауренин Ushakova et 

al., 1970
Streptomyces 
aureorectus

Сз3Н540ц (626)

Дурхамицин Gordon, Lapa, 
1966

Streptomyces 
durhamensis

С,63.8; Н,10.2; 
0,25.5

Кабицидин Ogata et al., 
1958

Streptomyces 
gougeroti

С35Н60О13 (688)

Молцидин А Sakamoto, 
1957

Arishima, Saka­
moto, 1961 b

Streptomyces 
sp.

C42H81NO19 
(903)

Пентамицин Umezawa et 
al., 1958

Ogawa et al., 
1960, Umezawa 
et al., 1959

Streptomyces 
pentaticus

Сз5Н6о013 (688)

Филипин (I-IV) Whitfield et 
al., 1955

Pandey, Rinehart, 
1970

Streptomy­
ces filipensis

ВДД, (655) 
(филипин III)

Фунгихромин 
(лагозин, когоми- 
цин)

Tytell et al., 
1955

Cope et al., 1962 Streptomyces 
cinnamomeus 
var. cinna­
momeus

С35Н58О12 (671)

Чаинин Gopalkrishnan 
etal., 1968

Pandey et al., 
1972

Chainia sp. С33Н54О10 (610)

Лактонсопряжен- 
ные пентаены 
Микотицин А

Микотицин В

Bruke et al., 
1954
Bruke et al., 
1954

Wasserman et al., 
1967

Wasserman et al., 
1967

Streptomyces 
ruber

Streptomyces 
flavofungine

С36Н58О10 (650)

С37Н60О10 (664)

Флавофунгин А

Флавофунгин В

Bognar et al., 
1970
Bognar et al., 
1970

Streptomyces 
flavofungine 
Actinomyces 
albilanatus

С36Н58О10 (650)

С37Н60О10 (664)

Флавомикоин Schlegel, 
Thrum, 1968

Schlegel, Thrum, 
1971, a, b

Streptomyces 
roseoflavus 
var.jenensis

С41Н68О10 (720)
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продолжение таблицы 1.1.4 б

Антибиотик 713 Ветлугина, 
1977

- Actinomyces 
ruber

-

Розеофунгин А

Розеофунгин В

Ветлугина, 
Дзюбанова, 
1973, 1974 а, б, 
1976, 1977;
Ветлугина, 
1968, 1977;
Ветлугина и 
др., 1968

Actinomyces 
roseoflavus
var. roseo- 
fungini

СзвНбзОю (679)

C39H70O10 (698)

Рофламикоин 
(флавомикоин)

Sclegel, Thrum, 
1971а,b;
Schlegel et al., 
1979

- Streptomyces 
roseoflavus С-яНбзОю (715)

Сургумицин Северинец, 
1970, 1971
Северинец, 
Конев, 1974

- Actinomyces 
surgutus

Брунефунгин Кулалаева, 
1977

- Actinomyces 
brunneofungus

CnHegO.o (720)

Флавопентин Кулалаева и 
др.,1977, 1978; 
Полторак и 
др., 1976

Actinomyces 
flavus 
Actinomyces 
kanamyceticus

QiH^O.o (720)

Антибиотик А - 
23/791

Ветлугина и 
др., 1979

- Actinomyces 
roseoflavus 
arai

-

Пентаены, 
содержащие ми- 
козамин.
Эуроцидин А Nakazawa, 

1965
Horii et al., 1970 Streptomyces 

albireticuli
CjoH^sNOu 
(799)

Эуроцидин В Streptomyces 
curocidicus

Сз^зИО^ 
(785)

Гексаеновые антибиотики. Гексаены-малочисленная и мало­
изученная группа ПА. Всего описано около 20 антибиотиков. В таб­
лицах 1.1.5 а, б приводится перечень и некоторые физико-хими­
ческие свойства гексаеновых антибиотиков [Ветлугина, Никитина, 
1980, 2002].

Среди гексаеновых антибиотиков флавацид и фрадицин облада­
ют слабокислыми свойствами.
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Таблица 1.1.5 а.

Некоторые свойства гексаеновых антибиотиков

Таблица 1.1.5 б.

Название антибиотика Продуцент Состояние вещества, 
т. пл., °C

Антибиотик 0725-1 Streptoverticillium syringium Аморф. < 240 (разл.)
Антибиотик 0725-11 «------» Аморф. 170 (разл.)
Антибиотик 0725-III «------» Аморф. < 240 (разл.)
Антибиотик 0725-IV «------» Аморф. < 240 (разл.)
Антибиотик 0725-V «------» Аморф. 190 (разл.)
Гексамицин, C33.37H50.69Oj6.13 Streptomyces sp. Аморф. 120-125
Гексафунгин Streptomyces hygroscopicus JA 

5001
Аморф. 125-135 (разл.)

Гексин Streptomyces sp. Аморф. 165-175 (разл.)
Грекомицин Actinomyces chromogenes var. 

graecus
Аморф. 190-200 (разл.)

Дермостатин (виридофульвин) Streptomyces viridogriseus Крист.
Кандигексин I Streptomyces viridoflavus IMRU 

3685
Крист.

Криптоцидин, С52Н8з.8бКО17 Streptomyces sp. Крис., разл. 100-115
Медиоцидин Streptomyces mediocidicus Аморф.
Мицелин IMO Streptomyces diastatochromogenes Крис., 214-222 (разл.)
Тетрагексин Streptomyces sp. ATCC 14972 Аморф. не плавится до 

250
Флавацид Streptomyces flavus Аморф. 200 (разл.)
Фрадицин (мицелин) 
C30H34N4O4

Streptomyces fradiae, Streptomy­
ces roseoflavus, Streptomyces di­
astatochromogenes

Крис., 300

Эндомицин В (геликсин В) Streptomyces endus (разновид­
ность Streptomyces 
hygroscopicus) Streptomyces 
hygroscopicus var. enhygrus

Аморф.

Некоторые свойства гексаеновых антибиотиков

Название 
антибиотика

УФ спектр 

максимумы, нм (Е1см )
Удельное 

вращение [a]D

Основная 
литература

Антибиотик 
0725-1

336(410), 356(750), 
378(800) — Конев и др., 1974

Антибиотик 
0725-П

335(420), 356(840), 
378(900)

— Конев и др., 1974

Антибиотик
0725-Ш

335(450), 356(980), 
378(1050)

— Конев и др., 1974

Антибиотик 
0725-IV

335(430), 356(790), 
378(840)

.— Конев и др., 1974

Антибиотик 
0725-V

336(445), 356(900), 
379(950)

— Конев и др., 1974
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продолжение таблицы 1.1.5 б

Гексамицин, 
Сзз-з7Нбо-б90|б-1з

336(176), 356(233), 
376(232)
В МеОН

—
Eisenbrandt, 1967; 
Eisenbrandt et al., 
1968

Г ексафунгин
308(370), 319(370),
337(503),
358(826), 378(870)

-8 (с 1 80% 
МеОН)

Thrum et al., 1976

Гексин 337 (377), 357 (523), 
377(495)

— Thirumalachar, 
Rahalkar, 1971

Грекомицин 338(708), 357(990), 
376(810) +53 (с 1 ДМФА)

Барашкова и др., 
1977

Дермостатин А, 
С4оН64Оц 
Дермостатин В, 
C4ıH66On 
(виридофульвин)

223(130), 282(112), 
383(1000)

-82 (с 0,2 
МеОН)

Thirumalachar, Menon, 
1962;
Bhate et al., 1962; 
Narasimhachari, 
Swami, 1968, 1970

Кандигексин I 323(300), 340(550), 357 
(900), 379 (1000) — Martin, McDaniel, 

1974 a, b
Криптоцидин, 
C52H83-86NO17

290, 305, 320, 
341(370), 
358(370), 380(610) В 
80% МеОН

—

Sakamoto, 1959;
Arishima, Sakamoto, 
I960

Медиоцидин
339—340, 356—357, 
377— 378 в МеОН —

Utahara et al., 1954

Мицелин IMO 243,294,335, 355,373 
в МеОН

+70 (с 1 диок­
сан)

Ogata et al., 1957;
Utahara et al., 1959

Тетрагексин
290(420), 304(616), 
318(630), 350(466), 
368(440) sMeOH

—
Craven et al., 1962 a, 

1965,1974

Флавацид
341 (4 10), 358 (630), 
379(635) в EtOH —

Takahashi, 1953;
Kuroya, 1954; Japan 
Pat N 1593, 1955

Фрадицин 
(мицелин) 
C30H34N4O4

340, 356, 376
+ 65 (с 1 диок­

сан)

Swart et al., 1950;
Hickey, Hidy, 1951;
Aiso et al., 1952;
Arai, Aiso, 1953;

Эндомицин В 
(геликсин В)

340 (170), 359 (245), 
378(250) в EtOH

—

Ball et al., 1957;
Utahara et al., 1959;
Gottlieb et al., 1951;
Smeby et al., 1952; 
Tresner, Backus, 
1956;Vining, Taber, 
1957
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Большинство гексаеновых антибиотиков изучено слабо. Первым 
представителем группы карбонил-конъюгированных гексаенов явля­
ется дермостатин А и В [Bhate et al., 1962], структура которого пока­
зана на рис. 1.1.5.

Рис. 1.1.5. Структура дермостатина А и В [Ветлугина, Никити­
на, 1980]. Дермостатин A: R=CH3. Дермостатин В: R=CH2CH3.

Гептаеновые антибиотики. Это многочисленная группа, вклю­
чающая более 60 антибиотических соединений. Согласно классифи­
кации, предложенной Боровским и Шафнером, все гептаены делятся 
на 3 группы, в зависимости от содержащихся в них аминосахаров и 
ароматических аминов: 1) неароматические гептаены, содержащие 
один атом азота, входящий в состав микозамина; 2) ароматические 
гептаены, содержащие два атома азота (один содержится в микоза- 
мине, другой - в п-аминоацетофеноне); 3) ароматические гептаены, 
также содержащие два атома азота (один входит в состав аминосаха­
ра, второй - в состав N-метил-п-аминоацетофенона [Боровский 
Шафнер, 1961]. В таб. 1.1.6 приведена классификация гептаеновых 
антибиотиков.

Классификация гептаеновых антибиотиков
[Боровский, Шафнер, 1961; Ветлугина, Никитина, 1980].

Таблица 1.1.6.

Группа Сахар Антибиотик
Неароматические гептаены Микозамин Амфотерицин В 

Антибиотик Вк 217 у 
Антибиотик Х-63 
Кандидин 
Микогептин 
Моникамицин 
Нурсимицин 
Тбилимицин
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продолжение таблицы 1.1.6

Ароматические гептаены, 
содержащие п- 
аминоацетофенон

Микозамин Антибиотик 2339
Антибиотик 2789
Антибиотик 67-121В
Антибиотик AYF-A (эйфактин А) 
Антибиотик AYF-B (эйфактин В) 
Антибиотик DJ-400B2 
Антибиотик ЛИА-0179
Антибиотик РА 150 
Азаколютин (F-17-C) 
Аскозин
Ауреофунгин 
Вацидин А
Г амицин
Г ептамицин 
Кандимицин
Леворин Ао, Аь А2, А3, А4 
Леворин В 
Трихомицин А, В, С 
Флавумицин А

Ароматические гептаены, 
содержащие N-метил-п- 
аминоацетофенон

Микозамин Антибиотик 67-121А 
Антибиотик DJ-400B
Кандимицин

Перозамин Перимицин
O-Ş-D маннопи- 
ранозил- (1—>4)- 
D-микозамин

Антибиотик 67-121С

На рис. 1.1.6 показана химическая структура кандидина, относя­
щийся к группе неароматических антибиотиков (для амфотерицина 
В и микогептина, также входящие в состав неароматических анти­
биотиков, структура приведена на рис. 1.1.1).

Рис. 1.1.6. Химическая структура кандидина (C47H71NO]7).

На рис. 1.1.7 показана структура антибиотиков, относящихся к 
группе ароматических гептаенов.
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АНТИБИОТИК DJ 400 - СТРУКТУРА КОМПОНЕНТОВ Bt и В2:

II
(C66H96N2O22) КОМПОНЕНТЕ!: R=NHCH3; R!=CH2-C-(CH=CH)2-CH3 

(C58H86N2O2ı) КОМПОНЕНТ В2: R-NH2; R1=H

(C68H84N2O19) ВАЦИДИН А (АУРЕОФАЦИН)

(C59H83N2O17) ПЕРИМИЦИН а (АНТИБИОТИК 1968, АНТИБИОТИК NC-1968, 
АМИНОМИЦИН, ФУНГИМИЦИН)

Рис. 1.1.7. Структура ароматических антибиотиков.
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(C6iHS6N2O21) трихомицин а

(C60H91N2O19) флавумицин а

Продолжение рис. 1.1.7.

Ниже в таблице 1.1.7 и 1.1.8 приведены физико-химические 
свойства гептаеновых антибиотиков.

Таблица 1.1.7

Физико-химические свойства гептаенов без ароматической 
группировки, гептаенов с N-метил-р-аминоацетофеноном и гептаенов. 

содержащих р-аминоацетофенон

Название
Ссылки Продуцент Химический 

состав и 
молекулярный вес |

Выделение Химическая 
структура

Без ароматической 
группировки: 
Амфотерицин В Gold et а!.. 1956 Mechlinski et 

al., 1970;
Nicolaou et al., 
1988

Streptomyces 
nodosus

C47H73NOP (924)

Канд идин Taber et al., 
1954

Borowski et al., 
1971

Streptomyces 
viridotlavus

C47H7iNO17 (922)

51



продолжение таблицы 1.1.7

Микогептин Borowski et al., 
1964

Streptover­
ticillium 
mycoheptinicum

C48H77NO17 (939)

Содержащие 
N-метил-р- 
аминоацетофенон 
Д1400 В

Bohlmann et al., 
1970 a, b

Bohlmann et 
al., 1970 b

Streptomyces
Surinam

C66H96N2O22 (1269)

Перимцин (антиби­
отик 1968, антибио­
тик NC-1968, амино- 
мицин, фунгимицин)

Oswald et al., 
1956

Lee, Schaffner, 
1969

Streptomyces 
coelicolor var. 
aminophilus

C47H75N2O14 (892)

Содержащие_____ р-
аминоацетофенон:
Аскозин Hickey et al., 

1952 '
Streptomyces 
canescus

Ауреофунгин Thirumalachar 
et al., 1964

Bhate, 
Acharya, 1964

Streptomyces 
cinnamomeus 
var.terricola

C.60.4; H,7.9; N,2.2

Ауфактин А Kaplan et al., 
1958

Brit. Pat. № 
719878 1954

Streptomyces 
viridifaciens

C.62.6; H,7.8; N,2.7

Ауф актин В Streptomyces 
aureofaciens

C.62.5; H,7.6; N, 2,8

Азаколутин (Г-17-С) Pridham et 
al, 1956

Cravieri et al., 
1960

Streptomyces 
cinnamomeus, 
var. azacoluta

Вацидин А 
(ауреофацин)

Igarashi et al., 
1956

Ziminski et al., 
1979

Streptomyces 
aureofaciens

C58H84N2O19(1113)

Г амицин Thirumalachar 
et al., 1961

Desphande et 
al., 1966

Streptomyces 
primprina

C.59.9; H,7.8;
N,2.7; 0,20.1

Гептамицин Henis et al., 1957 Streptomyces sp.
Д1 400 В2 Bohlmann et al., 

1970 a
Bohlmann et 
al., 1970 a, b

Streptomyces
Surinam

C58H86N2O21(1147)

Кандицидин Lechevalier et 
al., 1953

Waksman et 
al., 1965

Streptomyces 
griseus

C63H85N2O19 (1200)

Леворин А Borowski et al., 
1965/66

Streptomyces 
levoris

C59H93N2O22 (1181)

Леворин В Borowski et al., 
1965/66

Трихомицин А Hosoya et al., 
1952, 1955;
Hattori et al., 
1956; Геролд и 
др.. 1966

Hattori, 
1962 a, b;

Nakano, 
1961 a, b

Streptomyces 
abikoensis

c61h86n202i
2H2O(1230)

Флавумицин А Кругликова и 
др., 1975

Шенин, Круг­
ликова, 1977; 
Кругликова, 
Шенин, 1976; 
Кругликова, 
1977

Streptomyces 
flavus

C54Hi08N2O20 (10 8 8)
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Таблица 1.1.8

Физико-химические свойства гептаеновых антибиотиков

Название и 
суммарная 

формула анти­
биотика

Продуцент Состояние 
вещества, 
т. пл., °C

УФ спектр 
максимумы, 

НМ<Е1см)

Удельное 
вращение, 

[ah

Основная 
литература

Азаколютин 
(антибиотик F- 
17-С, антибио­
тик С)

Streptomyces 
cinnamomeus 
forma azacoluta Аморф.

330 (пл.), 342, 
365, 383, 408 в 

EtOH -

Pridham et al., 
1956; Craveri et 
al., 1960. 1962 b

Антибиотик 388 Streptoverti­
cillium echi-
mense

Аморф. 
разл. 132- 

135

340 (пл.) 359, 
379, 402 в 

МеОН

+5,19 
(ДМФА)

Batra et al., 
1977

Антибиотик 616 Streptomyces 
parvisporogenes Аморф. 

разл. 130- 
140

340(467),
358(692),
377(959), 
397(808) в

МеОН + Н2О

+261 (с 
0,2Ру)

Chas Pfiser and 
Co., Inc.. 1960

Антибиотик 757 Streptomyces 
sp. 757 Аморф. 361, 381,404 в 

МеОН - Craveri, Giolitti, 
1956

Антибиотик 
0185

Streptoverticil­
lium griseoviri- 

clutfi
«---- »

347, 362, 
382(1520), 406 

в МеОН
-

Конев и др..
1978

Антибиотик 
2339

Actinomyces 
levoris

«---- »

361, 380, 404 в 
МеОН

-

Кореняко и др.. 
1961; Khok­
hlova et al., 

1963; Хохлова 
и др.. 1963

Антибиотик 
2368

Streptomyces 
sp.

«---- » - - Тохтамуратов, 
Силаев. 1967

Антибиотик 
2789

Actinomyces 
levoris «---- »

361,380, 404 в 
МеОН -

Кореняко и др., 
1964: Khokhlova 
et al.. 1963; Хох­
лова и др., 1963

Антибиотик 
67-121А

Actinoplanes 
caeruleus

Аморф. 
185-190

342, 363, 382, 
403 в МеОН +151,6 Weinstein et al., 

1977
Антибиотик 
67-121В «---- » Аморф. 

175-182
342, 363, 382, 
403 в МеОН +199,7 Weinstein et al., 

1977
Антибиотик 
67-121С

«---- » Аморф. 
175-180

342, 363, 382, 
403 в МеОН +143.8 Weinstein et al., 

1977
Антибиотик 
1645 Р,

Streptomyces 
sp.

Аморф., 
разл. 130

344, 362, 383, 
404 в МеОН

+22О(сО,1 
Ру)

Decio de An­
drade et al., 1961

Антибиотик 
2814 Н

Близкий Strep­
toverticillium 

netropsis Аморф.

362(788), 384 
(1276), 

406(1310) в 
МеОН

+200 (с 
0,1) 

МеОН-НС1

Thrum, 
1960 a, b

Антибиотик 
АЕ-56

Streptomyces 
sp.

«---- » 322, 365, 388, 
412вН?О

+347 (с 0,2) 
ДМФА

Thadee, Faivre- 
Amiot, I960

Антибиотик
AF-1231 
C85H127N4O33

«---- » «---- »
363(220), 

384(285), 405 
(245) в МеОН

+353 (Ру)
Arishima, Sa­
kamoto, 196 1 a
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продолжение таблицы 1.1.8

Антибиотик
А-2

Streptomyces 
sp. Ас2

Аморф., 
разл. 142

360, 380, 402 - Mukharjee, 
Chandra, 1975

Антибиотик 
AYF-A 
(эйфактин А) 
C25H35.37NO7

Streptomyces 
aureofaciens 
Streptomyces 
viridifaciens

Крист. 344, 363, 383 
(526), 409 в 

ДМФА -

Kaplan et al., 
1958; Brit. Pat. 
№719878, 1954

Антибиотик 
AYF-B 
(эйфактин В) 
C25H35.37NO7

Streptomyces 
aureofaciens 
Streptomyces 
viridifaciens

«---- »

344, 363, 383 
(526), 409 в 

ДМФА
+50 (с 2 
МеОН)

Kaplan et al., 
1958; Brit. Pat. 
№719878, 1954

Антибиотик
С-11

Близкий 
Streptomyces 
hachijo ensis

Аморф. 
выше 150

360, 380, 405
-

Takemoto et al., 
1964

Антибиотик 
G-83 
(C2lH34O8N)n

Streptomyces 
cariofaciens

Аморф., 
170 (разл.)

361 (460), 379 
(580), 402 (430) -

Farbwerke-
Hoechst, 1962

Антибиотик
ЛИА-0179Aj

Streptomyces 
sp.

-

276 (250), 288 
(220), 340 
(380),358 (720), 
378 (1040), 400 
(980)

-

Моргунова и 
др., 1970

Антибиотик
ЛИА-0179 А2

«---- » -

276 (75), 208 
(105), 340 
(520), 358 
(760), 378 
(1080), 400 

(960)

+136±19
(0,1 

ДМФА)

Моргунова и 
др., 1970

Антибиотик 
ЛИА-0179В

«---- » -

276(100), 288 
(140),340 (440), 
358 (700), 378 
(1040), 400 
(935)

-

Моргунова и 
др., 1970

Антибиотик 
ЛИА-0331

Actinomyces 
chromogcties

Аморф. 358, 379,401 - Завьялова и 
др., 1970

Антибиотик 
РА 150 
C54H32N2OU

Streptomyces 
sp.

Крист., 
разл. выше 
260

340, 358(730), 
377(1033), 397 

(895) в 80% 
МеОН

+ 148 (с 0,2 
ДМФА) 

+294 
(с 0,2 Ру) 
-34(0,1 Н.

НС1- 
ДМФА)

Кое et al., 1958; 
English, 
McBride, 1958

Антибиотик 
х-63

Streptomyces 
sp.

Аморф. 
выше 300 
(разл.)

363(468), 383 
(700), 406(656) 

в МеОН - 
ДМФА

-

Kannan et al., 
1967

Антифиугин 
4915

Streptomyces 
paucisporogenes

Крист, 
разл. 100

360(540), 
379,5(764), 405 

(636) в 70% 
МеОН

-

Hagemann et 
al., 1959
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продолжение таблицы 1.1.8

Аскозин 
Cs2Hg4ə2oN2

Streptomyces 
canescus

Крист. 234, 240, 288, 
326, 340. 
358(480), 
376(640), 
399(540) в

МеОН

+ 12 
(ДМФА) 

-13 (0,1 н. 
НС1- 

МеОН)

Hickey et al..
1952; US Pat. 
№ 2723216. US 
Par Jfe 2~48053

Ауреофунгин Aradus cinna­
momeus var. 
terricola

Аморф. 359, 379, 402 в 
EtOH

+83,7 
(с 0,3 

ДМФА)

Bhate. Achary a, j 
1964. Thirut- 
nalachar et al.. 
1964

Гамицин Streptomyces 
pimprina

Аморф.
разд, выше 
160

345, 363, 
383(962), 

406(918) в 
МеОН

+216
(с 0,2 Ру)

Bhate et al.. 
1961; Menon.
Lavate. 1961: 
Thirumalachar 
et al.. 1961: 
Bhate. Acharya.
1963; Maniar.
Mavdikar. 1962: 
Divekaretal.. 
1966;
Deshpande.
Kerur. 1966

Гептаен Actinoplanes 
aureus

Аморф. 340, 358, 378, 
402 - Celmer et al..

1977
Гептамицин Streptomyces sp. - - - Henis et al . İ95-
Гептафунгин А Streptomyces 

longisporolav- 
endulae

Аморф.
- -

Kalasz et al..
1972

Г епцин Actinosporan­
gium 

griseoroseum
«---- »

359, 379(800)
401 в МеОН

+90+5 
(с0,2 

ДМФА)

Цыганов и др..
1970

Гризеокарнин Streptoverticil­
lium griseo- 
cameum

Крист. 135- 
145

270, 280, 340, 
357, 376, 400 в 

МеОН

Campos et al..
1974

Г рубилин Streptomyces 
sp.

Аморф. - Uri et al.. 1959 |

Кандимицин Streptomyces 
ehimensis

Крист., 
разл. выще 
150

362, 382, 406 в 
МеОН

Shibata et al..
1954. Japan Pat.
N 8148

Криптомицин Lactobacillus 
bulgaricus - - - Цыганов и др., 

1972 6
Моникамицин Streptoverticil­

lium cinnamome­
us var. monicae

Аморф.
разл. выше 
210

365,385,410 b 
МеОН

+416
(сО.25 Ру)

Gupta, 1964

Неогептаен Streptomyces 
sp. - - - Тирумалахиар 

и др., 1966
Нурсимицин Actinomyces 

levoris - 366, 388,412 - Шенин и др., 
1969

Партрицин Streptomyces 
aureofaciens

Аморф. 341, 359, 379.
401 в EtOH -

Bruzzese et al., 
1974; Ruozi et 
al., 1978
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продолжение таблицы 1.1.8

Такамицин Streptomyces 
takataensis, 

Streptomyces 
reticuli

-
360, 380, 406

-

Iwashita et al., 
1962; Fr. Pat. 
N 1425264

Тбилимицин Streptomyces 
chartreusis var. 
tbilisus

Аморф. 369, 380, 404, 
450 -

Шенин и др.. 
1975; Кругли­

кова, 1977
Фульвомидин А Actinomyces 

fulvoviolacetis 
var achro- 
mogenes

Аморф. 
выше 300

340, 357(867), 
378(1030), 
400(915) в 

МеОН

+140
(с 0,1 Ру) 

+ 191 (с 0,2 
ДМФА)

Цыганов и др., 
1970, 1975

Фульвомидин В

«---- » «-----»

340, 362(762), 
379(840), 

»401(735) в 
' МеОН

-6 (с 0,1
ДМФА) Цыганов и др., 

1975; Кругли­
кова. 1977

Фульвомидин С

«---- » «---- »

340, 359(460), 
382(880), 
405(870) в 

МеОН

+530 
(с0.2 Ру) 

+335 (с0,2 
ДМФА)

Цыганов и др., 
1975; Кругли­

кова, 1977

Эйротин А Streptomyces 
griseus

Аморф. 
340-360 
(разл.)

360, 380, 405 в 
EtOH -

Soeda, Fujita, 
1959 b; Hosoya 
et al., 1959

Октаеновые антибиотики. В группу октаеновых антибиотиков 
входят всего несколько антибиотических веществ: охрамицин, окта- 
ен, октамицин. Охрамицин образуется микроорганизмами Streptover­
ticillium orinoci 1882 Fl. В структуре молекулы охрамицина содер­
жатся 8 сопряженных двойных связей [Cssinelli et al., 1967]. Охрами- 
цин-амфотерное соединение. В его молекуле предполагают наличие 
двух хромофоров-октаенового и ароматического типа. Суммарная 
формула C46H77N3O15. Предполагается также, что охрамицин отно­
сится к группе немакролидных ПА. Антибиотик подавляет рост 
грамположительных бактерий и дрожжей, слабо грибов. Антибиотик 
октаен активен в отношении грамположительных бактерий, не акти­
вен к дрожжеподобным грибам. Октамицин образуется Actinoplanes 
ianthinogenes subsp. octamycini [Гаузе и др., 1979]. Антибиотик окта­
мицин подавляет рост грамположительных микроорганизмов и не 
активен в отношении грамотрицательных бактерий, грибов и дрож­
жей.

В следующем разделе приводятся сравнительные физико-хи­
мические характеристики двух, широко используемых в фундамен­
тальных и прикладных исследованиях, полиеновых макролидов: 
ароматического гептаенового антибиотика леворина А и неаромати­
ческого гептаенового антибиотика микогептина.
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1.2. Физико-химические и биологические 
свойства леворина А

Леворин представляет собой аморфный порошок желтого цвета 
без четкой температуры плавления. Он хорошо растворяется в диме­
тилсульфоксиде (ДМСО), диметилформамиде (ДМФА) и пиридине. 
Слабо растворяется в низших спиртах. Растворимость в спиртах уве­
личивается в присутствии 20-30% воды [Малышкина и др., 1970 а, 
б]. Не растворяется в воде, хлороформе, безводном ацетоне, диэти­
ловом и петролейном эфирах. Леворин обладает амфотерными свой­
ствами, ионизируясь, он образует в кислой среде катион, а в щелоч­
ной - анион [Соловьев и др., I960; Малышкина и др.. 1970]. По хи­
мической природе леворин относится к группе ароматических поли­
еновых макролидов [Borowski et al., 1965/66; Малышкина. 1966]. 
Макролактонное кольцо леворина включает в себя полиеновый хро­
мофор с семью сопряженными двойными связями, что находит отра­
жение в УФ спектре леворина. Последний имеет три основных мак­
симума поглощения при следующих длинах волн: 358-360. 378-380 и 
400-403 нм. УФ спектр, при указанных выше длинах волн, характерен 
для гептаеновых противогрибковых антибиотиков [Oroshnik et al., 
1955]. ИК спектр леворина содержит полосы, указывающие на при­
сутствие в нем лактонной (1710 см-1) и гидроксильных (3400 см-1) 
группировок, а также сопряженных - С = С - связей (1000 см'1) и аро­
матического амина (1250, 1530 и 1600 см'1). В состав леворина входят 
аминосахар-микозамин и ароматический кетон р-аминоацетофенон. 
Микозамин содержат многие полиеновые макролиды. Впервые он 
был выделен из амфотерицина В в виде его тетраацетата [Dutcher et 
al., 1956-1957], а затем была установлена его структура [Walters et al., 
1957] и пространственная конфигурация [Von Saltzaet al.. 1961].

Наличие в структуре леворина р-аминоацетофенона было уста­
новлено при изучении продуктов щелочного гидролиза с помощью 
бумажной и тонкослойной хроматографии, а также на основании УФ 
спектра поглощения хлороформного экстракта щелочного гидроли­
зата [Малышкина и др., 1963 а, б; Borowski et al., 1965/66; Малыш­
кина, 1966]. На присутствие свободной карбоксильной группы в ле- 
ворине указывает его способность к образованию натриевой соли. 
Последняя хорошо растворяется в воде и обладает высокой биологи­
ческой активностью [Малышкина и др., 1959; Малышкина, 1966; 
Малышкина и др., 1970 б]. В связи с наличием в леворине гептаено- 
вого хромофора, содержащего двойные сопряженные связи, и лак­
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тонной группировки он неустойчив к воздействию кислорода возду­
ха, УФ света, влаги, температуры, а также кислот и щелочей. Не­
очищенный препарат леворина наряду с биологически неактивными 
примесями содержит примесь противогрибкового неполиенового 
антибиотика левористатина [Цыганов и др., 1963]. Наличие леворис- 
татина определяется с помощью бумажной или тонкослойной хро­
матографии [Башкович и др., 1967]. Выделение и очистка леворина 
производится экстракционными методами [Малышкина, 1966; Ма­
лышкина и др., 1963; Кульбах и др., 1970]. Выбор метода очистки 
зависит от варианта штамма Actinomyces levoris и от метода выделе­
ния неочищенного препарата [Малышкина, 1966; Цыганов, 1970; Зу­
рабова и др., 1970; Наместникова, Львова, 1970].

Макролидный гептаеновый антибиотик леворин неоднороден по 
составу и включает два близких по химической структуре, но не­
идентичных по своим свойствам ароматических гептаенов: леворин 
А и леворин В [Borowski et al., 1965/66; Малышкина, 1965; Цыганов, 
Яковлева, 1970].

Соотношение их в препаратах леворина изменяется в зависимо­
сти от штамма и метода выделения. При культивировании штамма 
Actinomyces levoris 26/1 были-получены препараты, содержащие ле­
ворин А и В почти в равных соотношениях. Образцы леворина, по­
лученные из селекционированных штаммов, содержат главным об­
разом, леворин А [Малышкина, 1966; Цыганов, 1970; Зурабова и др., 
1970; Наместникова, Львова, 1970]. Следовательно, в результате се­
лекции штамм 26/1 почти полностью утрачивает способность обра­
зовывать леворин В [Зурабова и др., 1970].

Разделение леворина на леворины А и В и получение их в очи­
щенном виде было произведено методом противоточного распреде­
ления в системе метанол-хлороформ-боратный буфер pH 8,25 (2:2:1) 
[Цыганов, Яковлева, 1970]. Леворины А и В являются ароматиче­
скими гептаенами, различающимися по УФ спектру, элементарному 
составу и коэффициенту распределения в указанной выше системе 
растворителей [Borowski et al., 1965/1966; Малышкина, 1966]. Неко­
торые физико-химические характеристики леворинов А и В приве­
дены в таб. 1.2.1.

На рис. 1.2.1 представлены УФ спектры леворина А и В. Макси­
мумы поглощения леворина В батохромно смещены на 5-6 нм по 
сравнению с леворином А, а тонкая структура УФ спектра леворина 
В менее деградирована. Это указывает на различие в строении хро­
мофоров леворина А и В.
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Таблица 1.2.1.

Физико-химические характеристики леворина А и В 
[Малышкина и др., 1970]

Брутто 
формула

УФ спектр Элементарный 
состав

Коэф­
фициент 
нейтра­
лизации

Коэф­
фициент 
распреде 
ления

Азотсо­
держащая 

часть моле­
кулы

X, 
мак­

симум

Е% с Н N

Леворин А

C59H93O22N2

340
358
378
400

450
790
900
800

60,43 7,89 2,38 1180 0,8

р-амино- 
ацетофенон, 
микозамин

Леворин В

C52H98O23N2

342
363
382
406

375
620
980
950

59,72 7,87 2,24 1238 7,6

р-амино- 
ацетофенон, 
микозамин

Рис. 1.2.1. УФ спектры леворина А (—) и леворина В (---- )
[Малышкина и др., 1970].
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Антифунгальный спектр леворина А и В практически идентичен 
[Borowski et al., 1965/1966]. Леворин А менее токсичен, чем леворин 
В и поэтому медицинская промышленность выпускает препараты, 
содержащие в своем составе леворин А. Гептаеновые антибиотики 
разделяются на ароматическую и неароматическую группы [Боров­
ский, Шафнер, 1961]. Леворин по этой классификации относится, 
наряду с кандицидином, трихомицином, аскозином и др., к группе 
ароматических гептаенов, содержащих микозамин и р-аминоацето- 
фенон.

По данным УФ спектра, бумажной хроматографии и противо­
точного распределения при числе переносов не более 200 леворин 
наиболее близок кандицидину, но не идентичен ему [Малышкина, 
1966]. Дальнейшие исследования показали, что леворин А не являет­
ся индивидуальным веществом, а представляет собой комплекс, со­
стоящий из 3-4 гептаенов [Bosshardt, Bickel, 1968; Яковлева, 1968]. 
Сравнение леворина А и кандицидина, полученного от фирмы 
“Penick”, методом противоточного распределения при 600 переносах 
показало различие их по компонентному составу. Показано, что кан­
дицидин представляет собой значительно более сложный комплекс, 
чем леворин А. В кандицидине имеется 5-6 компонентов, которых 
нет в леворине. В таб. 1.2.2 приведена сравнительная характеристика 
исследуемых препаратов леворина и кандицидина.

Работа, проведенная по сравнению главных компонентов лево­
рина и кандицидина, показала их различие [Боровский и др., 1967; 
Hansen, Thomson, 1976]. Это видно по реакциям протонизации лево­
рина и кандицидина, исходя из результатов по изучению динамики 
изменения коэффициента протонизации леворина и кандицидина во 
времени, рис. 1.2.2. Для этой работы были использованы кандицидин 
фирмы “Penick” и меченый леворин. Последний был взят из тех со­
ображений, чтобы при загрузке сравниваемых препаратов в одну 
трубку можно было наблюдать каждый из них независимым мето­
дом - кандицидин спектрофотометрическим, а леворин - радиомет­
рическим. Меченый леворин был получен при ферментации 
Actinomyces levoris в качалочных колбах при внесении изотопа - 2С14 
ацетата. Выделение главных компонентов кандицидина и меченого 
леворина с помощью противоточного распределения производили в 
аналогичных условиях.

На рис. 1.2.3 и 1.2.4 представлены результаты этого сравнения в 
вышеуказанной системе при 600 переносах и УФ спектры главных 
компонентов кандицидина и леворина. Работа с меченым леворином
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Таблица 1.2.2.

Сравнительная характеристика леворина (партия 320368) 
и кандицидина фирмы “Решск”(партия 8461 NIF-1) 

[Малышкина и др., 1970]

№№ 
п/п

Тесты Леворин Кандицидин

1 Биологическая актив­
ность (метод диффузии 
в агар)

46 000 ЕД/мг 39 000 ЕД/мг

2 Внешний вид Порошок желтого цвета 
с зеленоватым оттенком

Порошок желтого цвета с 
зеленоватым оттенком

3 Содержание летучих 
веществ

4,7 % 4,4%

4 Содержание сульфатной 
золы

2,9 % 2,0%

5 Коэффициент протони­
зации Дз26/ Д276

0,6 (3 мин.)
0,6 (5 мин.)
0,6 (7 мин.)

0,59 (10 мин.)

0,5 (3 мин.) 
0,47 (5 мин.) 
0,44 (7 мин.) 
0,43 (10 мин.)

6 Наличие левористатина отсутствует отсутствует
7 LD5o в/б 4,3 мг/кг=197800 ЕД/кг 2,8 мг/кг=109200 ЕД/кг
8 Коэффициент распреде­

ления (50 переносов, 
система: метанол-хлоро- 
формборатный буфер)

0,89 0,89

9 Поглощение в УФ об­
ласти при длинах волн: 

342 нм 
360 - 
380 - 
402 -

355 нм
520 -
610-
720 -

300 нм
435 -
500 —
598 -

Рис. 1.2.2. Динамика изме­
нения коэффициента про­
тонизации леворина и кан­
дицидина во времени.
1 - леворин (—);
2 - кандицидин (----)
[Малышкина и др., 1970].

61



D379hlM irsi nur

Рис. 1.2.3. Кривые распределения кандицидина и меченого 
леворина, внесенных в одну трубку, в системе: метанол-хло- 
роформ-боратный буфер pH 8,25 (2:2:1). Число переносов - 600.

—-х—х— меченый леворин (экспериментальная кривая);
—-о—о— кандицидин (экспериментальная кривая);
----- теоретическая кривая [Малышкина и др., 1970].

Рис. 1.2.4. УФ спектры глав­
ных компонентов леворина и 
кандицидина в метаноле: 
I - леворин; II - кандицидин 
[Малышкина и др., 1970]. 
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показала, что главные компоненты кандицидина и леворина олизки, 
но не идентичны. Следует отметить, что главные компоненты в обо­
их случаях не представляют собой индивидуальных веществ (имеет 
место несовпадение экспериментальных и теоретических кривых), 
но не трудно заметить, что это несовпадение у кандицидина больше 
и иное, чем у леворина, несмотря на то, что условия их очистки в ап­
парате Крейга были идентичны. Это обстоятельство подтверждает 
предыдущий вывод о том, что кандицидин более сложный и иной 
комплекс, чем леворин. Неидентичны также и УФ спектры главных 
компонентов леворина и кандицидина (метанол). У кандицидина 
имеет место батохромный сдвиг максимумов на 2 нм. Таким обра­
зом, различия между леворином и кандицидином, помимо компо­
нентного состава, заключаются, по-видимому, и в различии про­
странственного строения хромофора или всего макролактонного 
кольца их главных компонентов.

1.3. Типовой состав леворина А и свойства 
составляющих его компонентов

Ранее было установлено, что леворин не однороден по составу и 
включает два близких, но не идентичных по свойствам аромапгче- 
ских гептаена - леворинА и леворин В [Малышкина, 1966; Borowski 
et al., 1965/1966; Цыганов, Яковлева, 1970]. Наиболее изученный из 
них леворин А также оказался комплексным [Bosshardt, Bickel, 1968: 
Цыганов, Яковлева, 1970], как и многие из известных ПА гептаено- 
вого ряда: кандицидин, трихомицин, гамицин и другие. Наличие 
комплексной природы леворина, возможность количественных и ка­
чественных изменений составляющих его биологически активных 
веществ, предопределило необходимость их более глубокого срав­
нительного изучения методом противоточного распределения, био­
логической активности и токсичности. Сравнительная характеристи­
ка полученных комплексов по составу леворинов А и В приведена в 
таблице 1.3.1. Из таблицы 1.3.1 достаточно хорошо видно, что свой­
ства леворина, образуемого различными селекционированными 
штаммами (26/1, 12-13-15, 28), неодинаковы.
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Таблица 1.3.1.

Сравнительная характеристика леворина, продуцируемого различ­
ными шаммами Actinomyces levoris [Цыганов, Яковлева, 1970}

Штамм №№ партий
!% 

Е
1 см

Активность 
леворина 

ЕД/мг

%% содер­
жания ле­

ворина
ld50* 
мг/кг

А В

26/1 06.05.66 740 35400±1410 20 20 12,9
07.05.66 665 34200±2830 84,8 15,2 7,7

12-13-15 08.06.66 610 30300±240 81,2 18,8 7,6
10.06.66 590 28000±870 79,7 20,3 8,2

28 14.07.66 710 37000±1070 89,8 10,2 15,9
15.07.66 770 35000±1880 88,4 11,6 15,2

*LD5oвычисляли по методу Кербера [Беленький, 1963].

Можно предположить, что свойства препарата, прежде всего, за­
висят от особенностей основного по количественному содержанию 
гептаена леворинового комплекса - леворина А.

С целью изучения свойств леворина А в последующем было 
предпринято исследование его типового состава в трех партиях пре­
парата, соответствующих разным штаммам продуцента методом 
противоточного распределения. В качестве системы применяли 
смесь метанола-хлороформа-боратного буфера с pH 8,2 (2:2:1). На­
веску антибиотика (46,2 мг; 52,6 мг для леворина из штаммов № 
26/1, № 28 и № 12-13-15 соответственно растворяли вначале в верх­
ней, затем в нижней фазе системы и вносили в 9 и 10 трубки прибо­
ра. Сделав 200 переносов, анализировали содержимое трубок по 
верхней фазе и строили кривые распределения (Хмакс =380 нм). При 
большом числе переносов, леворин А разделялся на несколько ком­
понентов. Изучен типовой состав леворина А и свойства, состав­
ляющих его компонентов [Малышкина, 1965]. Расчет теоретических 
кривых позволил выявить до пяти индивидуальных компонентов в 
составе леворина А и определить их количества [Цыганов, 1970; Фи­
липпова, Шенин, 1974]. Компоненты были обозначены как Ао, Aı, 
Аг, Аз, А4. В вышеуказанной системе и условиях исследования они 
имели соответственно коэффициенты распределения 0,55; 0,73; 0,84 
и 1,13. Качественный и количественный состав комплекса леворина 
А, у изученных вариантов Actinomyces levoris, оказался различным,
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что иллюстрируется в таб. 1.3.2. Выделенные вещества незначи­
тельно различались по положению максимумов поглощения в УФ 
свете. При хроматографии на бумаге хлороформных экстрактов ще­
лочных гидролизатов в каждом из компонентов был обнаружен р- 
аминоацетофенон, свидетельствовавший о принадлежности их к 
ароматическим гептаенам.

Таблица 1.3.2.

Количественное соотношение компонентов Ао, А15 А2. А? в препаратах 
леворина А, полученных при биосинтезе различных вариантов 

Actinomyces levoris [Цыганов, Яковлева, 1970]

Препараты 
леворина А

Содержание компонентов. %
Ао А, а2 А3

Штамм № 26/1 - 8,7 72,5 18.8
Штамм № 28 1,6 11,1 70,0 17.3
Штамм № 12-13-15 6,7 18,2 60,0 15.1

Изучен качественный и количественный состав этих компонен­
тов, исследована их биологическая активность с использование: • .- 
тодов диффузии в агар и серийных разведений [Цыганов. 197ÜJ 
Биологическая активность компонентов леворина уменьшаете я в ря­
ду: Ад >Аз> Аг >Aı >Aq. Качественных различий в спектре антимиг - 
робного действия обнаружить не удалось. Определен элемент 
состав этих антибиотиков и изучены их физико-химические характе­
ристики с помощью ИК и УФ спектроскопии [Филиппова. Шени 
1974]. В структурном отношении и по типовому составу эти компо­
ненты несколько отличаются друг от друга. Предполагается, чтс ме­
жду хромофорами леворина А| и А4и хромофорами леворин 
Аг и Аз существуют стерические различия [Филиппова. Шенин. 
1974]. Установлена структура некоторых компонентов леворина А - 
Ао, Аг, Аз [Боровский и др., 1977].

Для изучения антибиотической активности выделенных препа­
ратов использовали метод диффузии в агар, применяя в качестве 
стандарта препарат леворина и метод серийных разведений [Василь­
ева и др., 1973; Кокушина и др., 1970 б]. Тест-культур; й служила 
Candida albicans АТСС 11651. Первый метод дает возможность оп­
ределить активность компонентов в ЕД, принятых пр анализе лево­
рина, второй, исключая зависимость от стандарта, характеризует 
минимальную бактериостатическую концентрацию - мкг мл. Резуль­
таты представлены в таб. 1.3.3.
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Таблица 1.3.3.
Активность компонентов Ао, Аь А2> А3 

[Цыганов, Яковлева, 1970]

Наименование 
препарата

Метод диффузии в агар, 
ЕД/мл

Метод серийных 
разведений, мкг/мл

Ао 2040 ± 93 0,4 - 0,6
Aı 15900 ±274 0,06 - 0,07
а2 25800 ±540 0,02 - 0,04
А3 37100±1080 0,01 - 0,02

Результаты опытов показывают, что самым активным является 
компонент А3. Уменьшение уровня активности происходит посте­
пенно в сторону компонента Ао. Активность компонента Ао в 18 раз 
ниже компонента А3 и в 12 раз ниже, чем у компонента А2. Законо­
мерность уменьшения активности от компонента А3 к компоненту 
Ао сохранялась, если для определения биологической активности 
использовали метод серийных разведений.

С целью выявления возможных изменений в спектре антимик­
робного действия компонентов проводили испытание активности в 
отношении 16 различных тест-микробов (таб. 1.3.4). При этом каче-

Таблица 1.3.4.

Антимикробный спектр, количественное соотношение, 
активность и токсичность компонентов Ао, Aı, А2 и А3 

[Цыганов, Яковлева, 1970]

Минимальная бактериоскопическая концентрация, мкг/мл
Тест-организм Ao A| a2 A3

Bacillus subtilis 5 5 5 5
Sarcina lutea 5 5 5 5
Candida albicans 0,6 0,06 0,04 0,02
Candida tropicalis 5 0,6 0,3 0,15
Candida Krusei 2,5 1,2 0,6 0,082
Saccharomyces cerevisiae 0,08 0,005 0,002 0,002
Torula utilis 0,08 0,04 0,02 0,005
Trichophyton gypseum 5 5 5 4
Alternaria humicola 10 10 10 10
Aspergillus niger 5 2,5 2,5 2,5
Fusarium solani 5 5 5 5
Pen. Granulatum 0,31 0,04 0,04 0,04
Cladosporum herbarum 4,5 2,5 2,5 2,5
Epidermophyton K.W. 5 5 5 5
Actinomyces endus 5 5 5 5
Actinomyces fradiae 10 10 5 10
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продолжение таблицы 1.3.4

Количественное 
соотношение^ 

Штамм № 26/1 
Штамм № 28 
Штамм № 12-13-15

1,6
6,7

8,7
11,1
18,2

72,5
70,0
60,0

18,8
17,3
15,1

Активность компонентов 
Метод диффузии в агар, 

ЕД/мл 2040±93 15900±274 25800±540 37100±1080
Метод серийных 

разведений, мкг/мл 0,4-0,6 0,06-0,07 0,02-0,04 0,01-0.02

ственных различий в спектре антимикробного действия не обнару­
жено. Количественные показатели активности оказались неодинако­
выми в зависимости от компонентов и тест-микробов.

Из таб. 1.3.3 видно возрастание активности от компонента А к 
компоненту A3. Однако следует отметить, что указанное является 
справедливым только в том случае, если в качестве тест-организм: в 
используются дрожжи и дрожжеподобные грибы. При действии на 
грибы, актиномицеты и споровые бактерии активность выражалась 
одинаковыми показателями у разных компонентов. Это, вероятно, 
свидетельствует о различном механизме действия препарате в на 
указанные группы микроорганизмов.

Одним из важных проявлений биологической активности анти­
биотических препаратов является переносимость их для животных 
Сравнительная токсичность отдельных компонентов комплекса ле- 
ворина А была проверена при внутрибрюшинном введении белым 
мышам, таб. 1.3.5.

Таблица .’.3.5.

Сравнительная токсичность компонентов Ао - Aı- А; - Л 
для белых мышей при внутрибрюшинном введении 

[Цыганов, Яковлева, 1970}

Наименование препарата LD5o
мкг/кг ЕД кг

Ао 44,2 ± 1,2 90000 = 2500
Aı 5,8 ± 1,0 92000= .5900
а2 6,7 ± 1,7 1730C«J = 52 jOO
Аз 15,0 ± 1,3 555f'30 = 4-8000

Несмотря на сравнительно одинаковую степе? лист ты компо­
нентов, о чем свидетельствуют близкие показатели . величин - 820, 
850, 910 и 855 (для компонентов Ао- Aı- А? - А-). пс еносимость и:
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для мышей оказалась различной, так же как и ранее отмечавшаяся 
антибиотическая активность.

Сопоставляя свойства исходных препаратов леворина (таб. 1.3.2) 
с содержанием в основном комплексе леворина А компонентов, 
можно отметить определенную зависимость. Наиболее токсичным и 
наименее биологически активным оказался полиен леворин, полу­
ченный из Actinomyces levoris № 12-13-15. Он содержал наибольшие 
количества компонентов Ао и Aı (6,7% и 18,2%) сравнительно ток­
сичных и мало активных. Очевидно, что на биологические свойства 
готовых препаратов леворина оказывают влияние количество и 
свойства составляющих его компонентов.

Направленный биосинтез леворина для обогащения его наиболее 
выгодными для химиотерапии компонентами составляет одну из 
перспектив дальнейшего совершенствования препарата.

1.4. Производные леворина А

В последнее время в терапии человека и животных получили 
широкое распространение антибиотики тетрациклиновой группы, 
цитостатики и стероидные гормоны. Однако применение этих пре­
паратов вызывает вторичные кандидозы, аспергиллезы различных 
органов. Для лечения вторичных инфекций с успехом применяют 
ПА - нистатин, амфотерицин В, кандицидин, гамицин, леворин и 
водорастворимые препараты амфотерицина В, нистатина, микогеп­
тина и леворина. Благодаря хорошей растворимости в воде и лучшей 
всасываемости последние терапевтически эффективны в значитель­
но меньших дозах, по сравнению с нерастворимыми основаниями 
при пероральном введении в виде таблеток с кишечно-растворимым 
покрытием, при аэрозоль-ингаляционном применении, а также в ви­
де примочек, клизм, орошений, полосканий и т.д. [Ашбель и др., 
1970; Лещенко, Рабинович, 1966; Кульбах и др., 1966; Кульбах и др., 
1970; Наумчик и др., 1970; Михайлец и др., 1970, 1973].

В литературе описан общий метод получения водорастворимых 
натриевых солей тетраеновых, пентаеновых, гексаеновых и гептае­
новых антибиотиков [Butler, 1966; Кульбах, Карпенко, 1960; Белень­
кий и др. 1959; Кульбах, Карпенко, 1965; Кульбах и др., 1970]. Дан­
ный метод заключается в титровании суспендированного в безвод­
ном растворителе антибиотика метилатом или бутилатом натрия до 
характерных для каждого препарата значений pH, зависящих от рК 
его функциональных групп. Описано получение биологически ак­
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тивных, но мало стабильных при хранении и не применяемых в ме­
дицинской практике гидрохлоридов нистатина [Rapi et al., 1963], 
амфотерицина В, кандицидина [Waksman et al., 1965], сульфатов и 
фосфатов амфотерицина В и цитратов трихомицина [Butler, 1966].

Биологически активные химические производные ПА, раствори­
мые в воде, получают путем блокировки свободных аминогрупп та­
кими реакциями, как N-ацилирование [Bartner et al., 1957/1958; 
Lechevalier et al., 1961; Ragni et al., 1961]. Подробно изучены ацетил- 
производные кандидина [Ragni et al., 1961], амфотерицина В, канди­
цидина и трихомицина [Lechevalier et al., 1961]. Они являются ки­
слотными, благодаря наличию свободной карбоксильной группы. 
При нейтральном значении pH в метаноле эти антибиотики легко 
образуют водорастворимые соли при взаимодействии со щелочными 
агентами. Для ацетилированных полиенов отмечается снижение ин­
гибирующего действия на гликолиз дрожжей и снижение биологиче­
ской активности по сравнению с исходными антибиотиками при со­
хранении противомикробного действия [Mechlinski, 1973]. Описаны 
получение и химические свойства водорастворимых сукцинилпроиз- 
водных ПА [Lechevalier et al., 1961]. Показано, что чувствительность 
большинства клинических штаммов Candida сохраняется как к сук­
цинатам, так и их натриевым солям, несмотря на снижение биологи­
ческой активности производных в 8-10 раз по сравнению с исходны­
ми антибиотиками [Mechlinski, 1973]. Считается, что водораствори­
мые натриевые соли N-сукцинатов могут применяться при систем­
ных микозах [Mechlinski, 1973].

Водорастворимые производные нистатина, пимарицина, трихо­
мицина и амфотерицина В получены путем их обработки в щелоч­
ной среде полисахаридами (амилоза, инулин, декстран), окисленны­
ми до полиальдегидов или окисленным на 90% кукурузным крахма­
лом [Цыганов, 1970]. Полученные производные содержат 72% ис­
ходного антибиотика и имеют биологическую активность, равную 
40% от активности исходного антибиотика. Водорастворимые фор­
мы ПА, пригодные для парентерального применения, получены с 
помощью натриевой соли дезоксихолевой кислоты [Bartner et al., 
1957/1958; Lechevalier et al., 1961]. Дезоксихолат нистатина не нашел 
практического применения из-за нестабильности и быстрой желати­
низации его водных растворов, а фунгизон, являющийся пока уни­
кальной лекарственной формой для лечения большинства больных с 
системными грибковыми заболеваниями, при длительном употреб­
лении вызывает тяжелые побочные явления (нефрит, тошнота, рвота, 
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потеря аппетита, боль в суставах и т.д.) [Lechevalier et al., 1961; But­
ler, 1966].

Для лечения кандидозных инфекций и аспергиллеза использует­
ся исходный леворин и его натриевая соль [Голутвина, Мороз, 1970; 
Некачалов, Яробкова, 1970]. Первоначально предложенный мета­
нольный способ получения натриевой соли леворина был сложен и 
неэкономичен из-за проведения процесса в безводной среде. Из-за 
большого расхода ядовитого метанола и огневзрывоопасного этил­
ацетата, который используется на стадии упаривания, наблюдалась 
частичная инактивация антибиотика [Беленький и др., 1959; Куль­
бах, Карпенко, 1960; Кульбах, Карпенко, 1965; Кульбах и др., 1970 а, 
б]. Для преодоления указанных недостатков был предложен новый 
способ получения натриевой соли леворина [Холодова и др., 1968]. 
Полученная новым способом натриевая соль леворина представляет 
собой порошок темно-желтого цвета, вяжущего вкуса, растворимый 
в воде, ДМФА, ДМСО, практически нерастворимый в ацетоне, ме- 
тиленхлориде. Биологическая активность препарата не менее 25 000 
ЕД/мг по левориновому стандарту. В качестве дозы на токсичность 
предложена доза 200 ЕД в объеме 0,5 мл воды внутривенно, тест- 
доза на пирогенность - 3 000 ЕД на 1 кг веса животного. Натриевая 
соль леворина, подобно исходному антибиотику, термолабильна и 
процесс ее инактивации значительно ускоряется на свету (рис. 1.4.1) 
[Холодова и др., 1968]. При+4°С в защищенном от света месте по­
рошок сохраняется без потери биологической активности и экстинк­
ции в течение 1 года.

3 6 9 12 мес.

Рис. 1.4.1. Инактивация натриевой 
соли леворина при различных ус­
ловиях хранения.
1 - +4°С в темноте;
2 - +25°С в темноте;
3 - +25°С на свету;
4 - +37°С в темноте;
  активность; 4------ экстинкция 
[Кульбах и др., 1970 а, б]
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Несмотря на хорошую растворимость, натриевая соль леворина в 
воде находится в виде тонкой коллоидной дисперсии, в то время как 
в этиловых и метиловых спиртовых растворах препарат диспергиро­
ван до молекул и образует истинные растворы. Об этом свидетельст­
вуют УФ спектры водных и метанольных растворов антибиотика, в 
которых наблюдается значительное ослабление молярного поглоще­
ния при переходе в область больших длин волн в воде по сравнению 
с метанольными растворами (рис. 1.4.2) [Кульбах и др. 1968 а, б; 
Филлипова и др., 1987].

Рис. 1.4.2. УФ спектры поглоще­
ния водорастворимых производ­
ных леворина.
-----в воде; ------- в метаноле;
1 - натриевая соль N-диацетилле- 
ворина; 2 - натриевая соль сукци­
нил леворина; 3 - натриевая соль 
леворина [Кульбах и др., 1970 а, б].

Относительная вязкость растворов натриевой соли леворина зна­
чительно уменьшается с нагревом до +35°С и с изменением pH (рис. 
1.4.3). Минимум вязкости (pH 5,4-5,5) соответствует минимуму рас­
творимости амфолита леворина, что подтверждает изоэлектрическое 
состояние молекулы антибиотика в данной точке [Кульбах и др., 
1968].

Водные растворы леворина обладают поверхностно-активными 
свойствами и снижают поверхностное натяжение воды на 25-30% 
(рис. 1.4.4) [Кульбах и др., 1968]. Поскольку механизм действия ле­
ворина, как и других антибиотиков, состоит в адсорбции его на кле­
точные мембраны [Цыганов, 1970], эффективное количество поверх­
ностно-активного вещества снижается в четыре раза по сравнению с 
исходным антибиотиком.
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Рис. 1.4.4. Изотерма поверхно­
стного натяжения водного рас­
твора натриевой соли леворина 
[Кулъбах и др., 1970 а, б].

Рис. 1.4.3. Зависимость 
относительной вязкости 
раствора натриевой соли 
леворина от pH [Кулъбах 
и др., 1970 а, б].
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Натриевая соль леворина нашла применение в сельском хозяйст­
ве для борьбы с вертициллиозным увяданием хлопчатника путем 
протравки семян и опрыскивания растений водным раствором пре­
парата, что значительно повышает урожайность хлопка [Жабинская, 
1969].

Амфотерный характер леворина, наличие в его молекуле одной 
карбоксильной и двух аминогрупп дает возможность получать его 
производные, как с основаниями, так и с кислотами. При блокировке 
аминогрупп ацильными радикалами получены малоактивные произ­
водные леворина с ангидридами одноосновных и двуосновных ки­
слот N-ацетил, сукцинил, малеинил, фталил - леворин. Биологиче­
ская активность производных колеблется в пределах 1000-6000 
ЕД/мг и зависит от степени ацилирования (рис. 1.4.5). Наблюдается 
заметное увеличение интенсивности полос поглощения в ИК облас­
ти при 1630 и 1570 см'1, соответствующих амидным связям. Реакция 
с нингидрином отрицательная, что свидетельствует об отсутствии 
свободных аминогрупп у ацилированных производных.
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Рис. 1.4.5. Зависимость 
биологической активно­
сти леворина от степени 
ацилирования [Кульбах и 
др., 1970 а, б].

При нейтральном pH в воде (метаноле) ацильные производные 
леворина легко образуют натриевые соли с высокой истинной рас­
творимостью в воде (более 200 мг/мл). Водные растворы обладают 
поверхностно-активными свойствами и имеют вязкость близкую 1 
(1,07). Но, несмотря на нейтральное значение pH водных растворов 
натриевых солей ацильных производных и на прекрасную раствори­
мость их в воде, препараты малоактивны и довольно токсичны. что 
является главным препятствием для применения их в медицинской 
практике (таб. 1.4.1).

Таблица 1.4.1.

Сравнительная характеристика производных леворина 
[Кульбах и др., 1970 а, б]

№

п/п
Производные

Актив­
ность 
ЕД/мг

Токсичность 
(LD50)

Спо­
соб 

введе­
ния

Раство­
ри­

мость водногомг/кг ЕД/кг

1 Натриевая соль леворина 25000 1,53 38250 в/в вода 9.0 -10.0 1
2 Натриевая соль ацетил- 

леворина
600 5,0 30000 в/в

3 Натриевая соль сукци- 
нил-леворина

1000 7,0 7000 в/в —

1.5. Физико-химические и биологические 
свойства микогептина

При изучении актиномицетов с мутовчатым ветвлением споро­
носящих гиф было обращено внимание на культуры, образующие 
смеси ПА - пентаена и гептаена [Цыганов и др.. 1965; Конев. Цыга­
нов, 1967; Боровский и др., 1965; Невинский и др., 1971; Конев. Цы­
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ганов, 1973; Жукова, Фурсенко, 1973]. Из продуктов жизнедеятель­
ности одной из них - штамма 44В/1 - был изолирован и описан ори­
гинальный антибиотик - микогептин [Романкова и др., 1971; Жуко­
ва, Фурсенко, 1973]. Штамм 44В/1 выделен из образца почвы Кирги­
зии в 1963 г. и сохраняется в коллекции Санкт-Петербургского науч­
но-исследовательского технологического института антибиотиков и 
ферментов медицинского назначения под индексом ЛИА-0090. При 
сравнении актиномицета-продуцента микогептина показано его от­
личие по основным таксономическим признакам от близких видов 
группы Streptoverticillium netropsis. В связи с этим актиномицет 
ЛИА-0090 обособлен в новый вид под названием Streptoverticillium 
mycoheptinicum [Конев, Цыганов, 1967; Жукова, Фурсенко, 1973].

Гептаеновый макролидный антибиотик микогептин представляет 
собой аморфный порошок ярко-желтого цвета [Borowski et al., 
1964/65; Боровский и др., 1965; Невинский и др., 1971; Боровский и 
др., 1973]. Не имеет четкой температуры плавления, темнеет при 
150°С. Растворим в ДМСО, ДМФА, пиридине и низших органиче­
ских кислотах. Слабо растворим в низших спиртах. Не растворим в 
углеводородах, эфире, ацетоне, тетрагидрофуране. Прибавление 5- 
20% воды к органическому растворителю увеличивает его раствори­
мость. При pH 10-11 образует растворимые в воде биологически ак­
тивные соли [Боровский и др., 1973].

По химической природе микогептин относится к подгруппе не­
ароматических гептаеновых макролидных антибиотиков. Макролак- 
тонное кольцо включает полиеновый хромофор с семью сопряжен­
ными двойными связями. В УФ спектре микогептина (рис. 1.5.1) 
имеются максимумы поглощения при следующих длинах волн: 347, 
362, 382, 406 нм (Е1%1см 495, 940, 1600, 1800 соответственно).

Рис. 1.5.1. УФ спектр поглоще­
ния микогептина в метаноле 
[Боровский и др., 1973].
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В ИК спектре (КВг) антибиотика содержатся полосы поглоще­
ния: 3420 (ОН), 3020, 2930 (-СН, СН2), 1780, 1720 (лактон), 1640, 
1580 (-СН=СН-), 1515, 1505, 1460, 1390, 1320, 1300, 1280, 1220, 1180, 
1105 (-С=С-)> 1075, 1015, 890, 886 (см1).

Микогептин имеет брутто формулу C48H77NO17. В состав моле­
кулы микогептина входит гликозидно связанный аминосахар - ми­
козамин, ароматический кетон отсутствует [Боровский и др., 1973].

Доказательство структуры аминосахара и его пространственной 
конфигурации проводили методом хроматографии на бумаге ки­
слотных гидролизатов, а также методом ЯМР и массспектрометрии 
триацетил- и триацетилмоносилильных производных [Borowski et al., 
1964/1965]. Показано, что микозамин, входящий в молекулу мико­
гептина, имеет пиранозную форму кресла D-конфигурации [Boro­
wski et al., 1972; Golik et al., 1972]. Функциональный анализ антибио­
тика указывает на наличие карбонила, карбоксильной группы и гид­
роксильных групп. При гидрировании микогептина на палладии по­
глощается 7 молей водорода, что говорит об отсутствии изолирован­
ных двойных связей. При гидрировании на платине в уксусной ки­
слоте поглощается еще один моль водорода за счет наличия в моле­
куле карбонила. На присутствие свободной карбоксильной группы в 
молекуле указывает способность микогептина образовывать натрие­
вую соль. Натриевая соль мико гептина хорошо растворима в воде и 
биологически активна [Райгородская и др.. 1967: Боровский и др., 
1973].

В связи с наличием в молекуле микогептина гептаенового хро­
мофора, содержащего систему сопряженных связей, антибиотик не­
устойчив к воздействию кислорода воздуха. УФ света и температу­
ры. В щелочной и кислой среде антибиотик быстро инактивируется 
за счет разрыва лактонной связи и отщепления микозамина [Холодо­
ва и др., 1970; Боровский и др., 1973].

От других представителей подгруппы неароматических гептае- 
нов: кандидина [Taber et al., 1954], амфотерицина В [Vandeputte et al., 
1955-1956], кандидинина [Borowski et al., 1966] и кандидоина 
[Borowski et al., 1966], тбилимицина [Шенин и др., 1970] микогептин 
дифференцируется по своей хроматографической подвижности в ря­
де систем на бумаге или в тонком слое силикагеля, методами проти­
воточного распределения и протонизации [Малышкина, 1966; Райго­
родская и др., 1967; Боровский и др., 1973]. Наибольшее отличие 
микогептина от амфотерицина В, кандидина и тбилимицина получе­
но в опытах по противоточному распределению при 200 переносах, в

75



системе метанол-хлороформ-боратный буфер pH 8,2 (2:2:1), рис.

Рис. 1.5.2. Кривые противо­
точного распределения кан­
дидина, амфотерицина В и 
микогептина в системе ме­
танол-хлороформ-боратный 
буфер pH 8,2 (2:2:1) при 200 
переносах: — амфотерицин 
В; — кандидин; ------  ми­
когептин [Боровский и др., 
1973].

Как видно из рисунка, максимум концентрации амфотерицина В 
находится в 146 трубке, кандидина-в 155 трубке, микогептина-в 162 
трубке. Известно, что кандидинин и кандидоин находятся в этой 
системе в 143 и в 132 трубках соответственно [Borowski et al., 1966]. 
Среди гептаенов микогептин по своим свойствам находится ближе к 
гептаену 2814-Н. Микогептин продуцируется культурой Actinomyces 
netropsis. Однако идентичность этих веществ может быть установле­
на лишь непосредственным сравнением их. Актиномицет, образую­
щий микогептин, продуцирует также пентаеновый антибиотик и 
токсическое вещество [Шенин и др., 1970]. Пентаеновый антибиотик 
из группы адеопентаенов активен на грибы и дрожжи, но в отличие 
от микогептина превосходит его по токсичности [Северинец, 1971]. 
Спектрофотометрический метод позволяет определить наличие пен- 
таеновых примесей в мико гептине при их содержании до 3% [Не­
винский и др., 1966; Берштейн, Лохина, 1972]. Токсическое вещество 
(C22H24NO6, т. пл. 154°, Хмакс. 255, 345 нм), выделенное ранее, как со­
путствующее неполиеновому антибиотику ауреотрицину, на основа­
нии физико-химических свойств было идентифицировано, как ауре- 
отин [Celmer, Colomons, 1955].

Выделение и очистку микогептина производят экстракцией ми­
целия низшими спиртами. Разделение на пентаеновую и гептаено- 
вую фракции основано на их различной растворимости. При концен­
трации экстракта до 1/5 объема выпадает осадок, содержащий до 
50% гептаена. Промывка такого сырца 80% этанолом или изопропа­
нолом позволяет полностью очистить гептаен от пентаена [Боров­
ский и др., 1965; Borowski et al., 1964/1965].
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Структура микогептина установлена на основе изучения продук­
тов деградации антибиотика [Borowski et al., 1972; Golik et al., 1972; 
Боровский и др., 1973] по схеме, успешно использованной для дока­
зательства структуры амфотерицина В [Borowski et al., 1970]. ниста­
тина А] [Borowski et al., 1971 а] и кандидина [Borowski et al., 1971 6].

Озонолиз микогептина с последующим переходом к углево­
дороду дал 5-метилэйкозан, строение которого было доказано масс- 
спектрометрическим сравнением с 5-метилэйкозаном, получен­
ным из кандидина и нистатина А]. Выделение углеводорода говорит 
об углеводородном скелете фрагмента С1-С20 [Боровский и др.. 
1973].

Локализация кислородных функций во фрагменте С1-С20 показа­
на путем установления структуры соответствующих полиолов и их 
дейтероаналогов, образующихся при озонолизе микогептина с обра­
боткой продуктов озонолиза последовательно литийалюмогидридом 
(или литийалюмодейтеридом), перйодатом натрия и боргидридом 
натрия. Продукты реакции исследовались массспектрометрически в 
виде их метиловых эфиров, при этом в случае литийалюмогидрида 
были выделены полиолы, массспектры которых были идентичны 
массспектрам метиловых эфиров декапентаола и 5-оксиметилдека­
гексаола, полученных при аналогичной деградации молекулы ниста­
тина Aı [Боровский и др., 1973].

Использование же литийалюмодейтерида позволяет полечить 
тридейтеро-и тетрадейтеропроизводные соответственно. Изучение 
фрагментационных ионов их метиловых эфиров позволяет опре­
делить положения, в которых находится дейтерий. Ионом с наи­
большим m/е является ион 232 (Р-2х32) и 339 (Р-31).

На основаннии этих данных можно заключить, что карбониль­
ные группы находятся у С5 и С13, карбоксильные у С] и С.б- Наличие 
дейтерия у конечного атома углерода говорит об ориентации фраг­
мента С1-С20 в молекуле микогептина, т.е. хромофорная часть начи­
нается с Сго- При озонолизе эта связь разрывается и образуемый аль­
дегид далее восстанавливается литийалюмодейтеридом.

При обработке перйодатом натрия сохраняется гликольная сис­
тема, что говорит о том, что гидроксильная группа у С19 блокирова­
на. Такая блокировка может быть объяснена только тем, что с угле­
родным атомом при С19 связан микозамин.

Структура углеродного скелета гептаенового хромофора, вклю­
чающего фрагмент С19-С35, была доказана окислением пергидроми- 
когептина КМпО4 и СгОз. Среди продуктов окисления была выделе­
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на диосновная кислота с наиболее длинной углеводородной цепью 
(окисление идет по кислородным функциям по обеим сторонам хро­
мофора). Массспектр диметилового эфира этой кислоты был иден­
тичен массспектру диметилового эфира 2-метилгептадекановой ки­
слоты, выделенной из пергидроамфотерицина В, нистатина Aı и 
кандидина [Боровский и др., 1973].

Строение фрагмента С36-С38 и его положение в молекуле мико­
гептина было доказано образованием 2,4-диметилгексантриола-1, 3, 
5 и его дейтероаналога при озонолизе антибиотика с последующим 
восстановлением литийалюмогидридом (или литийалюмодейтери- 
дом). Метиловые эфиры обеих соединений имели массспектры, 
идентичные с массспектрами метиловых эфиров 2,4-диметилгексан- 
триола-1, 3, 5 и 1-дейтеро-2, 4-диметилгексантриола-1, 3, 5, полу­
ченными при аналогичной деградации молекулы кандидина. Поло­
жение дейтерия у С33 показывает, что он является конечным угле­
родным атомом хромофора [Боровский и др., 1973].

При озонолизе микогептина с последующим восстановлением 
литийалюмогидридом, окислением перйодатом натрия и снова вос­
становлением боргидридом натрия был выделен фрагмент, строение 
которого было доказано ЯМР-спектроскопией. Это доказывает лока­
лизацию лактонного кольца у С] и С37 [Боровский и др., 1973].

Ввиду наличия в молекуле микогептина двух кетонных групп 
возможно образование внутренних гемикетальных колец. Присутст­
вие внутренних кетальных колец было показано экспериментально в 
случае амфотерицина В [Borowski et al., 1970; Mechlinski et al., 1970].

Таким образом, структура мико гептина очень близка к структуре 
полиеновых макролидных антибиотиков: кандидина, амфотерицина 
В, нистатина А].

Изучение биологической активности микогептина и его лекарст­
венных форм in vitro проводили методом серийных разведений в пи­
тательной среде. В ряд пробирок с последовательными двукратными 
разведениями антибиотика, как правило, в пределах концентраций от 
100 до 0,003 мкг/мл, вносили определенное количество грибковых 
клеток и через 1-4 суток, в зависимости от скорости появления ви­
димого роста в контрольных пробирках без антибиотика, устанавли­
вали минимальную фунгистатическую концентрацию антибиотика 
(МФсК) [Кокушина и др., 1973].

Результаты этих исследований представлены в табл. 1.5.1. Мико­
гептин подавляет in vitro рост большого количества грибов. К нему 
чувствительны дрожжеподные грибы рода Candida, криптококки, 
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аспергиллы, пенициллы и другие грибы. Важным свойством мико­
гептина является способность угнетать рост возбудителя кокцидиои- 
доза, одного из наиболее опасных и плохо поддающихся лечению 
грибковых заболеваний. В определенных концентрациях микогептин 
подавляет жизнедеятельность дерматофитов и простейших - трихо- 
монад [Кокушина и др., 1973].

Таблица 1.5.1.

Противомикробный спектр микогептина мкг/мл) 
[Кокушина и др., 1973].

Микрорганизмы МФсК
Candida albicans 0.8
Candida tropicalis 3.14
Cryptococcus neoformans 0.8
Achorion schönleinii 3.14
Epidermophyton Kaufmann - Wolf 157
Microsporum lanosum 6.25
Trichophyton gypseum 157
Trichophyton rubrum 3.14
Aspergillus fumigatus 1.17
Hormodendrum pedrosoi 15
Penicillium granulatum 0.8
Scopulariopsis brevicaulis 157
Coccidioides immitis 0.06-05
Alternaria humicola 0,8
Botrytis cinerea 3,14
Fusarium solani 157
Nocardia madurae 6,25
Actinomyces globisporus 6,25
Micromonospora parva 2.5
Trichomonas foetus 1.25
Bacterium coli 50,0
Staphyloccoccus aureus 50,0

Как и другие ПА, микогептин in vitro обладает фунгистатиче- 
ским действием. Это подтверждалось появлением роста грибов при 
высевах на среды без антибиотика из пробирок, где видимый рост 
гриба отсутствовал, а также увеличением МФсК при более продол­
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жительной инкубации посевов, чем это требовалось при обычном 
определении. На рис. 1.5.3 показано изменение величины МфсК ми­
когептина по отношению к Candida immitis в зависимости от срока 
инкубации. Так, штамм 158 в течение 3 суток не дал видимого роста 
при концентрации 0,5 мкг/мл, а через 10 суток рост не был установ­
лен лишь в пробирке с концентрацией микогептина 7,8 мкг/мл. Ана­
логичное явление наблюдалось и при определении чувствительности 
других штаммов [Кокушина и др., 1973].

Рис. 1.5.3. Изменение МФсК 
микогептина для штаммов 
Coccidioides immitis в зависи­
мости от сроков инкубации 
[Кокушина и др., 1973].

Биологическая активность микогептина снижается в присутствии 
сыворотки крови, особенно с высоким содержанием холестерина. 
Добавление в питательные среды 20% нормальной кроличьей сыво­
ротки (63 мг% холестерина) повышало МФсК микогептина на 5- 
15%, а добавление сыворотки крови кроликов с искусственно вы­
званной гиперхолестеринемией (1000 мг%) - на 20-40%.

Многократное пассирование дрожжеподобных грибов рода 
Candida на средах с микогептином приводит к повышению их рези­
стентности в 2,5-4 раза. У таких штаммов изменяются морфологиче­
ские и биохимические свойства, снижается иммуногенная актив­
ность.

Экспериментальное изучение лечебных свойств микогептина и 
его лекарственных форм проведено на различных моделях грибко­
вых инфекций и на модели трихомонадной инвазии. Чаще всего для 
изучения перпаратов использовали модель генерализованного кан­
дидоза и кокцидиоидоза [Кокушина и др., 1973].

80



Кандидоз у белых мышей вызывали внутривенным введением 
10-12 млн. клеток Candida albicans. Кокцидноидоз воспроизводили, 
заражая мышей внутрибрюшинно. Животным вводили 500000 арт­
роспор или взвесь всех мицелиальных элементов. Обе инфекции бы­
ли смертельны для мышей. Гибель всех животных без лечения, как 
правило, наблюдалась в течение 2-х недель [Кокушина и др.. 1973].

Для испытания действия микогептина на простейших использо­
вали искусственно усиленную спонтанную инвазию кишечника мы­
шей трихомонадами.

1(ерастворимые препараты микогептина применяли перорально в 
виде суспензии, приготовленной на 0,25% растворе карбоксиметил- 
целлюлозы. Препараты, растворимые в воде внутревенно вводили на 
5% растворе глюкозы, а внутрь на дистиллированной воде. Лечение 
проводили 1 раз в день на протяжении 7-10 дней.

В процессе разработки технологии получения микогептина было 
установлено, что его эффективность может изменяться в зависимости 
от биологических особенностей штамма-продуцента антибиотика.

Сравнение лечебного действия различных партий микогептин а. 
полученных при ферментациях штаммов Streptoverticillium mycolıc- 
ptinicunı 24 и 44 В/1, показывает определенное преимущество второ­
го, хотя по физико-химическим свойствам антибиотики не имели от­
личий. В табл. 1.5.2 и 1.5.3 приведены результаты сравнительного 
изучения этих препаратов при кандидозе и кокцидиоидозе.

Таблица 7.5.2.

Сравнительная эффективность препаратов 
мпкогептина, выделенных из разных штаммов, 

при генерализованном кандидозе. 
Лечение per os, 1x10 дней [Кокушина и др., 1973}.

111тамм-
II роду цент

Доза мико- 
гептина, 

ЕД/кг

Количество 
мышей в 
группах

Всего пало через
9 дней 2 недели 1 месяц 52 дня

24 2000 16 2 2 3 3
1000 17 3 4 9 12
500 16 3 5 10 12
250 17 4 7 13 15

44 В/1 2000 16 0 0 1 1
1000 17 0 0 3 5
500 16 I ? 8 1 1
250 17 I 6 14 16

Без лечения - 15 14 - - -
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Таблика /.5.5.

Сравнительная эффективность препаратов микогептина, полученного 
из разных штаммов, при кокцидиоидозе у мышей.

Лечение per os, 1x10 дней [Коку шип а и др., 1973].

Штамм- 
продуцент

Доза ми­
когептина, 

ЕД/кг

Количество 
мышей в 
группах

Всего пало через
11 

дней
1

месяц
2 

месяца
130 
дня

Средняя про­
должитель­
ность жизни

24 20000 16 1 7 13 16 24,6
10000 15 6 14 15 - 16,1
5000 16 6 16 - - 13,5
2500 16 10 16 - - 10,9

44 B/I 20000 15 1 4 9 15 59,0
10000 16 2 8 13 16 37,2
5000 16 3 15 15 16 21,8
2500 16 6 14 16 - 17,5

Без лечения - 21 21 - - 9,0

В то же время сравнение химиотерапевтической эффективности 
антибиотиков, полученных на регламентных и обогащенных средах, 
не обнаружило каких-либо различий между ними, что позволило в 
значительной степени увеличить выход микогептина.

Для подтверждения целесообразности клинического изучения 
микогептина были испытаны 5 стандартных партий антибиотика, 
наработанных на опытно-производственной установке в Ленинград­
ском научно-исследовательском технологическом институте анти­
биотиков и ферментов.

Препараты вводили животным перорально в дозах, указанных в 
табл. 1.5.4, на протяжении 10 дней, начиная со следующего после 
заражения дня. Как показывают результаты, лечение микогептином 
в дозах 20.000 и 50.000 ЕД/кг оказывало выраженное действие как 
при генерализованном кандидозе, так и при кокцидиоидозе. В пер­
вом случае выживаемость в большинстве групп составила 100%, а в 
остальных погибли единичные животные. При второй инфекции все 
мыши, не получавшие препарата, погибли через 16 дней, а среди ле­
ченных животных выживаемость в среднем составила 84% [Коку- 
шина и др., 1973; Михайлец и др., 1973] Отдельные партии микогеп­
тина в обоих случаях практически не отличались между собой. Жи­
вотные хорошо переносили лечение. Введение препаратов по той же 
схеме незараженным мышам не вызывало каких-нибудь побочных 
явлений или гибели животных.
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Таблица 1.5.4.

Результаты изучения химиотерпатевтической активности 
стандартных партий микогептина при экспернметальных микозах 

[Кокушина и др., 1973].

Партия ми­
когептина

Биологи- 
ческая 

активность, 
ЕД/мг

Доза Кандидоз

ЕД/кг мг/мг
Количество мышей

всего пало всего
через 10 дней

пало через
16 дней

20370 900 20000
50000

22,2
55,5

20
19

1
2

20
19 1 J

 bJ

30370 900 20000
50000

22,2
55,5

19
20

0
0

20
20

-*

40470 840 20000
50000

23,8
59,5

20
20

0
0

19
19 -

50570 860 20000
50000

23,2
58,1

20
19

0
1

20
19

ə

80570 845 20000
50000

23,6
59,0

20
20

1
0

20
20

4

Без лечения - - - 26 21 30 30

Микогептин при пероральном применении обладает широким 
спектром химиотерапевтического действия и его лечебные свойства 
проявляются в большом диапазоне доз. Для сохранения жизни 5С 
животных, зараженных Candida albicans, например, достаточно су­
точного введения препарата в дозе 500 ЕД/кг (см. табл. 1.5.2 г

Однако, под влиянием одного десятидневного курса лечения ми­
когептином не происходило полного излечения всех мышей при 
кандидозе. Это подтверждается гибелью животных через определен­
ное время после отмены препарата, а также результатами посевов 
органов забитых мышей.

Даже при лечении большими дозами микогептина у части жи­
вотных, выживших до конца опыта, были выделены культуры Can­
dida albicans из печени, селезенки и почек. У всех животных были 
получены ретрокультуры из ткани головного мозга. Это, вероятно, 
указывает на плохую проницаемость гематоэнцефалического барье­
ра мышей для микогептина в этой лекарственной форме.

При кокцидиоидозе об отсутствии санирующего эффекта гово­
рят рецидив и генерализация инфекции, приведшие к гибели всех 
мышей на протяжении 4-х месяцев после окончания лечения. Спе­
цифический характер гибели был подтвержден результатами патало- 
го-анатомического исследования павших животных: во всех случаях 
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были обнаружены характерные для кокцидиоидоза поражения внут­
ренних органов - легких, печени, селезенки, лимфатических узлов 
брюшной полости. На генерализацию инфекции указывало наличие 
свободных тканевых форм гриба в смыве из брюшной полости. Эти 
факты обусловлены, вероятно, фунгистатическим механизмом дей­
ствия антибиотика. Поэтому лечение должно быть продолжитель­
ным или состоять из нескольких повторных курсов. Сочетанное 
применение микогептина и некоторых антигенных препаратов из 
Candida immitis позволило существенно повысить эффективность 
лечения экспериментального кокцидиоидоза.

Кроме того, следует учесть, что для изучения микогептина были 
использованы тяжелые смертельные инфекции, а при кокцидиоидо- 
зе, для ускорения гибели животных, их заражали дозой гриба, мно­
гократно превосходящей минимальную смертельную дозу. При за­
ражении мышей меньшими количествами грибных клеток, гибель 
животных наступала значительно позднее и, при этом, в большей 
степени проявлялось влияние микогептина на течение инфекции. 
Это наглядно демонстрирует рис. 1.5.4, на котором показана дина­
мика гибели мышей, зараженных разными дозами Candida imiitis 
158, и влияние на нее лечения микогептином. Антибиотик вводили 
перорально в дозе 25.000 ЕД/кг в течение 10 дней.

Рис. 1.5.4. Влияние 
инфицирующих доз 
на эффективность 
лечения микогепти­
ном эксперименталь­
ного кокцидиоидоза 
мышей: 1 - 6,5• 105 
артроспор; 2 - 6,5-103 
артроспор; 3 - 6,5-105 
артроспор + мико­
гептин; 4 - 6,5-103 
артроспор + мико­
гептин [Кокушина и 
др., 1973].

Изучение микогептина на других моделях показало, что его эф­
фективность проявляется при экспериментальном криптококкозе и 
гистоплазмозе. Однако, несмотря на активность его in vitro в отно­
шении дерматофитов, при экспериментальной микроспории и три­
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хофитии морских свинок наружное применение микогептина в виде 
мази было безрезультатным.

Протистоцидный эффект микогептина был подтвержден у экс­
периментальных животных. При пероральном введении микогепти­
на в комплексе с поливинилпирролидоном (ПВП) в дозе 120 мг/кг 
после 10-дневного курса лечения 85% мышей, у которых была вы­
звана трихомонадная инвазия кишечника, оказались свободными от 
простейших. Известный противотрихомонадный препарат - метро­
нидазол, вводимый таким же путем в дозе 125 мг/кг, санир: ввсех 
животных, но все же эффективность микогептина в отношении три- 
хомонад можно признать достаточно высокой [Кокушина : да.. 
1973].

Важным положительным качеством микогептина по сравен: а с 
используемыми в медицинской практике противогрибковыми анти­
биотиками - леворином и нистатином - является его высокая ; : - ■ - 
тивность при лечении генерализованных микозов, когда он ввод: м ■ 
внутрь. Леворин, например, при 10-дневном курсе лечения экспери­
ментального генерализованного кандидоза дозами от 10 до 2 
вообще не оказывает влияние на течение инфекции [Кокушина и л г 
1973]. Результаты лечения per os подтверждают, что микогепти 
таком пути введения всасывается в желудочно-кишечном тракте 
Однако можно полагать, что резорбция его при этом проис . сайт не­
достаточно полно. Одним из направлений при создании лекарств. - 
ных форм микогептина является увеличение степени дисперсн _ 
порошка, вплоть до получения водорастворимых производны

В экспериментальных условиях было установлено, что препара­
ты микогептина, солюбилизированные дезоксихолатс м натрия или 
ПВП, обладают выраженным лечебным эффектом при экспери ос­
тальных микозах, как при введении их перорально, так и вз- грив. - 
но. Выраженное лечебное действие в эксперименте . ' . .
при применении натриевой соли микогептина. Изу1 _ _ . гепги-
на и его лекарственных форм в опытах на животных п: казал: их 
достаточно высокую эффективность при пероры .
позволило перейти к клиническому изучению антиси. гика.

Показаниями для лечения микогептином были грибковые забо­
левания, вызванные грибами, чувствительными к антибиотику. Это 
такие глубокие микозы, как кокцидиоидоз, криптококкоз, споротри­
хоз, хромомикоз, плесневые микозы, различные формы кандидоза и 
др. Микогептин применяли в капсулах или таблетках по 500000 ЕД 2 
раза в день. Курс лечения продолжали до 2-х недель и при необхо­
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димости повторяли. Результаты лечения 95 больных подтвердили 
практическую ценность микогептина и целесообразность его широ­
кого применения [Кокушина и др., 1973].

1.6. Производные микогептина

Проведено исследование компонентного состава - микогептина, 
продуцируемого различными штаммами - исходным 44/В/1 и селек­
ционированными 777/2, 24, 56. Выделение антибиотика из культу­
ральной жидкости и химическую очистку осуществляли известным 
способом [Боровский и др., 1965; Этингов и др., 1973]. Полное уда­
ление из препарата пентаена контролировали на основании УФ спек­
тра и расчетным методом [Невинский и др., 1971; Этингов и др., 
1973]. Условия выделения, очистки и анализа антибиотика для всех 
штаммов были одинаковы. Степень очистки всех образцов доводили 
до одного уровня. Компонентный состав микогептина изучали с по­
мощью метода аналитического противоточного распределения при 
600 переносах в системе метанол - хлороформ - боратный буфер pH 
8,2 (2:2:1).

Характеристика микогептина, образуемого штаммами 44В/1, 777/2, 
24 и 56 Streptoverticillium mycoheptinicum [Этингов и др., 1973].

Таблица 1.6.1.

№
 ш

та
мм

а

/71% 
^1см
при

382нм

А
кт

ив
но

ст
ь,

 м
кг

/м
г

УФ спектр, 
Хтах нм (метанол)

ИК спектр, 
о (см'1) КВг

Содержание 
компонентов (%) с 

коэффициентом 
распределения

К„=2,3 К„=3,7
44В/1 1380 860 2ТЗ, 283, 345, 

363, 382, 406
1724-1710, 1566, 
1384, 1070, 1014

20 80

777/2 1450 900 273, 283, 345, 
363, 382, 406

1726-1714, 1564
1382, 1070, 1010

22 78

24 1400 870 273, 283, 345, 
363, 382, 406

1724-1714, 1566, 
1384, 1070, 1008

18 82

56 1360 850 273, 283, 345, 
363, 382, 406

1726-1710, 1564, 
1386, 1070, 1014

17 83

В табл. 1.6.1 и на рис. 1.6.1 представлены данные, характери­
зующие свойства и компонентный состав антибиотика, образуемого 
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вышеописанными штаммами. Из приведенных данных видно, что 
гептаен для всех изучаемых культур является идентичным - мико­
гептином. Данные хроматографического разделения показывают, что 
микогептин представляет собой смесь двух гептаеновых компонен­
тов с коэффициентами распределения 2,3 и 3,7. Количество второго 
(основного) компонента составляет примерно 80%. Соотношение 
гептаеновых компонентов в препаратах, образуемых разными штам­
мами, сохраняется практически без изменения - 1:4 соответственно 
для компонентов с Кр=2,3 и Кр=3,7.

Рис. 1.6.1. Кривая противоточного распре­
деления микогептина, продуцируемого 
штаммом 44В/1 при 600 переносах в систе­
ме метанол-хлороформ-боратный буфер pH 
8,2 (2:2:1). Вид кривых для препаратов, 
продуцируемых штаммами 777/2, 24 и 56, 
аналогичен. [Этингов и др., 1973].

номера трубок

Изучение условий и степени ионизации кислотно-основных 
групп амфотерного антибиотика микогептина проведено методами 
потенциометрического титрования и инфракрасной спектроскопии. 
В работе использовали высокоочищенные препараты микогептина с 

^1см =1400±50 (382 нм, метанол), которые, в зависимости от постав­
ленной задачи, применяли в форме свободного основания, метилово­
го эфира и N-ацетилпроизводного. Потенциометрическое титрование 
образцов осуществляли в 66%-ном водном ДМФА метанольными 
растворами соляной кислоты и гидроокиси калия. ИК спектры ве­
ществ снимали в твердом состоянии (таблетки с КВг) на спектрофо­
тометре ИКС-14 [Этингов и др., 1973].

На рис. 1.6.2 представлены кривые титрования микогептина, ме­
тилового эфира и N-ацетильного производного антибиотика. По ре­
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зультатам титрования только свободного основания исходного ми­
когептина (кривые 1 и 2), нельзя различить процессы ионизации 
карбоксильной или аминогруппы, тем более, что они находятся в за­
висимости от добавленного титранта - кислоты или щелочи. Одно­
временно кривые титрования производных антибиотика (кривые 3 и 
4) определяют при добавлении кислоты ионизацию аминогруппы 
метилового эфира (карбоксильная группа химически блокирована) и 
при добавлении щелочи ионизацию карбоксильной группы N- 
ацетильного производного (блокирована аминогруппа).

Рис. 1.6.2. Кривые потенцио­
метрического титрования мико­
гептина. 1 - свободное основа­
ние (кислая ветвь); 2 - свобод­
ное основание (щелочная 
ветвь); 3 - N - ацетилмикогеп- 
тин; 4 - метиловый эфир мико­
гептина [Этингов и др., 1973].

Вычисленные на основании кривых титрования константы иони­
зации микогептина и его производных представлены в табл. 1.6.2. 
Сопоставление значений рК микогептина и его однозарядных анало­
гов позволяет отнести первую константу к ионизации карбоксильной 
группы, вторую - к ионизации аминогруппы.

Константы ионизации микогептина и его производных 
[Этингов и др., 1973].

Таблица 1.6.2.

Препараты микогептина pKı рК2
Метиловый эфир микогептина 5,6 10,0

N - ацетилмикогептин 6,6 -

Микогептин (свободное основание) - 8,9
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Подтверждение механизма ионизации микогептина как диполяр­
ного иона видно по данным ИК спектров исследуемых препаратов 
(рис. 1.6.3). Сравнение спектров исходного антибиотика и его произ­
водных выявило спектральные различия, связанные с ионизацией 
кислотно-основных группировок.

Рис. 1.6.3. ИК спектры 
метилового эфира ми­
когептина (1), N- 
ацетилмикогептина (2) 
и свободного основа­
ния микогептина (3) 
[Этингов и др., 1973].

Так в ИК-спектрах метилового эфира и N-ацетилноге производ­
ного, в отличие от исходного микогептина, наблюдает. ■ лишь сла­
боинтенсивное поглощение, соответствующее частоте п-
иона, и четко проявляется во всех препаратах частота карбонила. 
Объясняется это тем, что в эфире карбоксильная группа блокирова­
на, а в N-ацетилпроизводном нет условий для ее ионизашш. Исходя 
из общей схемы равновесий между сосуществующими i эрмами ди­
полярного вещества, рассчитаны микроконстанты со : . . .• тих 
равновесий и константа таутомерного равновесия дит.олярного иона 
с нейтральной молекулой [Альберт, Сержент, 1964’:

1 _J_
К2 ~ k3 к4 ’>

КТ = — = — ; Кт - antilg (рК - рК ) - 1, 
^2 к3

где К,, К2 и Кэфцра - экспериментальные константы (см. табл. 1.6.2);
К], к2, кз, к4 - микроконстанты: Кт - константа таутомерного равно­
весия.
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Получены следующие значения величин констант:

Кт=103; К!=10‘5’6; к2=10'8’9; к3=1О'10; к4=10’7.

Таким образом, результаты потенциометрического титрования, 
согласуясь со спектральными исследованиями, определяют микогеп­
тин как диполярный ион. При этом таутомерное равновесие дипо­
лярный ион-нейтральная молекула практически полностью (Кт= 103) 
сдвинуто в сторону существования микогептина в форме диполярно­
го иона [Этингов и др., 1973].

Как правило, терапевтическая эффективность лекарственного 
вещества зависит от способности его всасываться из желудочно- 
кишечного тракта и растворяться в жидкостях организма. Существу­
ет несколько способов, позволяющих придавать лекарственным пре­
паратам эти свойства. Среди них наибольшее значение имеют мик- 
ронизация, солюбилизация и химическая модификация.

Применение ПВП в качестве солюбилизатора позволяет полу­
чить препараты, водный раствор которых имеет нейтральную или 
слабокислую реакцию и не коагулирует при установлении буфером 
требуемого значения pH.

Способ получения водорастворимого комплекса микогептина с 
ПВП [Наумчик, Вайнштейн, 1968; Наумчик и др., 1973] заключается 
в следующем: антибиотик и ПВП растворяют в подходящем раство­
рителе - ДМФА, ДМФА с уксусной кислотой, ДМСО. Растворитель 
полностью отгоняют в вакууме при температуре, не превышающей 
50°. Сухой остаток растворяют в воде и получают опалесцирующий 
раствор. Раствор центрифугируют. Прозрачный фугат доводят до 
требуемого значения pH с помощью анионита или буфера, затем 
лиофильно сушат. Получают водорастворимый комплекс антибио­
тика [Наумчик и др., 1973]. Основная характеристика водораствори­
мых комплексов микогептина с ПВП представлена в табл. 1.6.3.

На процесс солюбилизацци влияет ряд факторов: выбор раство­
рителя, соотношение количеств микогептина и ПВП, молекулярный 
вес ПВП [Вайнштейн, Наумчик, 1970]. Удельное содержание анти­
биотика в комплексе С и выход по антибиотику, определяемый как 
отношение содержания антибиотика в комплексе С к теоретическо­
му содержанию Ст, являются характеристиками степени солюбили­
зации.
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Характеристика комплекса микогептина с ПВП 
[Наумчик и др., 1973]

Таблица 1.6.3.

Содержание микогептина в комплексе (спектрофотометрическ?: . мкт 80-120 İ
Биологическая активность (по стандарту амфотерицина В). ЕД/мг 100-200
Выход по активности, %% 70-80
pH 1% водного раствора 3.8-5.0
LD50 внутривенно (для белых мышей), мг/мл 25-65

Исследовали различные партии микогептина с экстинцией от 900 
до 1250 и с биологической активностью от 800 до 1250 ЕД мг. ПВП с 
молекулярным весами 10000 и 35000. Оказалось, что ПВП с молеку­
лярным весом 35000 является значительно лучшим солюбилизатсрэм.

В табл. 1.6.4 представлена зависимость степени солюбилизации 
микогептина от растворителя.

Таблица 1.6.4.

Влияние растворителя на солюбилизирующую способность ПВП 
[Наумчик и др., 1973]

Растворитель ДМФА ДМФА+АсОН ДМСО
Содержание микогептина в 
комплексе С, мкг/мл

10,1 85,5 1,7

Выход по антибиотику 
С/Ст-100%

8,8 75,0 1,5

Из табл. 1.6.4 видно, что наилучшие характеристики достигаются 
при использовании в качестве растворителя ДМФА. подкисленного 
уксусной кислотой.

Зависимость степени солюбилизации от исходного содержания 
микогептина в смеси с ПВП представлена на рис. 1.6.4. Из рисунка 
видно, что при содержании антибиотика в исходной смеси до 20% 
содержание микогептина в комплексе возрастает прямо пропорцио­
нально исходному содержанию антибиотика, достигая максимума, а 
затем резко падает. Избыток микогептина (свыше 20%) препятствует 
солюбилизации, что приводит к снижению содержания антибиотика 
в водорастворимом комплексе. При исходном содержании микогеп­
тина до 15% выход по антибиотику не зависит от соотношения ПВП 
и антибиотика и составляет 75-90%. Дальнейшее повышение исход­
ного содержания антибиотика приводит к резкому снижению выхода.
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Рис. 1.6.4. Зависимость со­
держания микогептина в ком­
плексе с ПВП - С, мкг/мг - 
сплошная линия и выхода по 
антибиотику - С/Ст-100% - 
пунктирная линия - от содер­
жания микогептина в исходной 
смеси - Сисх> %. [Наумчик и др., 
1973].

Эффективность орально вводимых препаратов иногда можно 
достичь путем увеличения их дисперсности [Fincher, 1968].

Высокодисперсные препараты микогептина были получены ме­
тодом его совместного осаждения с ПВП. Антибиотик и ПВП в со­
отношении 1:1 - 1:3 совместно растворяют в ДМФА, подкисленном 
уксусной кислотой. Затем к раствору добавляют 5-7 кратное количе­
ство осадителя (ацетона, этилацетата, эфира). Выпадает осадок в ви­
де комплекса микогептина с ПВП. Осадок дважды промывают оса­
дителем, сушат в вакууме. Основные характеристики такого ком­
плекса приведены в табл. 1.6.5.

Таблица 1.6.5.

Характеристика высокодисперсного комплекса микогептина с ПВП 
[Наумчик и др., 1973]

Содержание микогептина в комплексе (спектрофотометрически), 
мкг/мл 250-350
Биологическая активность (по стандарту амфотерицина В), ЕД/мг 150-190
pH 1% водного раствора 5,2-5,8
LD50 внутривенно (для белых мышей), мг/мл 4-5

С целью получения водорастворимого препарата микогептина с 
нейтральным значением pH был также использован метод солюби­
лизации антибиотика с помощью поверхностно-активного вещества 
- натриевой соли дезоксихолевой кислоты [Кульбах, Карпенко, 
1969]. В работе использовали микогептин с активностью 900 ЕД/мг, 
С =970 при Хтах=382 нм, дезоксихолевую кислоту фирмы «Спо- 
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фа» (ЧССР). Методика получения заключалась в следующем: 2 г ми­
когептина растворяют в 40 мл ДМСО. Полученный раствор при 
энергичном перемешивании вливают в 200 мл 0.4% раствора хлори­
да натрия. Выпавший осадок центрифугируют, промывают 200 мл 
0,4% раствора хлорида натрия, а затем промывают 200 мл воды. От­
дельно готовят раствор дезоксихолата натрия. Для этого 1.55 г де­
зоксихолевой кислоты растворяют в 39,5 мл 0,1 н раствора едкого 
натра, доводят водой объем до 150 мл, добавляют 0.64 г двузаме­
щенного фосфата натрия и перемешивают до полного растворения 
последнего. Полученный раствор соединяют с влажной пастой 
аморфного микогептина, энергично перемешивают до подл чения 
прозрачного раствора, а затем доводят pH до 7,4-7,8 0.3 н растзгром 
однозамещенного фосфата натрия, фильтруют и лиофилизируют 
[Наумчик и др., 1973]

Готовый продукт представляет собой гигроскопичный порошок 
светло-коричневого цвета, легко растворяющийся в воде (pH раство­
ра около 7,5). Биологическая активность его составляет - 

ЕД/мг; =400-450 при Хтах=382 нм, LD50 при внутривс вве­
дении белым мышам составляет 1-2 мг/кг. Стабильность комплекса 
мико гептина с дезоксихолатом натрия приведена в табл. 1.6.6

Стабильность комплекса микогептина с дезоксихолатом натрия 
при хранении в холодильнике [Наумчик и др.. 9

Таблица 1.6.6.

№ 
п/п № партии

Исходные 
данные А, 

ЕД/мг
Срок хранения После хранения

А. ЕД/мг

% падения

Е
1 10769 490/450 2,5 года 425/465 8,2/0
2 10170 390/410 1,5 года 340/370 10,5/9,8
3 20170 395/400 - 380/370 7,7/6
4 30470 400/430 - 400/425 0/1

В литературе описаны общие методы получения натриевых со­
лей тетраеновых, пентаеновых и гептаеновых антибиотиков. Эти ме­
тоды основаны на титровании растворенного или суспендированного 
в растворителе антибиотика метилатом, бутилатом натрия или едким 
натром до характерных для каждого препарата значения pH, завися­
щих от pH его функциональных групп [Butler, 1966; Кульбах, Кар­
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пенко, 1969; Кульбах и др., 1971]. Выход натриевой соли в зависи­
мости от условий солеобразования колеблется от 40 до 80%.

Натриевая соль микогептина, полученная одним из описанных 
методов, представляет собой порошок темно-желтого цвета, со спе­
цифическим запахом, растворимый в воде, ДМСО, практически не­
растворимый в ацетоне, метиленхлориде, эфире. Характерной реак­
цией на препарат является выпадение осадка антибиотика при под­
кислении его соляной кислотой до pH 5,0-6,0. Благодаря наличию 
системы ненасыщенных сопряженных двойных связей натриевая 
соль микогептина под действием кислорода воздуха, тепла, влаги, 
подобно другим ПА, подвержена деструкции с потерей биологиче­
ской активности [Waksman et al., 1965]. Водные растворы препарата 
с концентрацией 1 мг/мл и исходной биологической активностью 
1200 ЕД/мг при хранении при +4° в защищенном от света месте в те­
чение 10 дней теряют 15% биологической активности, а при комнат­
ной температуре в течение месяца - до 50% [Васильева, Фрадкова, 
1973]. В искусственном желудочном соке (pH 1,5) при температурах 
30, 37, 50° биологическая активность уже за 2 часа снижается соот­
ветственно на 53, 62, 82%; оптическая же плотность раствора при 
этих условиях остается практически на исходном уровне [Холодова 
и др., 1970].

Биологическая активность натриевой соли микогептина, в зави­
симости от активности исходного антибиотика и метода солеобразо­
вания, колеблется от 500 до 1200 ЕД/мг в пересчете на сухое вещест­
во. Основные максимумы поглощения в УФ области лежат при дли­
нах волн 350±1, 365±1, 383±1, 406±1 нм; удельный показатель по­
глощения при Хтах = 383±1 нм зависит от чистоты полученной соли и 
колеблется от Е}% = 700 до = 1300. Биологическая активность 
натриевой соли при хранении в защищенном от света месте при +4° 
сохраняется в течение 1 года.

Исследование дисперсности рассмотренных выше препаратов, 
проведенное методом УФ спектроскопии, показало, что все они 
представляют собой коллоидные растворы. На рис. 1.6.5 представле­
ны УФ спектры водных растворов комплекса микогептина с ПВП, 
полученного методом отгонки при исходном соотношении микогеп­
тин: ПВП =1:4 (кривая 1), комплекса микогептина с дезоксихолатом 
натрия (кривая 2) и натриевой соли микогептина (кривая 3), полу­
ченного по описанном выше методом. На этом же рисунке, кроме 
того, приведен УФ спектр микогептина в метаноле (кривая 4). Кон­
центрации растворов в пересчете на микогептин составляют во всех
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случаях 6,2 мкг/мл. По характеру УФ спектров и величине поглоще­
ния в максимальных точках видно, что дисперсность микогептина в 
1-м случае значительно выше, чем во 2-м и 3-м, особенно при pH 4,1 
(рис. 1.6.5 а) и pH 7,0 (рис. 1.6.5 б). При этих значениях pH микогеп­
тин осаждается из комплекса с дезоксихолатом натрия и натриевой 
соли в виде тонкой суспензии. Однако в комплексе с ПВП микогеп­
тин сохраняется в виде коллоидного раствора [Наумчик, Вайнштейн, 
1967; Вайнштейн, Наумчик, 1970]. С повышением pH различие в 
дисперсности сокращается (рис. 1.6.5 в). Дисперсность во всех слу­
чаях возрастает с ростом pH, при этом характер спектра коллоидного 
раствора все более приближается к спектру истинного раствора ан­
тибиотика в метаноле.

Рис. 1.6.5. УФ спектры водных растворов производных 
микогептина [Наумчик и др., 1973}.

В результате проведенных экспериментальных исследований 
получен ряд высокодисперсных производных микогептина, которые 
в дальнейшем могут послужить основой для создания новых более 
эффективных лекарственных форм.
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1.7. Действие ПА на проницаемость клеточных мембран и 
связывание ПА цитоплазматическими мембранами клеток

ПА привлекли внимание исследователей своей высокой анти­
грибковой активностью и практически полной безвредностью для 
бактерий. Благодаря этой особенности полиены сыграли важную 
роль в изучении тех биохимических различий, которые сущес твуют 
между бактериями и грибами.

Еще в ранний период изучения ПА было продемонстрировано, 
что в их присутствии меняется интенсивность ряда метаболических 
процессов, протекающих в клетках дрожжей. Было установлено, что 
нистатин и амфотерицин В оказывает влияние на эндогенный глико­
лиз и дыхание, потребление экзогенных субстратов (углеводов и 
фосфатов), индуцированный синтез ферментов, синтез нуклеиновых 
кислот и т.д. [Harman, Masterson, 1957; Lampen et al., 1957; Scholz et 
al., 1959; Gale, I960; Sutton et al., 1960; Gottlieb, Ramachandran, 1961; 
Shaw et al., 1964; Сазыкин, 1965, 1968; Balcavage et al., 1968]. Харак­
тер эффекта зависел от таких факторов, как концентрация антибио­
тиков, pH, состава питательной среды и т.д. Первоначально было 
выдвинуто предположение, что нистатин и амфотерицин В, прони­
кая через цитоплазматическую мембрану, непосредственно влияют 
на эти процессы в дрожжевых клетках. Однако попытки продемон­
стрировать действие антибиотиков в бесклеточных системах не при­
вели к подтверждению этого предположения. В связи с этим некото­
рые исследователи высказали предположение, что в основе действия 
ПА лежит нарушение барьера проницаемости цитоплазматических 
мембран клеток [Harman, Masterson, 1957; Gale, 1960; Kumar cl al., 
1974].

Впервые нарушение избирательной проницаемости цитоплазма­
тических мембран наблюдалось при изучении действия нистатина на 
проникновение в клетки дрожжей неорганического фосфата РОд ’. 
Было показано, что нистатин полностью подавляет поглощение 
фосфата РОд” клетками Candida albicans [Osteux et al., 1958]. Про­
никновение фосфата в клетки Candida albicans резко тормозит и ам­
фотерицин В [Drouhet,1968], Гентамицин полностью прекращал по­
глощение фосфата клетками Candida albicans, Saccharomyces cere­
visiae, Cryptococcııs albidus, Debaryon nicotiane в минимальных кон­
центрациях. Дальнейшие исследования показали, что ПА изменяют 
ионную проницаемость клеток [Bradley, 1958; Ghosh, Chattergee, 
1961; Gottlieb et al., 1961; Kinsky, 1961 a, b; Lampen, Arnow, 1959;
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Kenidge et al., 1976; Chen et al., 1978; Kerridge. 1979]. В опытах c 
Netırospora crassa [Kinsky, 1961 а, Ь] показано, что при кратковре­
менном действии нистатина (1О‘б М) из клеток Neıırospora crassa вы­
ходят низкомолекулярные вещества цитоплазмы - аминокислоты, 
свободные и фосфорилированные сахара, неорганический фосфат и 
т.д. Действие нистатина на проницаемость клеток Neurospora crassa 
не зависело от возраста культуры. Это косвенно свидетельствует о 
том, что для активности полиенов интенсивность биохимических 
процессов в клетке не играет роли, иными словами, антибиотики на­
рушают функции уже существующей структуры. В опытах Готлиба 
и др. [Gottlieb et al., 1961] филипин подавлял как аэробное, так и ана­
эробное окисление глюкозы, ацетата и эндогенных субстратов ин­
тактными клетками дрожжей Saccharomyces cerevisiae. Эти наблю­
дения показывают, что метаболические эффекты, вызванные ПА, 
объясняются в первую очередь изменением проницаемости клеток, а 
сама гибель - утратой жизненно важных для клетки компонентов.

Попытки обнаружить наиболее ранний эффект действия поли­
енов на цитоплазматическую мембрану были предприняты Лампе- 
ном с сотрудниками. Согласно этим исследованиям в присутствии 
полиенов, чувствительные к ним клетки, в первую очередь, теряли 
моновалентные катионы, в частности, К+ и NH4+. Так, клетки Sac­
charomyces cerevisiae LK2G12 в присутствии 2-10’6 М нистатина или 
филипина за 60 мин полностью теряли ионы калия. N-ацетил канди- 
дин и N-сукцинил перимицин уменьшали содержание К+ в клетках в 
10 раз за 90 мин [Cirillo et al., 1964; Borowski, Gybulska, 1967; Gybul- 
ska et al., 1974,1975]. Из клеток дрожжей, обработанных антибиоти­
ками в концентрациях, подавляющих рост, освобождаются ионы К+, 
неорганический фосфат, карбоновые кислоты, аминокислоты, фос­
форные эфиры [Caltrider, Gottlieb, 1961; Henis, Grossowicz, 1960; 
Marini et al., 1961; Osteux et al, 1958; Scholz et al.. 1959: Stachiewicz, 
Quastel, 1963; Pena, 1975]. Степень повреждения можно определить 
по разнообразию и размерам освобождаемых в сред} продуктов. Бы­
ло показано, что подавление гликолиза, вызываемое нистатином в 
низкой концентрации при нейтральной pH. может быть снято добав­
лением в питательную среду ионов К+ и \Н,7 Известно, что ионы 
калия необходимы для обеспечения активности ряда гликолитиче­
ских ферментов в дрожжевых клетках [Kinsky, 1967]. Методом пла­
менной фотометрии было показано, что в клетках, подвергающихся 
воздействию антибиотиков, содержание калия действительно замет­
но падает. При pH 4 катионы не ослабляют действия нистатина, по- 
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видимому, из-за необратимого инактивирования ферментов гликоли­
за в результате проникновения в клетку подкисленной среды [Сазы- 
кин, 1968; Palacios, Serrano, 1978]. Добавление ионов К+ и NH4+, хотя 
и восстанавливало гликолиз, но не предотвращало подавление нис­
татином роста Saccharomyces cerevisiae.

Быстрое действие нистатина на проницаемость клеток для ка­
тионов подтверждено также результатами экспериментов Слаймана 
[Slayman, Slayman, 1962], которые показали, что под действием нис­
татина в концентрации 2-10'7 М мембранный потенциал гиф Neuro­
spora crassa через 2 мин исчезает. Полиены вызывают также утечку 
ионов К+ из клеток Chlorella vulgaris [Borowski et al., 1974].

Под действием полиенов из клеток выходят не только ионы К+ и 
NH4+, но и ряд других водорастворимых неорганических низкомоле­
кулярных веществ. Так, пентаеновый антибиотик фунгихромин вы­
зывал освобождение свободных аминокислот из клеток Verticüliıım 
albo-atrum [Ross, 1959]. Под влиянием полиенов теряют ряд внутри­
клеточных компонентов и простейшие, что было показано в опытах 
с Leishmania donowani [Gosh, Chattergee, 1962 a, b; Ghosh, Chattergee, 
1963 a,b; Ghosh, Chattergee, 1961]. Клетки этого организма в присут­
ствии нистатина 2-10'6 М освобождали в среду неорганический фос­
фат, свободные аминкислоты и РНК (но не ДНК) [Ghosh, Ghosh, 
1963 Ь].

Исследования, проведенные Лампеном и др. [Sutton et al., 1961; 
Harsch, Lampen, 1963; Lampen, Arnow, 1963; Cirillo et al., 1964; Liras, 
Lampen, 1974 a, b], показали, что различные полиены в разной сте­
пени изменяют проницаемость мембран дрожжевых клеток. В каче­
стве примера можно рассмотреть те изменения проницаемости, к ко­
торым приводят действия N-ацетилкандидина, нистатина и филипи­
на. Под действием указанных выше антибиотиков наблюдалась бы­
страя утечка из клеток ионов К+. Влияние N-ацетикандидина на гли­
колиз может быть снято путем добавления ионов К+ и NH4+ в весьма 
широком интервале концентраций антибиотика. В случае нистатина 
этот эффект достигался только при низкой концентрации антибиоти­
ка. Несколько большие концентрации нистатина обуславливали ос­
вобождение из клеток ионов аммония и фосфата. Все эти ионы тре­
бовались для восстановления в клетках процессов гликолиза. Даль­
нейшее повышение концентрации нистатина в среде вело к выходу 
из клетки нуклеотидов [Kottke, Sisler, 1962]. При более высокой кон­
центрации антибиотика для получения эффекта в питательную среду 
требуется добавлять еще и другие кофакторы. Подавление гликоли­
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за, вызванное филипином, не удается ни снять, ни предупредить до­
бавлением катионов и кофакторов даже при низких концентрациях 
антибиотика. Полученные данные свидетельствуют о том. что ПА по 
разному эффективны в изменении проницаемости мембран и по сте­
пени эффективности располагаются в следующем ряду: филипин > 
нистатин > N-ацетилкандидин.

По мере увеличения концентрации антибиотика число показате­
лей нарушения функции цитоплазматической мембраны увеличива­
ется [Sutton et al., 1961]. Соответствующие опыты были проведены с 
нистатином на клетках Saccharomyces cerevisiae LK2G12, как тест- 
объекте, при нейтральных pH. При самой низкой концентрации нис­
татина Г10’7 М в среде клетки теряли ионы К+, что сопровождал ?сь 
подавлением гликолиза. Филипин вызывает освобождение К", неор­
ганического фосфата, аминокислот и сорбозы, тогда как нистатин 
(тетраен, С4б) вызывает освобождение К+ и фосфата, но не сорбозы 
Сукцинилперимицин (гептаен, Сбз) - синтетическое производное пе- 
римицина, вызывает выход в среду только ионов К+. Саттон и др 
исследовали освобождение из клеток дрожжей К+, NFLf, нуклеоти­
дов и белка, и обнаружили, что выход К+ хорошо коррелирует с по­
давлением гликолиза, тогда как выход нуклеотидов и белка наблю­
дается только при высоких концентрациях полиенов [Sutton et al.. 
1961]. Нистатин, амфотерицин В, трихомицин и другие ПА сильно 
тормозили дыхание и гликолиз у дрожжей и плесневых грибов 
[Lampen et al., 1956; Fujii, 1957; Drouhet et al., 1958; Ribereau-Gayon 
et al., 1958; Bradley, 1958; Tsukahara et al., 1959; Tsukahara. 1960; 
Drouhet et al., 1960; Rhoades, Muchmore, 1960]. Нарушение углевод­
ного обмена полиенами продемонстрировано в опытах с простей­
шими Leishmania donowani [Ghosh et al., 1960] и на высших растени­
ях - листья Nicotiana tabacum [Drouhet et al., I960]. Интересно, что 
подавление гликолиза группой полиенов с числом углеродных ато­
мов, равным 46 и больше, уменьшалось в присутствии IC или NH/, 
тогда как активность полиенов с меньшими размерами молекулы 
при этом не снижалась [Lampen, Arnow, 1963] (см. таб. 1.7.1).

Было обнаружено, что антагонистическое действие ионов К+ и 
NH4+ проявляется в средах с нейтральной реакцией, но не при значе­
ниях pH ниже 5.5 [Marini et al., 1961]. Катионы не уменьшают подав­
ления роста и не снижают количества антибиотика, связываемого 
клетками. Показано, что среди всех исследованных ПА производное 
перимицина-сукцинилперимицин, образующее в комплексе с катио­
нами водорастворимые соли, обладает наименьшим повреждающим 
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действием на клетки [Schaffner, Borowski, 1961; Borowski, Cybulska, 
1967; Liras, Lampen, 1974 Ь]. Он вызывает освобождение K+ только 
из клеток Saccharomyces cerevisiae и его действие на рост культуры 
обращается при добавлении в среду высоких концентраций К+.

Подавление гликолиза группой полиенов с различным 
числом углеродных атомов

Таблица 1.7.1.

Полиен
Коли­
чество 

атомов, С

Подавление 
гликолиза, 

мкг/мл
Полиен

Коли­
чество 
атомов, 

С

Подавление 
гликолиза, 

мкг/мл

нистатин 46-47 3 римоцидин 37 10
кандидин 46 1 филипин 35 3-6
N-ацетил- 
кандидин

48 5 этрускомицин 36 2-3

амфотерицин А 46-47 1-2 пимарицин 33 20-40
амфотерицин В 46-47 - фунгихромин 33 5
фунгимицин 
(перимицин) 63 2-4

Освобождение низкомолекулярных продуктов под действием 
полиенов сопровождается потерей клетками способности поглощать 
из среды питательные вещества и метаболиты. Нистатин в концен­
трациях, меньших по сравнению с теми, в которых он вызывает ос­
вобождение в среду аминокислот [Stachiewicz, Quastel, 1963; Rumler, 
Heins, 1983; Rao et al., 1985 a, b], подавляет поглощение клетками 
глицина. Дрожжи, обработанные N-ацетилкандидином в концентра­
ции 30 мкг/мл, быстро теряли накопленный ранее К+ [Harsch, 
Lampen, 1963]. При концентрации 100 мкг/мл способность клеток 
поглощать ионы К+ полностью утрачивалась. Антибиотик не оказы­
вал специфического действия ни на транспорт катионов, ни на ак­
тивность АТФ-азы.

При этих же условиях наблюдалась потеря клетками органиче­
ских кислот и фосфорилированных сахаров. Еще более высокие 
концентрации нистатина приводили к появлению в среде белка (гли­
колитические ферменты оставались в клетке). Однако даже при са­
мых высоких концентрациях нистатина в клетку не проникали глю- 
козо-6-фосфат и фруктозодифосфат, что указывает на известную 
специфичность действия ПА на цитоплазматическую мембрану. По­
лиены индуцируют также поступление во внутриклеточную жид­
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кость фруктозы и Д-арабинозы [Никольский, 1977]. изменяют про­
ницаемость мембран по отношению к глюкозе и сахарозе [Klein­
schmidt et al., 1972; Васянин и др., 1972], аминокислотам [Обухов­
ская и др., 1979; Вирина и др., 1979 б]. Филипин в концентрации 0,5 
мкг/мл индуцирует выход гемоглобина и ионов К" из эритроцитов 
человека [Teerlink et al., 1980]. Из клеток Mycoplasma laidlawii в 
присутствии филипина наблюдается выход ионов К" и цитоплазма­
тического фермента глюкозо-6-фосфатдегирогеназы. Показано, что 
НАДФ+, глюкозо-б-фосфат, Mg2+, Са2+ не проникают через мембра­
ны клеток Mycoplasma laidlawii модифицированные нистатином. ам­
фотерицином В и этрускомицином. Одновалентные катионы L ~. 
Na+, К+, Rb+ и нейтральные молекулы (рибоза, ксилоза, эритрит, мо­
чевина) проникают через мембраны в порядке уменьшении размера 
их гидратных оболочек [De Kruyff et al., 1974 a, b].

Исследования на БЛМ в присутствии ПА позволили тесретиче- 
ски обосновать и создать соответствующие методы изучении анти­
биотиков на нативных клеточных системах, в частности, на из э.тиро- 
ванных мышечных волокнах.

В работах Швинки и Кафнера методом двойного сахат :н:т: 
мостика в режиме фиксации мембранного потенциала на из 
ванном мышечном волокне травяной лягушки Rana temp ... было 
показано усиление амфотерицином В, метиловым эфиры: .. :: :те- 
рицина В, нистатином, микогептином и леворином рост.; лрззэди- 
мости мышечного волокна для катионов щелочных металлов - Li" . 
Na+ , К+ , Rb+ [Швинка, Кафнер, 1989, 1991; Shvinka. Caffner. 1994. 
1995; Shvinka, 2001]. По степени усиления роста проводим:ли мем­
бран мышечных клеток полиены располагаются в следующий ряд: 
нистатин< метиловый эфир амфотерицина В < микогептин< амфоте­
рицин В<леворин [Shvinka, Caffner, 1994]. В такой же ряд распола­
гаются ПА по способности увеличивать ионную проницаемость бис­
лойных липидных мембран [Касумов, 1986 а; Касумов и др., 1987; 
Микаилова, 1990]. Пороговые концентрации, вызывающие рост про­
водимости, для амфотерицина В меньше, чем для нистатина. Введе­
ние нистатина в концентрации 1О’Э М к мембранам не оказывало 
влияния на проводимость мембран мышечных клеток, как при ком­
натной, так и при более высокой температуре. Среди исследованных 
ПА на липидных и клеточных мембранах наибольшей эффективно­
стью обладает леворин [Касумов, 1986 а: Микаилова, 1990; Shvinka, 
Caffner, 1994, 1995].

Действие амфотерицина В на мембраны имеет обратимый харак­
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тер. При удалении антибиотиков из инкубационного раствора про­
водимость мембран в течение нескольких секунд возвращается к ис­
ходному уровню. Обратимое изменение проницаемости мембран на­
блюдается также при действии нистатина на мембраны эритроцитов 
человека и это изменение происходит в течение короткого времени 
[Cass, Dalmark, 1987]. Бислойные мембраны характеризуются боль­
шой постоянной времени восстановления проводимости после от­
мывки антибиотиков: 20 мин и 2 ч соответственно для нистатина и 
амфотерицина В. При повышенной температуре индуцированную 
проводимость рассчитывали как разность значений проводимости в 
конце интервала нагревания в присутствии антибиотика и без него. 
Наблюдалось уменьшение проводимости мембран при повышении 
температуры на 7°С по сравнению с ее величиной при комнатной 
температуре: для амфотерицина В в 4.4 раза и для нистатина в 1.7 и 
1.6 раза для входящих и выходящих токов соответственно. Прони­
цаемость мембран, индуцированной полиенами, уменьшалась при 
нагревании и это было установлено по выходу меченых ионов на­
трия из липосом, содержащих 5-20 мол% холестерина, по выходу 
ионов К+ из клеток Candida albicans, Acholeplasma laidlawii и из 
эритроцитов. Эффект температуры на проводимость липидных мем­
бран был выше, чем на проводимость мембран эритроцитов. Изме­
нение температуры на 10°С (с 26°С до 36°С) приводило к росту про­
водимости бислойных мембран в 103-104 раз. Дальнейшее увеличе­
ние температуры приводило к уменьшению проводимости мембран, 
что является результатом замедления реакции сборки и образования 
проводящих комплексов. Предполагается, что при высокой темпера­
туре проводящие комплексы быстрее диссоциируют и это замедляет 
рост индуцированной проводимости. Температурный коэффициент 
Qıo Для амфотерицина В характеризует энергию активации распада 
проводящего комплекса, а в случае нистатина - скорость латераль­
ной диффузии непроводящих комплексов в мембране. Скорость ла­
теральной диффузии в биологических мембранах может быть не­
сколько ниже, чем в модельных мембранах из-за наличия в них бел­
ковых молекул. Константа скорости выхода К+ и Rb+ из мышечных 
клеток в среду возрастает, а константа скорости выхода ионов Na+ не 
изменяется. Зависимость К+-проводимости мембран и константы 
скорости выхода К+ от концентрации амфотерицина В в логарифми­
ческих координатах имеют близкие по величине значения и углы на­
клона кривых равны соответственно 1.8 - 1.6. Выход неэлектролитов, 
катионов и анионов в изотоническом растворе холинхлорида из 
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эритроцитов, индуцированных 210'5 М амфотерицином В. характе­
ризуется степенной зависимостью с углами наклона кривых пропор­
ционально 1.5-2.5-ой степени. Обмен К+ на ЬГ в эритроцитах зави­
сел от концентрации нистатина и она оказалась пропорциональной 
3-й степени концентрации антибиотика. Сравнительный анализ дей­
ствия нистатина и амфотерицина В показывает, что значения углов 
наклона кривых на клеточных мембранах меньше, чем на БЛМ Раз­
личный угол наклона кривых обусловлен, по-видимому, увеличени­
ем времени жизни определенных форм антибиотика в биологических 
мембранах, лимитирующих скорость роста проводимости. Получен­
ные выше результаты показывают, что проводящие комплексы, об­
разованные амфотерицином В и нистатином в мышечной мембране, 
обладают меньшей устойчивостью, чем в БЛМ. Кинетика релакса­
ции, индуцированной нистатином проводимости в мышечной мем­
бране, находится в обратной температурной зависимости по сравне­
нию с липидными мембранами. Следует отметить, что зависимость 
индуцированной проводимости от концентрации антибиотика в био­
логических мембранах слабее, чем в липидных мембранах [Швинка, 
Кафнер, 1989].

На основе полученных данных Лампен и Кинский [Lampen, Ar­
now, 1963; Marini et al., 1961; Kinsky, 1962 a, b; Kinsky, 1963] в зави­
симости от степени вызываемых эффектов расположили полиены в 
следующий ряд: нистатин < пимарицин < кандидин < амфотерицин 
В < этрускомицин < филипин.

Можно было думать, что полиены, специфически присоединяясь 
к цитоплазматической мембране клеток грибов, лишают их функци­
онировать в качестве барьера, обеспечивающего избирательную про­
ницаемость. Лампен и его сотрудники [Lampen, 1962; Lampen et al., 
1962; Lampen, Arnow, 1959; Lampen, 1969] обнаружили, что связы­
вание нистатина цитоплазматческими мембранами клеток микроор­
ганизмов является решающим фактором в проявлении биологиче­
ского действия этого антибиотика.

Было установлено, что клетки грибов Saccharomyces, Candida, 
Penicillium связывают значительное количество нистатина и амфо­
терицина В [Lampen, Amo, 1959; Lampen et al., 1959; Foresti, Amati, 
1983; Ellul et al., 1985]. Полиены не связываются с клетками прока­
риотов и не подавляют их роста [Gottlieb et al., 1958]. Бактерии, рост 
которых не подавлялся нистатином даже в концентрации 100 мкг/мл, 
например, Escherichia coli, Streptococcus faecalis, поглощают ни­
чтожное количество этого антибиотика. Этот эффект нельзя обьяс- 
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нить защитными свойствами бактериальной стенки, поскольку ли­
шенные ее протопласты Bacillus megaterium совершенно не абсорби­
ровали нистатин и не разрушались даже в присутствии 100 у анти­
биотика в 1 мл среды [Kinsky, 1962 Ь]. В данном случае, можно 
только предположить о наличии в цитоплазматических мембранах 
чувствительных грибов каких-то специфических, связывающих по­
лиены, компонентов, отсутствующих в клетках бактерий. В отличие 
от бактериальных протопластов, наблюдалось значительное погло­
щение нистатина (концентрация в среде 5 у на мл) протопластами 
чувствительного к нему гриба Neurospora crassa, что сопровожда­
лось их разрушением. Нистатин, поглощенный грибковыми клетка­
ми, обнаруживался во фракции частиц цитоплазматической мем­
браны, осаждающихся во время центрифугирования в течение одно­
го часа при 100 000 g [Kinsky, 1962 а, Ь].

Чувствительность протопластов и целых клеток Saccharomyces 
cerevisiae к нистатину и другим полиенам была одинаковой, т.е. свя­
зывающей полиены компонент сохранялся в протопластах [Shock­
man, Lampen, 1962]. Обнаружено, что связывание нистатина, амфо­
терицина В и филипина клетками Saccharomyces, Candida, Neuro­
spora является решающим фактором в проявлении биологического 
действия этих антибиотиков [Gottieb et al., 1961; Kinsky, 1964; Бело­
усова, 1977; Johnson et al., 1978; Самедова, Касумов, 1990]. Посколь­
ку предварительная инкубация с фракцией цитоплазматической 
мембраны Neurospora crassa амфотерицина В или филипина пони­
жала связывание добавленного затем нистатина, то из этого можно 
сделать заключение, что различные антибиотики полиеновой приро­
ды связываются одним и тем же компонентом мембраны [Kinsky, 
1964; Archer, Gale, 1975].

Быстрая абсорбция нистатина из раствора наблюдалась в опытах 
с мембранной фракцией, выделенной из клеток Leishmania donowani 
[Ghosh, 1963 а, Ь].

Довольно подробно изучены различные факторы, влияющие на 
поглощение полиенов микроорганизмами. Как скорость поглощения, 
так и количество абсорбированного нистатина оказались больше в 
случае размножающихся клеток Candida albicans по сравнению с 
покоящимися [Ghosh, Ghosh, 1962; Ghosh, Ghosh, 1963 а]. Дрожже­
вая форма этого организма поглощала нистатин больше, чем плесне­
вая [Ghosh, Ghosh, 1963; Berdicevsky, Grossowicz, 1977]. Поглощение 
полиенов клетками дрожжей усиливается при понижении pH среды. 
Максимум поглощения в случае Candida albicans наблюдался при 
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pH 3,0 [Lampen et al., 1959]. Клетки Saccharomyces cerevisiae связы­
вали при pH 7 около 0,7y, а при pH 4-до Зу нистатина на 1 мг сухого 
веса [Marini et al., 1961; Beezer, Chowdry, 1980; Beezer, Sharma. 1981 
a, b; Beezer et al., 1982; Beezer, Sharma, 1982]. Та же закономерность 
наблюдалась и в опытах с простейшими Leishmania donowani - мак­
симальное количество нистатина связывалось мембраной при pH 4 
[Ghosh, 1963 а, Ь]. Метиловый эфир нистатина, N-ацетил- 
производное нистатина и гидрированный нистатин (без двойных 
связей в полиеновой цепи) - пергидронистатин абсорбировались 
дрожжевыми клетками в значительно меньшей степени, чем исход­
ный нистатин [Lampen, Arnow, 1959].

Опубликовано большое количество данных о влиянии различных 
веществ на поглощение полиенов - определялась возможность пре­
дотвращения связывания микроорганизмами ПА и делались попытки 
освободить уже связанный антибиотик. Большое количество самых 
разнообразных веществ в той или иной мере предотвращало погло­
щение ПА [Hammond, Kliger, 1976]. Сюда относятся альбумин сыво­
ротки крови человека [Bradley, Jones, 1960; Lampen, Arnow, 1959], 
желчные кислоты [Lampen, Arnow, 1959; Schneierson et al., 1958], 
уранилацетат, арсенат натрия [Lampen, Arnow, 1959] и другие агенты 
самой разнообразной природы. Интересно отметить, что ионы ура­
нила обнаруживаются лишь на поверхности дрожжевой клетки и 
внутрь не проникают. Что касается желчных кислот, то их влияние 
на поглощение нистатина Candida albicans объясняется образовани­
ем биологически неактивных комплексов с антибиотиками [Lampen. 
Arnow, 1959]. На результаты испытаний антимикробного действия 
полиенов в некоторых случаях может оказать влияние нестойкость 
их молекулы, в частности, способность к фотоокислению. Инактива­
ция ПА видимым светом обычно протекает с умеренной скоростью, 
которая, однако, значительно увеличивается в присутствии флавинов 
[Kinsky, 1962 Ь]. Возможно, что указанным обстоятельством объяс­
няются данные об ослаблении рибофлавином действия трихомицина 
на окисление L- и D-аминокислот клетками Candida albicans [Tsuka­
hara, 1958, 1960, 1961].

В опытах с Candida albicans введение ненасыщенных жирных 
кислот с различной длиной углеводородной цепи в клеточные мем­
браны ослабляли абсорбцию нистатина дрожжевыми клетками 
[Ghosh, Ghosh, 1962]. Предполагалось, что ненасыщенные жирные 
кислоты могут конкурировать с полиенами за соответствующие ре­
цепторы клеток, чем подтверждаются ранние данные об ослаблении 

105



активности полиенов ненасыщенными жирными кислотами [Hickey, 
1953].

Освободить уже связанные клетками или протопластами ПА 
значительно труднее, чем предотвратить их поглощение. Радиоак­
тивный нистатин, связанный клетками Saccharomyces cerevisiae 
LK2G12, практически не вытесняется при инкубации дрожжей в сре­
де с высокой концентрацией немеченого антибиотика [Lampen et al., 
1962]. Обработка фракции частиц цитоплазматической мембраны 
Neurospora crassa рибонуклеазой, трипсином, а также нагревание 
или промывание клеток солевым раствором не освобождали ниста­
тина. Нистатин быстро отделялся при обработке смесью этанолаце- 
тон, а также раствором эргостерина [Kinsky, 1962 Ь]. Быстрое и зна­
чительное (при определенных условиях на 80-85%) удаление ниста­
тина из мембран протопластов Saccharomyces cerevisiae достигалось 
при воздействии дигитонина [Lampen et al., 1962] агента, легко реа­
гирующего со стеринами. Обработка дигитонином мембранной 
фракции, выделенной из клеток Leishmania donowani, освобождала 
95% ранее связанной ею нистатина [Ghosh, 1963 Ь]. Эти результаты 
показывают, что специфическая токсичность ПА обусловлена при­
сутствием в клеточной мембране гриба особого рецептора, связы­
вающего антибиотик. Прямого доказательства проникновения поли­
енов через мембрану в цитоплазму нет. Хотя имеется сообщение о 
том, что низкие концентрации нистатина подавляют индуцирован­
ный синтез амилазы у Penicillium chrysogenum, что может быть объ­
яснено не только нарушением синтеза белка в цитоплазме, но и тор­
можением проникновения индуктора через мембрану [Horvath, Shen- 
tirmai, 1960]. Сравнительное изучение нистатина, амфотерицина В и 
филипина привело к заключению, что все эти антибиотики связыва­
ются с одним и тем же рецептором в мембране грибов [Kinsky, 1962 
a, b; Pugh, Cawson, 1980].

Позже были проведены исследования по идентификации компо­
нента цитоплазматической мембраны, непосредственно реагирую­
щего с полиенами. Итогом этих работ явилось общепринятое в на­
стоящее время представление о взаимодействии полиенов со стери­
нами микробной клетки, прежде всего - стеринами, входящими в 
состав ее мембраны.
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ГЛАВА 2. «СТЕРИНОВАЯ» ГИПОТЕЗ.-» 
МЕХАНИЗМА ДЕЙСТВИЯ П А

2.1. Взаимодействие ПА со стериновым 
рецептором клеток

В 1958 году Готлиб и др. сообщили, что добавление некоторых 
стеринов, например, холестерина, эргостерина, стигмастерина и си­
тостерина в питательную среду блокирует подавление роста, вызы­
ваемое ПА [Gottlieb et al., 1958]. Готлиб и др. показали, что стерины 
защищают грибы от действия филипина [Gottlieb et al., 1959, 196Г. 
Это объясняется тем, что in vitro происходит реакция между стери- 
ном и полиеном, вызывающая снижение концентрации свободного в 
среде полиена [Lampen et al., 1960]. Возможно, что in vivo также 
происходит реакция между полиеном и стеринами цитоплазматиче­
ских мембран. На основании этих наблюдений было высказано 
предположение, что действие полиенов проявляется либо в подавле­
нии синтеза стеринов, необходимых для роста грибов, либо в заме­
щении стеринов, как кофакторов, участвующих в каких-то важных 
метаболических процессах [Gottlieb et al., 1958]. Вскоре было обна­
ружено, что стерины снижают концентрацию полиена в среде 
[Lampen et al., 1960]. С большой вероятностью можно было считать, 
что именно стерины вызывают такой эффект. Последующие работы 
многих исследователей подтвердили данное предположение. Осно­
вой фунгицидного действия ПА и причиной их специфической ток­
сичности в отношении грибов является взаимодействие этих соеди­
нений со стеринами, локализованными в клеточной мембране [Kot­
ler-Brajtburg et al., 1974; Hatten, Burger, 1979; Hammarstrom et al., 
1980; Gruda et al., 1988; Bittman et al., 1981, 1983; Behnke et al., 1984; 
Bifano et al., 1984]. Установлено, что только клетки, в мембранах ко­
торых содержатся стерины, чувствительны к действию полиенов. 
Например, микоплазмы, содержащие стерины, подавляются поли­
енами. Лампен и др. показали, что клетки Mycoplasma gallisepticum, 
для роста которых необходимы стерины, в течение пяти дней не по­
вреждаются филипином на среде, не содержащей стеринов, тогда как 
в присутствии стеринов рост быстро подавляется [Lampen et al., 
1963]. Клетки Mycoplasma laidlawii могут расти на средах, не содер­
жащих стеринов, но поглощают стерины при добавлении их к среде. 
Рост этого организма в присутствии холестерина подавляется фили­
пином, а в отсутствие стеринов подавления роста клеток не проис­
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ходит [Weber, Kinsky, 1965]. Более строгие доказательства связыва­
ния полиенов со стеринами были получены Лампеном и др., обна­
ружившими корреляцию между количеством нистатина, связанного 
протопластами дрожжей, и содержанием в них стеринов, причем при 
разрушении мембран различными способами стерины и связанные с 
ними полиены освобождались совместно [Lampen et al., 1962]. Более 
того, обработка мембран протопластов дигитонином приводила к 
освобождению связанного с ними полиена. Кинский обнаружил, что 
способность мембран Neurospora crassa связывать полиены умень­
шалась при экстракции мембран органическими растворителями и 
снова увеличивалась при добавлении эргостерина [Kinsky, 1963].

В работе Накажима и Бридгмана показано, что филипин при 
0,04% -ой молярной концентрации взаимодействует с холестерином 
и образует филипин-стериновые комплексы в клеточных мембранах 
мышечных клеток и аксона [Nakajima, Bridgman, 1981]. Однако не 
было обнаружено филипин-стериновых комплексов в активных зо­
нах мембран и ацетилхолинового рецептора в нервно-мышечных уз­
лах лягушки. Эти результаты позволяют предположить, что пре- и 
постсинаптическая мембрана, и активные зоны ацетилхолинового 
рецептора характеризуются низким содержанием холестерина [Naka­
jima, Bridgman, 1981].

В настоящее время общеизвестно, что стерины - важные струк­
турные компоненты клеточных мембран. Состав стеринов, содер­
жащихся в различных клетках (в % сухого веса), показан в таб. 2.1.1. 
Одной из основных причин, позволяющих считать, что стерины 
принимают участие в связывании ПА клеточной мембраной, являет­
ся тот факт, что стерины не обнаружены среди веществ, выделен­
ных из бактерий [Fiertel, Klein, 1959; Asselieau, Lederer, 1960]. Таким 
образом, стерины, являясь одним из компонентов клеточных мем­
бран, могли бы быть ответственны за связывание ПА. Специфиче­
скую токсичность ПА в отношении грибов, но не в отношении бак­
терий, можно объяснить присутствием стеринов в клеточной мем­
бране грибов, дрожжах, плесенях и водорослях [Asselieau, Lederer, 
1960; Marriott, 1975] и их отсутствием в бактериальных клетках 
[Bulgakova et al., 1981]. Из вышеприведенных данных видно, что ан­
тибиотическая активность полиенов распространяется именно на 
микроорганизмы, содержащие стерины. Биологическая роль стери­
нов в клеточных мембранах не совсем ясна. Предполагается, что 
стерины могут играть роль опорных элементов в цитоплазматиче­
ской мембране [Lampen, 1966]. Поэтому, дальнейшие исследования 
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были связаны с изучением взаимодействия ПА со стеринами, содер­
жащиеся в клеточных мембранах.

Таблица 2.1.1.

Содержание стеринов в различных клетках [Ахрем, Титов. 1970]

Вид клеток
% содерж- 
ние стери­

нов от сухо­
го веса

Вид стерина Ссылка

Бактерии
1. Azotobacter 

chroococcum
0.01 Многокомпонентная смесь сте­

ринов, в которой отсутствует 
холестерин

Ахрем, 
Титов. 1970

2. Escherichia coli 0.0004 Равные количества шести стери­
нов: холестерина, кампестерина, 
Р-ситостерина, стигмастерина, 
эргостерина и дигидрокампесте- 
рина

«—»

3. Streptomyces 
olivaceus

0.0035 Холестерин «—»

Грибы
1. Neurospora

crassa
10 Эргостерин «—»

2. Saccharomyces 
cerevisiae

7-10 Эргостерин «—»

3. Saccharomyces 
cerevisiae 2243

0.1-1.3 Эргостерин «—»

Эритроциты быка
Бактериальные про­
топласты Staphylo­
coccus aureus 10 Холестерин

Хаггис 
и др., 1967

Миелиновые обо- 
дочки нерва 15-20 Холестерин «—»
Митохондрии -1 Холестерин «—»

Гхош и Чаттерджи [Ghosh, Chattergee, 1962 a, b; 1963 а, b] выска­
зали предположение, что лейшманицидная активность нистатина 
обусловлена наличием в мембране Leishmania donowani компонента 
стериновой природы, связывающего антибиотик. Были проведены 
соответствующие эксперименты по выделению нистатина вместе 
со связывающим его компонентом. В результате проведенных ис­
следований было установлено, что, связанный клетками нистатин, 
находится во фракции мембраны, содержащей высокое количество 
стерина. Эксперименты с митохондриями, выделенными из клеток 
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Neurospora, а также из печени крыс, показали, что ПА не оказывают 
никакого действия на окислительное фосфорилирование, накопление 
ионов и перенос электронов [Largy et al., 1958; Kinsky et al., 1965; 
Pressman, 1965]. Это связано с тем, что в митохондриях содержится 
небольшое количество холестерина. Подтверждением «стериновой» 
гипотезы механизма действия полиенов послужили результаты опы­
тов, проведенных с эритроцитами животных и человека, в мембране 
которых содержится холестерин. По данным Кинского и других ав­
торов, все ПА в различной степени вызывали лизис эритроцитов, на­
ходящихся в изотоническом растворе [Kinsky et al., 1962; Kinsky, 
1963; Brandriss et al., 1964; Butler et al., 1965; Kinsky et al., 1967 a, b].

Важными являются результаты опытов, проведенных с микроор­
ганизмами Mycoplasma laidlawii*,  в зависимости от условий внешней 
среды, включающими или не включающими стерины в мембрану 
своей клетки. Микроорганизм Mycoplasma laidlawii*  представляет 
собой исключительно удобный объект для изучения специфичности 
взаимодействия ПА со стеринами [Kinsky, 1964]. Этот вид микроор­
ганизма не может синтезировать стерины, однако при выращивании 
этих клеток в среде со стеринами последние легко включаются в со­
став цитоплазматических мембран клеток [Weber, Kinsky, 1965]. 
Предварительное включение холестерина в мембрану оказалось не­
обходимым для последующего лизиса клеток в присутствии фили­
пина. Опыты с Mycoplasma laidlawii, подтвердили связь между со­
держанием стерина в клетке и ее чувствительностью к полиенам 
[Razin,1963; Razin et al., 1963]. В 1965 году Вебер и Кинский сооб­
щили, что клетки Mycoplasma laidlawii чувствительны к филипину 
только в том случае, если культивируются на среде с холестерином 
[Weber, Kinsky,1965]. Филипин и амфотерицин В подавляют рост и 
вызывают лизис культуры, выращиваемой в присутствии холестери­
на, но не оказывают такого эффекта на клетки, растущие на среде без 
стерина [Feingold, 1965; Weber, Kinsky,1965]. Прессман [Pressman, 
1965] обнаружил, что амфотерицин В не влияет на выход протонов 
из митохондрий, содержащих следовые концентрации стерина в сво­
их мембранах.

* Согласно современным представлениям вид Mycoplasma laidlawii отнесен к роду 
Acholeplasma, и поэтому этот организм правильнее называть Acholeplasma 
laidlawii.

Способность взаимодействовать с полиенами характерна для це­
лого ряда стеринов. Поэтому «стериновая» гипотеза, объясняющая 
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специфичность токсического действия полиенов, позволяет предпо­
ложить, что и другие микроорганизмы, если только содержат стери­
ны, должны быть чувствительными к действию ПА.

Клетки Acholeplasma laidlawii чувствительны к филипину, ниста­
тину и этрускомицину, если они выращиваются на среде с холесте­
рином, холестанолом, эргостерином [De Kruyff et al., 1972, 1973 a, b; 
Elias et al., 1979; Readio, Bittman, 1982; Miller, 1984; Maurin et al., 
1988]. Взаимодействие филипина и амфотерицина В с эргостерином 
значительно более выражено. За-ОН изомеры эпихолестерина, эпи- 
холестанола и капростанола, включенные в клеточные мембраны 
клеток Acholeplasma laidlawii, почти не взаимодействуют с антибио­
тиками [De Kruyff et al., 1974 a, b].

Клетки, выращенные на среде в присутствии холестерина, а за­
тем перенесенные в среду без холестерина и обработанные амфоте­
рицином В, теряли жизнеспособность при относительно невысокой 
концентрации антибиотика - 2 у/мл. Напротив, клетки выросшие в 
отсутствие холестерина, продолжали размножаться с нормальной 
скоростью, несмотря на добавление к ним антибиотика.

Особый интерес представляют данные, полученные при сравни­
тельном изучении действия нистатина на клетки Saccharomyces cere­
visiae Y2243 с высоким и низким содержанием эргостерина (0.1 и 1,3 
%). Чувствительность к нистатину в обоих случаях была одинако­
вой. Примерно одинаковым было и количество нистатина, абсорби­
рованное клетками с высоким и низким содержанием эргостерина 
[Lampen et al., 1960]. Холестерин, эргостерин, ситостерин и стигма- 
стерин ослабляли действие пимарицина (тетраена) и гамицина (геп- 
таена) на Saccharomyces cerevisiae [Perritt et al., 1960; Ramachandran, 
1961]. Позднее эти данные были объяснены тем, что в дрожжах с 
высоким содержанием эргостерина последний накапливается, в ос­
новном, в цитоплазме, а в мембране его содержится не больше, чем 
обычно [Lampen et al., 1962]. Вследствие эстерификации и гликози­
лирования определенной части стеринов в составе клеток Achole­
plasma laidlawii они оказались нечувствительными к нистатину. По 
этой причине объясняется относительная резистентность клеток к 
полиену [Razin, 1963]. Данные, полученные с помощью меченого 4- 
,-,14С - холестерина, показывают, что только определенная часть сте­
ринов в клетках Acholeplasma laidlawii обладает чувствительностью 
к полиенам [Feingold, 1965].

Одним из наиболее сильных доводов в пользу • стериновой» ги­
потезы служит тот факт, что грибы далеко не единственные орга­
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низмы, чувствительные к полиенам. Известно, что ПА токсичны для 
улиток [Seneca, Bergendahl, 1955] и планарий [Johnson et al., 1962]. 
Чувствительность некоторых водорослей к ПА может быть исполь­
зована, как довод в пользу «стериновой» гипотезы. Показано, что 
амфотерицин В и нистатин ингибируют транспорт электронов и по­
давляют рост ряда водорослей, но не оказывают действия на сине- 
зеленые водоросли, которые совершенно лишены стеринов [Harsch, 
Lampen, 1963; Levin, Bloch, 1964; Nolan, Bishop, 1978; Sandman, 
Boger, 1981]. Имеется ряд доказательств в пользу стеринового меха­
низма действия ПА. Показано, что филипин-холестериновые ком­
плексы образуются в мембранах эозинофильных клеток [Pimenta, 
Souza, 1984], в клетках эпителия щитовидной железы мышей [Fujita 
et al., 1981], в мембранах ресничного эпителия моллюсков 
[Stephenos, Good, 1990], в ядерных мембранах клеток асцитной кар­
циномы Эрлиха [Kim, Okada, 1983]. Образование комплексов найде­
ны в синаптических мембранах фоторецепторных клеток [Cooper, 
McLaughlin, 1984], в плазматических мембранах клеток эпидермиса 
некоторых животных [Berdan, Shivers, 1985], в трубочках аппарата 
Гольджи [Orci et al., 1981], в плазматических мембранах почечных 
клеток [Orci et al., 1982]. Были обнаружены также полиенхолестери­
новые комплексы в цитоплазматических мембранах сперматозоидов 
различных животных: мышей [Toshimori et al., 1985], хомячков [To­
shimori et al., 1987; Suzuki, 1988; Clark, Koehler, 1990], кроликов [Diaz- 
Fontdevila et al., 1992], кабана [Seki et al., 1992] и рыб (полосатый да- 
нио) [Kessel et al., 1985]. Однако не было обнаружено специфических 
филипин-стериновых комплексов в области контакта нейромышеч­
ных клеток лягушки [Ко, Propst, 1986].

Таким образом, результаты многих исследований подтверждают 
«стериновую» гипотезу механизма действия полиенов. Необходи­
мым условием чувствительности клеток к действию ПА является на­
личие стеринов и специфическое связывание их с антибиотиками в 
цитоплазматической мембране.

2.2. Взаимодействие ПА с чувствительными 
и резистентными к ним штаммами грибов

ПА активны против грибов и простейших [Ghannoum, Race, 
1999; Espinel-Ingroff, 2001; Loiseau et al., 2002]. Однако некоторые 
грибы и простейшие оказываются устойчивыми к полиенам [Athar, 
Winner, 1971; Vanden Bossche et al., 1994; Ghannoum, Race, 1999;
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Dannaoui et al., 2000; Espuelas et al., 2000; Al-Mohammed et al., 2005]. 
Нистатинорезистентный штамм Candida stellatoidea оказался рези­
стентным к амфотерицинам А и В, филипину и другим полиенам 
[Bradley et al., 1961]. При пересевах Candida albicans на среде с кан- 
дидином резистентность развивалась и к амфотерицину В (хотя и не 
в такой же степени) [Hebeka, Solotorovsky, 1965]. Среди грибов виды 
Pythium отличаются резистентностью к полиенам. Хотя эти виды не 
синтезируют и не содержат стерины, но включение стеринов из сре­
ды в их цитоплазматическую мембрану может происходить, в ре­
зультате чего чувствительность к полиенам повышается. Культиви­
рование Pythium на средах с холестерином, стигмастерином. сито­
стерином и эргостерином вызывало по сравнению с контролем рез­
кое увеличение выхода фосфора из клеток под действием филипина. 
что может служить косвенным доказательством включения этих с те­
ринов в мембрану и соответственно реагирования с ними филипина. 
Перенос на среды, не содержащие стеринов, возвращал видам Р - 
thium нечувствительность к полиенам [Schlosser, Gottlieb. 1966]. 
Причину такой устойчивости к ПА очевидно следует искать в моле- 
кулярной организации мембран клеток резистентных штаммов, в ■: т- 
личиях состава и структуры клеточных мембран таких штаммов от 
мембран чувствительных к полиенам грибковых клеток [Gale. 1984: 
Haynes et al., 1996; Pourshafie et al., 2004]. Физико-химические ис­
следования в этом направлении были проведены в серии работ Со­
ловьевой, Белоусовой, Бириной, Фейгина и др. на примере различ­
ных штаммов Candida albicans [Белоусова, 1975, 1976; Вирина и др.. 
1975, 1976, 1979 а, б; Соловьева и др., 1977 а, б; Левченко и др.. 
1979; Singh et al., 1979; Фейгин и др., 1978, 1979, 1981: Belousova et 
al., 1982; Ghannoum, Race, 1999].

Многие исследователи, изучающие проблему резистентности 
микроорганизмов к ПА, полагают, что основная причина устойчиво­
сти клеток дрожжей и дрожжеподобных грибов к этой группе анти­
биотиков состоит в изменении структуры стеринового компонента 
мембран в составе клеток мутантных штаммов, которые, как оказа­
лось, были нечувствительны к действию полиенов [Manning, Robert­
son, 1959; Hebeka, Solotorovsky, 1962, 1965; Stanley, English, 1965; 
Woods, 1971; Molzahn, Woods, 1972; Hamilton-Miller, 1972 a, b; 
Grindle M. 1973; Gale, 1973; Fryberg et al., 1974; Hsu Chen, Feingold, 
1974; Morris et al., 1974; Kim et al., 1975; Lomb et al., 1975; Barton et 
al., 1975; Вирина и др., 1976; Hammarstrom, Smith, 1976; Schiffman, 
Klein, 1977; Koh et al., 1977; Gale et al., 1975, 1977, 1978, 1980; Hidaka 
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et al., 1978; Cassone et al., 1979; Olds et al., 1981; Danilenko, Stepanyuk, 
1982; Notario et al., 1982; Pesti et al., 1982; Kunemund, Hofer, 1983; 
Scholer, Polak, 1984; Takeo, 1985; Al Bassam et al., 1985; Muk­
hopadhyay et al., 2004]. Стерины в клетках устойчивых культур обла­
дают более низким сродством к ПА, чем эргостерин [Fryberg et al., 
1974; Mukhopadhyay et al., 2004]. Эргостерин является основным 
стериновым компонентом дрожжей и дрожжеподобных грибов ди­
кого типа. Для подтверждения данного предположения необходимо 
было провести целенаправленный поиск путей преодоления полиен- 
резистентности. Основная задача этих исследований состояла в том, 
чтобы установить, как влияет подобное изменение состава стеринов 
на взаимодействие ПА с целыми клетками и непосредственно со 
стериновыми компонентами клеток резистентного и чувствительно­
го штаммов. С этой целью был изучен резистентный штамм Candida 
albicans, в клетках которого эргостерин полностью отсутствовал и 
был заменен новым стериновым компонентом [Вирина и др., 1976]. 
Резистентный к ПА штамм R был выделен из клеток Candida albi­
cans при пассировании исходной культуры в жидком сусле, с возрас­
тающими концентрациями амфотерицина В. Штамм R оказался ус­
тойчивым к 50 мкг/мл амфотерицина В, к 5 мкг/мл леворина, к 25 
мкг/мл нистатина [Вирина и др., 1976]. Однако исходный штамм об­
ладал устойчивостью к ПА при более низких концентрациях анти­
биотиков: амфотерицина В (0.35 мкг/мл), леворина (0.15 мкг/мл), 
нистатина (0.7 мкг/мл) [Вирина и др., 1976]. Клетки резистентного 
штамма не отличаются по морфологии от исходной культуры, но 
при выращивании на жидком сусле сильно агрегируют и образуют 
меньшее количество биомассы на средах без антибиотиков. Уровень 
устойчивости не снижался после десяти пассажей в присутствии по­
лиенов и при длительном хранении [Вирина и др., 1976].

Было установлено, что целые клетки и клеточные мембраны чув­
ствительного и резистентного штаммов связывают одинаковое коли­
чество антибиотиков [Соловьева и др., 1977; Вирина и др., 1979 а]. 
Лишь в случае нистатина процент связывания для резистентного 
штамма оказался несколько ниже [Вирина и др., 1975]. При добавле­
нии к растущей культуре чувствительного штамма стеринов, выде­
ленных из мембран, как чувствительного, так и резистентного 
штамма, минимальная подавляющая концентрация антибиотика по­
вышалась на порядок [Вирина и др., 1976]. Это, по-видимому, свиде­
тельствует о том, что полиены ассоциируют со стеринами обоих 
штаммов и что такая ассоциация при добавлении экзогенных стери- 
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нов как бы защищает клетки от действия антибиотика, предотвращая 
его комплексообразование с экзогенными стеринами, включенными 
в мембрану [Ландау, 1981]. Однако эксперименты, проведенные с 
целыми клетками и бислойными мембранами, содержащими стери- 
новые компоненты чувствительного или резистентного штамма, по­
казали, что в случае резистентного штамма, полиены почти не влия­
ют на проницаемость мембран [Вирина и др., 1976, 1979 б]. Мембра­
ны, содержащие стерин резистентного штамма, оказались нечувст­
вительными к амфотерицину В. Изменение проницаемости бислой­
ной мембраны в присутствии амфотерицина В (10 -10 М эффек­
тивно происходит только в том случае, если в нее добавлен стерин 
из клеток дикого типа, содержащий эргостерин в качестве оснэвного 
компонента. Бислойные мембраны, включающие стерины из устой­
чивых клеток, не содержащих эргостерин, практически не изменяют 
проводимости при этих концентрациях антибиотика, что сказывает 
на прямую связь стеринового состава клеток с фенотипическим про­
явлением резистентности к полиенам [Вирина и др., 1976]. Пет пен­
ные данные дают основание утверждать, что стерины резистентного 
штамма в составе клеток и в растворе сохраняют способность связы­
ваться с полиенами на том же уровне, что и стерины чувствительно­
го штамма, однако, по-видимому, у них снижена способность н сбра- 
зованию специфических комплексов с антибиотиками, изменяющие 
мембранную проницаемость в отношении ряда веществ. Сходное 
явление наблюдали ранее при изучении взаимодействия тилидина с 
холестерином в мембранах Acholeplasma laidlawii при 0 и 20°Ç [De 
Kruyff, Demel, 1974]. Связывание антибиотика было одинаковым в 
обоих случаях, тогда как выход из клеток калия и изменение спектра 
поглощения филипина, характерное для образования комплекса, 
имели только при повышенной температуре. Предполагается, что 
ПА сначала связываются с клеткой неспецифически, а затем проис­
ходит их специфическое фиксирование на сайтах и образование 
комплексов с компонентами мембраны [Gale. 1974]. По-видимому, 
изменение стеринового компонента у резистентного штамма Candida 
albicans не отражается на первом этапе связывания амфотерицина В 
с клеткой, но лимитирует осуществление второго этапа взаимодей­
ствия.

Было высказано предположение, что основной причиной устой­
чивости стеринов, в частности эргостерина, является изменение со­
става стеринов в клетках резистентных штаммов [Woods, 1971, 1974; 
Molzahn et al., 1972; Fryberg et al., 1974; Bard, 1972; Вирина и др., 
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1976; Mpona-Minga et al., 1988; Mbongo et al., 1998]. Как было пока­
зано в работе Вириной с соавторами при многократном пассирова­
нии культуры Candida albicans в среде с возрастающей концентра­
цией амфотерицина В был выделен штамм, устойчивый к действию 
нистатина, леворина А2 и амфотерицина В. Причем оказалось, что 
вместо эргостерина, характерного для клеточных мембран чувстви­
тельного штамма, в клетках резистентного штамма содержится гете­
рогенный стериновый компонент, поглощающий в области 212-242 
нм, и не взаимодействующий с ПА [Вирина и др., 1976].

С помощью метода спиновых зондов исследовалось действие 
полиенов на мембраны чувствительных и резистентных штаммов 
[Соловьева и др., 1977 б; Aracava et al., 1981 а, Ь]. Для холестерино­
подобного зонда амфотерицин одинаково влиял на спектры ЭПР мем­
бран обоих штаммов. Основная информация была получена из спек­
тров ЭПР с использованием спинового зонда II, аминоксильный фраг­
мент которого локализован вблизи полярных групп мембраны. Время 
корреляции тс вращательной диффузии этого зонда в присутствии ан­
тибиотика увеличивалось в случае чувствительного штамма и не из­
менялось в случае резистентного. По-видимому, это указывает на из­
менения, происходящие в области полярных групп фосфолипидов и 
белков чувствительного штамма в присутствии полиена [Ландау, 
1981].

ПА влияют на активность связанных с мембраной ферментов. 
Так, при концентрации филипина выше 0,2 мМ на 1 мг белка, на­
блюдается ингибирование АТФ-азной активности в мембране. Лево­
рин, амфотерицин В и нистатин снижают активность щелочной 
фосфотазы, К+, Na+ - АТФ-азы и лактатдегидрогеназы в мембранной 
фракции. В случае резистентного штамма полиены тормозят актив­
ность щелочной фосфатазы примерно в 2 раза слабее, чем в случае 
чувствительного штамма [Соловьева и др., 1977 а]. Предварительная 
обработка мембран детергентами или совместное действие антибио 
тика и детергента предотвращает ингибирующее действие полиена 
на ферментативную активность [Соловьева и др., 1977 а]. Предпола­
гается, что действие полиенов на работу ферментов является не пря­
мым, а косвенным, и связано с влиянием антибиотиков на физико- 
химическое состояние мембран. Показано, например, что в присут­
ствии полиенов щелочная фосфатаза не переходит в водную фазу. 
Ингибирование ферментативной активности обусловлено структур­
ной перестройкой мембраны под действием полиенов. Действитель­
но, активность мембранных ферментов зависит от фазового состоя­
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ния липидов в мембране и при температуре фазового перехода липи- 
дов на графике Аррениуса для ферментативной активности наблю­
дается перегиб (излом) [De Kruyff et al., 1973 b, 1974 b; Tanaka et al., 
1973]. Таким образом, ингибирование активности мембранных фер­
ментов вызвано либо нарушением связи между холестерином и фос­
фолипидом, либо нарушением ассоциации фермента с мембранными 
липидами [Соловьева и др., 1977 а]. Показано, что филипин активи­
рует латентную К+ - АТФ-азу [Gassner, Komnick, 1983]. Обогащен­
ные Na+, К+ - АТФ-азой микросомы солевых желез уток, выдержи­
ваемых на высокосолевой диете, в основном ориентированы так. что 
субстрат недоступен к активному центру фермента и основная часть 
К+-АТФ-азы является латентной. Взаимодействующий со стерино- 
выми компонентами мембран антибиотик филипин в молярном со­
отношении филипин:холестерин 2:1 втрое активирует К" - АТФ-азу.

2.3. Изучение комплексообразования ПА со стеринами 
методом электронной микроскопии

Данные, полученные при исследовании действия ПА на клеточ­
ных мембранах, показывают их специфичность к компоненту стери- 
новой природы - холестерину. Приведенные выше результаты экспе­
риментальных исследований могут лишь косвенно говорить об обра­
зовании комплекса между ПА и стеринами. В этом отношении элек­
тронная микроскопия дает возможность проследить за изменением 
морфологии различных мембранных систем, обработанных поли­
енами и показать наличие структурных образований на поверхности 
мембран.

Ранние эксперименты показали, что литическое действие амфо­
терицина В и нистатина на протопласты грибов, и эритроциты мле­
копитающих подавляется в растворе изотонической сахарозы [Kin­
sky et al., 1962; Kinsky, 1963]. Однако при этих же условиях не уда­
ется подавить литическое действие филипина. Показано, что даже 
при очень низких концентрациях филипина невозможно предотвра­
тить гемолиз эритроцитов [Kinsky et al., 1967 а. Ь]. Объяснение этого 
явления состоит в том, что нистатин и амфотерицин В образуют в 
мембранах «поры», через которые слабо проникают молекулы саха­
розы, тогда как филипин сильнее повреждает мембрану и, тем са­
мым, образует большие по размеру «поры», через которые способны 
проникать молекулы сахарозы. Гемолитическое действие амфотери­
цина В, пимарицина и нистатина при концентрациях 100 мкг/мл 
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полностью подавляется в присутствии низкомолекулярных соедине­
ний - фосфата и анионов сульфата [Kinsky et al., 1967 а, Ь]. Эти ре­
зультаты предполагают, что филипин образует в мембране водные 
поры размером 80-100 Ä, в то время как нистатин, амфотерицин В и 
пимарицин создают в мембранах водные поры сравнительно мень­
ших размеров. Это предположение подтверждается данными, полу­
ченными методом негативного контрастирования. На электронно­
микроскопических картинах мембран эритроцитов крысы и челове­
ка, обработанные филипином, показаны многочисленные «ниши», 
которые могут быть причиной лизиса этих клеток [Tillack, Kinsky, 
1973; Kinsky et al., 1967 Ь]. «Ниши» в мембранах представлены в 
виде темных пятен в диаметре от 80 до 150 Ä, окруженные светлым 
кольцом. Образование «ниш» происходит только при наличии холе­
стерина в мембранах [Verkleij et al., 1973; Tillack, Kinsky, 1973; 
Meyer, 1979; Sekiya et al., 1979, 1982; Pesti et al., 1981; Meyer et al., 
1983]. При изучении электронно-микроскопических картин мембран 
липосом, содержащих холестерин, обработанных филипином и дру­
гими ПА, можно было видеть изменение их ультраструктуры [Kita­
jima et al., 1976]. Особый интерес представляют некоторые внутри­
клеточные мембранные системы, не подверженные действию ПА. В 
ряде работ приводятся микрофотографии, свидетельствующие, что 
ядра и митохондрии в клетках простейших и грибов остаются непо­
врежденными даже при высоких концентрациях ПА [Ghosh, 1963 b; 
Ghosh, Chattergee, 1963 а, Ь]. Это связано с тем, что в мембранах ядер 
и митохондрий содержатся следовые количества холестерина. В ли­
посомах, содержащих холестерин, не наблюдается ультрастурктур- 
ных изменений под действием гидрированного филипина - произ­
водного филипина без двойных связей [Kinsky et al., 1967 Ь]. Цито­
химическим методом и методом замораживания-скалывания с по­
мощью филипина определено содержание холестерина в фокальных 
затемнениях и мультиламеллярных тельцах хрусталика человека 
[Van Marie, Vrenson, 2000]. Фотофизическим методом показано об­
разование в мембранах агрегатов филипина в комплексе с эргосте­
рином [Loura et al., 2001].

В отличие от филипина ни один из других исследованных по­
лиенов не образовывал подобных «ниш» в мембранах эритроцитов 
и в липосомах, приготовленных из лецитина с холестерином. Одна­
ко, при изучении ультраструктуры кристаллов холестерина в при­
сутствии этрускомицина, пимарицина, амфотерицина В и нистати­
на наблюдалось изменение пограничной зоны кристаллов (размы­
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вание границ, углов), свидетельствующее о взаимодействии моле­
кул этих антибиотиков непосредственно с холестерином [Kinsky et 
al., 1967 Ь].

Тот факт, что не обнаружено четких структурных изменений в 
электронно-микроскопических картинах мембран, содержащих хо­
лестерин, после взаимодействия их с нистатином и другими анти­
биотиками, свидетельствует о недостатке метода негативного кон­
трастирования.

Изучение ультраструктуры мембран, обработанных ПА. прово­
дили методом замораживания-скалывания [Verkleij et al., 1973]. Этот 
метод основан на изучении поверхности скола быстро заморожен­
ных суспензий мембран. При этом в плоскости скола могут оказать­
ся как гидрофобные, так и гидрофильные области мембран, недос­
тупные для прямого наблюдения любым другим электронно­
микроскопическим методом. С помощью метода замораживания- 
скалывания Верклей и др., [Verkleij et al., 1973] показали, что фили­
пин вызывает образование агрегатов диаметром 150-250 А в мем­
бранах эритроцитов крыс, холестеринсодержащих мембран клеток 
Acholeplasma laidlawii и в липосомах, полученных из яичного леци­
тина с холестерином. Не наблюдалось изменений на сколотой по­
верхности в отсутствие холестерина. Электронно-микроскопические 
картины показывают наличие в них структурных образований при 
взаимодействии филипина с холестерином. Появление морфологи­
чески характерных агрегатов в тонкой структуре мембран, содержа­
щих холестерин, при взаимодействии их с антибиотиками можно 
связать с образованием полиенхолестериновых комплексов [Tillack, 
Kinsky, 1973; Verkleij et al., 1973; Bastide et al., 1982: Backes, 
Rychnovsky, 1992].

Амфотерицин В не вызывает изменения сколотой поверхности 
лецитин-холестериновых липосом, мембран эритроцитов и холесте­
рин-содержащих клеток Acholeplasma ladilawii в концентрациях от 
10 до 20 мкг/мл [Verkleij et al., 1973]. Однако Нозава с сотрудниками 
[Nozawa et al., 1974] обнаружили, что амфотерицин В в концентра­
циях 2 мкг/мл вызывает глубокие ультраструктурные изменения в 
плазматических мембранах клеток Epidermophyton floccossum пато­
генных грибов человека. Этот антибиотик связывается с мембрана­
ми, образуя агрегаты размером 85 А, представленные на электронно­
микроскопических картинах в виде углублений на внутренней по­
верхности скола. Основным стериновым компонентом клеток Epi­
dermophyton floccossum является эргостерин. Общие липиды, выде­
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ленные из этих клеток, содержат 0,3 М эргостерина на моль фосфо­
липида [Nozawa et al., 1974]. В то же время указывается на то, что 
амфотерицин В при концентрации 20 мкг/мл не действует заметно на 
ультраструктуру мембран клеток Acholeplasma laidlawii и липосом, 
которые содержат только холестерин [Verkleij et al., 1973]. Из этих 
данных следует, что мембраны, содержащие эргостерин, более чув­
ствительны к действию амфотерицина В, чем мембраны с холесте­
рином. Различную степень изменения морфологии мембранных 
структур под действием ПА, видимо, можно связать с неадекватным 
механизмом комплексообразования антибиотиков со стеринами.

2.4. Исследование комплексообразования полиенов 
с холестерином методом УФ спектроскопии

ПА в водных и органических растворах характеризуются 
тремя основными максимумами поглощения в УФ области благода­
ря наличию сопряженных двойных связей в хромофорной части мо­
лекул (рис.2.4.1) [Hamilton-Miller, 1973 a, b; Feinstein et al., 1975; 
D’Amico et al., 1980]. При взаимодействии ПА с холестерином на­
блюдается изменение УФ спектра поглощения (рис. 2.4.1, 2.4.2). 
Увеличение числа двойных связей в молекуле полиена вызывает ба- 
тохромный сдвиг максимумов поглощения и соответствующее изме­
нение окраски антибиотиков, как это показано в таблице 2.4.1.

Максимумы поглощения в УФ области основных ПА 
в зависимости от числа двойных связей

Таблица 2.4.1

Число 
двойных 

связей

Три максимума 
поглощения в 

УФ области, нм
Цвет

Триены 3 - -

Тетраены 4 291,304,318 Светло-желтый
Пентаены 5 317,331,350 Желтый

Гексаены 6 340,358,380 Желто-оранжевый
Гептаены 7 361,382,405 Оранжевый

120



по
гл

ощ
ен

ие
 

по
гл

ощ
ен

ие
филипин этрускомицин

длина волны (нм)

Рис. 2.4.1. УФ спектры поглощения ПА [Norman et al., 1972 а].
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Рис. 2.4.2. УФ спектры поглощения фили­
пина. Слева в водном растворе, справа в 
растворе метанола. Концентрация фили­
пина в обоих случаях З-Ю'5 M [Norman et 
al., 1972 а, Ь].

Добавление холестерина или других стеринов в водные раство­
ры ПА приводит к уменьшению максимума УФ спектра поглощения 
антибиотиков, что является результатом образования комплекса ПА 
с холестерином [Lampen et al., I960; Norman et al., 1972 a, b; Bittman 
et al., 1974 a, b; Gruda et al., 1980]. Комплексообразование полиенов c 
холестерином в водных растворах было также показано в работах 
Климова и др. [Климов и др., 1971; Климов, Никифорова, 1971; 
Schaffner, Mechlinski, 1972; Mechlinski, Schaffner, 1972; Bonner et al., 
1975; Kirschbaum, Kahn, 1967; Chapados et al., 1994]. При выдержи­
вании филипина, натриевой соли леворина и амфотерицина В с хо­
лестерином в водном растворе наблюдалось заметное снижение об­
щей интенсивности их спектров поглощения без изменения харак­
тера УФ спектра, что свидетельствует о процессе комплексообразо­
вания полиенов с холестерином [Castanbo et al., 1994]. Наличие сте­
ринов не изменяет длину волны максимума поглощения полиенов, а 
изменяет лишь величину максимума поглощения.

Присутствие сывороточного альбумина, углеводов, фосфолипи­
дов и мочевины в диапазоне pH от 2 до 9 не влияет на комплексооб­
разование полиенов с холестерином, а в то время как добавление ме­
танола, этанола и диоксана в водные растворы приводит к разрыву 
комплексов ПА-холестерин [Romanini et al., 1998]

Ранее Лампен и Готлиб показали, что при добавлении холесте­
рина в водный раствор филипина происходит изменение спектра по­
глощения, однако этот спектр не изменяется в органических раство­
рителях [Lampen et al., 1960; Gottlieb et al., 1961]. На рис. 2.4.2 пока­
зан УФ спектр филипин-холестеринового комплекса в водном рас­
творе и в растворе метанола. При добавлении холестерина к фили- 
пину в органическом растворителе не происходит изменения УФ 

122



спектра, однако, если холестерин добавляется к филипину в водном 
растворе, то происходит существенное изменение УФ спектра по­
глощения, рис. 2.4.2.

Методом УФ спектроскопии исследовалось взаимодействие по­
лиенов с липосомами и клетками Acholeplasma laidlawii, содержа­
щими стерины. Добавление липосом с холестеринами в водные рас­
творы антибиотиков приводит к уменьшению макисмума поглоще­
ния. Этот эффект антибиотиков зависит от липидного состава липо­
сом [Gages et al., 2001] Липосомы, приготовленные из лецитина, в 
составе которых находится холестерин, менее чувствительны к дей­
ствию полиенов [Norman et al., 1972 а, Ь].

Добавление клеток Acholeplasma laidlawii, выращенных на среде 
со стеринами, в водные растворы антибиотиков приводит также к 
уменьшению максимума поглощения УФ спектра. Это происходит в 
результате взаимодействия антибиотиков со стеринами. локализо­
ванными в клеточных мембранах Acholeplasma laidlawii. По эф фек- 
тивности взаимодействия с холестерином ПА располагаются в сле­
дующий ряд: филипин > амфотерицин В > этрускомицин > пимари­
цин > нистатин [Norman et al., 1972 a, b].

Структура стерина во многом определяет степень взаимодейст­
вия их с полиенами. Так, например, стерины, содержащие 32-ОН 
группу более эффективны, чем стерины, содержащие За-ОН или 3- 
кетогруппу. Для взаимодействия полиенов со стеринами необходи­
мо, чтобы молекула стерина имела неповрежденный скелет, гидро­
фобную область при Си и группу 3|3-ОН [Norman et al.. 1-“2 a. b; 
Фейгин и др., 1978, 1979, 1981].

2.5. Изучение комплексообразования ПА с холестерином 
методами дифференциальной сканирующей калориметрии, 

флуоресценции и кругового дихроизма

Калориметрические методы, в частности метод сканирующей 
микрокалориметрии, дают ценную информацию о физико-химичес­
ких свойствах кооперативных температурных переходов в растворах 
биополимеров и о конформационных превращениях белков и нук­
леиновых кислот. Биологические мембраны представляют собой 
один из объектов, исследование которых методом сканирующей 
микрокалориметрии весьма перспективно. Из-за сложности этих 
систем имеются пока только качественные результаты [Melchior et 
al., 1970; Oldfield, Chapmen, 1972]. Принцип метода основан на из­
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мерении количества выделяемой или поглощаемой теплоты, связан­
ной с макромолекулярными превращениями в растворах органиче­
ских соединений.

Для того, чтобы получить представление о комплексообразова­
нии полиена с холестерином было изучено действие антибиотиков 
на энергию фазового перехода липидов. Чистый лецитин, молекула 
которого содержит одну ненасыщенную и одну насыщенную жир­
ные кислоты (1-олеин-2-стеарил-зп-глицеро-3-фосфорилхолин), ис­
пытывает четкий фазовый переход при 13°С из кристаллической в 
жидкокристаллическую стурктуру [Norman et al., 1972 а, Ь]. С помо­
щью метода дифференциальной сканирующей калориметрии было 
показано, что введение холестерина в липосомы, приготовленные из 
лецитина, вызывает заметное изменение величины энергии фазового 
перехода, в то время как добавление филипина к липосомам без хо­
лестерина приводит к незначительному уменьшению энергии фазо­
вого перехода. В растворах филипина липосомы, содержащие в сво­
ем составе лецитин с холестерином, испытывают фазовый переход 
при той же температуре. Эти данные говорят о том, что при взаимо­
действии филипина с холестерином происходит образование ком­
плексов филипин-холестерин, приводящих в результате к ослабле­
нию взаимодействия между холестерином и лецитином в мембранах 
[Norman et al., 1972 а].

В липидных мембранах клеток Acholeplasma laidlawii, выращен­
ных на олеиновой кислоте, фазовый переход наблюдается ниже 0°С 
[De Kryuff et al., 1974 Ь]. Включение холестерина в клетки Achole­
plasma laidlawii уменьшает энергию фазового перехода липидов в 
мембранах. Это свидетельствует о взаимодействии холестерина с 
фосфолипидами в мембранах. Однако добавление ПА к клеткам 
Acholeplasma laidlawii вновь увеличивает энергию фазового перехо­
да. Такое изменение энергии фазового перехода происходит за счет 
образования комплекса полиенов с холестерином.

Принимая во внимание специфичность взаимодействия ПА с хо­
лестерином, многие исследователи высказали мнение, что антибио­
тики полиеновой структуры можно использовать в качестве флуо­
ресцентной метки для определения содержания холестерина в био­
логических и бислойных мембранах [Schroeder et al., 1973; 
Drabikowski et al., 1973; Archer, 1975; Moulki et al., 1976; Flick, Geler- 
inter, 1977; Iqbal, Weidekamm, 1979; Robinson, Kamovsky, 1980; 
Oehlschlager, Laks, 1980; Vertut-Croquin et al., 1983; Croquin et al., 
1983; Colline et al., 1985; Szponarski, Bolard, 1987; Weakliem et al., 
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1995; Ridente et al., 1996; Foumie et al., 1998]. Флуоресцентным мето­
дом можно определить специфичность взаимодействия полиенов с 
холестерином, содержащихся в биологических и модельных мем­
бранах, кинетику образования комплекса антибиотика с холестери­
ном [Strom et al., 1973 a, b; Crifo et al., 1971, 1976] и стехиометрию 
взаимодействия антибиотика с холестерином [Scroeder et al.. 1973: 
Strom et al., 1973 а, Ь]. С этой точки зрения изучение интенсивности 
флуоресценции дает существенную информацию о структуре ком­
плексов холестерина с ПА [Schroeder et al., 1973; Drabikowski eı al.. 
1973; Castanho, Prieto, 1995].

Молекулы полиенов, содержащие естественную систему сопря­
женных двойных связей, имеют собственный спектр интенсивности 
флуоресценции с максимумом поглощения в ближней УФ области 
[Schroeder et al., 1973]. Было показано, что в отличие от нистатина и 
амфотерицина В, филипин дает сильную флуоресценцию с макси­
мумом при 480 нм, положение которого не зависит от полярност?: 
среды [Drabikowski et al., 1973; Schroeder et al., 1972, 1973; Castanbc. 
Prieto, 1992; Castanbo et al., 1992]. Интенсивность флуоресценции 
филипина увеличивается с уменьшением полярности среды, но при 
этом максимум спектра не сдвигается. В исследованиях, проведен­
ных Шредером и соавт. [Schroeder et al., 1973], введение холестерина 
в водный раствор филипина приводит к уменьшению квантового 
выхода флуоресценции на 25%. При этом происходит специфиче­
ское связывание молекул филипина с холестерином в стехиометри­
ческом соотношении 1:1. Однако, в присутствии другого ПА пима­
рицина после введения холестерина наблюдается увеличение кван­
тового выхода почти в 80 раз. Такое изменение интенсивности флуо­
ресценции в ответ на введение холестерина может быть связано с 
различной физической природой взаимодействия ПА с холестери­
ном. Под действием филипина изменение интенсивности флуорес­
ценции наблюдается также и в том случае, если в среде присутству­
ют липосомы, полученные из лецитина и липидных фрагментов сар­
коплазматического ретикулума, в составе которых находится холе­
стерин. Удаление холестерина приводило к значительному умень­
шению величины максимума флуоресценции [Drabikowski et al., 
1973]. Детально было изучено тушение флуоресценции филипина, 
индуцированного нитроксид-замещенными жирными кислотами и 
производными холестерина в липосомах, приготовленные из дипал- 
митоилфосфатидилхолина. При взаимодействии с липосомами фи­
липин в основном локализуется в гидрофобной части мембран. При
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3%-ой молярной концентрации филипина он находится в водной 
среде преимущественно в агрегатном состоянии и в таком состоянии 
он взаимодействует с липосомальным холестерином в стехиометри­
ческом соотношении 1:1 [Castanho, Prieto, 1995].

Этрускомицин также имеет собственный спектр флуоресценции, 
максимум которого приходится на 410 нм [Strom et al., 1973 a, b; 
Nedeau et al., 1982]. Авторы исследовали взаимодействие этрускоми­
цина с чистым холестерином, эргостерином, липосомами и с мем­
бранами эритроцитов. Показано, что интенсивность флуоресценции 
сильно возрастает при взаимодействии этрускомицина с холестери­
ном и эргостерином, а кинетика установления квантового выхода 
оказалась различной для исследованных систем. Методом флуорес­
ценции показана высокая чувствительность филипина к мембранам, 
в составе которых содержится дипалмитоилфосфатидилхолин [Cas­
tanho et ah, 1999].

Методом КД исследовалось комплексообразование гептаеновых 
антибиотиков с монослойными липосомами, содержащих различные 
концентрации холестерина [Bunow, Levin, 1977; Boudet, Bolard, 
1979; Mazerski et al., 1983; Bolard et al., 1984; Bolard, 1984]. Показано, 
что в отличие от неароматического антибиотика амфотерицина В 
при взаимодействии ароматических антибиотиков с липосомами об­
разуются только 2 типа комплексов: первый тип комплекса не при­
водит к изменению проницаемости липосомальных мембран, тогда 
как второй тип комплекса увеличивает проницаемость липосом для 
ионов. Концентрация холестерина и физическое состояние мембран 
влияют только на количество проникающих веществ. Эти результа­
ты показывают, что имеются некоторые различия в механизме дей­
ствия ароматических и неароматических антибиотиков.

Методом КД исследовалась способность молекул амфотерицина 
В обмениваться между липосомами. При комнатной температуре на­
блюдался быстрый обмен молекул амфотерицина В между липосо­
мами одного состава, приготовленные из дипальмитоилфосфатидил- 
холина или из яичного лецитина [Bolard et al., 1981]. Амфотерицин В 
переносится также из фосфатидилхолиновых липосом в липосомы из 
яичного лецитина, однако переход амфотерицина В в обратном на­
правлении не наблюдался. Перенос амфотерицина В в обоих направ­
лениях происходил выше точки фазового перехода липидов (48°С). 
Эти результаты объясняются различными константами связывания 
молекул амфотерицина В с липидами, находящимися в кристалличе­
ском и жидкокристаллическом состояниях.
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Методами КД и УФ спектроскопии изучено взаимодействие фи­
липина с модельными и клеточными мембранами, содержащие рас­
тительные стерины [Milhaud et al., 1988; Milhaud et al., 1989 a, b, с]. 
При изучении взаимодействия филипина с большими униламелляр- 
ными везикулами, содержащие стигмастерин, ситостерин, кампосте- 
рин и 24-метилполинастанол при молярном соотношении фили- 
пишстерин меньше единицы было показано изменение в спектрах 
поглощения, что указывает на комплексообразование филипина со 
стеринами. При более высоком соотношении филипин:стерин фили­
пин образовывал комплексы с фосфолипидами мембран. Методом 
линейного дихроизма показана локализация филипин-холестерино- 
вого комплекса в липосомальных мембранах и представлена моле­
кулярная модель комплекса филипин-холестерин [Lopes et al., 2004].
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ГЛАВА 3. ИССЛЕДОВАНИЕ МОЛЕКУЛЯРНОГО 
МЕХАНИЗМА ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ ПА С МОДЕЛЬНЫМИ 

МЕМБРАННЫМИ СИСТЕМАМИ

3.1. Мономолекулярные слои

Для изучения механизма действия ПА на молекулярном уровне 
Демелом и др. [Demel et al., 1965, 1968, 1972] было исследовано 
взаимодействие полиенов с липидными мономолекулярными слоями 
на границе раздела вода-воздух. Монослои приготовляли из холесте­
рина, эргостерина, р,у-дипальмитол-Ь-а-фосфатидилэтаноламина, у- 
стеарил-Р-олеил-Ь-а-фосфатидилхолина и других, содержащих фос- 
фатидилхолин, соединений. Состав монослоя оказался определяю­
щим фактором для степени проникновения в него филипина и нис­
татина. Наибольшее проникновение происходило в монослой холе­
стерина. Пленки сжимали до заданной величины давления на по­
верхности, после чего растворы ПА в ДМФА или ДМСО осторожно 
вводили под монослой. Так, филипин в результате проникновения в 
монослой повышал поверхностное давление монослоя с 2 дин/см до 
31 дин/см. Значительное проникновение полиенов было отмечено и 
в монослой эргостерина. При указанных выше условиях ни один из 
антибиотиков не взаимодействовал с монослоями, приготовленными 
из фосфолипидов, лишенных стеринов, или из общих липидных экс­
трактов, полученными из бактерий. Филипин увеличивал поверхно­
стное давление монослоев, приготовленных из общих липидных экс­
трактов бычьих эритроцитов. Монослой, приготовленный из фрак­
ций липидов, экстрагированных из эритроцитов и содержащий холе­
стерин, реагировал на добавление филипина сильнее, чем монослой, 
приготовленный из общей липидной фракции бактериальных клеток 
организма, нечувствительного к полиенам.

Демел и др. [Demel et al., 1965, 1968] в своих экспериментах на­
блюдали взаимодействие полиенов со стериновыми монослоями в 
широких пределах концентраций антибиотика. При низких концен­
трациях филипин вызывал намного большее увеличение поверхно­
стного давления монослоя, полученного из холестерина, чем этру­
скомицин, амфотерицин В, пимарицин и нистатин. Это соответству­
ет тому ряду активности, в котором антибиотики способны разру­
шать эритроциты млекопитающих или клетки грибов. Различия в 
эффективности антибиотиков могут быть объяснены различным 
сродством полиенов к стеринам. Гидрированный филипин оказался 
значительно слабее по степени гемолитического действия, чем ис-
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ходный антибиотик [Kinsky et al., 1967 Ь]. Гидрированный филипин 
оказывает слабое действие на величину поверхностного давления 
монослоя из холестерина, чем исходный филипин [Demel et al.. 1968].

Ряд работ посвящен исследованию взаимодействия полиенов с 
монослоями различного состава [Demel et al., 1965; Demel et al.. 
1968; Kinsky et al., 1966; Ockman, 1974; Saka, Mita, 1998]. Было пока­
зано, что филипин и нистатин не проникают в монослой липидов, 
экстрагируемых из бактерий (на которые эти антибиотики не дейст­
вуют), но легко проникают в липиды, полученные из эритроцитов 
быка. Липиды эритроцитов быка были разделены на фракции ней­
тральных липидов и фосфолипидов. Полиены проникали в перв)то 
фракцию, но не во вторую (фракция нейтральных липидов богата 
холестерином). Показано, что филипин и нистатин легко проникают 
в монослои холестерина или эргостерина, но не взаимодейств) ют с 
фосфолипидами, в том числе с лецитином. Способность ряда г гал­
енов проникать в монослои холестерина измеряли по вызываемом) 
ими относительному увеличению поверхностного натяжения Ак­
тивность уменьшалась в следующем порядке (в скобках приведены 
величины молекулярного веса): филипин (654), этрускомипин “ÜOı. 
амфотерицин (960), пимарицин (681), нистатин (932). Степень дезор­
ганизации мембран, по-видимому, больше зависит от соотношения 
стеринов и фосфолипидов, чем от присутствия стериноь как тако­
вых. В монослоях холестерина и лецитина величина поверхностного 
натяжения при добавлении определенного количества ридипина 
снижалась при увеличении процентного содержания i ос;: липида. 
При высоком поверхностном натяжении проникновение тллипина в 
слои холестерина сопровождалось небольшим увеличением поверх­
ности пленки. Было подсчитано, что на каждые 100-25L молекул хо­
лестерина в слой внедряется одна молекула полиена, в результате 
которого происходит переориентация молекул стерина. При добав­
лении филипина к монослоям, приготовленных из смеси лецитин: 
холестерин увеличение поверхностного натяжения было совершенно 
непропорционально количеству молекул полиена, внедрившихся в 
пленку. Этот эффект служит хорошим доказательством того, что по­
лиены вызывают сильную дезорганизацию липидов. На основании 
этих исследований были сделаны следующие заключения: а - поли­
ены специфически взаимодействуют со стеринами; б - ПА вызывают 
переориентацию стеринов в мембранах, в результате чего изменяет­
ся их проницаемость [Demel et al., 1965; Demel et al., 1968; Kinsky et 
al., 1968].
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Более детально было исследовано взаимодействие производных 
холестерина с филипином на чистых и смешанных монослоях [Nor­
man et al., 1972 а]. В этой работе исследована величина поверхност­
ного давления при введении филипина под монослой, приготовлен­
ных из чистого стерина и из смеси лецитина и стерина в соотноше­
нии 1:1. При введении филипина под монослой наблюдалось увели­
чение поверхностного давления в чистых стериновых монослоях с 
холестерином, стигмастерином и эпилхолестерином. Не наблюда­
лось изменение поверхностного давления в присутствии андростан- 
3, капростанола, при разрыве кольца В в молекуле стерина, на при­
мере эргокальциферола (витамина Д2), а также при наличии кето- 
функциональных групп в молекуле стерина. В смешанных липид: 
холестериновых монослоях увеличение поверхностного давления 
было показано в присутствии холестерина и стигмастерина. ПА уве­
личивают поверхностное давление, если в состав монослоя вводится 
эргостерин и латостерин. Эпихолестерин, капростанол или кето- 
стерины малоэффективны в смешанных монослоях. В чистых моно­
слоях из стерина наблюдалось сильное увеличение поверхностного 
давления, при введении филипина под монослой, тогда как в сме­
шанных монослоях лецитин:эпихолестерин отмечалось небольшое 
увеличение поверхностного давления. Исследование взаимодействия 
ПА с монослоями показало, что наличие стерина является необхо­
димым условием для полиеновой чувствительности. Только стерины 
с ЗР-ОН группой и неповрежденным циклопентанфенантреновым 
кольцом эффективно связываются с полиенами [Norman et al., 1972 
a, b; Demel et al., 1965; Demel et al., 1968].

3.2. Липидные везикулы (липосомы)

В качестве модели для изучения механизма действия ПА широ­
ко используются липосомы - сферические мицеллы, образующиеся 
при набухании фосфолипидов в водных растворах [Bangham, 1971 а, 
Ь]. Полученные в обычных условиях липосомы состоят из концен­
трических бимолекулярных слоев фосфолипидов, разделенных вод­
ными прослойками. При использовании ультразвука удается полу­
чить однослойные липосомы - мельчайшие пузырьки, окруженные 
бимолекулярной фосфолипидной мембраной. Липосомы являются 
удобным инструментом при исследовании проницаемости модифи­
цированных фосфолипидных мембран для различных ионов и орга­
нических соединений.
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Действие ПА на липосомы подробно изучено Вейсманом и Сес- 
са [Weissmann, Sessa, 1966, 1967]. В своих первых исследованиях 
они показали, что филипин, этрускомицин, амфотерицин В и ниста­
тин при концентрациях от 104 до 10’’ М в различной степени спо­
собствовали выходу меченых ионов хромата и фосфата, а также 
глюкозы из липосом, приготовленных из яичного лецитина. Вклю­
чение холестерина или эргостерина в липосомы заметно усиливало 
выход маркеров из липосом в присутствии амфотерицина В и нис­
татина. В тех же условиях филипин и этрускомицин также способст­
вовали увеличению выхода маркеров из липосом. Последующие 
эксперименты показали, что в отсутствии стерина филипин оказыва­
ет свое действие и тогда, когда липосомы готовились с положитель­
но или отрицательно заряженными липидами (со стеариламином или 
дицетил-фосфатом) [Sessa, Weismann, 1967]. Филипин и этрускоми­
цин в одинаковой степени способствуют освобождению хромата из 
липосом, независимо от содержания холестерина. Получен . дан­
ные приводят к выводу о том, что наблюдается разница в способах 
действия некоторых ПА - филипин ведет себя как этрускомицин. но 
отличается от амфотерицина В и нистатина. Различное действие ' и- 
липина и амфотерицина В не согласуются с исследованиями Вебера 
[Weber, Kinsky, 1965] и Фейнгольда [Feingold, 1965]. которые пока­
зали, что клетки Acholeplasma laidlawii, выращенные в среде, содер­
жащей холестерин, были чувствительны к обоим антибиотикам

Эти расхождения вынудили многих исследователей и дальше ис­
следовать взаимодействие между полиенами и липосомами. Кинский 
и др. [Kinsky et al., 1968] показали, что включение холестерина в ли­
посомы, приготовленные из лецитина, увеличивало как скорость, так 
и степень выхода глюкозы из липосом под действием низких кон­
центраций филипина (10’6до 10 3 М). Эти данные несколько отлича­
ются от данных Вейсмана и Сесса, которые в своих работах исполь­
зовали концентрацию филипина 10’4 - 10' М [Weissmann, Sessa, 
1966, 1967]. В последующих экспериментах, исследуя проницае­
мость липосом под действием производных филипина, Сесса и 
Вейсман [Sessa, Weismann, 1968] показали, что уже при низких кон­
центрациях антибиотики оказывали эффективное действие на липо­
сомы, содержащие холестерин. В результате усиливался выход ио­
нов хромата из липосом. Обработанные филипином везикулы начи­
нали пропускать рутениевый синий (м.в. 850), но не молекулы пе­
роксидазы (м.в. 1900) [Gassner, Komnick, 1983].

В дальнейшем Сучен и Фейнгольд [Hsuchen, Feingold, 1973 a, b, 
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с] исследовали эффект амфотерицина В и нистатина на выход мече­
ной глюкозы из липосом, содержащих различные жирные кислоты. 
В присутствии 5-10'6 М амфотерицина при введении холестерина в 
состав липосом, приготовленных из яичного лецитина, авторы на­
блюдали увеличение выхода меченой глюкозы. Нистатин и амфоте­
рицин В уменьшают выход глюкозы из липидных везикул, приго­
товленных из дипальмитоиллецитина или дистеариллецитина без 
холестерина. Эти данные показывают, что в отсутствие холестерина 
эти антибиотики при концентрации от 10'6 до 10‘5 М слабо влияют на 
выход глюкозы из липосом. По-видимому, состав липосом является 
важным фактором, определяющим чувствительность полиенов к 
мембранам. Исследования проницаемости липосом для ионов и ней­
тральных молекул в присутствии ПА были продолжены Де Круиф­
фом с сотр. [De Kruyff et al., 1974 а, Ь]. Было показано, что филипин, 
амфотерицин В и нистатин вызывают выход ионов К+ из липосом, 
который значительно возрастает при добавлении холестерина в ли­
посомы. В присутствии этрускомицина при концентрации 50 мкг/мл 
наблюдается незначительный выход ионов К+ из липосом, содержа­
щих холестерин. Пимарицин до 100 мкг/мл не увеличивает выхода 
ионов К+ из липосом даже тогда, когда они содержат высокую кон­
центрацию холестерина [De Kruyff et al., 1974 а, Ь]. После добавле­
ния нистатина или амфотерицина В к липосомам, содержащим эк­
вимолярные концентрации КС1 и глюкозы, отмечался быстрый поток 
К+ и почти не наблюдалось выхода меченой глюкозы. В присутствии 
филипина липосомы оказались проницаемы для ионов К+ и глюкозы 
[De Kryuff et al., 1974 а]. Катаока и Битман в своих работах показали, 
что филипин способствует выходу из липосом, содержащих холесте­
рин, меченого глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы [Kataoka et al., 1973; 
Kataoka, Kaprowski, 1975; Bittman, Fischkoff, 1972; Blau, Bittman, 
1977]. Высказано предположение, что изменение проницаемости ли­
посом может быть результатом образования в них комплексов фили­
пина с холестерином, составляющих в диаметре 150-250 А. На элек­
тронно-микроскопических картинах эти комплексы представлены в 
виде «ниш» [Verkleij et al., 1973; Kinsky et al., 1967 b; Tillack, Kinsky, 
1973]. По способности увеличивать выход ионов К+ из липосом ПА 
располагаются в следующий ряд: амфотерицин В > филипин > этру- 
скомицин > пимарицин [De Kruyff et al., 1974 а]. Структура стерина 
оказалась важным фактором, обуславливающая взаимодействие ан­
тибиотиков с липосомами. Наличие в молекулах стерина ЗР-ОН 
группы, циклопентанфенантренового кольца и гидрофобной цепочки 
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при Си является необходимым условием взаимодействия полиенов 
со стеринами в мембранах [Касумов, Либерман. 1972; Bolard et al., 
1980; Bolard, Cheron, 1982; Bolard, 1986 а, Ь].

Используя метод ультрафильтрации озвученных липосом, при­
готовленных из смеси яичного лецитина, дицетилфосфата и холесте­
рина в молярном соотношении 10:1:5, Наото с сотрудниками иссле­
довали действие ПА на проницаемость липосом для ионов Na’ и СГ, 
меченой глюкозы, сахарозы, инулина и декстрана [Naoto et al.. 1980]. 
Обнаружено, что амфотерицин В и нистатин в концентрации 2 и 20 
мкг/мл соответственно значительно повышают проникаем теть липо­
сом для глюкозы, ионов Na+ и СГ. В присутствии 20 мкг мл рилипи- 
на наблюдалось повышение проницаемости липосом для всех мар­
керов, включая декстран с молекулярным весом 75 000. Увеличение 
проницаемости липосом для декстрана наблюдалось также в работе 
Тирлинка [Teerlink et al., 1980]. Из этих работ следует, что указанные 
антибиотики формируют в мембранах липосом поры определенных 
размеров.

Тирлинк с соавт. [Teerlink et al., 1980] исследовали влияние пи­
марицина, этрускомицина и амфотерицина В на выход ионов из 
неозвученных липосом с различным содержанием стерин:в. Этру- 
скомицин в концентрации 1,5 мкг/мл практически не увеличивает 
выход ионов К+ из липосом при уровне холестерина в 2 мол '. но 
увеличивает выход ионов К+ из липосом при повышении холестери­
на до 40 мол%. Доля освобожденного К+ в присутствии -гр у ска Ми­
нина возрастает вдвое при замене холестерина на эргостерин. Выход 
К+ из липосом в присутствии 20 мкг/мл пимарицина наблюдается 
только при уровне холестерина в липосомах в 40-50 мол 2. В этом 
случае замена холестерина на эргостерин также сильно увеличивает 
выход ионов К+ из липосом. При уровне холестерина в 20 мол% по­
лучен максимальный выход ионов К+ из липосом в присутствии ам­
фотерицина В в концентрации 0.5 мкг/мл. При замене холестерина 
на эргостерин также наблюдался интенсивный выход ионов К+ из 
липосом, однако концентрация амфотерицина В требовалась в 16 раз 
меньше, чем в случае холестерина. Имеются данные о том, что ам­
фотерицин В и нистатин проявляют отличный друг от друга эффект 
на липосомы, в составе которых отсутствует стерин [Whyte et al., 
1989]. Показано, что филипин оказывает влияние на поверхностный 
потенциал мембран вакуолей и гранул, меняя его на противополож­
ный заряд [Orci et al., 1980].

С целью выяснения механизма формирования ионпроводящих 
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полиеновых структур в мембранах необходимо, прежде всего, 
исследовать на молекулярном уровне характерные особенности 
взаимодействия липидных компонентов мембран с ПА, как модифи­
каторов мембранной проницаемости [Weismann et al., 1966; Abram­
son, Ockman, 1973; Bittman et al., 1974 a, b; Cohen, 1975; Gent, 
Prestegar, 1976; Bittman et al., 1976; Strom et al., 1976 a, b; Chen 
Winston, Bittman, 1977; Russel et al., 1977; Van Hoogevest, De Kruyff, 
1978; Bittman, 1978; Blau, Bittman. 1978; Onki et al., 1979; Kelly et al., 
1979; Nakamura et al., 1980; Prignet et al., 1980; Oehlschlager, Laks, 
1980; Zagyansky, Jard, 1981; Strauss, 1981; Aracava et al., 1981 a, b; 
Cybulska et al., 1981; Blau et al., 1982; Wilfred, Selvakumar, 1983, 
Vertut-Croquin et al., 1984, 1985; Hunt et al., 1984; Yeagle, 1985; 
Dufourc, Smith, 1985; O’Neill et al., 1986; Cybulska, 1986; Hartsei et al., 
1988, 1991]. Так, в этом отношении привлекают внимание работы 
Дюфурка и соавт. [Dufourc et al., 1984]. Исследуя методом 2Н-ЯМР 
влияние амфотерицина В на молекулярную организацию липидов в 
липосомах из димиристоилфосфатидилхолина с использованием се­
лективно дейтерированного холестерина и эпихолестерина, они 
пришли к предположению о некотором «замораживании» подвиж­
ности холестерина в мембранах липосом в присутствии амфоте­
рицина В. Этим же методом авторы исследовали влияние амфотери­
цина В на организацию многослойной мембраны из димиристоил­
фосфатидилхолина [Dufourc et al., 1984]. В результате был сделан 
вывод, что в присутствии этого антибиотика при температурах 
больших 25°С, димиристоилфосфатидилхолин находится в двух раз­
личных состояниях: свободном и связанном с амфотерицином В (со 
стехиометрией 1:1). Авторы полагают, что в связанном состоянии 
жирнокислотная цепь липида находится в полностью транс конфи­
гурации. Димиристоилфосфатидилхолин, не связанный с амфотери­
цином В, имеет при 25-40°С большую упорядоченность, чем в чисто 
липидном бислое. В работе Клежана и Битмана исследована 
кинетика взаимодействия амфотерицина В и филипина со стеринами 
и изучено распределение стерина и фосфолипидов в мембранах 
липосом [Clejan, Bittman, 1985].

Методом светорассеяния была изучена концентрационная зави­
симость проницаемости липосом, индуцированной амфотерицином 
В. Было показано образование двух типов пор, проницаемые для ио­
нов и воды, соответственно. При обработке липосом низкими кон­
центрациями антибиотика в мембранах формируется первый тип 
пор, имеющий характер «ионных». При больших концентрациях ан­
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тибиотика формируется второй тип пор - водных пор [Cohen, 1987, 
1993].

Исследуя методами КД и УФ спектроскопии взаимодействие 
филипина с моноламеллярными липосомами, приготовленных из 
фосфолипидов сои в комплексе с некоторыми растительными стери- 
нами, было показано, что при молярном соотношении фили­
пин: стерин 1:1 в липосомах формируются антибиотик-стериновые 
комплексы, а при более высокой концентрации филипина образу­
ются комплексы антибиотика с фосфолипидами [Aracava et al., 1981: 
Milhaud et al., 1988]. Выяснить механизм ионной проницаемости 
мембран, модифицированных полиенами, можно только при учете 
взаимодействия всех структурных компонентов мембраны: анти­
биотиков, стеринов и фосфолипидов. В этом аспекте была изучена 
связь структуры антибиотиков (производные амфотерицина В) с 
биологической активностью на клетках и липидных мембранах в 
зависимости от содержания в бислоях холестерина и других сте­
ринов [Gary-Bobo, 1989]. Активность производных амфотерицина В 
исследовали методом JİP-HMP на крупных моноламеллярных липо­
сомах при изучении транспорта протонов в градиенте pH (внутри 
5.5, снаружи 7.5) в присутсвии разобщителей окислительного фос­
форилирования. В этих экспериментах производные амфотерицина 
В со свободной карбоксильной группой действовали как ка- 
налообразователи в бислоях, содержащих только эргостерин (или 
стерины с алкильной боковой цепью как у эргостерина), а в бислоях, 
содержащих другие стерины, действовали как переносчики. Таким 
образом, механизм индуцириванной полиенами ионной проница­
емости зависит от структурных компонентов мембраны.

При взаимодействии различных по структуре антибиотиков с ли­
посомами меняется общая картина наблюдаемой индуцированной 
проницаемости [Pierce et al., 1978 a, b; Podo et al., 1979; Capuozzo, 
Bolard, 1985; Касумов и др., 1987; Sergeev et al., 1993]. Так, 
результаты исследования комбинированного эффекта амфотерицина 
В и люцензомицина на проницаемость для катионов в моноламел­
лярных липосомах показывают, что люцензомицин уменьшает про­
ницаемость липосом и затрудняет сборку амфотерициновых кана­
лов. Другой причиной антагонизма антибиотиков может быть фор­
мирование в мембранах «гибридных» нефункциональных каналов 
[Capuozzo, Bolard, 1985]. Показано также, что мембраны, содержа­
щие инактивирующие каналы, ведут себя при определенных ус­
ловиях как колебательный контур. При действии на такую мембрану 
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переменным электрическим полем, в ней наблюдаются резонасные 
изменения мембранного потенциала и проводимости каналов [Мар­
кин и др., 1974]. Коломыткиным с соавторами было обнаружено 
повышение ионной проводимости мембран и увеличение доли вре­
мени нахождения амфотерициновых каналов в открытом состоянии 
при действии антител [Kolomytkin et al., 1989].

Результаты исследований при изучении проницаемости микроб­
ных клеток и липосом показывают, что механизм действия ПА на 
мембранах этих двух систем идентичен и изучение его механизма 
действия более детально представляется возможным на модельных 
мембранных системах [Hartsei et al., 1993; Coutinho, Prieto, 2003]. 
Несмотря на высокую чувствительность липосом при изучении их 
проницаемости для ионов и меченых соединений в присутствии раз­
личных ионофоров, они обладают следующими недостатками: 1) 
сложность получения однородных липосом; 2) отсутствие соответ­
ствующего контроля за состоянием липосом, что приводит к усред­
нению измеряемых характеристик; 3) наличие большого разброса 
размера липосом; 4) малая скорость измерения основного параметра 
- проницаемости, в то время как процессы, обуславливающие ион­
ную проницаемость, оказываются достаточно быстрыми; 5) отсутст­
вие возможности изучения быстрой кинетики электрических процес­
сов в липосомальных мембранах и быстрое выравнивание градиента 
проникающего вещества в липосомах.

3.3. Плоские бислойные липидные мембраны

Изучение молекулярного механизма действия ПА непосредст­
венно на клетках встречает большие трудности вследствие взаимо­
связи процессов клеточного метаболизма. В этом отношении ис­
пользование БЛМ является новым этапом в исследовании механизма 
действия полиенов.

По сравнению с монослоями и липосомами БЛМ более совер­
шенная модель, на которой воспроизводятся важные функциональ­
ные и структурные особенности клеточных мембран. Хорошая кор­
реляция данных, полученных на микробных клетках и модельных 
мембранах, показывает, что для раскрытия механизма действия ПА 
наиболее перспективной моделью являются бимолекулярные пло­
ские липидные мембраны.

Бислойные мембраны характеризуются следующими преимуще­
ствами: 1) простота получения мембран различного липидного со­
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става; 2) визуальный и электрометрический контроль за состоянием 
мембраны (площадь мембраны, ее толщина); 3) прямое измерение 
величины проницаемости (измеряется ток ионов и поток меченых 
соединений через мембрану); 4) высокая чувствительность и точ­
ность измеряемых параметров (15%) позволяет регистрировать не­
значительное изменение проницаемости мембраны в присутствии 
модификатора; 5) высокая скорость измерения электрических харак­
теристик мембран и возможность регистрации кинетики мембран­
ных процессов; 6) высокая информативность метода (измерение 
электрической проводимости мембран, ее вольтамперной характери­
стики, селективности, емкости, быстрая смена состава электролита 
на одной и той же мембране и т.д.).

Основные сведения о молекулярном механизме функционирова­
ния ПА в мембранах были получены на БЛМ.

БЛМ формировались по способу, впервые описанному Мюлле­
ром с соавт. [Mueller et al., 1962, 1963]. Мембраны образовывали на 
отверстии в тефлоновой ячейке диаметром 0,3 мм и толщиной стен­
ки примерно 30 мкм. Для приготовления мембран использовали ин­
тегральные фосфолипиды и окисленный холестерин [Folch, Lees, 
1957; Tien et al., 1966; Keyts, 1986]. Для проведения экспериментов 
использовались различные по состав} мембранные растворы: 1) рас­
твор общих фосфолипидов бычьего мозга в хлороформе с метанолом 
с исходной концентрацией 50 мг/мл, выделенные по методу Фолч и 
Лиз [Folch, Lees, 1957]; 2) раствор фосфолипидов, выделенные из 
митохондрий печени крысы и свиньи, в хлороформе с метанолом с 
исходной концентрацией 12 мг/мл; 3) раствор окисленного холесте­
рина в декане, полученный по методике Тиена [Tien et al., 1966] с 
исходной концентрацией 50 мг/мл и чистого холестерина в гептане с 
исходной концентрацией 10 мг/мл; 4) раствор яичного лецитина 
фирмы “Merck” ФРГ; 5) раствор общих фосфолипидов, выделенных 
из бобов соевых семян, с исходной концентрацией 20 мг/мл; 6) рас­
твор чистых фосфолипидов в гептане: фосфатидилсерин, фосфати- 
дилхолин, фосфатидилэтаноламин фирмы "Serva” (США) с исход­
ной концентрацией 20 мг/мл. Для приготовления мембран использо­
вали также смеси мембранных растворов с холестерином и его про­
изводными в различных соотношениях с фосфолипидами. Стерины 
были любезно предоставлены Де Гиром (Нидерланды) и Институтом 
биоорганической химии Российской Академии Наук. Перед началом 
опыта исходные мембранные фракции путем испарения переводи­
лись в раствор гептана или декана, из них затем получались БЛМ.
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В экспериментах использованы ПА природного происхождения 
- нистатин, амфотерицин В, микогептин, леворин А, трихомицин, 
кандицидин и их производные, которые были нам любезно предос­
тавлены Рижским заводом медпрепаратов, Ленинградским научно- 
исследовательским технологическим институтом антибиотиков и 
ферментов, проф. Боровским Э. из Гданьского политехнического ин­
ститута лаборатории по исследованию химической структуры ПА 
(Польша). В экспериментах были использованы производные ПА, 
модифицированные по аминным и карбоксильным группам, и по 
лактонному кольцу. Полиены растворялись в ДМСО, а затем добав­
лялись в водный раствор различного солевого состава. В опытах бы­
ли также использованы водорастворимые препараты антибиотиков: 
Na-соль амфотерицина В, Na-соль микогептина, Na-соль нистатина и 
Na-соль леворина. Маточные растворы антибиотиков обновлялись 
каждую неделю. Это обеспечивало сохранение эффективности ПА и 
стабильность результатов. Водные растворы, окружающие мембра­
ну, перемешивались с помощью магнитной мешалки. Величина pH 
изменялась добавлением КОН и CH3COOH (слабо проникающий 
анион) в водных растворах нистатина, микогептина, амфотерицина В 
и его производных, а величина pH водных растворов, содержащих 
трихомицин, кандицидин, леворин А и его производные, изменялась 
добавлением H2SO4, КОН и фосфата калия.

Первые исследования интегральной проводимости и измерение 
мембранного потенциала проводилось методом сравнения падения 
напряжения на сопротивлении эквивалента и на мембране [Касумов, 
1971]. Сопротивление мембран рассчитывали по формуле:

Uı-U2
Rm =-----------------Rskb., (3.3.1)

и2

где RM - сопротивление мембраны, R экв. - сопротивление эквивален­
та (стандартное высокоомное сопротивление известной величины), 
U] - напряжение, подаваемое на мембрану (100 мВ), U2 - падение 
напряжения на мембране. Отсюда находится удельная проводимость 
мембраны:

(3-3.2) 
км ьм
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где gM — удельная проводимость мембраны, SM - площадь черной 
мембраны.

Сопротивление мембран регистрировали с помощью усилителя 
постоянного тока У1-6, а кинетику изменения мембранного потен­
циала и сопротивления мембран с помощью электронного самописца 
ЭПП-09 или КСП-4. Температура водного раствора регулировалась с 
помощью ультратермостата U-1.

Для измерения биионных потенциалов и селективности мембран 
на градиент соли была разработана методика непрерывной смены 
раствора электролита с одной стороны мембраны [Поцелуев. 1978; 
Касумов, 1980]. Схема этого метода изображена на рис. 3.3.1. прин­
цип которого состоит в следующем: концентрация электролита с од­
ной стороны мембраны поддерживается постоянной. С помощью 2-х 
канального перистальтического насоса изменяли концентрацию 
электролита с одной стороны мембраны. По первому каналу в кюве­
ту подается раствор антибиотика заданной концентрации со скоро­
стью 1,2 мл/мин. С той же скоростью по второму каналу из кюветы 
откачивается раствор. В течение этого процесса осуществляется не­
прерывное перемешивание раствора в кювете. Полное перемешива­
ние антибиотика после добавления его в водный раствор происходит 
в течение ~ 1 с. Это время определялось предварительно при добав­
лении в раствор электролита - капли чернил. Концентрация электро­
лита в кювете для описанного выше метода изменяется экспоненци­
ально во времени от исходной и стремится к нулю:

С = СИСх- e"v, (3.3.3)

где V - общий объем жидкости/объем кюветы - число прокаченных 
объемов через кювету, С - концентрация электролита в кювете (как 
функция V). Этот метод является достаточно точным, удобным и не 
сложным для проведения экспериментов с измерением потенциала 
нулевого тока мембраны в зависимости от градиента концентрации 
электролита для различных солей. Его преимущества резко выраже­
ны при работе с электролитами большой концентрации (3-6 М), ко­
гда нет возможности увеличения градиента концентрации на мем­
бране путем добавки с одной из ее сторон концентрированного рас­
твора соли.

Для скачкообразного изменения концентрации электролита по 
одну сторону мембраны, а также замены одного типа соли на другой 
(биионная система) использовалось свойство неперемешиваемости 
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двух растворов с различной плотностью. Для изменения условий, 
окружающих мембрану, использовали метод отмывки антибиотика 
в градиенте плотности сахарозы. Отмывающий раствор, содержащий 
10% сахарозы, подается с помощью перистальтического насоса ко 
дну кюветы, а исходный раствор синхронно отсасывается сверху. 
При малой скорости подачи растворы разной плотности не переме­
шиваются и граница между ними хорошо видна. Момент прохожде­
ния границы через мембрану точно фиксируется. Через первый кат- 
нал перистальтического насоса из кюветы с поверхности раствора 
откачивается жидкость.

Рис. 3.3.1. Схема синхронной подачи и отмывки растворов, 
окружающих мембрану [Поцелуев, 1978-, Касумов, 1986 а].

С помощью второго канала через трубочку, опущенную на дно 
кюветы, вливается раствор с другой концентрацией или другим ти­
пом электролита, содержащим 10% сахарозы, который имеет боль­
шую плотность по сравнению с исходным раствором в кювете. В 
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этом случае перемешивание в кювете не производится. Граница раз­
дела двух растворов различной плотности перемешается и проходит 
через мембрану. Таким образом, с одной стороны мембраны скачко­
образно меняются условия (концентрация или тип электролита и ан­
тибиотика). С другой стороны мембраны условия остаются постоян­
ными. С помощью четырехканального перистальтического насоса 
можно синхронизировать смену растворов с обеих сторон .мембраны 
и проводить эксперименты на одной мембране. Описанная методика 
особенно удобна в тех случаях, когда требуется исследовать поведе­
ние системы при скачкообразном выходе ее из сост: чния равнове­
сия. Для характеристики инактивации проводимости мембран. мо­
дифицированных антибиотиками различной структура. т е. для ха­
рактеристики ее экспоненциального участка вводите! достоянная 
времени релаксации (т) - время убывания проводимости ; таз. Та­
кая оценка времени инактивации проводимости достаточно инфор­
мативна, ввиду независимости этой величины от плошади и ' т. . 
при прочих фиксированных условиях.
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ГЛАВА 4. ИНТЕГРАЛЬНЫЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ 
БИМОЛЕКУЛЯРНЫХ МЕМБРАН В ПРИСУТСТВИИ 

НЕАРОМАТИЧЕСКИХ ПА: НИСТАТИН, АМФОТЕРИЦИН В, 
МИКОГЕПТИН

4.1. Зависимость проводимости бимолекулярных мембран 
от концентрации холестерина и антибиотиков

Возможность использования БЛМ для изучения механизма дей­
ствия полиенов была впервые показана Ван Зутфеном и Кинским. 
[Van Zutphen et al., 1966; Kinsky et al., 1967 c; Kinsky, 1970, 1971]. 
ПА филипин в концентрации 4-10’5 M уменьшал время жизни (ус­
тойчивость) мембран, содержащих эквимолярное количество леци­
тина и холестерина, до 5 мин, хотя не влиял на время жизни мем­
бран, лишенных холестерина (60 мин). В тех же концентрациях фи­
липин не уменьшал сопротивления бимолекулярных мембран, со­
держащих холестерин [Andreoli, Monahan, 1968]. Было высказано 
предположение о том, что взаимодействие филипина с холестерином 
приводит не к порообразованию, а к разрыву клеточных мембран 
[De Kruyff, Demel, 1974]. Стехиометрия взаимодействия филипина с 
холестерином и образование комплекса филипин-холестерин такова, 
что на одну молекулу филипина приходится одна молекула холесте­
рина. Согласно данному предположению, холестерин гидрофобно 
взаимодействует с системой двойных связей молекулы филипина 
внутри бислоя. Возможны два способа ориентации комплекса фили­
пин-холестерин в мембране. Согласно первому способу, гидро­
ксильные группы филипина могут располагаться на мембрановодной 
поверхности, а система двойных связей молекулы филипина, взаи­
модействуя с холестерином, располагаться параллельно плоскости 
бислоя. Согласно второму способу, комплекс филипин-холестерин 
может располагаться перпендикулярно к поверхности бислоя [De 
Kruyff, Demel, 1974]. При этом гидрофильная сторона молекулы фи­
липина оказывается в гидрофобной части мембраны и взаимодейст­
вует с гидрофильной стороной второго комплекса, образуя регуляр­
ный ряд комплексов филипин-холестерин. Отсутствие заряженных 
групп в молекуле филипина дает возможность латеральному пере­
мещению всех комплексов внутри мембраны [De Kruyff, Demel, 
1974], что является причиной разрыва мембран. Однако при деталь­
ном исследовании этого антибиотика удалось показать, что филипин 
в концентрации Г105 М эффективно увеличивает проводимость 
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мембран (в 10'5-10'6 раз) [Самедова, 1984; Касумов и др.. 1987]. В 
присутствии филипина мембраны, содержащие холестерин, стано­
вятся слабо избирательными для катионов. Потенциал на десяти­
кратный градиент КС1 равен +18 мВ. Нарастание проводимости 
мембран сопровождается суперпозицией дискретных уровней про­
водимости величиной 10-15 пСм [Самедова, 1984; Касумов и др.. 
1987].

Нистатин, амфотерицин В и микогептин при концентрации 1-10' 
М в 105-10б раз понижает исходное удельное сопротивление мембран 
(1-5-10'8 Ом-см2), приготовленных из общих фосфолипидов бычьего 
мозга [Finkelstein, Cass, 1968; Касумов и др., 1969; Cass et al., 1970; 
Касумов, Либерман, 1972; Касумов и др., 1975 a; Singer, 1975] или из 
общих фосфолипидов эритроцитов овцы [Andreoli, Monahan, 1968; 
Dennis et al., 1970]. Проводимость мембран растет пропорционально 
7-10-й степени концентрации амфотерицина В и нистатина [Finkel­
stein, Cass, 1968; Касумов и др., 1969; Касумов, Либерман, 1972] и 3- 
4-й степени концентрации микогептина (кривые 1-6, рис. 4.1.1) [Ка­
сумов и др., 1975 в]. Добавка холестерина к фосфолипидам мозга, 
так же как в случае митохондриальных липидов (см. рис. 4.1.2), по­
нижает сопротивление мембран, увеличивая эффективность дейст­
вия нистатина.

Рис. 4.1.1. Зависимость проводимости 
бимолекулярных мембран от концен­
трации нистатина - кривые 1-4, амфо­
терицина В - кривая 5 и микогептина - 
кривая 6. Кривая 1 получена на мем­
бранах из фосфолипидов мозга с холе­
стерином в весовом соотношении 20:1, 
кривая 2 - 10:1, кривая 3-4:1, кривая 4 
- 2:1, кривая 6-3:1. Точки на кривой 4 
- крестики (мембрана из окисленного 
холестерина); кружочки (из смеси хо­
лестерина и окисленного холестерина в 
весовом соотношении 2:1); треуголь­
ники (из фосфолипидов мозга с холе­
стерином 2:1). Кривая 5 получена на 
одной и той же мембране из окислен­
ного холестерина. Мембраны образо­
вывались в растворе 10 мМ КО, pH 6.5, 
22°С [Касумов, Либерман, 1972; Касу­
мов, 1986 а].
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Нистатин, амфотерицин В и микогептин не увеличивают прово­
димость мембран, приготовленных из липидов митохондрий печени, 
содержащих малое количество холестерина (~1% по весу) [Касумов, 
Либерман, 1972]. Добавление холестерина в липиды митохондрий 
приводит к резкому увеличению проводимости мембран в 104—105 
раз (кривая 1,2, рис. 4.1.2). Эффективность антибиотиков зависит от

Рис. 4.1.2. Зависимость проводи­
мости бимолекулярных фосфоли­
пидных мембран от весового со­
отношения холестерин: фосфоли­
пид в растворе гептана (по оси 
абсцисс указаны весовые соотно­
шения). Мембраны формирова­
лись в растворе 10 мМ КС1, pH 
6.5, 22°С. Кривая 1 получена при 
концентрации нистатина в водном 
растворе 1-10‘б М. Кривая 2 полу­
чена при концентрации нистатина 
6-106 М, 22°С [Касумов, Либер­
ман, 1972; Касумов, 1986 а].

концентрации холестерина в мембранном растворе, так же как и эф­
фект холестерина, находящийся в зависимости от концентрации нис­
татина. При высоких концентрациях нистатина увеличение прово­
димости вызывают меньшие концентрации холестерина (кривые 1,2, 
рис. 4.1.2). Увеличение концентрации холестерина в мембранах, 
приготовленных из фосфолипидов бычьего мозга, также приводит к 
резкому увеличению проводимости мембран в присутствии нистати­
на и амфотерицина В. Проводимость мембран растет пропорцио­
нально 5-10-й степени концентрации холестерина (кривая 1,2, рис. 
4.1.2) [Касумов, Либерман, 1972]. Увеличение концентрации холе­
стерина в фосфолипидном растворе не меняет угла наклона кривых и 
сдвигает их влево вплоть до соотношения фосфолипид:холестерин 
2:1 по весу (кривые 2-4, рис. 4.1.1). Полученные результаты хорошо 
согласуются с предположениями ряда авторов о том, что повышение 
проводимости мембран связано с взаимодействием ПА нистатина и 
амфотерицина В с молекулами холестерина в мембранах [Andreoli, 
Monahan, 1968; Касумов и др., 1969; Cass et al., 1970; Dennis et al., 
1970; Srivastava et al., 1985]. По нашим данным, как и по данным
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Касса и Финкельштейна [Cass et al., 1970]. проводимость растет про­
порционально 8-10-ой степени концентрации нистатина и амфотери­
цина В. Однако в работе Андреоли и Монахана [Andreoli. Monahan, 
1968] наблюдалась пропорциональность 4-5-ой степени концентра­
ции антибиотика. Это различие, по-видимому. связано с эффектом 
растворителя - метанола и будет обсуждаться ниже. Увеличение 
концентрации холестерина выше некоторого предела (весовое с с эт- 
ношение фосфолипид:холестерин 1:1) не приводит к дальнейшем> 
повышению эффективности нистатина (см. рис. 4.1.1, кривая 4 и рис 
4.1.2, кривая 2). На кривой 1, рис. 4.1.2, этот предел не достигнут из- 
за трудности измерения в наших условиях очень низких сопротивле­
ний. Зависимость проводимости от концентрации нистатина для 
мембран из окисленного холестерина такая же, как на рис. 4.1.1 
(кривая 4). Мембраны, полученные из смеси холестерина и окислен­
ного холестерина, имеют такое же сопротивление, как и мембраны 
из окисленного холестерина (рис. 4.1.1, кривая 4). Кривая 5 на рис. 
4.1.1 показывает зависимость проводимости мембран из окисленного 
холестерина от концентрации амфотерицина В. Угол наклона кривой 
зависимости проводимости мембран от концентрации амфотерицина 
В совпадает с кривыми, полученными для нистатина (рис. 4.1.1, кри­
вые 1-4). Зависимость проводимости мембран от концентрации хо­
лестерина и антибиотиков представляет собой степенную функцию с 
показателем степени n равным: для холестерина 5-10 (рис. 4.1.2) и 
для антибиотиков - микогептина 4, амфотерицина В 7-8, нистатина 
8-10 (рис. 4.1.1). Крутые зависимости проводимости мембран от 
концентрации антибиотиков и холестерина привели к предположе­
нию, что транспорт ионов через мембраны осуществляется с помо­
щью многомолекулярных комплексов, состоящих из нескольких мо­
лекул антибиотиков и холестерина [Касумов и др., 1969; Cass et al., 
1970; Касумов, 1971].

4.2. Избирательная проницаемость мембран в присутствии 
неароматических антибиотиков

Бимолекулярные мембраны в водных растворах нистатина и ам­
фотерицина В оказались избирательно проницаемыми для однова­
лентных анионов по сравнению с катионами [Andreoli, Monahan, 
1968; Finkelstein, Cass, 1968; Касумов и др., 1969]. Потенциал нуле­
вого тока на десятикратный градиент проникающего ион составляет 
36-40 мВ. Величина потенциала указывает на неполную избиратель­
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ность мембран для анионов. У микогептана избирательность значи­
тельно хуже [Касумов и др., 1975 в].

Оценка избирательной проницаемости мембран для галогенов 
была сделана путем измерения биионных потенциалов и зависимо­
сти проводимости мембран от концентрации проникающих ионов. В 
таблице 4.2.1 приведены значения биионных потенциалов в при­
сутствии нистатина и амфотерицина В. Результаты показывают, что

Таблица 4.2.1.

Биионные потенциалы на мембранах из окисленного холестерина 
в присутствии ПА при разных концентрациях электролитов 

(по отношению КС1) 22° С [Касумов, Либерман, 1972; Касумов, 1986 а].

Антибиотик
Концен­
трация 

иона,М

Анион ы Ряды 
проницаемостиСГ ВГ г F NO/ с2н3о2- SO4 --

Нистатин 110‘2 0 +7+1 + 19±2 +25±2 - - - СГ>ВГ>Г>Е
510’7М 1-101 0 +4±1 +8+1 + 14±2 - - Cl>Br>I>F

Нистатин 
4-10‘6М

110’2 0 +2±1 +2±1 +2±1 -1±1 +30±3 +48±4 NO3>Cr>Br>
>]>F>
>С2Н3О2>
>SÖ/

1101 0 +2+1 +2±1 +4±1 -4±1 +30±3 +48±4 NO/>C1> 
>Bı >I >F > 
>C2H3O2> 
>SÖ4'

Амфотерицин 1-Ю’2 0 + 11±1 +15±1 +22±2 - - - Cl>Bf>f>F
В 310"8М 110'1 0 +6±1 + 10+1 + 15+2 - - - Cl>Br>F>F

2 0 - - - -20±2 - - NO,>C1

мембраны обладают избирательной проницаемостью для солей гало­
генов в ряду: СГ > ВГ >Г > FT Двухвалентные анионы не проникают 
через мембраны, модифицированные неароматическими ПА. Зави­
симость проводимости мембран от концентрации проникающих 
анионов при фиксированной концентрации антибиотиков также по­
зволяет качественно сравнить проницаемость мембран для СГ, Г, Г“, 
ВГ. Как следует из рис. 4.2.1 а в присутствии нистатина лучше всего 
проникает СГ, затем Г и Г, а в присутствии амфотерицина В полу­
чается следующий ряд проницаемости: СГ > ВГ > F' (рис. 4.2.1 б). 
На рис 4.2.1 в показана зависимость величины разности потенциалов 
при десятикратном трансмембранном градиенте галогенов СГ, ВГ, 
F~’ от концентрации их солей. Полученный ряд проницаемости для 
галогенов говорит о том, что избирательность определяется не толь­
ко размерами гидратных оболочек анионов, но и их кристалличе­
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ским радиусом [Касумов, Либерман, 1972]. Ряды проницаемости, 
полученные из опытов с биионными потенциалами и из зависимо­
стей проводимости мембран от концентрации проникающего иона, 
совпадают.

Рис. 4.2.1. а - зависимость проводимости бимолекулярных фосфолипид­
ных мембран при весовом отношении холестерин:фосфолипид=0.4 от 
концентрации солей галогенов в присутствии 3-10'6М нистатина: 1 - СГ, 
2 - I ”, 3 - F~, pH 6.5; б - зависимость проводимости бимолекулярных 
мембран от концентрации солей галогенов в присутствии 310 s М амфо- 
терикина В: 1 - СГ, 2 - Вг ”, 3 - F ". Каждая кривая получена на одной 
мембране из окисленного холестерина; в - зависимость разности потен­
циалов при десятикратном трансмембранном градиенте галогенов от их 
концентрации при pH 6.5 в присутствии 3-10’8М амфотерицина В. 1- СГ, 
2- Вг ”, 3- F”. Каждая кривая получена на одной мембране из окисленно­
го холестерина, t=22°C [Касумов, Либерман, 1972\Касумов, 1986 а].

Избирательность БЛМ для ионов в присутствии антибиотиков с 
обеих сторон мембраны преимущественно, но не идеально, анионсе- 
лективная. Так при отношении концентраций KCI с двух сторон 
мембраны, равном десяти, идеально селективная мембрана должна 
давать 58 мВ [Лев, 1976]. В опыте на мембранах с амфотерицином В 
и нистатином получается примерно 48-50 мВ.

В таблице 4.2.2 приведены значения потенциалов нулевого тока 
в присутствии неароматических антибиотиков, полученные на мем­
бранах с высокой проводимостью, в растворах различных электро­
литов при отношении концентрации соли в двух водных растворах 

147



1:10. Видно, что через мембрану с амфотерицином В и нистатином 
анионы проходят лучше, чем катионы. Анионная селективность 
мембран с микогептином значительно хуже. В KNO3 наблюдается 
даже положительный потенциал, т.е. анион нитрата проходит через 
мембрану хуже, чем ион калия.

Таблица 4.2.2.

Потенциал нулевого тока в присутствии неароматических 
антибиотиков

Антибиотик Электролит
LİCI KCI CsCI KF KBr KNO3

Амфотерицин В - -42,5 -39 -57 -43 -21,5
Нистатин -50’ -45’ - - - +2
Микогептин -25,5 -21,5 -30 -44 -43,5 +43

Примечание. Звездочками помечены данные работы [Сам et al., 1970} для 
концентраций 10 мМ:100 мМ. Остальные значения получены при концентрациях 
электролитов 2 и 0,74 М и приведены к 10-кратному отношению концентраций 
[Борисова и др., 1978].

Вольтамперные характеристики мембран в растворах нистатина и 
амфотерицина В, присутствующие по обе стороны мембраны в оди­
наковых концентрациях, симметричны, но не линейны. Градиент кон­
центрации проникающего иона создает на мембране разность потен­
циалов и обычную выпрямляющую характеристику. Проводимость 
мембраны больше, если ток идет через мембрану со стороны большей 
концентрации проникающего иона [Касумов, Либерман, 1972].

4.3. Особенности изменения проводимости 
мембран неароматическими ПА

Действие нистатина, амфотерицина В и микогептина на прово­
димость бимолекулярных мембран имеет ряд особенностей, отли­
чающих их от действия других модификаторов мембранной прони­
цаемости. В растворе, содержащем 10 мМ NaCl, при добавлении 
8-10“б М нистатина с обеих сторон сопротивление мембраны из ли­
пидов мозга падает на 4-5 порядков. Если нистатин в той же концен­
трации добавляется только с одной стороны, то это никак не влияет 
на сопротивление мембраны, по крайней мере, за время длительно­
сти опыта (~ 1 ч). Добавление нистатина в той же концентрации с 
другой стороны мембраны приводит к падению сопротивления (рис. 
4.3.1 а). Взаимодействие нистатина с мембраной происходит не сразу,
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Рис. 4.3.1. а - кинетика изменения проводимости мембран, приготовлен­
ной из фосфолипидов мозга (весовое соотношение фосфолипид: холесте­
рин - 0.06) при введении нистатина с одной стороны мембраны др?: 
центрации 8-1O-6 М, а затем введением нистатина при той же концентра­
ции с другой стороны мембраны. Стрелкой отмечен момент введен?.? 
нистатина. pH водного раствора 6,5- Кривая 1 получена в 1 м.М \зС 
кривая 2 - в 10 мМ NaCl; б - кинетика изменения проводимости мембран 
из окисленного холестерина при введении нистатина 810— М с одной 
стороны мембраны в растворе 10 мМ NaCl, pH 6.5; в - кинетика : е-:е- 
ния проводимости мембран из окисленного холестерина при . .. 
нистатина 2-10~6 М с одной стороны и 1.5-10-7 М амфотерицина В : дт - 
гой стороны мембраны в растворе 10 мМ NaCl, pH 6.5, 22°С У'-'Д 
Либерман, 1972', Касумов, 1986 а].

Igg, моем'

a постепенно, в течение нескольких десятков минул, что видне по 
медленному падению сопротивления (рис. 4.3.1 а). Этот аспект не 
может быть объяснен скоростью перемешивания раствсг о в Л: ско­
рости установления потенциала при создании градиента концентра­
ции проникающего иона видно, что время перемешивания электро­
лита в водном растворе не более 1 мин. Увеличение концентрации 
проникающих ионов в растворе уменьшает время установления про­
водимости при добавке одного и того же количества нистатина с 
обеих сторон мембраны (рис. 4.3.1 а, кривая 1). На мембранах из 
фосфолипидов мозга амфотерицин В, так же как и нистатин, неэф­
фективен при добавлении только с одной стороны мембраны. Эф­
фект резкого увеличения проводимости наблюдается только при 
симметричном введении амфотерицина В к мембранам. На мембра­
нах из окисленного холестерина нистатин при концентрации 8-НГ6 
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М оказался эффективен при введении его с одной стороны мембраны 
(рис. 4.3.1 б). Амфотерицин В, добавленный с одной стороны мем­
браны в той же концентрации, что и нистатин, оказался менее эф­
фективен. При введении нистатина с одной стороны мембраны, а 
амфотерицина В с другой было обнаружено, что они взаимодейст­
вуют друг с другом. На рис. 4.3.1 в показано взаимодействие ниста­
тина и амфотерицина В на мембранах из окисленного холестерина. С 
одной стороны мембраны был добавлен нистатин, который вызывал 
падение сопротивления мембраны на два порядка. После установле­
ния проводимости с другой стороны мембраны добавлен амфотери­
цин В. При этом проводимость мембраны увеличивалась еще на 3.5 
порядка, что не может быть объяснено независимым действием ан­
тибиотиков. Этот эксперимент наглядно демонстрирует эффект, 
взаимодействия нистатина и амфотерицина В, в результате которого 
увеличивается проводимость мембран для ионов. Амфотерицин В в 
концентрации до Г10'4 М практически не увеличивает проводи­
мость, когда находится в водном растворе с одной стороны мембра­
ны. Однако введение амфотерицина В в водные растворы в значи­
тельно меньших концентрациях (10-7 М) с обеих сторон проводит к 
резкому нарастанию проводимости.

Нистатин в концентрации 1-10'5 М также не действует на прово­
димость фосфолипидных мембран с холестерином, когда находится 
с одной стороны мембраны. Добавление нистатина в той же концен­
трации с другой стороны мембраны приводит к быстрому нараста­
нию проводимости. Аналогичный эффект возникает и в том случае, 
когда по обе стороны мембраны вводятся разные антибиотики (ам­
фотерицин В - нистатин; микогептин - нистатин; амфотерицин В - 
микогептин; нистатин - филипин) [Касумов, Либерман, 1972; Саме­
дова, 1984]. Эти данные свидетельствуют о том, что ионная прони­
цаемость, индуцируемая неароматическими антибиотиками, по всей 
вероятности, обусловлена взаимодействием двух многомолекуляр­
ных комплексов, собирающихся по разные стороны мембраны из 
молекул антибиотиков и холестерина [Касумов, 1971 а, б; Касумов, 
Либерман, 1972; Kasumov, Liberman, 1972].

Проводимость, индуцированная ПА, достигает своего стационар­
ного уровня за время от десятков минут до 2-3 ч. Впервые кинетика 
проводимости в присутствии амфотерицина В была изучена Кассом 
и соавт. [Cass et al., 1970]. Они показали, что рост проводимости 
происходит по экспоненте, g(t)=gs (I-ekT). При удалении антибиотика 
из примембранного раствора е-кратное убывание проводимости 
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составляет более 2-х ч. Эта величина уменьшается в 10 раз при 
изменении температуры на 10°С.

Нистатин и амфотерицин В увеличивают проницаемость мем­
бран не только для ионов, но и для неэлектролитов [Ross, 1959; 
Ghosh, Chattergee, 1961, 1963 a; Andreoli et al., 1969].

Эффект ПА весьма чувствителен к pH и температуре. Величина 
pH существенно влияет на проводимость мембран модифицирован­
ных нистатином, амфотерицином В и микогептином. При сдвиге pH 
растворов, содержащих антибиотики, от нейтральных значений в 
щелочную область (pH 10,0) сопротивление мембраны возрастает и 
становится сравнимым с сопротивлением мембран без модификатора 
[Cass et al., 1970; Касумов, 1971; Касумов, 1972]. Сдвиг pH в ней­
тральную сторону возвращал проводимость мембраны на прежний 
уровень (рис. 4.3.2). Изменение проводимости мембран происходило 
в диапазоне pH от 7.0 до 9.0. Каждому значению pH соответствовало 
одно и то же значение проводимости мембраны, независимо от того

Рис. 4.3.2. Зависимость проводимости 
бимолекулярных фосфолипидных мем­
бран от pH при постоянной концентра­
ции 8-10~° М нистатина в водном раство­
ре 10 мМ KCI и 1-10“3М трис-СНзСООН, 
22°С. Мембраны формировались из рас­
твора, содержащий холестерин:фосфоли- 
пид-0.06 [Касумов, Либерман, 1972; Ка­
сумов, 1986 а].

в какую сторону сдвигался pH. При сдвиге pH только с одной сторо­
ны мембраны от значения 6.5 до 10.2 проводимость мембран также 
уменьшалась. Изменение pH до 6.5 восстанавливало проводимость 
мембраны [Касумов, Либерман, 1972]. Этот эффект полностью 
обратим. Эффект температурной инактивации также полностью 
обратим. Касс и соавторы считают, что при повышении температуры 
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происходит «плавление» проводящих структур [Cass et al., 1970]. 
Однако Деннисом и др. было показано, что эффект pH связан с обра­
тимым изменением заряда его полярных групп [Dennis et al., 1970].

Если мембрану приготовляли в щелочном растворе при pH 9-10, 
то ее проводимость была очень низкой и не менялась при сдвиге pH 
с одной стороны до значения pH 6.5. Повышение pH с одной сторо­
ны приблизительно так же увеличивает сопротивление мембраны, 
как и его повышение с двух сторон. Наличие градиента pH на мем­
бране не приводит к возникновению заметной разности потенциалов 
(не более 5 мВ). По-видимому, это связано с наличием в растворе 
достаточно большой концентрации KCI. Эффект pH полностью об­
ратим. Обратимость изменения сопротивления мембраны с измене­
нием pH показывает, что рост сопротивления не связан с разложени­
ем антибиотиков в растворах. Обратимый эффект pH связан, по- 
видимому, с потерей заряда на аминных и карбоксильных группах 
антибиотиков. Эффект pH не может быть объяснен ни обратимым 
отщеплением антибиотика от мембраны, ни его инактивацией в рас­
творе. Следует отметить, что обратимое изменение проводимости 
мембран в зависимости от pH наблюдалось и при нагревании водно­
го раствора нистатина до температуры 37-40°С. Обратимое измене­
ние проводимости мембран в зависимости от pH и температуры на­
блюдалось в водном растворе амфотерицина В и нистатина. Мед­
ленное установление проводимости мембран (~2-3 ч) по сравнению с 
быстрым изменением сопротивления мембран при изменении pH и 
сравнительно медленная инактивация проводимости мембраны при 
удалении антибиотика из водного раствора с одной стороны мем­
браны (постоянная времени отмывки ~ 90 мин) показывает, что эф­
фект pH может быть связан с потерей одного из зарядов полярных 
групп молекул антибиотиков [Dennis et al., 1969; Cass et al., 1970; 
Касумов, 1971].

Как было показано ранее в работах Андреоли и Денниса, прово­
димость мембран растет пропорционально 4-5-ой степени концен­
трации амфотерицина В и нистатина [Andreoli, Monahan, 1968; Den­
nis et al., 1970]. В качестве растворителя амфотерицина В и нистати­
на авторы использовали раствор метанола. Сравнение величин про­
водимостей мембран показало, что проводимость мембран в этих 
экспериментах приблизительно на два порядка ниже, чем в наших. С 
целью выяснения расхождения данных изучено влияние добавок ме­
танола в водную фазу, содержащую амфотерицин В и нистатин, на 
проводимость мембран. Увеличение концентрации метанола в рас­
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творе снижает эффективное действие амфотерицина В и нистатина 
на проводимость мембран и повышает ее сопротивление вплоть до 
величины сопротивления немодифицированных мембран (рис. 4.3.3).

Рис. 4.3.3. Зависимость проводи­
мости мембран и окисленного хо­
лестерина от концентрации мета­
нола в присутствии 1.310'6 М нис­
татина, (кривая 1) и 1-10'7 М ам­
фотерицина В (кривая 2). Водный 
раствор содержит 10 мМ KCI, pH 
6.5, 22°С [Касумов, Либерман, 
1972; Касумов, 1986 а].

Такой эффект метанола, по-видимому, и объясняет полученные 
расхождения. Добавление ДМСО в тех же концентрациях, что и ме­
танола (по объему) в водный раствор амфотерицина В и нистатина 
не влияло на проводимость мембран, полученных в этом растворе. 
Инактивация проводимости мембран наблюдается при введении ме­
танола (1 мМ) в водный раствор, содержащий амфотерицин В и нис­
татин. Однако, в неводных растворах (в растворах ДМСО) амфоте­
рицин В и нистатин в концентрации 110 ' М не увеличивают прово­
димость мембран. Введение ДМСО в водный раствор электролита, 
содержащего 100 мМ КС1, до объемного соотношения ДМСО:вода 
10:1 также не приводит к увеличению проводимости мембран [Ка­
сумов, Шишлов, 1974; Ибрагимова и др., 2002 а, б]. Только при объ­
емном соотношении ДМСО: вода (1:1) проводимость мембран резко 
увеличивается [Касумов, Шишлов, 1974; Ибрагимова и др., 2002 а, 
б]. Полученные результаты приводят к предположению о том, что 
мембранная активность ПА связана с образованием ими в водных 
растворах комплексов (мицелл), состоящих из нескольких молекул 
антибиотика. Эти комплексы затем включаются в липидный бислой, 
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образуя проводящие структуры [Kirschbaum, Kahn, 1967; Schaffner, 
Mechlinski, 1972; Касумов, Шишлов, 1974].

Резкая зависимость проводимости мембран от концентрации ам­
фотерицина В и нистатина привела многих авторов к предположе­
нию, что эти антибиотики, взаимодействуя с холестерином, образу­
ют в мембране заполненные водой поры [Andreoli, Monahan, 1968; 
Касумов и др., 1969; Cass et al., 1970; Dennis et al., 1970]. Кажется, 
что это предположение подтверждается электронномикроскопиче­
скими данными и данными об увеличении проницаемости мембран 
для малых, растворимых в воде молекул [Kinsky et al., 1966; Holz, 
Finkelstein, 1970]. Если в таких порах анионы движутся свободно в 
заполняющей их воде, то можно было ожидать, что осмотический 
поток воды станет их увлекать и на мембране будут наблюдаться 
электроосмотические эффекты. Градиент осмотического давления 
создавали на мембране с помощью практически не проникающих 
молекул сахарозы. Однако не удалось обнаружить возникновения на 
мембране ожидаемой разности потенциалов. Более того, было пока­
зано, что амфотерицин В и нистатин резко понижают не только со­
противление черных липидных мембран, но и сопротивление цвет­
ных мембран толщиной более 1000 А с высокой концентрацией хо­
лестерина [Касумов, Либерман, 1972]. Этот факт очень трудно объ­
яснить исходя из гипотезы о формировании в мембране заполненных 
водой пор.

Исследовано взаимодействие нистатина с мембранами из окис­
ленного холестерина и определена стехиометрия молекул антибио­
тиков в порах [Moreno-Bello et al., 1988]. Показано образование нис­
татиновых пор с различным числом молекул нистатина в проводя­
щем комплексе, равное 4, 6, 9 и 12 молекулам в поре. Формирование 
пор показано также и в присутствии других ПА. Так, изучая вза­
имодействие люцензомицина (этрускомицина) с холестерином в 
мембранах, был сделан вывод о возможности самоассоциации лю­
цензомицина в бислоях и о формировании им водных пор в ком­
плексе с холестерином [Caruozzo, Bolard., 1985].

4.4. Исследование взаимодействия производных 
амфотерицина В с БЛМ

Амфотерицин В по своему химическому строению является мак­
роциклическим лактоном, принадлежащим к подгруппе неаромати­
ческих гептаенов [Шемякин, 1961]. Сопряженная система двойных 
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связей, лактон, гидрофильная цепь, кислотные и основные функцио­
нальные группы являются важными элементами, определяющими 
биологическую активность антибиотиков. Большую информацию о 
функциях этих элементов можно получить, исследуя интегральные 
характеристики липидных мембран в присутствии природных ПА и 
их производных, химически модифицированных в различных частях 
молекулы.

Исследуя действие различных производных молекул амфотери­
цина В, химически модифицированных в различных частях лактон­
ного кольца, с бислойными мембранами можно установить взаимо­
связь между химическим строением и биологическими свойствами 
молекул ПА. Использовались высокоочишенные производные амфо­
терицина В с коэффициентом экстинкции Е=1400: амфотерицина В, 
метилированный амфотерицин В, N, N, N, - триметиламфотерицин В 
(метамфоцин), метиловый эфир амфотерицин В. амфотерицин В с 
разрывом лактонного кольца, гидрированный амфотерицин В (без 
двойных связей), N-ацетиламфотерицин В, Na-соль амф атерицина В. 
а также алкильные производные амфотерицина В. Все указанные 
антибиотики были синтезированы в Ленинградском научно- 
исследовательском технологическом институте антибиотиков и 
ферментов. Индивидуальность производных амфотерицина В была 
доказана методами УФ и ИК спектроскопии, потенциометрического 
титрования, противоточного распределения в ряде систем раствори­
телей при 100, 200, 600 переносах, элементарным анализом и изуче­
нием растворимости препаратов [Этингов и др.. -2 Филиппова, 
Шенин, 1974; Вайнштейн и др., 1982].

Биологическая активность антибиотиков изучалась методами 
диффузии в агар и серийных разведений с тест микробом - Torula 
utilis. Все производные, кроме водорастворимогс Na-соли амфотери­
цина В, растворялись в ДМСО, а затем добавлялись в водный рас­
твор электролита.

Производные амфотерицина В, как и исходный амфотерицин, 
специфичны к холестерину. Они практически не увеличивают про­
водимость липидных мембран, полученных из яичного лецитина, 
фосфатидилсерина и общих фосфолипидов бычьего мозга, очищен­
ных от холестерина. Антибиотики эффективны только на тех мем­
бранах, в составе которых содержится холестерин. Антибиотики 
также эффективны на мембранах из чистого холестерина, окислен­
ного холестерина и в смеси фосфолипидов с эргостерином, когда 
вводятся в водные солевые растворы с обеих сторон мембраны.
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Бимолекулярные мембраны, полученные из окисленного холе­
стерина, имеют низкую проводимость в отсутствие антибиотиков. 
Введение антибиотиков в водный раствор с обеих сторон мембраны 
приводит к резкому увеличению проводимости в 106—107 раз, рис. 
4.4.1. Проводимость мембран растет пропорционально 5-10-ой сте­
пени концентрации антибиотиков и холестерина. Угол наклона кри­
вых не зависит от концентрации холестерина и вида фосфолипидов. 
Из этих данных следует, что ионная проницаемость, индуцируемая 
производными, обусловлена образованием в мембране мультимоле- 
кулярных комплексов, состоящих из нескольких молекул антибио­
тика и холестерина [Касумов и др., 1974; Ибрагимова и др., 2002 б].

В присутствии производных амфотерицина В мембраны избира­
тельно проницаемы для моновалентных анионов. Потенциал на де­
сятикратный градиент KCI в присутствии производных амфотери­
цина В равнялся 42-44 мВ. Потенциал нулевого тока на градиент 
КС1 (2 М-0,735 М) составляет величину ЕО=18±2 мВ и не отличается 
от исходного амфотерицина В. Знак потенциала соответствует луч­
шей проницаемости для ионов СГ, чем для ионов К+ [Касумов, 1972, 
1980]

Как видно из рис. 4.4.1 производные амфотерицина В по-раз­
ному эффективны в увеличении проводимости мембран. Метиловый 
эфир амфотерицина В, амфотерицин В с раскрытым лактоном, гид­
рированный (без двойных связей) амфотерицин В и N-ацетил амфо­
терицин В увеличивают проводимость мембран при концентрациях в 
10-100 раз больших, чем исходный амфотерицин В. Нельзя считать, 
что это отличие связано с примесью амфотерицина В в составе по­
лученных производных, так как эти производные дают другую зави­
симость проводимости мембран от концентрации антибиотиков, pH 
водного раствора и действия метанола. Как видно из рис. 4.4.1 при 
постепенном увеличении концентрации антибиотика в водном рас­
творе проводимость мембран из окисленного холестерина растет 
пропорционально 10-ой степени концентрации N-ацетиламфотери- 
цина В - кривая 6 и 15-ой степени гидрированного (без двойных свя­
зей) амфотерицина В, кривая 5. Ряд производных амфотерицина В 
дает рост проводимости мембран, пропорциональный 7-8-ой степени 
их концентрации, как и для исходного амфотерицина В - кривые 
1,2,3,7. Следует обратить внимание на то, что наклон кривых зависит 
не только от вида антибиотика, но и от растворителя. Это хорошо 
видно на примере Na-соли амфотерицина В. Если сравнить кривые 3 
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и 4 на рис. 4.4.1, то обнаружится, что непосредственное введение в 
раствор водорастворимой Na-соли амфотерицина В дает зависимость 
проводимости, пропорциональную 5-ой степени его концентрации - 
кривая 4, по сравнению с Na-солью амфотерицина В. введенной в 
ДМСО - кривая 3. По-видимому, вид растворителя во многом опре­
деляет характер зависимости проводимости мембран от концентра­
ции антибиотиков [Касумов и др., 1973].

Рис. 4.4.1. Зависимость проводимости 
бимолекулярных мембран из окислен­
ного холестерина от концентрации ам­
фотерицина В и его производных в рас­
творе 10 мМ КС1 при pH 6,5, 22°С. 1- 
амфотерицин В, 2 - метилированный 
амфотерицин В, 3- Na-соль амфотери­
цина В, растворенная в ДМСО, 4 - во­
дорастворимая Na-соль амфотерицина 
В, 5 - гидрированный (без двойных свя­
зей) амфотерицин В, 6 - N-ацетил ам­
фотерицин В, 7 - амфотерицин В с раз­
рывом лактонного кольца [Касумов, 
Либерман, 1973; Касумов, 1986 а].

При увеличении pH водного раствора, содержащего производ­
ные амфотерицина В, сопротивление мембраны возрастало до значе­
ния, примерно соответствующего раствору без антибиотика. Сдвиг 
pH в нейтральную сторону возвращал сопротивление на прежний 
уровень. Изменение сопротивления мембраны происходило в срав­
нительно узком диапазоне pH. Каждому7 значению pH соответство­
вало одно и то же значение сопротивления мембран независимо от 
того, в какую сторону сдвигался pH. Обратимость изменения сопро­
тивления мембран с изменением pH доказывает, что рост сопротив­
ления не связан с разложением антибиотика в растворе, другими 
словами, с потерей его биологической активности. Этот рост, по-ви­
димому, объясняется потерей положительного заряда аминогруппы в 
молекулах антибиотиков [Cass et al., 1970; Касумов, Либерман, 1972;
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Касумов и др., 1973]. Действительно, только производное амфотери­
цина В - метамфоцин эффективно понижает сопротивление мембран 
в любом диапазоне pH от 4.0 до 11.0. Метамфоцин сохраняет поло­
жительный заряд на аминогруппе сахара при высоких значениях pH. 
Эти эффекты будут объяснены при описании свойств ионных кана­
лов в присутствии производных амфотерицина В.

Увеличение концентрации метанола до 2 М в водных растворах 
амфотерицина В, N-ацетиламфотерицина В и гидрированного амфо­
терицина В снижает эффект антибиотиков на проводимость мембран 
и повышает их сопротивление вплоть до величины сопротивления 
немодифицированных мембран. Если мембрана из окисленного хо­
лестерина образовывалась в водном растворе одного из вышеуказан­
ных антибиотиков, то сопротивление ее было очень низким 2-10’ 
Ом-см2. Добавление метанола в концентрации 2 М в водный раствор 
с обеих сторон мембраны никак не влияло на ее сопротивление. Од­
нако если при этом разрушить мембрану, а затем образовать ее 
вновь, то сопротивление последующих мембран будет сравнимо с 
сопротивлением мембран в растворах без антибиотика. Отсюда сле­
дует вывод о том, что метанол способен инактивировать биологиче­
скую активность антибиотиков только в водном растворе и не спо­
собен воздействовать на уже сформировавшиеся проводящие ионы 
комплексы антибиотиков в самой мембране. В то же время метанол 
не влиял на проводимость мембран из окисленного холестерина, по­
лученных в растворах Na-соли амфотерицина В, амфотерицина В с 
раскрытым лактоном и производного амфотерицина В-метамфоцина 
[Касумов, Либерман, 1972].

Резюмируя полученные выше данные, можно сказать, что иссле­
дованные антибиотики по разному эффективны в увеличении прово­
димости мембран. Разрыв двойных связей, разрыв лактонного коль­
ца и потеря положительного заряда в молекулах антибиотиков резко 
снижает их эффект. В увеличении проводимости бислойных мем­
бран антибиотики можно расположить в следующий ряд в порядке 
уменьшения их мембранной активности: амфотерицин В > Na-соль 
амфотерицина В (в растворе ДМСО) > водорастворимая Na-соль 
амфотерицина В > метамфоцин > амфотерицин В с раскрытым лак­
тоном > гидрированный амфотерицин В > N-ацетиламфотерицин В. 
В такой же ряд располагаются антибиотики и по своей биологиче­
ской активности [Касумов, 1986 а].
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4.5. Исследование катионной избирательности 
бимолекулярных мембран с эргостерином 

и 7-дегидрохолестерином в присутствии нистатина, 
амфотерицина В и его производных, Na-соли микогептина

Липидные мембраны, содержащие в своем составе эргостерин 
или 7-дегидрохолестерин, оказались избирательно проницаемы для 
катионов щелочных металлов в водных растворах нистатина и ам­
фотерицина В. Избирательность мембран спонтанно в течение де­
сятков минут меняется с катионной на анионную. Понижение темпе­
ратуры, увеличение pH среды или введение в водный раствор ДМСО 
тормозит, а добавление ионов кальция ускоряет такой переход [Ка­
сумов и др., 1975 а].

Выше было показано, что нистатин и амфотерицин В индуциру­
ют избирательную проницаемость мембран, содержащих холесте­
рин, для одновалентных анионов и некоторых катионов [Cass et al., 
1970; Dennis et al., 1970; Van Zutphen et al., 1966; Касумов, Либерман, 
1972]. С целью выяснения механизма ионной избирательности би­
молекулярных мембран в присутствии нистатина и амфотерицина В 
важно было изучить эффект различных стеринов, введенных в со­
став фосфолипидных мембран, и влияние состава водной среды. Ис­
следования величины и знака разности потенциалов на мембране, 
обусловленной градиентом концентрации проникающих ионов, по­
казали, что эти параметры меняются в зависимости от стеринового 
компонента мембран, солевого состава водного раствора, pH и тем­
пературы среды.

Если при нейтральном или щелочном значении pH раствора, со­
держащий KCI и ПА, создать 10-кратный градиент концентрации 
проникающего иона, то на мембранах, сформированных из фосфо­
липидов мозга с эргостерином или 7-дегидрохолестерином, сразу 
возникает разность потенциалов величиной ~ 50 мВ. знак которой 
соответствует избирательной проницаемости для ионов К+, рис.4.5.1, 
кривые 2 и 3. Возникшая разность потенциалов медленно, в течение 
~ 10-20 мин, уменьшается и меняет знак на противоположный (25-30 
мВ), рис. 4.5.1, кривая 2. Если же мембрану, после ее образования, 
выдержать 10-20 мин, а затем создать градиент KCI, то сразу возни­
кает анионный потенциал, рис. 4.5.1, кривая 1.

В кислых растворах (pH 3.0) сразу возникает анионный потенци­
ал. Аналогичное явление наблюдается в растворах хлоридов других 
щелочных металлов (Li+, Na+, Rb+, Cs+). Сопротивление мембран в 

159



растворе KCI при фиксированном значении ПА в кислой области pH 
монотонно падает со временем, рис. 4.5.2, кривая 1, а в нейтральной 
и щелочной pH - сначала падает, а затем растет в 1.5-2.0 раза, рис. 
4.5.2, кривые 2 и 3.

Рис. 4.5.1. Кинетика изменения мем­
бранного потенциала при различных 
значениях pH. Мембранный раствор 
содержит 25 мг фосфолипидов мозга 
и 2.5 мг эргостерина в 1 мл декана. 
Состав водного раствора: 5-10‘s М 
амфотерицина В, 5-Ю’4 М К2НРО4, 
t=23°C. Градиент создавали с помо­
щью KCI: 100 мМ:10 мМ. Кривая 1 
получена при pH 3.0, кривая 2 при 
pH 6.0, кривая 3 при pH 9.0. Поло­
жительное значение потенциала со­
ответствует катионной избиратель­
ности [Касумов, Либерман, 1975; 
Касумов, 1986 а].

Рис. 4.5.2. Кинетика изменения сопротивления мембран. Ле­
вая шкала - мембранный раствор тот же, что и на рис. 4.5.1. 
Водный раствор содержит 5-10'8 М амфотерицина В, 10 мМ 
KCI, t=22°C. Кривая 1 получена при pH 3.0, кривая 2 при pH 
7.0. Правая шкала - мембранный раствор содержит 25 мг ле­
цитина и 2.5 мг эргостерина в 1 мл декана. Кривая 3 получена 
в водном растворе 5-10’7М амфотерицина В, 10 мМ Na2B4O7, 
t=22°C, pH 8.5. Стрелкой обозначен момент образования 
мембран [Касумов, Либерман, 1975; Касумов, 1986 а].

Увеличение pH и введение поливалентных анионов (SO42', 
НРО42’, В4О72', ВО33’) замедляет, а добавление СаСН ускоряет изме-
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нение знака потенциала (рис. 4.5.3). Мембраны с холестерином 
анионоизбирательны во всем диапазоне pH в растворах одновалент­
ных анионов. Если в среде присутствуют только поливалентные 
анионы, то мембраны катионоизбирательны с любыми стеринами.

Рис. 4.5.3. Влияние ионов каль­
ция на кинетику мембранного 
потенциала. Мембранный рас­
твор тот же, что и на рис. 4.5.1. 
Водный раствор содержит 5-10 s 
М амфотерицина В, pH 9.0, 
t=22°C. Градиент создавали с 
помощью KCI - 100 мМ:10 мМ. 
Стрелка внизу обозначает мо­
мент создания градиента по 
проникающему иону. Стрелка 
вверху - момент добавления 
СаС12 [Касумов, Либерман, 1975; 
Касумов, 1986 а].

Устойчивость величины катионного потенциала больше на мед­
ленно чернеющих мембранах и мембранах, в составе которых со­
держится растворитель с большим молекулярным весом: гептан < 
декан < додекан < гексадекан, но слабо зависит от вида фосфолипи­
дов в мембране и концентрации ПА в водном растворе. Появление 
катионного потенциала наблюдается и в отсутствие фосфолипидов 
на мембранах из смеси окисленного холестерина и эргостерина.

Понижение температуры среды замедляет процесс реверсии зна­
ка разности потенциалов. На мембране, образованной при 9°С, воз­
никает устойчивый катионный потенциал, который сохраняется при 
повышении температуры до 20°С, а при 25-30°С снижается и меняет 
знак на противоположный. На мембране, полученной при 33°С, ус­
танавливается анионный потенциал и сохраняется при понижении 
температуры до 9°С без тенденции к падению (рис. 4.5.4).

Увеличение концентрации ДМСО в водном растворе до 2% по 
объему и выше стабилизирует катионный потенциал при нейтраль­
ных и щелочных pH, а также при добавлении 1 мМ СаСД (рис. 4.5.5), 
однако при малых значениях pH сохраняется анионная избиратель­
ность мембран. В отсутствие ДМСО (в растворе Na-соли амфотери­
цина В) также наблюдается появление катионного потенциала с по­
следующей реверсией знака потенциала. При добавлении ДМСО с 
установившимся анионным потенциалом наблюдается изменение 
знака потенциала (рис. 4.5.5, кривая 1) [Касумов и др., 1975 а].
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V,mB

Рис. 4.5.4. Влияние температуры на кинетику мембранного потен­
циала. Мембранный раствор тот же, что и на рис. 4.5.1. Водный рас­
твор содержит З-Ю'8 М амфотерицина В, 2-10'3 М Na2B4O7, pH 9.0. 
Градиент создавали с помощью KCI: 100 мМ:10 мМ. Стрелкой обо­
значен момент образования мембран. Значениям температуры рас­
твора соответствуют цифры на кривых [Касумов, Либерман, 1975; 
Касумов, 1986 а].

Рис. 4.5.5. Влияние ДМСО на кинетику мембранного потенциа­
ла. Мембранный раствор тот же, что и на рис. 4.5.1. Кривая 1 
получена в растворе 100 мМ KCI. Кривая 2 получена в том же 
растворе, но с добавлением 1 мМ СаС12, pH 7.5, t=22°C. Стрел­
ками обозначен момент образования мембран и момент добавки 
ДМСО [Касумов, Либерман, 1975; Касумов, 1986 а].
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Можно предположить, что влияние pH и СаСЬ на кинетику мем­
бранного потенциала связано с изменением поверхностного заряда 
мембран. Однако повышение pH раствора до 12 и удаление Са'~ из 
раствора не позволили получить устойчивого катионного потенциа­
ла. Изменение проницаемости мембран для ионов нельзя также объ­
яснить изменением граничного скачка потенциала мембран, так как 
введение в водный раствор жирорастворимых анионов (тетрафенил- 
бората и пикрата), уменьшающих скачок потенциала, не влияло на 
избирательность мембран [Ермишкин, 1980]. Возможно, устойчи­
вость катионного потенциала связана с толщиной мембран (цветные 
участки мембран - микролинзы) и вида растворителя. Температур­
ные опыты показывают наличие двух состояний мембран: 1) состоя­
ние катионной избирательности, фиксируемое понижением темпера­
туры и переходящее в состояние анионной избирательности при по­
вышении температуры; 2) состояние анионной избирательности, со­
храняющееся при изменениях температуры. Возможно, изменение 
избирательности объясняется медленным включением ПА в мембра­
ну. Судя по кинетике падения сопротивления мембран (рис. 4.5.2), 
включение ПА в мембрану происходит в течение 10-20 мин, что 
вполне согласуется с изменением величины и знака потенциала. 
Возможно, что за это время происходит перестройка ионного канала 
по мере внедрения ПА в мембрану, а канал в цветной мембране со­
ответствует незавершенному включению. Сравнение кинетики со­
противления мембран в растворах KCI и №12646)7 при разных значе­
ниях pH (рис. 4.5.2) показывает, что переключение избирательности 
мембран, по-видимому, обусловлено падением проницаемости для 
катионов на фоне монотонного роста анионной проницаемости. Ма­
лый эффект вида фосфолипидов на избирательность мембран в рас­
творах ПА говорит скорее в пользу образования каналов исключи­
тельно молекулами ПА и стеринов.

В дальнейшем было исследовано действие метилового эфира 
амфотерицина В, метилированного амфотерицина В по полярным 
группам (метамфоцин) и Na-соли микогептина на ионную избира­
тельность липидных мембран, содержащих различные стерины. По­
казано, что увеличение концентрации антибиотиков от 10'8 М до 10-7 
М в водном растворе 10 мМ KCI приводит к росту проводимости 
мембран из окисленного холестерина в 103-10б раз. Потенциал на 
десятикратный градиент KCI при нейтральных и щелочных pH в 
присутствии 2- 10‘б М метилового эфира амфотерицина В или метам- 
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фоцина составляет 52-54 мВ, знак которого соответствует избира­
тельной проницаемости мембран для ионов СГ.

Однако натриевая соль микогептина в концентрациях от 10’8 М 
до 10'' М и при нейтральных значениях pH водного раствора в ответ 
на десятикратное изменение концентрации KCI с одной стороны 
мембраны не приводит к заметной избирательности. Это означает, 
что ионы К+ и СГ одинаково проникают через мембрану. В области 
щелочных pH на градиент концентрации KCI на мембране возникает 
разность потенциалов (48-50 мВ), знак которой соответствует изби­
рательной проницаемости мембран для ионов К+. Величина этой 
разности потенциалов в течение 5 мин падает и меняет знак на про­
тивоположный. Это означает, что мембрана становится избиратель­
но проницаемой для ионов хлора [Касумов и др., 1975 а].

Липидный состав мембран существенным образом влияет на из­
бирательную проницаемость мембран для ионов. Если на мембранах 
из фосфолипидов сои (азолектин) с холестерином в весовом соотно­
шении 2:1 и в присутствии 2-10бМ метилового эфира амфотерицина 
В при нейтральных и щелочных pH создать десятикратный градиент 
концентрации KCI (100 мМ:10 мМ), то на мембране возникает раз­
ность потенциалов величиной 50 мВ, знак которой соответствует из­
бирательной проницаемости для ионов К+. Эта величина разности 
потенциалов в течении 2-3 мин падает и меняет свой знак на обрат­
ный. Подобная реверсия мембранного потенциала наблюдается в тех 
же условиях и в присутствии натриевой соли микогептина [Касумов 
и др., 1975 а].

Мембраны из азолектина с эргостерином в весовом соотношении 
10:1 в растворах метилового эфира амфотерицина В в концентрации 
2-10'6 М при нейтральных pH избирательно проницаемы для ионов 
К+. Градиент концентрации KCI на мембране приводит к возникно­
вению разности потенциалов +50 мВ, величина которой в течение 
20-25 мин падает и меняется на обратный. При щелочных значениях 
pH наблюдается аналогичная картина, но скорость изменения потен­
циала на мембране уменьшается. При концентрациях 2-10 6 М в ней­
тральных pH Na-соль микогептина вызывает у мембран с эргостери­
ном избирательную проницаемость для ионов К+. Величина потен­
циала на мембране, возникающая в момент изменения концентрации 
KCI с одной стороны мембраны, составляет 55-57 мВ. Возникший 
мембранный потенциал на градиент концентрации KCI не меняется 
во времени в течение всего опыта (около 2 ч). Избирательная прони­
цаемость мембран для ионов К+ в этом случае не зависит от измене­
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ния pH, температуры и концентрации СаСЬ в водном растворе [Ка­
сумов и др., 1975 а].

В случае метилированного амфотерицина В в тех же концентра­
циях, как было отмечено выше, при нейтральных и щелочных pH. на 
мембране с исследованными стеринами возникает разность потен­
циалов в ответ на изменение концентрации проникающего иона с 
одной стороны, знак которой соответствует избирательной прони­
цаемости мембран для ионов СГ [Касумов и др., 1975 а].

Из полученных данных следует, что, изменяя стериновьш состав 
мембран и химическую структуру модификатора, можно влиять на 
ионную избирательность мембран.

165



ГЛАВА 5. ИНТЕГРАЛЬНЫЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ 
БИМОЛЕКУЛЯРНЫХ МЕМБРАН В ПРИСУТСТВИИ ПА

С АРОМАТИЧЕСКОЙ ГРУППИРОВКОЙ:
ЛЕВОРИН А2, ТРИХОМИЦИН, КАНДИЦИДИН

5.1. Зависимость проводимости мембран от концентрации 
ароматических антибиотиков

Выше было показано, что мембраны в присутствии нистатина, 
амфотерицина В и микогептина избирательно проницаемы для одно­
валентных анионов. Однако, при исследовании ароматических анти­
биотиков было обнаружено, что леворин А2, трихомицин и кандици­
дин, которые также содержат аминосахар, вызывают избирательную 
проницаемость не для анионов, а для катионов щелочных металлов. 
Эти антибиотики отличаются от нистатина, амфотерицина В и мико­
гептина наличием в молекулах дополнительной ароматической 
группировки-р-аминоацетофенона, в которой содержится положи­
тельно заряженный азот [Кашкин и др., 1970; Касумов, Либерман, 
1973]. Поэтому трудно думать, что избирательная проницаемость 
для катионов связана с образованием в мембранах, содержащих хо­
лестерин, отрицательно заряженных пор. Скорее, перенос катионов 
через границу мембраны осуществляется с помощью комплекса 
“ион-антибиотик-холестерин” [Касумов, Либерман, 1973].

На рис. 5.1.1 приведены зависимости проводимости мембран от 
концентрации леворина, трихомицина и кандицидина при введении 
антибиотиков в водные солевые растворы по обе стороны мембраны. 
Так же, как амфотерицин В и нистатин, ПА с ароматической группи­
ровкой оказались практически не эффективными на мембранах, ли­
шенных холестерина. Они увеличивают проводимость только тех 
мембран, в составе которых содержатся стерины определенной 
структуры. Увеличение концентрации холестерина в мембране по­
вышает эффективность леворина, трихомицина и кандицидина в 
увеличении проводимости мембран для ионов так же, как это на­
блюдалось для неароматических антибиотиков. Как в случае ниста­
тина и амфотерицина В, увеличение концентрации холестерина в 
мембранном растворе сдвигает кривую влево, т.е. в сторону более 
эффективных концентраций антибиотиков [Касумов, Либерман, 
1973], как показано на рис. 5.1.1, кривые 1 и 2. Кривая 1 на рис. 5.1.1 
получена на мембранах из фосфолипидов мозга, содержащих малую 
концентрацию холестерина, тогда как кривая 2 получена на мембра­
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нах из окисленного холестерина. Леворин еще более эффективен, 
если опыт проводится на одной и той же мембране, рис. 5.1.1 . кри­
вая 3. Кривые 4 и 5 на рис. 5.1.1 были также получены на одной 
мембране, но в присутствии трихомицина и кандицидина. При сня­
тии кривых антибиотики добавлялись в непрерывно перемешивае­
мые растворы по обе стороны мембраны. Как показано на рис. 5.1.1 
при увеличении концентрации антибиотиков проводимость мембран 
растет пропорционально 2-5-ой степени концентрации кандицидина. 
трихомицина и леворина [Касумов, Либерман, 1973].

Рис. 5.1.1. Зависимость про­
водимости бимолекулярных 
мембран от концентрации 
леворина А2 - кривые 1,2,4; 
трихомицина - 3 и кандици­
дина - 5 в растворах 10 мМ 
КО, pH 6.5, 22°С. Кривая 1 
получена на мембранах из 
фосфолипидов мозга с холе­
стерином в весовом соот­
ношении 5:1. Кривые 2-5 
получены на мембранах из 
окисленного холестерина в 
декане. Точки на кривых 3-5 
получены на одной мембра­
не [Касумов, Либерман, 
1973; Касумов, 1986 а].

По пороговым или начальным концентрациям, при которых на­
блюдается увеличение проводимости мембран, ПА можно располо­
жить в следующий ряд с возрастающей эффективностью: нистатин < 
микогептин < амфотерицин В < леворин Аз < трихомицин < канди­
цидин. В такой же ряд располагаются антибиотики по способности 
лизировать клетки [Lampen, 1966; Lampen, 1969]. Это соответствует 
последовательности изменения угла наклона кривых по отношению 
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к оси ординат. Исследования зависимости проводимости мембран от 
концентрации ароматических антибиотиков и холестерина привели к 
предположению о наличии в мембранах многомолекулярных ком­
плексов антибиотик-холестерин, индуцирующих ионную проницае­
мость [Касумов, Либерман, 1973].

5.2. Избирательная проницаемость мембран в присутствии 
ароматических антибиотиков

В отличие от неароматических антибиотиков нистатина и амфо­
терицина В, леворин, трихомицин и кандицидин индуцируют в мем­
бранах, содержащих холестерин, проницаемость не для анионов, а 
для катионов щелочных металлов. Потенциал нулевого тока на де­
сятикратный градиент проникающего иона составляет величину 
54±2 мВ. В таблице 5.2.1 приведены значения разности потенциалов, 
возникшей при наличии на мембране градиента концентрации про­
никающих ионов в присутствии леворина, трихомицина и кандици- 
дина. Значения биионных потенциалов для хлоридов щелочных ме­
таллов получены по отношению к KCI. Во всех экспериментах ПА с 
ароматической группировкой создают у мембран избирательную 
проницаемость для катионов щелочных металлов. Ряды избиратель­
ной проницаемости мембран для катионов зависят от концентрации 
солевых растворов. При повышенной концентрации электролита 
ароматические полиены создают у мембран избирательную прони­
цаемость для одновалентных катионов в ряду: Са+ > Rb+ > К+ > Na+ > 
Li+. Градиент pH не вызывает на мембране возникновения протон­
ной разности потенциалов [Касумов, Либерман, 1973]. Существен­
ную информацию о механизме проницаемости мембран в присутст­
вии ароматических антибиотиков можно, по-видимому, извлечь из 
данных о переносе через мембрану малых ионов, таких как гуанидин 
и гидразин. В присутствии леворина А2 эти ионы проникают через 
мембрану значительно лучше, чем К+ и Na+ (см. таб. 5.2.1).

На рис.5.2.1 приведена зависимость проводимости мембран от 
концентрации KCI при наличии в растворе постоянной концентра­
ции леворина и трихомицина. Проводимость мембран уже высока 
при наличии в растворе очень низкой концентрации солей. С чем 
связана такая проводимость не ясно. Сдвиг pH в одном растворе не 
вызывает возникновения на мембране разности потенциалов даже в 
тех случаях, когда концентрация соли была меньше 10'4М.

168



Таблица 5.2.1.

Биионные потенциалы на мембранах из окисленного 
холестерина в присутствии ароматических антибиотиков 

в растворах хлоридов щелочных металлов (биионные потенциалы 
получены по отношению к КС1)

[Касумов, Либерман, 1973; Касумов, 1986 а].

Антибиотик
Концен- 
трация 
иона, М

Ионы щелочных металлов Ряды проницаемости

К+ Cs+ Rb+ Na+ Li+

Кандицидин МО’2 0 -36+2 +25±1 +20+1 +30±1 Cs+>K">Na’>Rb’>Li’
М0’7М МО’1 0 -41 ±2 -9±1 +23±1 +26±1 Cs+> RbT>K’>\a’>L:’

Трихомицин МО’2 0 -34±2 +35±2 +30+1 +37±1 Cs+>K>Na>Rb*>Li ’
М0’7М МО’1 0 -29±2 +8±1 +26+1 +36±1 Cs+> Rb+>K+>Na*>  Lı

Леворин А 2 МО’2 0 -38+2 +34+2 + 19±1 +39±2 Cs'SlONa' _ L:~
2'10’7М МО’1 0 -33±2 -16+2 +3’0+1 +36+2 Cs > Rb*>K +>Na+> Li*  j

Гуанидин Гидразин
Леворин А2 МО’2 0 -70±5 -105+9 Г идразин>г> анид и н

5-10’7М МО’1 0 -75±6 -110±10 Г идразин>гу анилин

Рис. 5.2.1. Зависимость про­
водимости бимолекулярных 
мембран от концентрации 
ионов калия в растворе при 
pH 6.5 в присутствии фикси­
рованной концентрации три- 
хомицина 2-10'8М (кривая 1) 
и леворина А2 МО’8 М (кри­
вая 2). Мембраны получали 
из раствора окисленного хо­
лестерина в декане. Точки на 
кривых 1 и 2 получены на 
одной мембране [Касумов, 
Либерман, 1973; Касумов, 
1986а}.
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5.3. Особенности изменения проводимости мембран 
ароматическими антибиотиками

Было обнаружено, что леворин, трихомицин и кандицидин в от­
личие от неароматических антибиотиков резко понижают сопротив­
ление мембран из фосфолипидов мозга в том случае, если они вво­
дятся в водный раствор с одной стороны мембраны [Касумов, Ли­
берман, 1973]. Проводимость при этом только в 50-100 раз ниже, чем 
в случае, когда антибиотики в одинаковых концентрациях находятся 
с обеих сторон мембраны. Предполагалось, что такое отличие от не­
ароматических антибиотиков нистатина и амфотерицина В было 
связано с менее крутой зависимостью проводимости от концентра­
ции антибиотиков с ароматической группой и с лучшей проницаемо­
стью мембран для этих антибиотиков. Однако с помощью метода 
двух мембран не удалось обнаружить проход сквозь мембрану ни 
одного из ПА в течение 40 мин [Либерман, Ненашев, 1970]. В случае 
же разобщителя окислительного фосфорилирования декахлорбарена 
и антибиотика нактина, проход регистрировался за время менее 0,5 с 
[Касумов и др., 1971 а].

Ароматические антибиотики обладают важным свойством - 
включение антибиотиков в мембрану зависит от величины и направ­
ления внешнего электрического поля. Когда антибиотик находится с 
одной стороны мембраны, проводимость зависит от знака потенциа­
ла на мембране, рис. 5.3.1, 5.3.2. Когда ток идет из раствора, содер­
жащего антибиотик, проводимость мембраны растет. При обратном 
направлении тока проводимость мембран уменьшается [Касумов, 
Либерман, 1973; Kasumov et al., 1981].

Так, если в отсутствии внешнего поля с одной стороны мембра­
ны находится леворин, то не наблюдается увеличение интегральной 
проводимости мембран. Для регистрации проводимости мембран на 
мембрану подавали тестирующие импульсы от электрического сти­
мулятора амплитудой +25 мВ (с плюсом со стороны антибиотика) с 
частотой 0,15 Гц, задержкой 0,08 с и длительностью 0,16 с. В ответ 
на приложенное к мембране потенциала величиной +50 мВ (плюс со 
стороны антибиотика) не наблюдается роста проводимости. И толь­
ко увеличение потенциала на мембране до +75 мВ приводит к сла­
бому нарастанию проводимости. Скорость нарастания проводимости 
зависит от величины приложенного к мембране электрического по­
тенциала (см. рис. 5.3.1).

170



Рис. 5.3.1. Изменение проводимости мембраны в зависимости зт 
величины потенциала в присутствии леворина А; с одной сто­
роны мембраны в растворах 2 M КС1, pH 6.5, t=22°C. Знак по­
тенциала соответствует раствору с антибиотиком. Мембганы 
получали из раствора фосфатидилсерина с эргостег: - т з весо­
вом соотношении 20:1. А, Б, В - три различных экспер;!ме:-:та. 
Концентрация леворина А2 -1-10‘6 М. Для репы—пт:в 
мости на мембрану подавали тестирующие импульсы от элек­
трического стимулятора [Kasumov et al.. 198 К.:.- 1986 а].

Введение ароматических антибиотиков с одной стороны мембра­
ны в присутствии постоянного электрического поля (-100 мВ со сто­
роны антибиотика) не изменяет проводимости мембран. При обрат­
ном направлении поля (+100 мВ со стороны антибиотиков) наблюда­
ется резкое увеличение проводимости. Наличие в молекулах арома­
тических гептаенов дополнительной положительно заряженной 
группировки приводит к потенциалзависимому образованию прово­
дящих единиц [Касумов, Либерман. 1973; Kasumov et al., 1981].
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Рис 5.3.2. Кинетика изменения 
проводимости мембраны в растворе 
10 мМ KCI при pH 6,5 в присутст­
вии леворина А. Мембраны полу­
чали из окисленного холестерина в 
декане. Стрелка показывает момент 
добавки 1-10'7 М леворина в рас­
твор 1, в котором в это время по­
тенциал положительный (+100 мВ). 
Знаком минус отмечено время, ко­
гда потенциал в растворе 1 отрица­
тельный (-100 мВ). Температура 
водного раствора 23°С [Касумов, 
Либерман, 1973; Касумов, 1986 а].

Ароматические антибиотики взаимодействуют между собой в 
увеличении проводимости мембран. Причем взаимодействуют меж­
ду собой только те антибиотики, которые увеличивают проницае­
мость мембран для ионов одного знака. Антибиотики, увеличиваю­
щие проводимость мембран для ионов разного знака, не взаимодей­
ствуют друг с другом. На рис. 5.3.3 и 5.3.4 показаны эффекты взаи­
модействия разных ПА на мембранах из окисленного холестерина. 
Если с одной стороны мембраны находится трихомицин, а с другой 
нистатин, то не наблюдается взаимодействия этих двух антибиоти­
ков. Однако добавка леворина Аг с той стороны мембраны, где нахо­
дится нистатин, приводит к увеличению проводимости мембран 
(рис. 5.3.3).

Если с одной стороны мембраны находится нистатин, то прово­
димость мембраны не изменяется. Если на ту же сторону дан лево­
рин, то проводимость меняется так же, как и в растворе без нистати­
на, рис. 5.3.4.
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Рис. 5.3.3. Кинетика изменения проводимости мембраны в растворе 
10 мМ КО при pH 6,5 в присутствии ПА. Мембраны получали из 
окисленного холестерина в декане. Взаимодействие ПА-: 2Т0'8 М 
трихомицин добавлялся с одной стороны мембраны, а 3- 10‘б М ниста­
тин и 4-10'8 М леворин другой стороны. Потенциал на мембране 100 
мВ. Температура водного раствора 23°С [Касумов, Либерман, 1973; 
Касумов, 1986 а].

Рис. 5.3.4. Кинетика изменения проводимости мембраны в растворе 
10 мМ КО при pH 6,5 в присутствии нистатина (5Т0‘6 М) и леворина 
(1106 М). Антибиотики добавлялись на одну и ту же сторону мем­
браны. Мембраны получали из фосфолипидов мозга с холестерином 
в гептане в весовом соотношении 10:1. Потенциал на мембране +100 
мВ со стороны антибиотиков. Температура водного раствора 23°С. 
[Касумов, Либерман, 1973; Касумов, 1986 а].
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Если повторить эксперимент, показанный на рис. 5.3.4 и со сто­
роны леворина создать десятикратный градиент концентрации про­
никающего иона, то на мембране возникает разность потенциалов, 
знак которой говорит об идеальной избирательной проницаемости 
мембран для одновалентных катионов, рис. 5.3.5. Таким образом, 
создание десятикратного градиента концентрации проникающего 
иона со стороны леворина Аг способствует возникновению на мем­
бране разности потенциала, знак которого соответствует избира­
тельной проницаемости для ионов К+. Добавка нистатина или амфо­
терицина В на другую сторону мембраны приводит к быстрому спа­
ду мембранного потенциала и резкому увеличению проницаемости 
мембраны для ионов хлора (рис. 5.3.5). Этот эксперимент наглядно 
демонстрирует тот факт, что каналы, созданные леворином и ниста­
тином, действуют независимо друг от друга и что, по-видимому, не­
ароматические и ароматические полиены образуют в мембране неза­
висимые проводящие структуры для катионов и анионов [Касумов, 
Либерман, 1973; Kasumov et al., 1981].

Рис. 5.3.5. Кинетика изменения по­
тенциала мембраны. В начальный 
момент с обеих сторон мембраны бы­
ло 10 мМ NaCl. На одну сторону 
мембраны добавлен нистатин (5-10‘6 
М) и через 20 мин с той же стороны 
мембраны добавлен леворин (Т10‘6 
М). После установления проводимо­
сти мембраны через 50 мин со сторо­
ны антибиотиков увеличена концен­
трация NaCl в 10 раз. В этот момент 
на мембране появляется положитель­
ный потенциал (указано точками). 
После установления потенциала с 
другой стороны мембраны добавляет­
ся 540’6 М нистатин (момент добав­
ления нистатина показан стрелкой). В 
этот момент происходит реверсия 
потенциала, крестики. Потенциал на 
мембране +100 мВ со стороны лево­
рина. Температура водного раствора 
23°С. Фосфолипид: холестерин 2:1 
[Касумов, Либерман, 1973; Касумов, 
1986 а].
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Если леворин, трихомицин и кандицидин присутствуют по обе 
стороны мембраны в одинаковых концентрациях, то вольтамперная 
характеристика мембран симметрична, но не линейна, если нет гра­
диента проникающего иона. Градиент концентрации проникающего 
иона создает на мембране разность потенциалов и обычную выпрям­
ляющую характеристику. Выпрямляющая характеристика возникает 
на мембране и в случае градиента pH - сопротивление мембраны 
растет, если ток идет через мембрану из раствора с более высоким 
значением pH. При снятии вольтамперных характеристик на мем­
брану подается линейное изменение напряжение со скоростью 0.125 
В/с.

Если леворин, трихомицин и кандицидин добавлены только с 
одной стороны, то и в этом случае на мембране наблюдается вы­
прямляющая вольтамперная характеристика [Касумов, Либерман, 
1972; Касумов, 1986 а; Ибрагимова и др., 2006 а, б]. Сопротивление 
мембраны меньше, если ток идет через мембрану из раствора, со­
держащего антибиотик. Вольтамперная характеристика, полученная 
при добавлении кандицидина с одной стороны мембраны при фик­
сированном потенциале -200 мВ (минус со стороны антибиотика), 
не симметрична и не линейна. Если со стороны антибиотика дается 
фиксированный потенциал +200 мВ (плюс со стороны антибиотика), 
то в течении одной минуты можно видеть нарастание тока до неко­
торого стационарного значения. При изменении знака потенциала со 
стороны антибиотика можно видеть уменьшение тока до исходного 
значения [Касумов, Либерман, 1973; Касумов, 1986 а]. Если трихо­
мицин, леворин А2 и кандицидин присутствуют по обе стороны 
мембраны в одинаковых концентрациях, то вольтамперная характе­
ристика мембран симметрична, но не линейна [Касумов, Либерман, 
1973]. Градиент концентрации проникающего иона создает на мем­
бране разность потенциалов и обычную выпрямляющую характери­
стику. Выпрямляющая характеристика возникает на мембране и в 
случае градиента pH. Проводимость мембраны меньше, если ток 
идет через мембрану из раствора с более высоким pH. Если канди­
цидин, леворин А2 и трихомицин добавлены только с одной сторо­
ны, то и в этом случае на мембране наблюдается выпрямляющая 
вольтамперная характеристика, которая зависит от времени. Прово­
димость мембраны больше, если ток идет через мембрану из раство­
ра, содержащего антибиотик. При линейном изменении напряжения 
на мембране со скоростью 0.125 В/с вольтамперная характеристика 
асимметрична и имеет вид выпрямляющей кривой. Если вслед за 
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этим на мембране фиксировать напряжение (+200 мВ) со стороны 
антибиотика, то можно видеть нарастание тока до некоторого ста­
ционарного значения. Если после этого изменить полярность со сто­
роны антибиотика (-200 мВ) то ток уменьшается и релаксирует до 
своего исходного значения.

Так же, как и в случае нистатина и амфотерицина В, при сдвиге 
pH в щелочную сторону сопротивление мембраны в присутствии ле­
ворина, трихомицина и кандицидина резко нарастает, приближаясь к 
сопротивлению немодифицированных мембран. Эффект pH полно­
стью обратим, На рис. 5.3.6 показана зависимость проводимости 
мембран из окисленного холестерина от pH при постоянной концен­
трации леворина А в водном растворе. Как видно из рис. 5.3.6 изме­
нение сопротивления мембран происходит в диапазоне pH от 8.0 до 
11.0. Рост сопротивления мембран при высоких pH, возможно, свя­
зан с рекомбинацией аминогрупп антибиотиков.

Рис. 5.3.6. Зависимость проводимости мембран от pH в при­
сутствии постоянной концентрации леворина А2 - 2-10"7 М. 
Водный раствор: 10 мМ KCI, 1 мМ трис-HCI, t=22°C. Мем­
браны получали из раствора окисленного холестерина в де­
кане [Касумов, Либерман, 1973; Касумов, 1986 а].
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При добавлении метанола в водный солевой раствор, содержа­
щий леворин, сопротивление мембраны резко возрастало до величи­
ны сопротивления мембран как в растворе без антибиотика. Анало­
гичный эффект наблюдался и с этиловым спиртом, но при больших 
его концентрациях. Введение ДМСО в тех же концентрациях, что и 
метанола (по объему) в водный раствор антибиотика не влияло на 
сопротивление мембран, полученных в этом растворе.

Так же, как и в случае нистатина, ПА с ароматической группи­
ровкой увеличивают проводимость не только бислойных мембран с 
толщиной менее 100 А, но и цветных мембран, толщина которых со­
ставляет несколько тысяч ангстрем [Касумов, либерман, 1973].

Трудно представить себе, что в цветных мембранах формируют­
ся такие же поры, какие могли бы формироваться в черных мембра­
нах. Поэтому можно думать, что механизм проницаемости иной. В 
пользу такого представления говорят осмоэлектрические опыты. Так 
же, как и в случае нистатина, амфотерицина В и микогептина, не 
удалось обнаружить возникновения на мембране разности потенциа­
лов при наличии градиента осмоэлектрического давления. Такая 
разность потенциалов, как уже указывалось, должна была бы воз­
никнуть, если бы катионы в порах, образованные леворином, трихо- 
мицином и кандицидином, увлекались бы осмотическим потоком 
воды.

На основании изложенных результатов механизм ионной прони­
цаемости, создаваемой у мембран с холестерином в присутствии ПА, 
нельзя считать до конца выясненным. Приведенные выше данные о 
повышении проводимости цветных мембран и об отсутствии осмо­
электрического эффекта говорят, скорее всего, против гипотезы о 
формировании комплексом антибиотик-холестерин заполненных во­
дой заряженных пор, в которых свободно движутся ионы противо­
положного знака. Можно предположить, что ионы переходят через 
границу мембраны в комплексе с антибиотиком, а внутри мембраны 
передаются от одного комплекса к другому. С другой стороны необ­
ходимо рассмотреть и другой альтернативный вариант, что возмож­
но в цветных мембранах имеются невидимые локальные участки 
черных мембран с собранными каналами, которые и обеспечивают 
высокую проводимость мембран для ионов в присутствии ПА. Су­
щественную информацию о механизме проводимости можно будет, 
по-видимому, извлечь из данных о высокой проницаемости мембран 
для ионов гидразина и гуанидина.



5.4. Исследование зависимости проводимости 
бимолекулярных мембран от липидного состава при 

постоянной концентрации ПА

Выше было показано, что ПА увеличивают проводимость мем­
бран, содержащие в своем составе холестерин. Взаимодействие ан­
тибиотиков с молекулами холестерина приводит к избирательной 
проницаемости мембран, как для одновалентных анионов, так и для 
катионов щелочных металлов. Для изучения механизма действия ПА 
необходимо, прежде всего, выяснить, какие группы в молекулах хо­
лестерина ответственны за увеличение проводимости мембран для 
ионов. В экспериментах были использованы четыре типа мембран­
ных растворов: 1) раствор фосфолипидов мозга быка в хлороформе с 
метанолом с исходной концентрацией 50 мг/мл; 2) раствор окислен­
ного холестерина в декане с исходной концентрацией 50 мг/мл; 3) 
раствор яичного лецитина в хлороформе с метанолом с исходной 
концентрацией 50 мг/мл; 4) раствор холестерина и его производных - 
А4 - холестенон-3, А5 - холестенон-3, капронат холестерина в гепта­
не с исходной концентрацией 10 мг/мл. Для приготовления мембран 
использовались смеси мембранных растворов: фосфолипидов мозга 
с холестерином и окисленным холестерином, яичного лецитина с 
холестерином и окисленным холестерином, смесь производных хо­
лестерина с фосфолипидами мозга при различных весовых соотно­
шениях. Исходные мембранные смеси в растворе хлороформа с ме­
танолом путем испарения переводились в раствор декана, из которо­
го затем получались БЛМ. Нистатин и леворин растворяли в ДМСО. 
Из маточного раствора антибиотики затем добавлялись в водный со­
левой раствор. Использовались хлоросеребряные электроды на на­
сыщенном KCI и мостики, заполненные агаром на 200 мМ K2SO4 в 
растворах нистатина и 1 М холинхлорида в растворах леворина. Ис­
следуя действие антибиотиков на проводимость мембран, содержа­
щих в своем составе стерины определенной структуры, можно уста­
новить связь между химическим строением и функцией молекул 
стерина в комплексе с полиенами. Исследование зависимости про­
водимости мембран от концентрации холестерина в мембранном 
растворе при фиксированной концентрации леворина Аг показало, 
что увеличение концентрации холестерина выше некоторого предела 
(весовое соотношение холестерин:фосфолипид равное 0.6:1) не при­
водит к дальнейшему увеличению проводимости мембран, рис. 5.4.1. 
Эффект холестерина зависит от состава липидного раствора. Так, 
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например, холестерин в смеси с фосфолипидами мозга более эффек­
тивен в увеличении проводимости мембран (рис. 5.4.1, кривая 2), 
чем в смеси с лецитином (рис. 5.4.1, кривая 1). Холестерин в смеси с 
фосфолипидами мозга делает мембрану более чувствительной к ПА, 
чем в смеси с лецитином, рис. 5.4.1. В обоих случаях насыщение 
проводимости мембран наступает при одинаковом соотношении хо­
лестерин: фосфолипид, равном 0.6:1. Независимо от состава фосфо­
липидов при этом сохраняется угол наклона кривых зависимости 
проводимости мембран от концентрации холестерина в липидном 
растворе. Можно сделать два предположения, объясняющие сущест­
вование плато на рис. 5.4.1. Возможно, плато соответствует насыще­
нию мембраны холестерином, либо плато - результат поглощения 
мембраной всех молекул антибиотиков, увеличивающих проводи­
мость мембран [Касумов и др., 1971 а, б; Касумов. Либерман, 1974]. 
По-видимому, ближе к истине первое предположение, так как про­
тив второго говорит повторяемость результатов при многократной 
смене мембран. Если бы комплексы антибиотиков заметно поглоща­
лись мембраной, то сопротивление каждой последующей мембраны 
было бы выше, чем предыдущей.

lg g, мо-см

0 0,2 0,4 0,6 0.8 1
холестерин/лип ид

Рис. 5.4.1. Зависимость проводимости БЛМ от концентрации холесте­
рина в растворах лецитина, кривая 1 и фосфолипидов мозга - кривая 2. 
Мембраны получались из смеси фосфолипидов с холестерином в дека­
не. Водный раствор содержит 10 мМ КС1, pH 6,5, t=22°C. Кривые 1 и 2 
были получены при постоянной концентрации леворина А2 2-10’7 М в 
водном растворе [Касумов, Либерман, 1974; Касумов, 1986 а].
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Проводимость мембран из окисленного холестерина в присутст­
вии ПА высока даже при отсутствии в мембранах лецитина, рис. 
5.4.2. Постепенное увеличение концентрации яичного лецитина в 
растворе окисленного холестерина приводит к инактивации прово­
димости мембран в присутствии ПА. При увеличении концентрации 
яичного лецитина в растворе окисленного холестерина до весового 
соотношения 1:1 сопротивление мембран (при фиксированной кон­
центрации нистатина и леворина в водном растворе) резко растет и 
доходит до величины сопротивления немодифицированных мембран 
(рис. 5.4.2, кривые 1 и 2).

Окис, холестерин/лецитин

Рис. 5.4.2. Зависимость проводимо­
сти бимолекулярных мембран от 
концентрации лецитина в растворе 
окисленного холестерина при по­
стоянных концентрациях леворина 
А2 5-10’7 М - кривая 1 и нистатина 
1-Ю'6 М - кривая 2. Мембраны 
формировались в растворе 10 мМ 
КС1, pH 6,5, t=22°C [Касумов, Ли­
берман, 1974; Касумов, 1986 а].

Из полученных результатов следует, что полиены менее эффек­
тивны на мембранах, приготовленных из лецитина в смеси с холе­
стерином или окисленным холестерином, чем на мембранах из фос­
фолипидов мозга с холестерином. По-видимому, холестерин не в 
одинаковых концентрациях включается в бислой, приготовленных 
из различных фосфолипидов. Различный эффект лецитина и фосфо­
липидов мозга на сопротивление мембран, приготовленных из смеси 
этих липидов с холестерином, можно объяснить инактивацией моле­
кул холестерина молекулами лецитина. Однако возможно и другое 
объяснение. Как известно из коллоидной химии, на границе раздела 
фаз вода-углеводород из двух растворенных веществ, преимущест­
венно адсорбируется то вещество, которое сильнее понижает меж­
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фазное натяжение [Кройт, 1955]. Экспериментальные данные пока­
зывают, что межфазное натяжение бимолекулярных мембран, приго­
товленных из различных компонентов, меняется в соответствии с 
составом мембран следующим образом: холестерин < лецитин 
< окисленный холестерин < фосфолипиды мозга [Tien. Diana. 196“]. 
Следовательно, если приготовить мембранные растворы из смеси 
холестерин и лецитин, фосфолипиды мозга и холестерин, окислен­
ный холестерин и лецитин то в первом и во втором случае в мем 'ра­
ну будет преимущественно включаться холестерин, а в третье?.: - ле­
цитин. Это хорошо объясняет полученные экспериментальные дан­
ные.

В работах Денниса с соавторами изучалось действие нистатина и 
амфотерицина В на проводимость мембран, содержащие в своем 
составе стерины различной структуры [Dennis et al., 1970]. Было до­
казано, что для увеличения проводимости мембран в присутствии 
неароматических антибиотиков требуется наличие в молекуле сте­
рина ЗР-ОН группы. Замена гидроксильной группы на карбоксиль­
ную или переход оксигруппы из 3Ş положения в положение За при­
водит к потере взаимодействия антибиотиков со стеринами. Важно 
было установить, насколько специфична такая структура стерина 
для неароматических и ароматических антибиотиков. С целью выяс­
нения этого вопроса было изучено действие ароматических поли­
енов на проводимость мембран, содержащих стерины определенной 
структуры. Леворин Аг не увеличивает проводимость мембран, при­
готовленных из Д4 - холестенон 3, Д5-холестенон 3 и капрона? холе­
стерина, но эффективен на мембранах из холестерина и эргостерина 
(табл. 5.4.1). Производные А4 -холестенон 3 и д’-холестенон 3 отли­
чаются положением двойной связи. В первом случае двойная связь 
находится при положении С4-С5, а во втором при С=-Сб- В обеих про­
изводных гидроксильная группа заменена на карбонильную. У про­
изводного капронат холестерина при положении Сз имеется группа 
СбНцОг. Структура молекулы окисленного холестерина точно не ус­
тановлена. Но имеются данные о том. что окисленный холестерин 
представляет собой смесь нескольких компонентов: в основном хо­
лестерина и небольшие примеси 7а и ''[3-гидрооксихолестерина и 
7а-кетонхолестерина, которые, по-видимому, и делают мембрану 
устойчивой [Pant, Rosenberg, 1971].
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Таблица 5.4.1

Проводимость бимолекулярных мембран, полученных из 
производных холестерина в присутствии леворина А2 

[Касумов, Либерман, 1974; Касумов, 1986 а].

Мембранный раствор Леворин А2, М gm, мо-см'2 Число 
мембранВид холестерина

холестерин 0 5±1-10'у 6
холестерин 5-10'' l±0,5-10'z 8
Окисленный холестерин 0 4±1-10’у 5
Окисленный холестерин 5-Ю'7 2±1-10'4 5

△ 5-холестенон 3 0 8±110'у 4

△ 5-холестенон 3 510'' 2±1-10'8 6

△ 4-холестенон 3 0 7±0,5-10'8 6

д4-холестенон 3 5-10'z 1,5±0,5 10'8 7

Капронат холестерина 0 6±1-10'у 5
Капронат холестерина 5-10'z 1 ±0,5-10'8 8

К таблице: мембраны получались из смеси фосфолипидов мозга со стеринами 
в одинаковых весовых соотношениях 20:5. Во всех опытах состав водного рас­
твора был одинаковый и содержал 10 мМ КС1, pH 6,5; §т-проводимость мембран.

Дальнейшие исследования показали, что разрыв связи в молеку­
лах эргостерина и 7-дегидрохолестерина при положении С9-С10 дела­
ет мембрану нечувствительной к действию ПА. Полиены не увели­
чивают проводимости мембран, содержащие жирорастворимые ви­
тамины Д2 и Дз, провитаминами которых являются соответственно 
эргостерин и 7-дегидрохолестерин. Проводимость мембран в раство­
рах ПА высока, когда они содержат эргостерин или 7-дегидрохо- 
лестерин. Под действием УФ света провитамины превращаются в 
витамины Д2 и Дз [Feiser, Feiser, 1964]. При этом происходит разрыв 
стеринового кольца по связи С9-С10. Этот процесс был смоделирован на 
бимолекулярных мембранах. В водных растворах нистатина проводи­
мость мембран с эргостерином или 7-дегидрохолестерином под дейст­
вием УФ света уменьшается [Касумов и др., 1975 б; Касумов, 1986 а].

Таким образом, мембраны, в составе которых имеются молекулы 
стерина с 3Ş-OH группой и неповрежденным циклопентанфенантре­
новым кольцом, обладают высокой чувствительностью к ароматиче­
ским и неароматическим антибиотикам [Касумов, 1977, 1981].
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ГЛАВА 6. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЕ ДОКАЗАТЕЛЬСТВО 
СУЩЕСТВОВАНИЯ ОДИНОЧНЫХ ИОННЫХ КАНАЛОВ И

ИХ ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ

6Л. Гипотеза водных пор. Гипотетическая молекулярная 
модель канала, образуемого ПА в комплексе с холестерином

Одной из основных предпосылок, позволившей приблизиться к 
пониманию молекулярного механизма действия полиенов на бислой, 
было обнаружение повышения проницаемости БЛМ в присутствии 
амфотерицина В и нистатина для воды и неэлектролитов [Andreoli et 
al., 1969; Holz, Finkelstein, 1970; Васянин и др., 1972; Holz, 1974; Зе­
нин, 1979]. Оказалось, что проницаемость БЛМ для воды и неэлек­
тролитов возрастает пропорционально электрической проводимости 
мембран, независимо от крутизны зависимости проводимости от 
концентрации антибиотиков. Это позволило предположить, что ио­
ны и неэлектролиты проходят через одни и те же участки в присут­
ствии амфотерицина В и нистатина. Проницаемость для неэлектро­
литов (мочевины, этиленгликоля, глицерина, глюкозы) уменьшалась 
с размером проникающей молекулы. Глицерин проникает примерно 
в 100 раз хуже, чем вода. Глюкоза с размером молекулы около 0,8 нм 
проникает слабее. На основании этих данных можно сделать вывод, 
что амфотерицин В и нистатин образуют в липидной мембране с хо­
лестерином поры, проницаемые для одновалентных ионов, воды и 
неэлектролитов, у которых размер поры меньше 0,8 нм.

Исследование проницаемости мембран в присутствии нистатина 
и амфотерицина В для различных неэлектролитов показало, что ко­
эффициент проницаемости уменьшается с увеличением эффективно­
го гидродинамического радиуса неэлектролита, как это показано в 
табл. 6.1.1. Как видно из этой таблицы, мембраны, модифицирован­
ные амфотерицином, практически не проницаемы для сахарозы. 
Аналогичный ряд был получен и с нистатином [Andreoli et al., 1969; 
Holz, Finkelstein, 1970].

Было выдвинуто предположение, что транспорт воды, ионов и 
неэлектролитов осуществляется через одни и те же места в мембране 
[Andreoli et al., 1969; Holz, Finkelstein, 1970]. Наличие разного типа 
мест проницаемости маловероятно, поскольку трудно представить, 
что число таких мест сложно зависит от концентрации антибиоти­
ков.
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Таблица 6.1.1.

Проницаемость мембран для воды и неэлектролитов в присутствии 
амфотерицина В.

Pd - коэффициент проницаемости; г,. эффективный гидродинамический 
радиус [Schulz, Solomon, 1961; Soil, 1967; Andreoli et al., 1969}.

Неэлектролиты и
Амфотерицин В (М)=0 Амфотерицин В (М)=10'”

Число 
мембран

Pd, 
см-с'1 '104

Число 
мембран

Ра, 
см-с'1 '104

Н2О 1,2 7 10,8±2,4 11 18,1±2,4

мочевина 1,8 4 0,05 4 10,4±0,9

ацетамид 2,5 5 0,83+0,17 4 5,48+1,42

глицерин 3,1 2 0,05 5 3,28±1,12

рибоза 3,6 - - 5 0,61+0,16

арабиноза 3,8 2 0,05 4 0,53±0,15

глюкоза 4,2 3 0,05 8 0,14±0,02

сахароза 5,2 3 0.05 13 0.09

Вышеприведенные данные, а также данные о действии амфоте­
рицина В и нистатина с одной и с двух сторон мембран позволили 
Кассу и Финкельштейну, а позже Касумову и Либерману, выдвинуть 
предположение о том, что эти антибиотики, взаимодействуя с холе­
стерином, образуют на обеих сторонах мембраны полупоры опреде­
ленного размера [Cass et al., 1970; Касумов и др., 1971 а; Касумов, 
Либерман, 1972]. Две полупоры, располагаясь вдоль их общей оси 
поперек мембраны, могут образовывать водную пору (трубу), кото­
рая пронизывает мембрану насквозь. Такая пора может индуциро­
вать в мембранах проницаемость для воды, ионов и неэлектролитов. 
Уменьшение проницаемости для неэлектролитов с возрастающим 
размером молекул и резкое уменьшение проницаемости для сахаро­
зы, по-видимому, говорит о том, что эффективный радиус водной 
поры составляет ~ 4Ä. Поры образованные в мембране полиенами, 
обладают определенной стабильностью во времени. На это указыва­
ет тот факт, что при отмывке антибиотика из раствора, окружающего 
мембрану, ее проводимость уменьшается в два раза за 2 ч для амфо­
терицина В и за 20 мин для нистатина при 25°С. Время полуспада 
проводимости резко уменьшается при увеличении температуры в 
присутствии нистатина [Cass et al., 1970]. Данные по проницаемости 
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для неэлектролитов, полученные на бимолекулярных мембранах, 
очень хорошо согласуются с результатами, полученными на клетках 
Acholeplasma laidlawii и липосомах при исследовании проницаемо­
сти мембран для неэлектролитов [De Kruyff et al., 1974 a, b; De 
Kruyff, Demel, 1974].

Основываясь на экспериментальных данных, Андреоли, Фин­
кельштейн, Хольц и Де Круифф независимо друг от друга разрабо­
тали гипотетическую молекулярную модель такой поры-канала, ко­
торая образуется в бимолекулярной мембране в результате взаимо­
действия ПА с холестерином [Andreoli, 1973, 1974; Finkelstein, Holz, 
1973; Holz, 1974; De Kruyff, Demel, 1974]. Модель такой поры-канала 
показана на рис. 6.1.1.

Рис. 6.1.1. Гипотетиче­
ская молекулярная мо­
дель комплекса амфоте­
рицина В - холестерин 
[De Kruyff, Demel, 1974}.

Молекулы амфотерицина В и фосфолипида имеют приблизи­
тельно одинаковую длину (около 24 Ä). В молекуле амфотерицина В 
содержится длинная жесткая полиеновая цепь С20-С33 и гидрофиль­
ная цепочка С1-С15, состоящая из нескольких гидроксильных групп. 
Гидрофобная и гидрофильная цепи располагаются параллельно друг 
другу. Кроме того, в молекуле амфотерицина В имеется карбоксиль­
ная группа при С16, аминосахар, содержащий положительно заря­
женный азот, и гидроксильную группу при С35 в гидрофобной части 
молекулы. Общая длина молекулы холестерина составляет 19 А. 
Циклогексановые кольца А, В и С жестко связаны друг с другом и 
имеют форму «кресла» [Fieser, Fieser, 1959; Mislow, 1965]. Гидро­
ксильная группа в 30-положении находится на поверхности! мембра­
ны и обращена в воду. Гидроксильная группа в 30-положении очень 
важна для взаимодействия антибиотиков со стерином. Гидрофобное 
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стероидное ядро может располагаться параллельно остаткам жирных 
кислот фосфолипидов в мембране. Молекулы амфотерицина В, 
взаимодействуя со стеринами, также могут располагаться парал­
лельно жирным хвостам липидов.

На рис. 6.1.2 изображена схематическая модель полупоры. Пред­
полагается, что для образования полупоры необходимо взаимодей­
ствие равных количеств молекул амфотерицина В и холестерина 
(стехиометрия такова, что одна молекула амфотерицина В может 
взаимодействовать с одной молекулой холестерина) [Celman, 1971].

Заряженные аминная и карбоксильная группы в молекулах ам­
фотерицина В располагаются на мембрано-водной поверхности. Из 
предложенной модели следует, что гидрофобная сторона молекулы 
амфотерицина В связывается с холестерином и образует комплекс 
амфотерицин В-холестерин, а гидроксильные группы в сегменте Cı- 
С15 выстилают водную пору внутри мембраны. Гидроксильная груп­
па в молекуле амфотерицина В при положении углеродного атома 
С]5 располагается у входа в пору. Гидроксильная группа при С35 
взаимодействует с соответствующей гидроксильной группой моле­
кулы амфотерицина В, расположенного с противоположной стороны 
мембраны [Andreoli, 1973]. Поскольку амфотерицин В, нистатин и 
микогептин эффективны при наличии их только с двух сторон мем­
браны, то предполагается, что такие симметричные структуры могут 
образовывать полную проводящую пору-канал в мембране.

Наиболее упакованной структурой в этом случае является полый 
цилиндр (полупора), состоящая из 8 молекул амфотерицина В и 8 
молекул холестерина, объемная модель которого показана на рис. 
6.1.1. Из рис. 6.1.1 видно, что молекула холестерина связывается с 
двумя молекулами антибиотика. Радиальный угол сегмента амфоте­
рицин В-холестерин составляет 23°, а радиальный угол между двумя 
молекулами амфотерицина В (амфотерицин В-холестерин амфоте­
рицин В) составляет 45°. Полупора с каждой стороны мембраны об­
разуется из восьми молекул амфотерицина В и восьми молекул хо­
лестерина. Образование поры-канала в такой стехиометрии приво­
дит к тому, что все гидрофильные стороны молекул амфотерицина В 
располагаются внутри поры [Andreoli, 1973; Finkelstein, Holz, 1973; 
De Kruyff, Demel, 1974]. Данная структура имеет внутренний диа­
метр 8 Ä. Две такие полупоры собираются по разные стороны мем­
браны. Гидроксильные группы при С35 одной полупоры образуют 
водородные связи с соответствующими группами другой полупоры, 
формируя полную проводящую пору через всю гидрофобную часть 
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мембраны. Предполагается, что такая проводящая структура пора- 
канал может индуцировать в мембранах проницаемость для воды, 
ионов и неэлектролитов. Аналогичная пора может быть сконструи­
рована и для других ПА: нистатина, микогептина, этрускомицина. 
филипина, леворина Аг.

Рис. 6.1.2. Схематическая модель полупоры а - поперечный срез ком­
плекса (полупоры) амфотерицин В - холестерин [Andreoli, 1973, 1974]. б 
- стехиометрия и расположение молекул амфотерицина В с холестери­
ном в комплексе. А - антибиотик; С - стерин [De Kruyff, Demel, 1974].

В рамках предложенной модели не было возможности рассмот­
реть механизм функционирования такого канала, ввиду отсутствия 
экспериментальных данных, подтверждающих и непосредственно 
отражающих работу одиночных каналов в липидных мембранах.
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Экспериментально подтвердить существование таких структур в 
мембранах долгое время никому не удавалось, хотя в этом отноше­
нии и велся интенсивный поиск. Исследование свойств единичной 
проводящей структуры дало бы несравненно большую информацию 
о молекулярных механизмах функционирования ПА в липидных 
мембранах.

6.2. Определение условий регистрации одиночных ионных 
каналов, образованных в липидных мембранах ПА

Следует отметить, что исследуя только интегральные характери­
стики плоских бислойных мембран в присутствии ПА, не представ­
ляется возможным ответить на ряд важных вопросов: 1) существует 
ли в мембранах, модифицированных ПА, механизм каналообразова- 
ния?; 2) функционирует ли каждый канал как самостоятельная, неза­
висящая от других, единица проницаемости или же имеется опреде­
ленная взаимосвязь в их совокупности, которая определяет общие 
свойства мембраны?; 3) являются ли каналы однотипными или же 
они различаются по своим свойствам и поведению? 4) является ли 
неидеальная анионная и катионная селективность мембраны свойст­
вом каждого канала или существуют разные по своей селективности 
каналы - отдельно катионные и анионные? Изучение только инте­
гральных свойств мембран принципиально не может дать исчерпы­
вающего и однозначного ответа ни на один из перечисленных выше 
вопросов. Следовательно, на этом уровне нельзя достаточно глубоко 
понять молекулярный механизм функционирования ПА в мембране. 
Принципиально важной задачей представляется выход на более аде­
кватный уровень исследований - изучение свойств и поведения еди­
ничного функционирующего канала в липидной мембране и сравне­
ния его свойств со свойствами мембран с большим числом каналов.

Молекулярная модель канала была предложена, исходя из струк­
туры молекулы и данных по проницаемости и интегральной прово­
димости мембран в присутствии ПА. Возможность исследования 
одиночных ионных каналов в присутствии ПА может дать новую, 
более подробную информацию о работе и структуре полиеновых ка­
налов. В этом направлении многими исследователями предпринима­
лись интенсивные попытки обнаружить работу одиночно функцио­
нирующей поры в присутствии ПА. Именно здесь при попытках об­
наружения и записи полиеновых каналов зарубежных исследовате­
лей постигает неудача. Хладки и Хейдон в 1970 году пытались заре­
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гистрировать одиночную пору на мембране с нистатином [Hladky, 
Haydon, 1970]. Однако попытка оказалась безуспешной. Из Англии 
Хладки и Хейдон сообщают в 1970 г., что им никак не удается обна­
ружить работу одиночных ионных каналов при нарастании инте­
гральной проводимости, индуцируемой нистатином [Hladky. Haydon. 
1970]. Авторы в то время предполагали, что канал проводит ток 
слишком короткое время. Такой довод кажется убедительным, тем 
более, что авторы резко увеличили чувствительность своей установ­
ки и ссылаются на результаты работы первой регистрации каналов, 
образуемых грамицидином А. В течение последующих лет, несмотря 
на широкое развитие метода регистрации одиночных ионных кана­
лов, с одной стороны, и детальное исследование проницаемости 
БЛМ в присутствии ПА, с другой, не было сообщений об успешных 
попытках обнаружения одиночных ионных каналов на БЛМ. Только 
в 1976 г. Касумову X. и Поцелуеву В. в Институте Биологической 
Физики Российской Академии Наук удалось впервые эксперимен­
тально обнаружить и зарегистрировать одиночные ионные каналы, 
образуемые амфотерицином В, нистатином, микогептином [Ermish­
kin et.al., 1976, 1977; Kasumov et al., 1979], а позже и леворином [Ka­
sumov et al., 1981]. Следует здесь отметить, что примерно в это же 
время в 1977 году в журнале Biophysical J. была опубликована ста­
тья о невозможности обнаружения одиночных ионных каналов в 
присутствии нистатина [Romine et al., 1977]. Статья так и называлась 
“Доказательство того, что нистатин не может образовывать каналы в 
тонких липидных мембранах”! Неспособность нистатина образовы­
вать каналы в бислойных мембранах основывалась на измерении 
шумов тока в диапазоне частот 1 МО3 Гц. Исходя из свойств оди­
ночного нистатинового канала, шум тока должен был наблюдаться в 
диапазоне 1O'J МО'2 Гц.

Одиночные каналы регистрировали методом фиксации мембран­
ного потенциала, регистрируя ток через мембрану, с помощью элек­
трометрического усилителя Keithley-301 (США) с очень большим 
входным сопротивлением. На рис. 6.2.1 приведена схема измерения 
тока и напряжения на мембране.

Входной ток усилителя не превышал 10’14 ампера (А). Ток, про­
текающий через один ионный канал имеет величину 10’13-10'12 А в 2 
M КС1. Напряжение шума на выходе усилителя при коэффициенте 
усиления 1 было не более 1,5-10'ə В. Ток от мембраны отводился с 
помощью Ag-AgCI электродов с агаровыми мостиками, заполнен­
ными 3 M KCI. Регистрация тока на выходе усилителя осуществля­
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лась ХУ-самописцем типа “Endim” (ГДР). Временное разрешение 
самописца по обеим координатам 30 мс на 1 см шкалы. Для расши­
рения полосы пропускания сигнала электрометрическим усилите­
лем использовался режим не 100% обратной связи. Коэффициент

Рис. 6.2.1. Принципиальная комбинированная схема измерения электриче­
ских характеристик липидных мембран в режиме фиксации тока и напря­
жения мембраны. Внизу изображены варианты подключения мембраны к 
измерительному электрометрическому усилителю. Слева - режим измере­
ния потенциала мембраны (Ем), справа - измерения тока (1М) мембраны в 
режиме фиксации напряжения [Поцелуев, 1978; Касумов, 1986 а].
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передачи обратной связи изменяли в пределах [3=1 ±0,1. Это позволи­
ло уменьшить величину сопротивления обратной связи, которое оп­
ределяет постоянную времени усилителя. При сопротивлении обрат­
ной связи 109 Ом и [3=0,1 чувствительность усилителя по току со­
ставляла 10'13 А на 1 мВ выходного сигнала. Постоянная времени 
усилителя (ту) при этих значениях для мембраны емкостью 10 Ф и 
при сопротивлении обратной связи 108 Ом была не хуже 10'!с.

Одним из способов расширения полосы пропускания полезного 
измеряемого сигнала является уменьшение площади мембраны, а. 
следовательно, ее емкости. Величина емкости мембраны прямо про­
порциональна площади мембраны и обратно пропорциональна тол­
щине:

Так как эта емкость подключена параллельно проводимости 
ионного канала, то она выступает в роли паразитного элемента, ко­
торый уменьшает полосу пропускания полезного измеряемого сиг­
нала. В экспериментах удается получить устойчивые (по размеру) 
черные мембраны маленькой площади, но не менее 3-Ю'2 мм2 
(dM=0,l мм). Невозможность получения черных мембран меньшей 
площади связана с тем, что они затекают липидами, которые имеют­
ся в избытке на краях отверстия.

На качество регистрируемого процесса сильно влияет величина 
шума липидной мембраны. Мембрана без модификатора должна 
иметь минимально возможный уровень шума ее собственной прово­
димости. Этот параметр, прежде всего, зависит от состояния липи­
дов (качества их выделения, очистки, времени хранения и т.д.). 
Мембраны, образованные из некачественно выделенных или окис­
лившихся липидов, имеют высокий уровень проводимости и к тому 
же они могут быть нестабильными и быстро разрушаться. Отдель­
ные эксперименты необходимо проводить на одной и той же мем­
бране в течение длительного времени и поэтому вопрос об устойчи­
вости мембран является достаточно серьезным.

БЛМ получали из общих фосфолипидов, выделенных из белого 
вещества бычьего мозга [Kates, 1972] путем нанесения капли фосфо­
липидов на отверстие в тефлоновой ячейке. Общие фосфолипиды 
очищали от нейтральных липидов ацетоновой промывкой и хранили 
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при 0°С в хлороформ-метанольном растворе в объемном соотноше­
нии (2:1). Концентрация фосфолипидов в хлороформ-метанольном 
растворе была 20 мг/мл. Затем к этим липидам добавляли необходи­
мое количество перекристаллизованного холестерина или других 
стеринов в соответствующих концентрациях. В работе были исполь­
зованы ПА и их производные, синтез которых был проведен на Риж­
ском заводе медицинских препаратов и в Санкт-Петербургском на­
учно-исследовательском технологическом институте антибиотиков и 
ферментов. Модификация ПА производилась в различных частях 
лактонного кольца. Электрические характеристики БЛМ измеряли с 
помощью метода фиксации мембранного потенциала и тока, исполь­
зуя электрометрический усилитель постоянного тока Keithley-301 
(США) и двухкоординатный самописец “Endim” (Германия).

Мембраноформирующие растворы готовились из разных соот­
ношений фосфолипидов с холестерином и эргостерином. В работе 
использовался перекристаллизованный холестерин фирмы Sigma, 
Saint Louis, США и эргостерин фирмы “Merck” (Германия). Для ста­
билизации pH водных растворов использовали буферные системы в 
концентрации 5-10‘3 М. Проводимость немодифицированной мем­
браны составляла величину 2-3 пСм в 2 M KCI. Кинетику интеграль­
ной проводимости мембран регистрировали методом фиксации тока 
[Mueller et al., 1963].

Исходные ПА практически в воде нерастворимы. Основным рас­
творителем ПА является ДМСО с брутто формулой C2HÖSO. В рабо­
те были использованы амфотерицин В, нистатин, леворин и их ал­
кильные производные, модифицированные по аминной и карбок­
сильной группам, как показано на рис.6.2.2 на примере амфотерици­
на В, где R соответствует лактонному кольцу: R= СН3: метамфоцин 
(s = 1375); R = С2Н5 : этамфоцин (в = 1440); R= С3Н7 : пропамфоцин 
(в = 1400); R= С4Н9: бутамфоцин (в = 1375). В скобках указан коэф­
фициент экстинкции для каждого производного. В работе также бы­
ли использованы водорастворимые формы антибиотиков: Na - соль 
леворина и полностью транс изомерная форма леворина - изолево- 
ридон. Синтез производных ПА был осуществлен доктором химиче­
ских наук, профессором Вайнштейном В.А. в Санкт-Петербургском 
научно-исследовательском технологическом институте антибиоти­
ков и ферментов. Все ПА в индивидуальном порядке растворялись в 
ДМСО из расчета 1 мг/мл, что являлось основным маточным раство-
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ром, из которых затем с помощью микрошприца антиоиотики вво­
дились в водные растворы. Маточный раствор антибиотика хранили 
в течение недели.

Важно отметить, что для модификаторов, характеризующихся 
резкой зависимостью проводимости мембраны от их концентрации, 
необходимо очень тщательно подбирать величину концентрации ан­
тибиотика. В противном случае, при недостаточной концентрации 
модификатора можно вообще не получить изменений мембранного 
тока, а при его избытке может сразу образоваться много каналов, что 
не позволяет наблюдать работу одного из них. Увеличение концен­
трации амфотерицина В всего в два раза приводит к резкому увели­
чению проводимости мембраны (примерно в 64 раза - 8 степень).

Рис. 6.2.2. Структура амфотерицина В. Буквой R обозначено место, где 
производилось алкилирование полярной аминной и карбоксильной группы 
молекулы амфотерицина В [Вайнштейн и др., 1982].

В первых экспериментах при стандартных условиях (100 мМ 
КС1, pH 6,0) не удалось зарегистрировать минимального скачкооб­
разного изменения мембранной проводимости. Кинетика нарастания 
проводимости мембраны с момента добавки антибиотика была плав­
ной и не выходила на плато в течение длительного времени (>1 ч). 
При внимательном рассмотрении начального участка измеряемого 
мембранного тока обнаружилось, что нарастание сопровождается 
характерным низкочастотным шумом на фоне увеличивающейся во 
времени постоянной составляющей тока. При этом амплитуда шума 
была приблизительно пропорциональна корню квадратному из абсо­
лютной величины мембранного тока. Предположив, что наличие 
шума связано с дискретной работой слабопроводящих единиц, ори­
ентировочно была подсчитана проводимость одной единицы, рис. 
6.2.3.
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Пример расчета:

Рис. 6.2.3. Характерная картина нарастания 
мембранного тока после добавки антибиотика

где: Т - средняя величина мембранного тока в момент времени t, △ I — 
средняя величина шума в тот же момент времени t.

Для этого случая можно записать два уравнения:
T = NIk (6.2.1)
△ t=\0v-Z;, (6.2.2)

где N - число токопроводящих дискретных единиц; Ik - ток, проте­
кающий через одну проводящую единицу.

Возведем обе части уравнений в квадрат и, поделив уравнение 
(6.2.1) на уравнение (6.2.2), получим число проводящих единиц в 
любой точке кривой нарастания мембранного тока:

N = Р/дТ2 (6.2.3)
Поставив значение N из (6.2.3) в уравнение (6.2.1), получим:

1к=дТ2/1 (6.2.4)
но поскольку проводимость g = I / Ем, то

gk=Ag2/g, (6.2.5)
где gk - проводимость одной дискретной единицы.

Приближенный расчет для этого случая показал, что проводи­
мость одиночного канала составляет 0,3 пСм в растворе электролита 
100 мМ КС1. Проводимость же немодифицированной мембраны с 
площадью sM = 3‘10'2 мм2 составляет 5 пСм. Это означает, что каче­
ственное и количественное изучение функционирующего одиночно­
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го канала сильно затруднено в связи с тем, что вклад проводимости 
канала в общую проводимость мембраны составляет меньше 10 %. 
Казалось, что увеличить этот вклад можно за счет уменьшения пло­
щади мембраны ( gMeM6p. = Вудельн. ■ Змембр ), однако работать с мембра­
нами, площадь которых меньше 1O‘J мм2, практически невозможно. 
Такие по площади маленькие мембраны затекают липидами с краев 
отверстия (там они находятся в избытке) и становятся уже небис- 
лойными. С целью увеличения полезного сигнала (ионного тока че­
рез одну проводящую единицу) необходимо повысить концентрацию 
примембранного электролита от 100 мМ КС1 до 2 M КС1. Только в 
этих условиях удалось обнаружить дискретные изменения мембран­
ного тока в присутствии амфотерицина В.

6.3. Экспериментальное обнаружение и доказательство 
существования полиен-холестериновых ионных каналов 

малой проводимости

В пользу доказательства того, что дискретные изменения тока 
есть результат работы одиночных ионных каналов, а не артефактное 
явление свидетельствуют следующие полученные эксперименталь­
ные данные. Во-первых, немодифицированная мембрана (без анти­
биотика) не дает вообще никаких скачкообразных изменений тока. 
Во-вторых, введение антибиотиков в концентрации ниже определен­
ного порога также не приводит к изменению тока и только при дос­
тижении удельной пороговой концентрации наблюдается хорошо 
воспроизводимые скачки мембранного тока. В-третьих, вероятность 
появления дискретных уровней тока резко зависит как от концентра­
ции антибиотиков в примембранном растворе, так и от концентра­
ции холестерина в мембране. В первых экспериментах при стандарт­
ных условиях (100 мМ KCI, pH 6,0) не удалось зарегистрировать ми­
нимального скачкообразного изменения мембранной проводимости. 
Кинетика нарастания проводимости мембраны с момента добавки 
антибиотика была плавной и не выходила на плато в течение дли­
тельного времени (> 1 ч).

При особенно тщательном подборе концентрации антибиотика и 
хорошем разрешении по оси времени удалось получить воспроизво­
димые изменения мембранного тока. На рис. 6.3.1 показаны дис­
кретные изменения мембранного тока в присутствии амфотерицина 
В, нистатина, микогептина и леворина Аг. После введения в водные 
растворы низких концентраций ПА происходит скачок проводимо-
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сти, рис. 6.3.1 - 6.3.7 [Kasumov et al., 1979, 1981]. Предполагается, 
что каналы находятся в единственном проводящем состоянии не­
сколько минут и за это время совершают множество попыток перей­
ти в непроводящее состояние. Среднее время жизни канала в прово­
дящем состоянии вычислялось из общего времени нахождения кана­
ла в проводящем состоянии деленное на число кратковременных пе­
реходов в непроводящее состояние. На записи каналов видны крат­
ковременные отключения с верхнего проводящего уровня на уро­
вень (1=0), либо на предыдущий уровень. Через некоторое время по­
сле включения канала можно видеть переход такой дискретнопрово- 
дящей единицы на более продолжительный непроводящий уровень. 
Это, по-видимому, означает, что на промежуточных стадиях форми­
рования канала в мембране образуются непроводящие структуры. 
Проводимость каналов, образуемых амфотерицином В, примерно на 
порядок ниже проводимости грамицидиновых каналов при той же 
концентрации электролита [Ермишкин, Зильберштейн, 1982].

Нистатин

Мнкогептии

Леворин л 2

Амфотерицин В

1 пСм

Рис. 6.3.1. Одиночные ионные каналы в липидных мембранах, образо­
ванных в присутствии четырех ПА: амфотерицин В (2-10’8М), нистатин 
(1 ■ 10'7 М), микогептин (2- 10 s М) и леворин А2 (5-10'9 М). Мембраны об­
разованы из раствора фосфолипидов мозга с холестерином и эргостери­
ном (леворин А2 ) в весовом соотношении 20:1 в гептане. Водные рас­
творы содержат 2 M КС1, pH 7,0, t=22°C. Напряжение на мембране 200 
мВ [Борисова и др., 1978; Kasumov et al., 1979, 1981].

10с
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Рис. 6.3.2. Дискретные изменения мембранного тока в присутствии ам­
фотерицина В З-Ю’8 М в растворе 2 M KCI (а) и 1-Ю'7 М амфотерицина 
В в растворе 2 M KNO3 (b). Мембранный потенциал равен 200 мВ. 
Стрелкой показан ток через немодифицированную мембрану. Мембра­
ны получали из раствора фосфолипид:холестерин в объемном соотно­
шении 20:1. Водный раствор: pH 7,0, t=23°C [Ermishkin et al., 1976].

Юс

Рис. 6.3.3. Дискретные изменения мембранного тока в присутствии ам­
фотерицина В 2-Ю’8 М. Мембранный потенциал равен 100 мВ. Стрелкой 
показан ток через немодифицированную мембрану. Мембраны получа­
ли из раствора фосфолипид:холестерин в объемном соотношении 20:1. 
Водный раствор содержит 5 М CsCl, pH 7,0, t=23°C [Ermishkin et al.. 
1976].

Рис. 6.3.4. Дискретные изменения мембранного тока в присутствии нис­
татина В 1-Ю’7 М. Мембранный потенциал равен 200 мВ. Стрелкой по­
казан ток через немодифицированную мембрану. Мембраны получали 
из раствора фосфолипид:холестерин в объемном соотношении 20:1. 
Водный раствор содержит 3 M КО, pH 7,0, t=23°C. [Ermishkin et al., 
1976; Касумов, 1980].
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Рис. 6.3.5. Дискретные изменения мембранного тока в присутствии нис­
татина 110'7 М. Мембранный потенциал равен 200 мВ. Стрелкой пока­
зан ток через немодифицированную мембрану. Мембраны получали из 
раствора фосфолипид:холестерин в объемном соотношении 20:1. Вод­
ный раствор содержит 2 M КС1, pH 7,0, t=23°C [Касумов, 1980].

Рис. 6.3.6. Дискретные изменения мембранного тока в присутствии нис­
татина В 2-10'7 М. Мембранный потенциал равен 100 мВ. Стрелкой по­
казан ток через немодифицированную мембрану. Мембраны получали 
из раствора фосфолипид:холестерин в объемном соотношении 20:1.
Водный раствор содержит 3 М KNO3, pH 6,5, t=23°C. [Касумов, 1980].

Амфотерициновый канал имеет наибольшую проводимость (3,5 
пСм) и совершает частые переходы из открытого состояния в закры­
тое состояние. Нистатиновый канал имеет меньшую проводимость 
(1,4 пСм). Переключения нистатинового канала зависит от вида 
электролита. В растворах KCI практически не наблюдается переклю­
чений (рис. 6.3.5), однако в растворах KNO3 видны короткие пере­
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ключения из проводящего состояния в непроводящее, рис. 6.3.6. 
Минимальная проводимость у микогептинового и леворинового ка­
налов (0,2-0,3 пСм), рис. 6.3.1. Практически не наблюдается пере­
ключения микогептинового канала.

Ни формирование каналов, ни переходы между состояниями ка­
налов не чувствительны к изменению напряжения в присутствии не­
ароматических антибиотиков. Ароматический антибиот?::-: леворин 
Аг чувствителен к колебаниям мембранного потенциал^ : et 
al., 1981]. Свойства каналов, образуемых амфотерицином В сжтьно 
зависят от вида и концентрации электролита в водных 
Следует отметить, что от вида электролита зависят не только св - 
ства канала в проводящем состоянии, но и формирование кан дт::: 
время переключения канала между состояниями.

Селективность амфотерициновых одиночных каналов такая ке 
как и у мембран с большим числом каналов (см. раздел 6 - В: лзт- 
амперная характеристика канала имеет такую же форм} , как г - 
браны с большим числом каналов (см. раздел 6.5). Эти данные сви- 
детельствуют в пользу того, что при высоких концентрациях - 
биотика мембрана ведет себя как ансамбль из большого числа неза­
висимых каналов. Это утверждение подтверждается измерениями 
спектров шума мембран с амфотерициновыми каналами [Мата приев 
и др., 1991].

Число амфотерициновых каналов не зависит от величины при­
ложенного к мембране потенциала [Kasumov et а!.. 19“9\ т.е сборка 
амфотерициновых каналов не является потенциалзависи л: :: по­
этому, измерения электрических характеристик мембран пр: золи­
лись как при 100, так и при 200 мВ. На рис. 6.3.1. 6.3 2. т 3 3 видны 
кратковременные отключения с верхнего уровня на т аена (1=0), 
либо на предыдущий уровень. Через некоторое врехтя наблюдается 
выключение такой дискретнопроводящей единица: «справа з конце 
рисунка 6.3.2 а). Это, по-видимому, означает, что на промежуточных 
стадиях сборки и разборки канала в мембране образу-ттся непрово­
дящие структуры. Проводимость каналов слабо зависит от величины 
приложенного к мембране потенциала.

Чтобы исследовать физико-химические свойства одиночного 
ионного канала*,  необходимо было сначала доказать следующее:

* Термины - проводящая структура, пора, канал - используются в данном случае 
для обозначения комплекса, состоящего из нескольких молекул антибиотика и 
стерина.
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1. Дискретные изменения проводимости такого рода есть резуль­
тат работы только одного ионного канала, для которого характерно 
наличие двух его состояний (открытого - g=6,5 пСм при 200 мВ и 
закрытого g=0), а также вполне определенной частоты кратковре­
менных отключений (см. рис. 6.3.2);

2. Показать, что одиночные ионные каналы выступают как само­
стоятельные, независимые друг для друга дискретные единицы про­
водимости.

Для доказательства этих двух положений было сделано следую­
щее: повышая концентрацию антибиотика в растворе электролита 
окружающего мембрану, можно наблюдать ступенчатые изменения 
проводимости, связанные с включением и выключением одиночных 
проводящих единиц. На одной из таких записей, сделанной в раство­
ре электролита 2 M CSC1, наблюдалось в течение длительного време­
ни от двух до семи уровней проводимости, кратных одной и той же 
величине, рис. 6.3.7. Статистическая обработка таких записей пока­
зала, что частота кратковременных отключений со второго, третьего 
и так далее уровней на предыдущий уровень были равны соответст­
венно, 0.76; 1.65; 1.9; 2.3; 3.3 сек’1. Легко видеть, что эти частоты 
примерно пропорциональны номерам уровней. Такое поведение 
должно наблюдаться, если в мембрану встроены одинаковые, неза­
висимо работающие каналы с двумя состояниями [Ермишкин, Зиль­
берштейн, 1982].

Рис. 6.3.7. Дискретные изменения мембранного тока в присутствии амфо­
терицина В З-Ю’8 М. Мембранный потенциал равен 200 мВ. Стрелкой по­
казан ток через немодифицированную мембрану. Мембраны получали из 
раствора фосфолипид:холестерин в объемном соотношении 20:1. Водный 
раствор содержит 2 М CSC1, pH 6,5, t=23°C [Поцелуев, 1978; Касумов, 1980].
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На качество регистрируемого процесса сильно влияет величина 
шума собственной липидной мембраны. Мембраны малой площади 
(по отношению к большим мембранам) обладают низким уровнем 
собственного шума, поскольку:

ёобщ.щума = g удельн.шума ’ S мембр. (6.3.1)

Изменяя площадь мембраны, можно в определенной мере регу­
лировать число одновременно работающих ионных каналов.

Общее количество каналов в мембране описывается формулой:

No6uı. — N удельн. ' S мембр. (6.3.2)

где Мудельн. - количество каналов на единицу площади; sMeM6p. - пло­
щадь мембраны.

Показано, что удельная проводимость мембраны ^уДельн. мембр.) 

пропорциональна степенной функции концентрации антибиотика в 
растворе электролита (Сд) с показателем степени п для амфотери­
цина В, равным 7-10 [Finkelstein, Cass, 1968; Касумов и др., 1969; 
Касумов, Либерман, 1972]:

ёудельн. мембр. ~ (Сд) ■> ТИК Как §уДельн.мембр. = -Мудельн. g k> ГДе gk — ПрО- 

водимость одного канала = const., то можно записать, что Ыудельн. ~ 
(Сд)п.

Подставив последнее выражение в формулу (6.3.2), получим

Nooın. ~ (Сд) ’ 8Мембр. (6.3.3)

Из последней формулы следует, что получить на мембране оди­
ночно работающий канал только подбором концентрации антибио­
тика практически невозможно, поскольку в этом случае работает по­
казатель степени п. В эксперименте же это делается следующим об­
разом: для мембраны с максимальной площадью аккуратно подбира­
ется такая концентрация антибиотика, при которой наблюдается ра­
бота 2-3 одиночных каналов. Затем, образуя мембраны с меньшей 
площадью, можно добиться продолжительной работы только одного 
ионного канала по всей мембране.

Таким образом, из всего сказанного выше следует, что площадь 
бислойной мембраны является важной при изучении одиночных по­
лиеновых каналов, так как с ее помощью можно в определенных 

201



пределах регулировать емкость мембраны, величину проводимости 
шума мембраны, а также число одновременно работающих каналов. 
Все эти параметры прямо пропорциональны величине площади мем­
браны.

6.4. Основные свойства одиночных каналов

Анализируя записи работы амфотерициновых одиночных ион­
ных каналов можно видеть, что в основном наблюдаются дискрет­
ные скачки величиной 6.4 пСм в 2 M KCI, однако реже можно на­
блюдать скачки проводимости другой величины. При анализе боль­
шого числа записей одиночных каналов было обнаружено, что ион­
ный канал не всегда имеет одинаковую величину проводимости при 
постоянных условиях эксперимента. При изучении проводящих 
свойств открытого канала было видно, что изредка наблюдаются 
скачки проводимости разной величины. Чтобы исключить ошибки 
измерений за счет наличия флуктуаций, проводились усреднения 
проводимости для каждого отдельного эксперимента не менее, чем 
по 10 одиночным каналам. Набрав большое количество записей ра­
боты одиночных каналов, и проведя статистический анализ, была 
построена гистограмма распределения частоты проводимости оди­
ночных амфотерициновых каналов при постоянных условиях экспе­
римента. Результаты проведенных экспериментов показали, что в 
основном образуются каналы с проводимостью в 6,5 пСм в 2 M КС1. 
Однако с меньшей вероятностью образуются каналы почти с любой 
другой меньшей проводимостью. Функция распределения проводи­
мости амфотерициновых каналов показана на рис. 6.4.1. Из функции 
распределения проводимости каналов видно, что существует резкий 
максимум в области 6 - 6.5 пСм, но возможны и скачки любой дру­
гой меньшей величины.

Статистический анализ поведения нескольких, одновременно 
работающих в мембране каналов, показал, что они функционируют 
независимо друг от друга. Кроме того, подавляющее большинство 
каналов характеризуются одинаковой величиной проводимости. По­
ведение канала во времени более сложно, чем можно судить по за­
писи, приведенной на рис. 6.3.2 и 6.3.3. Кроме быстрых переключе­
ний, существует другой, более медленный процесс с характеристи­
ческим временем в несколько минут. Определение времени жизни по 
записям одиночных каналов дает величину ~ 280 с (среднее по 30 
каналам). Концентрация антибиотика, необходимая для получения 
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одного канала (за 10-30 мин наблюдения), сильно зависит от концен­
трации стерина в мембраноформирующем растворе. С увеличением 
концентрации холестерина вдвое необходимо уменьшить примерно 
вдвое концентрацию антибиотика. Это наблюдение подтверждает 
предположение о том, что образуется канал из молекул стерина и 
амфотерицина В, взятых в стехиометрическом соотношении 1:1 [Ка­
сумов, 1977; Ermishkin et al, 1977].

проводимость. пСм

Рис. 6.4.1. Гистограмма распреде­
ления проводимости одиночных 
амфотерициновых каналов. Потен­
циал на мембране 200 мВ, 2 M КС1, 
pH 6,5; 23°С, фосфолипид: холесте­
рин 20:1. По оси абсцисс отложена 
проводимость, по оси ординат - 
число наблюдаемых каналов с оп­
ределенной проводимостью. Отме­
чались амплитуды первых 2-3-х 
каналов, полученных каждый раз на 
новой мембране [Ermishkin et al., 
1977; Касумов, 1980].

По-видимому, для открытого ионного канала характерно нали­
чие наиболее вероятного его физико-химического состояния (напри­
мер, число молекул антибиотика, составляющего канал, определен­
ное расположение его структурно-активных групп и т.д.), которое 
определяет его проводимость. Величина проводимости канала не за­
висит от концентрации холестерина и от концентрации антибиотика. 
Эти данные подтверждают постоянство стехиометрии полиен-холес­
теринового комплекса. Одиночные каналы в присутствии неарома­
тических антибиотиков могут образовываться в растворах различ­
ных электролитов. Для иллюстрации на рис. 6.4.2 и 6.4.3 показана 
экспериментальная запись таких каналов.
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_гля ji ımı ın — KNO 3

Puc. 6.4.2. Изменение проводимости мембраны в присутствии амфо­
терицина В в 2 М растворах различных электролитов. Потенциал на 
мембране 200 мВ, pH 6,5; 23°С, фосфолипид:холестерин 20:1. Кон­
центрация амфотерицина В: LiCI-2-Ю'7 M; NaCI-l-10‘7 M; KCI-3-10'8 
М; CsCI-5'lO'8 М; СаСЬ -1-Ю’7 M; KF-1-10'8 М; КВг-1-10'7 M; К1-5-1СГ7 
M; KNO3-2-10'7 M [Ermishkin et al., 1977; Касумов, 1980].

Свойства каналов, образуемых амфотерицином В, не зависят от 
мембранного потенциала. Ни сборка каналов, ни переходы между 
состояниями канала не чувствительны к изменению напряжения 
мембраны. Свойства амфотерициновых каналов сильно зависят от 
вида и концентрации электролита в водных растворах. Причем от 
электролита зависят не только свойства канала в проводящем со­
стоянии, но и сборка каналов, и время переключения канала между 
состояниями.
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Рис. 6.4.3. Одиночные амфотерициновые каналы в рас­
творах различных электролитов. Потенциал на мембра­
не 200 мВ, pH 6,5; 23°С, фосфолипид:холестерин 20:1. 
Концентрация амфотерицина В: CsCI -5-1O’8 M; NaCI- 
1-10'7 M; KCI-ЗЮ'8 М; КВг-1-10’7 М [Ermishkin et al., 
1977; Касумов, 1980].

В результате исследования каналов были обнаружены интерес­
ные свойства: величина проводимости и концентрация антибиотика, 
необходимая для получения одиночного канала, зависят от вида и 
концентрации электролита, омывающего мембрану.

Для наглядной иллюстрации в таблице 6.4.1 приведена величина 
проводимости каналов, полученных в растворах разных солей.

Проводимость каналов в растворах различных электролитов не­
сколько отличается друг от друга. В растворах хлоридов щелочных 
металлов при одинаковой активности этих солей проводимость ка­
нала увеличивается в ряду: Li+, Na+, К*. Cs+, а в растворах галогени­
дов калия в ряду: Г, F, NO'3, Вг‘, СГ. Проводимость канала возраста­
ет с увеличением кристаллического радиуса катиона. Однако для га-
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логенидов калия проводимость канала определяется не только раз­
мером гидратных оболочек ионов, но и их кристаллическим радиу­
сом. В настоящее время трудно найти однозначный ответ, объяс­
няющий полученные данные.

Таблица 6.4.1.

Зависимость проводимости одиночных каналов от вида электролита 
в присутствии амфотерицина В. Потенциал на мембране 200 мВ.

Фосфолипид:холестерин 20:1, pH 6,5; t=24°C
[Ermishkin et al., 1977; Касумов, 1986 a]

Вид 
электролита 

2М
gM, пСм

Вид 
электролита 

2М
gM, пСм

Вид 
электролита 

1 М
gM, пСм

LİC1 1,4±0,2 KF 3±0,25 MgCl2 3,5±0,3
NaCl 3±0,25 КС1 6,5±0,65 СаС12 3,25+0,3

КС1 6,5±0,5 КВг 3,5+0,3 ВаС12 3,25±О,3
CsCl 7±0,5 KI 0,5±0,1

KNOj 3±0,25

gM - проводимость одиночного канала.

Для каналов, образуемых амфотерицином В, проводимость кана­
ла зависит как от вида катиона, так и от вида аниона. На рис. 6.4.4. 
показано соотношение между проводимостью одиночных каналов и 
активностью некоторых солей. Каждая точка получена на отдельной 
мембране в результате усреднения 10-15 скачков тока.

Все кривые стремятся к насыщению при больших активностях 
электролита. Величина предельной проводимости зависит от вида и 
аниона, и катиона. Проводимость канала в растворах хлоридов ще­
лочных металлов возрастает с ростом кристаллического радиуса ка­
тиона. В растворах галогенидов калия максимальная проводимость 
при любой активности соли наблюдается для хлорида. Заметим, что, 
несмотря на большой диаметр поры, канал довольно хорошо разли­
чает сходные ионы - галогениды. Так, отношение величин проводи­
мостей канала в растворах KCI и KF достигает ~3, а в растворах KCI 
и KI >10, рис. 6.4.5.

Данные рис. 6.4.5 позволяют другим способом сравнить селек­
тивность амфотерициновых каналов - по изменению потенциала на 
мембране при уменьшении активности соли по одну сторону мем­
браны. Селективность оценивали по наклону кривых на начальном 
участке. Знак потенциала выбран так, что анионной избирательности 
соответствует положительное значение потенциала. Для всех иссле-
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дованных электролитов проницаемость для анионов оказалась выше 
проницаемости для катионов. Для солей калия числа переноса анио­
нов уменьшаются в ряду F">СГ=Вг~>ТЧОз“. Интересно, что этот ряд 
отличается от ряда величин проводимости одиночных каналов: СГ 
>NO3"> Br- >F~ >Г [Ermishkin et al., 1977].

Рис. 6.4.4. Зависимость проводимости одиночных амфотерициновых 
каналов от активности электролита в растворах различных солей 
[Ermishkin et al., 1977].

Рис. 6.4.5. Зависимость по­
тенциала нулевого тока на 
мембране с амфотерицино­
выми каналами от логарифма 
отношения активностей солей 
в двух растворах. Постоянная 
активность электролита с 
одной стороны мембраны А] 
равна: о ЗМ KF, ■ 1.5 М КВг, 
+ ЗМ KCI, • CsCI, Ä2M 
KNO3 [Ermishkin et al., 1977].

Природа селективности амфотерициновых каналов до сих пор не 
выяснена. Анализ селективности осложняется двумя факторами. Во- 
первых, через канал проходят и катионы, и анионы. Во-вторых, про­
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ходящие ионы взаимодействуют в канале. На это указывает несовпа­
дение рядов селективности, полученных из значений проводимостей 
каналов в разных солях, и из величин потенциала нулевого тока [Ер­
мишкин, 1980]. Формальное описание проницаемости амфотерици­
новых каналов было проведено Ермишкиным и Хуторским [Ермиш­
кин, 1980; Ермишкин, Зильберштейн, 1982; Borisova et al., 1986; Ху­
торский, Каменчук, 1988; Хуторский и др., 1988; Khutorsky, 1996]. 
Была рассмотрена модель, по которой канал имеет одну потенциаль­
ную яму в центре канала и два симметричных барьера. На каждом из 
барьеров падает половина внешней разности потенциалов. Предпо­
лагается, что в канале может быть не более одного иона: либо кати­
он, либо анион. Параметрами модели являются константы скоростей 
перехода анионов и катионов через потенциальные барьеры (4 пара­
метра). Модель хорошо описывает данные, приведенные на рис. 
6.4.4 и 6.4.5, а также вольтамперные характеристики мембраны с 
амфотерицином (см. разд. 6.5).

Недостаток последней модели в том, что константы скорости 
входа иона в канал (например, иона хлора) для разных противоионов 
оказываются разными. Это означает, что поток анионов зависит от 
типа катиона в растворе. По-видимому, взаимодействие ионов в поре 
не ограничивается лишь конкуренцией за одну потенциальную яму, 
и необходимо учитывать какие-то взаимодействия более сложного 
характера. Вывод о взаимодействии ионов в канале можно сделать и 
не используя формальное описание. И в растворе KCI, и в растворе 
NaCl из значения потенциала нулевого тока следует, что более 80% 
тока через амфотерициновый канал переносится ионами хлора. Од­
нако из таб. 6.4.1 видно, что проводимость одиночного канала в KCI 
более чем в два раза выше, чем в NaCl. Нельзя исключить заранее и 
тот вариант, что такой зависимости для каждого канала нет. Можно 
предположить, что в разных солях собираются каналы разной струк­
туры: например, полупоры состоят из разного числа мономеров ан­
тибиотика в KCI и в NaCl. Однако такой вариант опровергается опы­
том с заменой растворов электролита. В одном из таких опытов в 
мембране, разделяющей 2М растворы KCI, был получен одиночный 
канал. Затем растворы KCI по обе стороны мембраны были замене­
ны за время несколько секунд на растворы 2М KNO3. Для быстрой 
смены электролита в раствор KNO3 без антибиотика была добавлена 
10% сахароза. Из-за большой вязкости этого раствора он не смеши­
вается с исходным раствором KCI. Этот вязкий раствор вводили с 
помощью двухканального перистальтического насоса в нижние час­
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ти отсеков по обе стороны мембраны и одновременно отсасывали 
раствор KCI из верхних частей отсеков. Поднимающаяся граница 
раздела двух растворов была отчетливо видна. В момент прохожде­
ния этой границы около мембраны канал резко менял проводимость 
и переключающую систему на те, которые характерны для канала, 
образованного в KNO3. Этот опыт был повторен несколько раз, ве­
лось непрерывное наблюдение за работой канала, и в новом растворе 
не было антибиотика, из которого мог бы образовываться новый ка­
нал. Из этого опыта следует, что каналы, образуемые в разных солях, 
имеют одинаковую структуру, а прохождение анионов и катионов 
через эти каналы взаимосвязаны. Скорость прохождения катионов 
через канал тоже оказывается зависимой от вида аниона. Действи­
тельно, из рис. 6.4.5 видно, что в растворах KF ионы калия переносят 
лишь ~ 2% тока вместо 15% в растворах KCI. Если в обеих солях ио­
ны калия несут один и тот же ток, то проводимость канала в KF 
должна быть ~ в 7 раз выше, чем в KCI той же активности. Однако в 
соответствии с числами переноса, найденными по данным рис. 6.4.5, 
фторный ток оказался в 59 раз больше калиевого, а хлорный ~ в 7 
раз. В опыте же наблюдается меньшая проводимость канала в KF, 
чем в KCI (таб. 6.4.1) [Ермишкин, 1980; Ермишкин, Зильберштейн, 
1982].

При сдвиге pH примембранных водных растворов электролитов 
в диапазоне 3-10 в 2 M КС1 и 2М KNO3 не наблюдалось значитель­
ного изменения проводимости одиночных каналов, образованных 
неароматическими антибиотиками. Отклонение значений проводи­
мости по сравнению с нейтральным pH составляло не более 10% и, 
возможно, связано с обычным разбросом проводимости в стандарт­
ных условиях.

Проводимость канала линейно возрастает с увеличением темпе­
ратуры. Температурный коэффициент Qıo, измеренный в 2 M KNO3, 
равен 1,3 в диапазоне 6-23°С. Эта величина соответствует измене­
нию коэффициента подвижности ионов в водных растворах.

Изучение проводимости открытого канала в зависимости от ли­
пидных компонентов, составляющих мембран)7, показало следующее:

1. Проводимость канала на мембранах, приготовленных из яич­
ного лецитина (С=20 мг/мл) и фосфатидилсерина (С=20 мг/мл) оста­
валась такой же, как и на фосфолипидах мозга.

2. Проводимость канала не изменяется в широком диапазоне 
концентраций липидного компонента мембраны (фосфатидилхолина 
5-40 мг/мл в гептане).
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3. Проводимость канала остается постоянной при различных со­
отношениях липид: холестерин в мембране (от 20:1 до 20:10 мг/мл).

В растворах хлоридов щелочных металлов и галогенидов калия 
наблюдались одиночные каналы в широком диапазоне концентраций 
электролита. Результаты экспериментов представлены в таблице 6.4.2.

Таблица 6.4.2.

Концентрация амфотерицина В, необходимая для получения 
одиночного канала в растворах электролитов с различной 

концентрацией при мембранном потенциале 200 мв.
Фосфолипид : холестерин 20 : 1, pH 6,5, t=20°C [Касумов, 1980].

Вид 
электро­

лита

Концентрация электролита, М

0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 5

KF 1.5-10'7 1.25-10'7 МО'7 8-Ю'8 6-Ю'8 4-Ю'8 - -

КС1 МО'7 610 s 4-10’8 2-10'8 1.5 10 s 1.25-10'8 МО'8 МО'8 -

CsCI 7-Ю'8 4-Ю'8 210 s - - - МО'8 МО'8

КВг 2-1O'7 1.5-10'7 1.25-10'7 МО'7 - 8-Ю'8 - - -

Концентрация антибиотиков, необходимая для получения оди­
ночного канала, зависит от вида и концентрации электролита. По- 
видимому, скорость сборки ионных каналов может зависеть от вида 
и концентрации соли. Как было показано в работе Барсукова с соав­
торами, имеет место адсорбция аниона на липидный бислой, кото­
рый зависит от его природы [Барсуков и др., 1977]. Анионы, в раз­
личной степени сорбируясь на липидный бислой, изменяют его 
свойства, в частности, поверхностное натяжение. Исходя из этих 
данных, можно предположить, что скорость сборки каналов и, соот­
ветственно, концентрация для получения одного канала в различных 
солях может меняться. Скорость сборки каналов растет с увеличени­
ем концентрации антибиотика в водных растворах и с увеличением 
концентрации стерина в мембране. На скорость сборки каналов 
влияет также и липидный состав мембран.

Введение ароматических антибиотиков в концентрации 1-10'8 М 
с обеих сторон мембраны, приготовленных из фосфатидилсерина с 
холестерином, приводит к хаотическому нарастанию мембранного 
тока, флуктуирующего относительно среднего значения. На рис. 
6.4.6 показаны дискретные изменения проводимости мембран в при­
сутствии леворина Аг. Флуктуация тока связана с дискретной рабо­
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той отдельных проводящих единиц - каналов. Анализ флуктуации 
тока в присутствии ароматических антибиотиков показывает, что 
проводимость каналов лежит в интервале 0,2-0,5 пСм в растворах 2 
M КС1 при мембранном потенциале 200 мВ. В присутствии леворина 
Аа в концентрации 5-10'9 М с обеих сторон мембраны, образованных 
из раствора фосфатидилсерина с эргостерином, впервые наблюдали 
дисретные скачки проводимости. Проводимость канала составляет 
величину 0,4-0,5 пСм. Проводимость каналов, образуемых левори­
ном Аг, примерно на порядок меньше проводимости амфотерицино­
вых каналов и в 100 раз меньше проводимости грамицидиновых ка­
налов при той же концентрации электролита. Обнаружение одиноч­
ных каналов в присутствии леворина подтвердили предположение о 
наличии в мембранах комплексов, инициирующих катионную про­
ницаемость. Левориновые каналы совершают частые переходы меж­
ду двумя состояниями: открытым и закрытым. В таблице 6.4.3 пред­
ставлены времена жизни каналов в открытом и закрытом состояни­
ях. Дискретные изменения проводимости мембран с леворином на­
блюдаются также на мембранах со стигмастерином. Характерной 
особенностью левориновых каналов является то, что в отличие от 
неароматических антибиотиков рост проводимости мембран зависит 
от величины и направления электрического поля [Kasumov et al., 
1981; Ибрагимова и др., 2006 а].

В асимметричных условиях электролита 2М КС1:0,2 M КС1 по­
тенциал нулевого тока равен +54±4 мВ на мембранах с большим 
числом каналов. Знак потенциала говорит об избирательной прони­
цаемости мембран для ионов К+. Ионная селективность канала не 
зависит от полиеновой цепи и полярных групп в молекулах поли­
еновых антибиотиков. По всей видимости, система, ответственная за 
селективность ионного канала, локализована на гидрофильной сто­
роне молекулы полиена [Kasumov et al., 1981].

Таким образом, изучая селективные свойства мембраны с боль­
шим числом полиеновых каналов, можно однозначно определить из­
бирательность одиночного канала. Такой экспериментальный подход 
обусловлен тем, что систематическое изучение селективности непо­
средственно одиночного канала методически достаточно сложно в 
виду ее малой проводимости. Записи каналов показывают нарастание 
дискретными скачками тока через мембрану в растворе с небольшой 
концентрацией амфотерицина В. При низких концентрациях анти­
биотика можно наблюдать в течение длительного времени лишь один 
уровень проводимости и работу одиночного ионного канала.
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Рис. 6.4.6. Дискретные из-

|1пСм

в
10

менения проводимости мем­
бран в присутствии лево­
рина А2 при потенциале 200 
мВ, pH 6,5; 22°С. а - концен­
трация антибиотика в рас­
творах 2 M KCI - 5-Ю'9 М; в - 
2 М КВг - 5-Ю'8 М. Мембра­
ны получали из смеси фос- 
фатидилсерина с эргостери­
ном в соотношении 20:1; с - 
5-10'9 М в растворе 2М КВт 
на мембранах из смеси фос- 
фатидилсерин:стигмастерин 
в соотношении 2:1 [Kasumov 
et al., 1981].

Таблица 6.4.3.

Параметры ионного канала в присутствии леворина А2 
в растворах КС1 и КВт [Kasumov et al., 1981].

2МКС1 2 М КВг

gM (ом’ЧО12) 0,4±0,1 0.5±0,1
леворин А2 (М-10’9) 5 10
Т0,с 2,5+0,3 5,2±0,4
Т3, с 3,5±0,2 0,86±0,05

gM - проводимость одиночного канала при мембранном потенциале 200 мВ; лево­
рин А2 - концентрация, необходимая для получения одиночных каналов (в течение 
15 мин.); То - время жизни канала в открытом состоянии; Т3 - время жизни канала 
в закрытом состоянии.

6.5. Вольтамперные характеристики и избирательность 
одиночного канала

Как уже отмечалось выше, мембрана, модифицированная амфо­
терицином В, нистатином и микогептаном, неидеально проницаема 
для анионов. Неидеальная избирательность могла быть результатом 
образования в мембранах двух типов каналов: катионизбирательных 
и анионизбирательных, функционирующие независимо друг от дру­
га. С целью исследования выдвинутого предположения были иссле­
дованы вольтамперные характеристики и избирательность одиноч­
ного канала.
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Для одиночных каналов, образованных амфотерицином В. нис­
татином и микогептином, форма вольтамперных характеристик в 
симметричных растворах электролита нелинейна и совпадает с фор­
мой вольтамперных характеристик многих каналов.

Вольтамперная характеристика канала имеет такую же форму, 
как и у мембраны с большой проводимостью. По форме вольтампер- 
ной характеристики одиночного канала можно сказать, какая стадия, 
граничная или внутренняя, определяют перенос ионов через кандт 
Предполагается, что внешний электрический потенциал практически 
весь падает на внутренней части мембраны, а падение внешнего по­
тенциала на границе незначительно [Levitt, 1978]. Увеличение при­
ложенного внешнего потенциала приводит к росту скорости перено­
са ионов через середину канала. Если ток через канал определяется 
переносом ионов через энергетический барьер (или барьеры) в сере­
дине канала, это приведет к росту проводимости с ростом напряже­
ния на мембране - вольтамперная характеристика будет наклоняться 
к оси токов. Если ток определяется скоростью входа ионов в канал, 
то при больших напряжениях на мембране все ионы, входящие в ка­
нал, будут переноситься через него - ток будет стремиться к насы­
щению [Ермишкин, Зильберштейн, 1982]. Вольтамперная характери­
стика одиночного амфотерицинового канала приведена на рис. 6.5.1.

В симметричных растворах электролита вольтамперная характе­
ристика наклоняется при высоких концентрациях к оси тока. 
Сплошная кривая представляет собой функцию sh(FV/4RT). При ис­
следовании вольтамперной характеристики одиночного канала в 
градиенте концентраций электролита по обе стороны мембраны (1 М 
и 3 M КС1) оказалось, что нулевой ток канала наблюдается при по­
тенциале Ео=17,0±2,0 мВ, рис. 6.5.2.

Рис. 6.5.1. Вольтамперная характери­
стика одиночного амфотерицинового 
канала на мембране из фосфолипидов 
с холстерином 20:1. Водный раствор 
содержит 2-10'8 М амфотерицина В, 2 
M КС1, pH 6,5; 22°С. [Ermishkin et al., 
1977; Касумов, 1980}.
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напряжение. мВ

Рис. 6.5.2. Вольтамперные 
характеристики одиночных 
амфотерициновых (2-10’8 М) 
каналов в растворах KCI, pH 
6,5; 23°С. Весовое соотно­
шение фосфолипид: холе­
стерин 20:1. Концентрация 
KCI во внешнем растворе 
1 М. Во внутреннем раство­
ре концентрации KCI равны 
1 М (•); 3 M KCI (о). По оси 
абсцисс указан потенциал 
внутреннего раствора по 
отношению к внешнему 
[Ermishkin et al., 1977].

При этом раствор электролита с меньшей концентрацией был 
более отрицательно заряжен по отношению к другому раствору. 
Знак и величина потенциала свидетельствуют о том, что канал обла­
дает преимущественной, но не идеальной анионной избирательно­
стью. Это означает, что через канал проходит как катион, так и ани­
он и именно это свойство определяет неидеальную анионную изби­
рательность мембраны в целом. По-видимому, избирательность оп­
ределяется природой молекулярных групп, выстилающих внутрен­
ность канала.

Интересная особенность вольтамперных характеристик на рис. 
6.5.2 - их пересечение в области положительных потенциалов. В 
этой области потенциалов анион идет через оба канала из раствора 
1М. Несмотря на то, что движущая сила, действующая на анион, 
больше в системе 1:1 М, ток больше в асимметричной системе. По- 
видимому, это есть результат вклада катионов в ток. Действительно, 
поток катионов при положительных потенциалах должен быть 
больше в системе 3:1 М, чем в системе 1:1 М, так как катионы идут 
из раствора 3 M KCI. При низких концентрациях электролита кри­
визна вольтамперной характеристики уменьшается. При 0.2 M KCI 
форма характеристики близка к линейной. При этом раствор элек­
тролита с меньшей концентрацией заряжен более отрицательно по 
отношению к другому раствору. Знак и величина потенциала свиде­
тельствуют о том, что канал обладает преимущественной, но не иде­
альной анионной избирательностью. Значение транспортных чисел 
Тег = 0,85 и Тк+ = 0,15 показывает, что анион СГ идет через канал в 
6 раз лучше, чем катион К+ [Борисова и др., 1978].
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Транспортные числа определялись из соотношений:

Тк + ТС1=1, Ео = Тк • Ек+Tcı • Ecı, (6.5.1)

где Ек = -Еа
Селективность одиночных каналов такая же, как и у мембраны с 

высокой проводимостью в присутствии высокой концентрации ам­
фотерицина В. На мембране с большим числом каналов, разделяю­
щей растворы 1 М и 3 M КС1, потенциал нулевого тока оказался рав­
ным 18,5±0,5 мВ. Эта величина совпадает в пределах ошибки с ве­
личиной потенциала нулевого тока для одиночного канала. Вольт- 
амперные характеристики одиночного канала и мембраны с боль­
шим числом каналов хорошо совпадают между собой как в симмет­
ричных условиях (1 M:1 M КС1), так и в градиенте соли (1 М:3 М 
КС1) [Касумов, 1980].

Совпадение данных одиночного канала и мембран с большим 
числом каналов по селективности и по форме вольтамперных харак­
теристик свидетельствуют в пользу того, что при больших концен­
трациях антибиотика мембрана ведет себя как ансамбль из большого 
числа независимых каналов. Это утверждение подтверждается изме­
рениями спектров шума мембран с большим числом амфотерицино­
вых каналов [Безруков и др., 1979] Таким образом, одиночные кана­
лы являются самостоятельными единицами проницаемости мембран, 
модифицированных ПА, и что через каналы проходят как катионы, 
так и анионы и именно это свойство определяет неидеальную ани­
онную избирательность мембран в целом.

6.6. Функционирование одиночных каналов во времени.
Типы состояний полиеновых каналов. Переходы между 

открытым и закрытым состояниями 
в амфотерициновом канале

Наблюдаемые за время работы одиночного канала скачкообраз­
ные переходы с одного стационарного уровня проводимости на дру­
гой свидетельствуют о том, что физико-химическое состояние ка­
нального комплекса за время его существования в мембране может 
обратимо изменяться.

Из записей работы одиночных каналов следует, что каналы обра­
зованные ПА, характеризуются тремя состояниями: открытым (про­
водящее); короткоживущим закрытым (закрытое) и долгоживущим 
закрытым (неактивное или запертое). Полиеновые каналы имеют со­
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ответствующие характеристические обозначения средних времен 
жизни: То - среднее время жизни в открытом состоянии, Тз-среднее 
время жизни в закрытом состоянии, Та=Т0+Т3 - среднее время жизни 
в активном состоянии, Тн-среднее время жизни в неактивном со­
стоянии. Совокупность последовательных переходов между откры­
тым (То) и закрытым (Т3) можно обозначить как активное состояние 
канала (ТА). Эти параметры важны при сравнительном изучении по­
ведения каналов, образованных антибиотиками различной структу­
ры. Условные обозначения состояний канала приведены на рис. 
6.6.1. Среднее время жизни полиеновых каналов подсчитывалось 
как общее время пребывания канала в данном состоянии, деленное 
на число переключений (п ~ 100), что дает ошибку в определении 
средних времен около 10%. Такая точность достаточна, так как слу­
чайные вариации параметров каналов во времени сравнительно не­
велики. Это было проверено по длительной записи переходов (более 
1000 переходов) одного канала в 2 M КС1. Среднее время жизни ка­
нала в открытом состоянии, подсчитанное из разных участков этой 
записи по 100 переходам, отличается в 1,5 раз. Для каналов, полу­
ченных в 2 M КС1, это время соответствует (То = 3-4 с). Среднее 
время жизни канала в закрытом состоянии (Т3) остается постоянной 
для всех ПА и их производных (Т3 = 0,13 с) [Касумов, 1980].

Кроме проводящего состояния, амфотерициновый канал имеет 
два непроводящих состояния, которые называют “закрытым” и “за­
пертым”. Эти состояния отличаются друг от друга временем жизни 
канала. Переходы между открытым и закрытым состояниями не за­
висят от мембранного потенциала и от концентрации стерина в мем­
бране. Эти переходы, как оказалось, зависят от типа и концентрации 
электролита (см. рис. 6.4.2.и 6.4.3) [Ermishkin et al., 1977].

Рис. 6.6.1. Условные обозначения состояний ионного канала. 
[Поцелуев, 1978; Касумов, 1980].
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Было обнаружено, что как тип катиона, так и тип аниона влияют 
на времена жизни канала в открытом и закрытом состояниях. Функ­
ции распределения этих времен жизни для растворов KCI и KNO3, 
показаны на рис. 6.6.2. Все распределения одноэкспоненциальные. 
Средние значения, полученные для этих функций, сильно различа­
ются для KCI и KNO3, причем в случае KCI, время жизни в непрово­
дящем состоянии меньше, а в проводящем больше, чем в KNO-.

Рис. 6.6.2. Гистограмма 
распределения времени 
жизни амфотерициново­
го канала в открытом и 
закрытом состояниях в 
растворах: а) 2 M KCI; б) 
2 M KNO3 при мембран­
ном потенциале 200 мВ, 
pH 6,5, t=24°C [Ermishkin 
et al., 1977].

20 t, C ° 5 t, C

На рис. 6.6.3 показаны зависимости времени жизни в открытом 
(т0) и закрытом (т3) состояниях от концентрации соли. Время жизни 
канала в закрытом состоянии (т3) не зависит от концентрации соли, а 
время жизни канала в открытом состоянии (т0) примерно линейно 
возрастает с ростом концентрации соли.

Время жизни канала в открытом состоянии зависит не только от 
концентрации соли, но и от вида самого электролита, как в симмет­
ричных, так и в асимметричных растворах соли. На рис. 6.6.4 пока­
зана запись одиночных каналов в растворах разных электролитов.
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Рис. 6.6.3. Зависимость времени 
жизни канала в открытом (т0) и 
закрытом (т3) состояниях от ак­
тивности электролита в растворах 
KCI и KNO3 [Поцелуев, 1978}.

Рис. 6.6.4. Одиночные ионные в 2 М растворах различных солей в 
присутствии амфотерицина В: а, б - 2-10'8 М; в - 1 • 10’7 М; г - 5-1O'7 М 
Потенциал на мембране указан на рисунке. Мембраны получали из 
смеси фосфатидилипидов с холестерином в весовом соотношении 
20:1 при pH 6,5, t=22°C [Поцелуев, 1978; Касумов, 1980}.

Можно предположить несколько причин солезависимости рабо­
ты полиеновых каналов. Чрезвычайно привлекательной кажется ги­
потеза о том, что переключающая система управляется ионом, нахо­
дящимся внутри канала. Например, ион в канале может индуциро­
вать дипольный момент у канала, благодаря наличию поляризуемой 
системы двойных связей, а также влиять на расположение гидро­
ксильных групп внутри канала, с которыми он непосредственно реа­
гирует. Эти влияния могут привести к небольшим солезависимым 
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изменениям расположения групп и распределения зарядов в каналь­
ном комплексе, существенным для работы переключающей системы. 
Если амфотерициновый канал находится в мембране, разделяющей 
растворы разных солей, то можно ожидать, что при разном направ­
лении электрического поля канал будет заполняться разными иона­
ми. Если эта гипотеза верна, то переходы между состояниями канала 
будут зависеть от направления поля. Если с одной стороны мембра­
ны находится KCI, а с другой стороны мембраны KNO3, то гисто­
граммы времени жизни в открытом т0 и закрытом т3 состояниях 
представляют собой экспоненциально спадающие функции, и сред­
ние времена т0 и т3 не зависят от направления тока и имеют значения, 
промежуточные между найденными в симметричных растворах KCI 
и KNO3 [Ermishkin et al., 1977].

Однозначный вывод о независимости переключающей системы 
от ионов, находящихся в канале, не может быть сделан только на ос­
новании этого опыта, так как заполнение канала ионами может не 
зависеть от направления тока. Представим потенциальный профиль 
иона в канале как один большой барьер в центре поры, который и 
является единственной тормозящей и потенциалзависимой стадией и 
имеются несколько потенциальных ям слева и справа от него, разде­
ленных малыми барьерами. Тогда ямы слева от центрального барье­
ра всегда заполнены ионами левого раствора и находятся в равнове­
сии с ионами раствора, так как остальные барьеры малы. То же спра­
ведливо для правых ям, которые всегда заполнены ионами правого 
раствора. В таком канале распределение ионов не зависит от направ­
ления тока. Таким образом, вопрос о возможности управления пере­
ключающей системы ионами изнутри канала оказывается связанным 
с вопросом о форме энергетического профиля иона в канале. Из это­
го следует, что переход между состояниями оказывается одним эле­
ментарным процессом со скоростью, промежуточной между скоро­
стями перехода канала в симметричных условиях. Это означает, что 
переход между состояниями не связан с изменениями в отдельных 
полупорах канала, а является результатом перестроек канала как 
единого целого [Ермишкин, Зильберштейн, 1982].

Солезависимость переходов может быть результатом специфи­
ческого взаимодействия ионов с заряженными группами антибиоти­
ков, повернутыми в воду. Оказалось, что каналы, образованные про­
изводными амфотерицина В с нейтрализованным положительным 
(N-ацетиламфотерицин В) или отрицательным (метиловый эфир) за­
рядами, имеют такую же солезависимую переключающую систему, 
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как и амфотерицин В. Времена жизни состояний канала могут зави­
сеть от поверхностного потенциала липидных мембран, который оп­
ределяется концентрацией электролита, а, возможно, и видом элек­
тролита из-за специфической адсорбции ионов на заряженных груп­
пах фосфолипидов. В частности, было показано, что степень адсорб­
ции хлорида и нитрата существенно отличаются [Барсуков и др., 
1977]. Однако поверхностный потенциал бислоя в растворах солей 
высокой концентрации, в которых наблюдаются одиночные каналы, 
уж очень мал. Даже добавление 10 мМ СаСД к растворам не изменя­
ло переключающей системы. Изменение pH растворов от 4.0 до 8.0 
также не изменяет т0 и т3. Свойства каналов, образуемых амфотери­
цином В в мембранах из отрицательно заряженного фосфатидилсе- 
рина, так же зависят от типа соли, как и в мембранах из общих фос­
фолипидов мозга [Поцелуев, 1978].

Можно ожидать, что солезависимость переходов амфотерицино­
вых каналов является результатом изменения поверхностного натя­
жения липидных мембран под действием соли. Строгих доказа­
тельств этого предположения нет, но в пользу его говорят следую­
щие наблюдения:

1. Если канал возникает в мембране сразу после ее образования, 
то со временем частота переходов уменьшается и через 5-10 мин ус­
танавливается. Если канал возникает через 10 мин после образова­
ния мембраны, то частота его переходов постоянна. Этот результат 
показывает, что переходы в канале зависят от свойств мембраны. По 
данным Ивкова и Берестовского поверхностное натяжение мембра­
ны падает в течение нескольких минут после ее образования [Ивков, 
Берестовский, 1981, 1982].

2. В мембранах из чистого холестерина переходы между состоя­
ниями происходят быстрее, чем в фосфолипидных мембранах. По­
верхностное натяжение у холестериновых мембран выше [Поцелуев, 
1978].

3. Добавление детергента тритона Х-100 в концентрации 0.003% 
увеличивает поверхностное натяжение БЛМ. С другой стороны, это 
приводит к увеличению скоростей перехода между состояниями 
[Поцелуев, 1978].

4. С увеличением концентрации соли уменьшается поверхност­
ное натяжение БЛМ и уменьшается скорость переходов (растет вре­
мя жизни в обоих состояниях) [Ermishkin et al., 1977].

Таким образом, высока вероятность того, что переходы между 
состояниями в амфотерициновом канале связаны с совершением ра­
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боты силами поверхностного натяжения, то есть с перестройками, 
вызывающими изменение геометрии мембраны.

Временные параметры канала в открытом и закрытом состояни­
ях, проводимость самого канала, а также концентрация антибиотика, 
необходимая для получения одиночного канала, оказались зависимы 
от концентрации электролита в водном растворе. В таб. 6.6.1 показа­
ны изменения этих параметров от концентрации KCI.

Таблица 6.6.1.

Зависимость параметров амфотерицинового канала 
от концентрации KCI [Ermishkin et al., 1977; Касумов, 1986 а]

KCI (М) 0,5 1,0 1,5 2,5 3,5
g, пСм 2,0±0,4 3,75±0,5 5,5±0,5 6,9±0,5 8,4±0,8
Амфотерицин 1 • 10 s М 10 6,5 5 3 2
т0(сек) 1,9±0,2 - 2,5±0,б - 4,3±0,5
т3 (сек) 0,14±0,01 - 0,12±0,02 - 0,13±0,02

g - проводимость одиночного канала, измеренная при потенциале на мембра­
не 200 мВ; 1 • 10'8 М - концентрация, необходимая для получения и стационарной 
записи нескольких каналов в течение 10 мин.; т0(с) - среднее время жизни канала 
в открытом состоянии; т3(с) - среднее время жизни канала в закрытом состоянии.

Переходы между состояниями зависят от структуры молекул ан­
тибиотика. Как будет отмечено позже, амфотерицин В с модифици­
рованными полярными группами имеет такие же скорости переходов 
между открытым и закрытым состояниями, как и исходный амфоте­
рицин В. Другой антибиотик - нистатин- отличается от амфотерици­
на В структурой лактонного кольца. Каналы, образуемые нистати­
ном, принципиально отличаются от амфотерициновых тем, что они 
не совершают практически переходов в закрытое состояние. Именно 
поэтому на мембранах с большим числом нистатиновых каналов не 
удается наблюдать шум тока, связанный с переходами в канале 
[Romine et al., 1977]. На мембранах с амфотерициновыми каналами 
такой шум хорошо виден [Безруков и др., 1979; Безруков, Сибелев, 
1980; Малафриев и др., 1991]. Каналы, образованные амфотерици­
ном В, нистатином, микогептином и леворином в диапазоне pH 4,5-8 
характеризуются большими временами жизни в активном состоянии 
(ТА ~ 240 с). Время ТА остается постоянным для исходных антибио­
тиков, но резко уменьшается в присутствии их производных. Функ­
циональное значение запертого состояния канала будет обсуждаться 
в главе 6.8.
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6.7. Сборка полиеновых каналов и проницаемость 
мембран для антибиотиков

Как было отмечено выше, для сборки полиеновых каналов ос­
новным условием является наличие стерина в мембране, как рецеп­
тора ПА. Процесс сборки каналов в присутствии амфотерицина В, 
нистатина, микогептина, леворина и их производных очень медлен­
ный. Время установления проводимости мембран с указанными ан­
тибиотиками для мембран из общих фосфолипидов мозга порядка 
40-80 мин. Столь же медленно происходит разборка каналов, обра­
зуемых этими ПА. Скорость сборки каналов растет с увеличением 
концентрации антибиотика в водных растворах и с увеличением 
концентрации стерина в мембране. На скорость сборки влияет также 
липидный состав мембран и концентрация электролита в водных 
растворах [Ermishkin et al., 1977; Касумов, Либерман, 1972, 1973; 
Finkelstein, Holz, 1973]. Данные по зависимости проводимости мем­
бран от молярной концентрации антибиотиков в водных растворах у 
разных авторов сильно различаются. В настоящее время нет доста­
точно достоверных количественных данных о механизме сборки по­
лиеновых каналов. Четко не установлено ни соотношение между ко­
личеством молекул антибиотика и стерина в канале, ни количество 
молекул в канальном комплексе. Тем не менее олигомерная модель 
амфотерицинового канала, описанная выше, хотя строго и не дока­
зана, однако четко объясняет полученные экспериментальные дан­
ные.

Проводимость липидных мембран в присутствии больших кон­
центраций каналообразующих антибиотиков определяется числом 
каналов в мембране N, долей времени, которую канал проводит ток р 
и проводимостью одного канала gpg = N-p-gı. Сравнение свойств 
одиночных каналов с интегральными свойствами мембраны с боль­
шим числом каналов позволяет описать независимо сборку каналов 
(N), управление ими (р) и свойства открытого проводящего канала 
(gı) [Ермишкин, Зильберштейн, 1982].

После введения антибиотика в один или оба водных раствора, 
омывающих мембрану, наблюдается рост во времени проводимости 
мембраны, что связывают с увеличением числа каналов. Это - види­
мый, конечный эффект. А что происходит с антибиотиком? В каких 
процессах он участвует? Чтобы ответить на эти вопросы необходимо 
последовательно рассмотреть возможные процессы: 1 - диффузия 
антибиотика к мембране; 2 - сорбция на мембрану; 3 - перенос мо­
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лекул антибиотика через мембрану; 4 - агрегация с образованием 
каналов. У всех исследованных ПА ярко выражены амфифильные 
свойства: они плохо растворимы в воде и в н-алканах, зато обладают 
поверхностно-активными свойствами. Таким образом, первым эта­
пом в сборке канала является сорбция антибиотика на границе мем- 
брана-водный раствор.

Для количественной оценки распределения антибиотика между 
границей мембраны и водными растворами пользуются безразмер­
ным коэффициентом распределения К: К=о/0.5-8-Сь, где о - поверх­
ностная концентрация мономеров антибиотика (моль/см2), 0.50- 
половина толщины мембраны (около 2.5 нм), Сь-концентрация анти­
биотика в водном растворе (моль/см3). Коэффициент распределения 
в большей степени характеризует эффективность антибиотика. Оце­
ним, как быстро может устанавливаться равновесие между мономе­
рами на поверхности мембраны и водным раствором. Будем считать, 
что адсорбция достаточно быстрая и единственное ограничение в 
доставке антибиотика на мембрану - диффузия его через непереме- 
шиваемый примембранный слой электролита [Шишлов и др., 1975]. 
Тогда изменение концентрации антибиотика на поверхности мем­
браны будет определяться уравнением: o=D(Cb-CM/K)/Z, где D-коэф­
фициент диффузии антибиотика в воде (D-2-540 6 см2/с; /-толщина 
неперемешиваемого слоя (/ ~ 0.02 см); Сь-концентрация антибиотика 
в водном растворе в непосредственной близости от мембраны. От­
сюда следует, что концентрация мономеров антибиотика в мембране 
будет нарастать во времени экспоненциально с постоянной времени 
т = 8-1 /2D, т определяет время увеличения концентрации мономеров 
в мембране в 2.7 раза. Для К=20 ООО получим оценку т~30 с. Посто­
янная времени сорбции антибиотика т будет определять и скорость 
выхода мономеров из мембраны после удаления антибиотика из 
водных растворов. Предположение о диффузионном ограничении 
скорости сорбции антибиотика может быть проверено: при очень 
интенсивном перемешивании водных растворов можно уменьшить 
толщину неперемешиваемого слоя и, тем самым, скорость сорбции 
должна увеличиться [Ермишкин, Зильберштейн, 1982].

Точно измерить коэффициент распределения ПА между БЛМ и 
водным раствором пока не удалось. Однако можно оценить коэффи­
циент распределения по величине константы связывания амфотери­
цина В с холестерином в водном растворе. Из данных, полученных 
по спектрам возбуждения флуоресценции амфотерицина В, следует, 
что константа диссоциации комплекса амфотерицин-холестерин 
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равна 0.5-12 мкм, т.е. коэффициент распределения амфотерицина В 
между холестерином и водным раствором равен 54-0.2-106 [Bittman, 
Fischkoff, 1972]. Отсюда следует, что коэффициент распределения 
между БЛМ и раствором должен зависеть от концентрации холесте­
рина в мембране и для мембран с соотношением липид-холестерин 
20:1 можно ожидать, что эта величина порядка 104-105. Измерения 
по поглощению липосомами амфотерицина В показывают, что ко­
эффициент распределения не менее 5000 [Ермишкин, Зильберштейн, 
1982].

Каналы, образуемые ПА, в отличие от аламетициновых или гра­
мицидиновых каналов живут в мембранах очень долго. Время спада 
проводимости после удаления антибиотика из водных растворов (20 
мин для нистатина и 1.5 ч для амфотерицина В) отражает кинетику 
распада каналов, а не кинетику десорбции антибиотика. Это было 
показано следующим образом. Финкельштейн и Хольц ранее пока­
зали, что молекулы амфотерицина В, не связанные в пору, отмыва­
ются из мембраны быстро, менее чем за 3 мин [Finkelstein, Holz, 
1973]. Опыт состоял в следующем: мембрана долго (40 мин) выдер­
живалась с антибиотиком лишь в одном растворе. За это время по­
лупоры успевают собраться, так как в опытах с двухстороннем дей­
ствии при той же концентрации антибиотика за 40 мин появляется 
большая проводимость. Затем антибиотик был убран из раствора 
быстрой сменой раствора (за 3 мин) и сразу добавлен антибиотик в 
другой раствор. Если полупоры на первой стороне мембраны не ус­
пели отмыться, должно наблюдаться нарастание проводимости. Ав­
торы не обнаружили никакого нарастания проводимости. Это озна­
чает, что антибиотик, не собранный в поры в любом виде (и мономе­
ры, и полупоры) отмываются достаточно быстро. Чтобы убедиться, 
что на мембранах из фосфолипидов мозга с низким содержанием хо­
лестерина наблюдаются те же явления, были повторены опыты с от­
мывкой за время 1 мин. И тоже после добавления амфотерицина В с 
другой стороны мембраны не имели измеримой проводимости [Ер­
мишкин, 1980]. Таким образом, судя по скорости отмывки антибио­
тика из мембраны, коэффициент распределения для амфотерицина В 
не выше 50 000. Иная картина наблюдается на мембранах с высоким 
содержанием холестерина (фосфолипид:холестерин 2:1). При тех же 
экспериментальных условиях, указанных выше, на мембране успева­
ет сорбироваться достаточная концентрация полупор, которые слабо 
отмываются из мембраны [Ибрагимова и др., 2003]. Это приводит к 
резкому увеличению коэффициента распределения антибиотика ме-
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жду мембраной и водой. Следует отметить, что увеличение коэффи­
циента распределения антибиотика (увеличение его эффективности) 
с точки зрения фармакологии не всегда выгодно. Для ПА возникает 
проблема выведения антибиотика из организма, ввиду их относи­
тельной токсичности. Данная проблема может быть решена путем 
увеличения степени растворимости антибиотика в воде. Это может 
уменьшить коэффициент распределения антибиотика между мем­
браной и водой за счет модификации молекул ПА водорастворимы­
ми полярными группами (этот вопрос будет подробно обсужден в 
конце монографии).

Исследование проницаемости липидных мембран для ПА имеет 
фундаментальное значение. Ранее было показано, что амфотерицин 
В и нистатин эффективны на БЛМ, только когда они вводятся с двух 
сторон мембраны. При введении антибиотиков с одной стороны 
мембраны при концентрациях в 102-104 раз больших, чем с двух сто­
рон мембраны, наблюдается слабое увеличение проводимости. Это 
при условии, что проводимость растет как 4-12 степень концентра­
ции антибиотика. Отсюда ясно, что проницаемость для ПА не очень 
высока [Алекберли, Топалы, 1980]. ПА эффективны, когда вводятся 
с одной стороны клеточных мембран. Если ПА не проникают через 
мембрану, то действие их на биологические мембраны не имеет ни­
чего общего с действием на БЛМ, когда антибиотик добавлен по обе 
стороны мембраны. Проницаемость БЛМ для нистатина была изме­
рена прямо по изменению концентрации антибиотика с другой сто­
роны мембраны [Алекберли, Топалы, 1980]. Для увеличения чувст­
вительности метода объем раствора, в который переходил антибио­
тик, был всего 0.05 мл. Концентрация антибиотика в нем измерялась 
по сопротивлению БЛМ. Предварительно была построена калибро­
вочная кривая зависимости сопротивления БЛМ от концентрации 
нистатина с одной стороны мембраны при постоянной концентрации 
нистатина с другой стороны. Оказалось, что концентрация антибио­
тика в малом объеме растет линейно со временем и за несколько ча­
сов проводимость БЛМ сильно падает. Этого не наблюдается, если 
объемы растворов по обе стороны мембраны большие. Коэффициент 
проницаемости для БЛМ из общих фосфолипидов мозга оказался 
равным 10'8-10'п см/с. При концентрациях антибиотика, используе­
мых в опытах с микроорганизмами, такой проницаемости вполне 
достаточно, чтобы за время инкубации внутри микроорганизмов на­
копился антибиотик в количестве, требуемого для симметричного 
действия антибиотиков. Ранние эксперименты по изучению прони­
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цаемости липидных мембран для ПА показали, что методом двух 
мембран не удалось обнаружить проход сквозь мембрану ни одного 
из ПА в течение 40 мин [Касумов и др., 1971]. Также не был обна­
ружен проход сквозь мембрану амфотерицина В и леворина меченые 
тритием [Касумов, 1986 а].

6.8. Свойства ионных каналов в присутствии производных 
амфотерицина В, модифицированных по полярным группам.

“Запертое” состояние амфотерицинового канала

Структура исследованных антибиотиков приведена на рис. 6.8.1, 
на котором показаны структурные отличия производных амфотери­
цина В. Макролидное кольцо молекулы (R) оставалось неизменным, 
а аминная и карбоксильная группа, расположенные при С16 и С19, 
была модифицирована соответствующим образом, как показано на 
рис. 6.8.1.

В таблице 6.8.1 показаны структурные отличия в молекулах про­
изводных амфотерицина В и других ПА.

На всех производных амфотерицина В были обнаружены оди­
ночные ионные каналы с проводимостью 5-7 пСм. Модификация по­
лярной части молекул амфотерицина В сильно изменяет временные 
характеристики ионного канала. На рис. 6.8.2 приведены записи тока 
через ионные каналы, образованные амфотерицином В (строка 1) и

/NH3 /N[CH3]3
R R
\СОО' \СОО "

Амфотерицин В N-триметиламфотерицин В
(метилированный амфотерицин В)

О
II

/N[CH3]3 /NH3 /N-C-CH3
R R R

\СООСН3 \СООСН3 \СОО

Метамфоцин Метиловый эфир 
амфотерицина В

N - ацетил амфотерицин В

Рис. 6.8.1. Структурные отличия производных амфотерици­
на В. R - радикал соответствует лактонному кольцу молекул 
антибиотиков. Карбоксильная и аминная группы располо­
жены при С16 и С19, соответственно.
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Структурные отличия молекул аналогов амфотерицина В* 
и других ПА [Kasumov et al., 1981; Ермишкин, Зильберштейн. 1982]

Таблица 6.8.1.

Антибиотик Радикал
с. с7 . С8 С9 Сю Сю С18 С]9 Сзо Ca С?,

Амфотерицин В -ОН -н -он -он -н -соон -н -nh2 - — —
Метилированный 
амфотерицин -N(CH3)3 +
Метиловый эфир 
амфотерицина

-СООСНз

N-ацетил амфо­
терицин

-NCOCH3

Метамфоцин -СООСНз -N(CH3)3 +
Нистатин -он -н -н -он -соон -н -nh2 = -H -H
Кандидин =0
Микогептин =0 -он -н -н -он -н -nh2 = = =
Леворин А2 -н =0 -н -он -н -он соон -он nh2 = =

*В верхней строке указаны радикалы молекулы амфотерицина В. Для других 
антибиотиков указаны только отличия от структуры молекулы амфотерицина В.

его производными (строки 2-5). Селективность этих каналов при­
мерно одинакова: потенциал нулевого тока на градиент КС1 (2 М - 
0,735 М) в присутствии амфотерицина В и его производных не отли­
чается друг от друга и составляет 19±2 мВ [Kasumov et al., 1979].

Каналы, образованные производными амфотерицина В, в отличие 
от исходного, находятся в открытом состоянии меньшую долю време­
ни, рис. 6.8.2. Из записей видно, что каналы на некоторое время пере­
ходят в непроводящее состояние, а затем вновь открываются. При этом 
сохраняются два состояния, характерные для амфотерицинового канала 
- открытое и закрытое. Средние времена жизни канала в открытом и 
закрытом состояниях равны, соответственно 3±0,5 с и О,13±О,О5 с и со­
храняются для всех производных [Kasumov et al., 1979].

Запись 2 на рис. 6.8.2 показывает изменение мембранного тока в 
присутствии метилированного амфотерицина В. у которого экрани­
рован положительный заряд на азоте. Из сравнения записей 1 и 2 на 
рис. 6.8.2 видно, что среднее время в активном состоянии канала 
(Тд), образованного метилированным амфотерицином В, значитель­
но меньше, чем у амфотерициннового канала (6±1 с и 260 с соответ­
ственно, табл. 6.8.2). Можно доказать, что запись 2 на рис.6.8.2 от­
ражает поведение одного и того же канала. Допустим, что каждое 
включение активного состояния есть результат работы нового кана­
ла. Время жизни канала в активном состоянии больше, чем время 
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жизни канала в неактивном состоянии, и, поэтому, велика вероят­
ность одновременного включения двух и более каналов. Однако, в 
опыте при длительной записи тока наблюдается один уровень про­
водимости. Это и доказывает, что работает только один канал [Ka­
sumov et al., 1979].

В присутствии метамфоцина, у которого не только экранирован 
положительный заряд на азоте, но и полностью нейтрализован отри­
цательный заряд карбоксильной группы, среднее время жизни в ак­
тивном состоянии становится еще меньше - 1,6±0,2 с (запись 3 на 
рис. 6.8.2). Трудно сказать, работает в этом случае один или несколь­
ко каналов. Поэтому определить время жизни канала в неактивном 
состоянии невозможно. Метамфоцин сохраняет положительный за­
ряд на азоте в диапазоне pH от 3 до 11. Во всем этом диапазоне pH 
Тд каналов не изменяется. Для метилового эфира амфотерицина В, у 
которого нейтрализован только отрицательный заряд на карбоксиле, 
наблюдаются такие же короткие времена жизни канала в активном 
состоянии, как и в случае метамфоцина (запись 4 на рис. 6.8.2).

Рис. 6.8.2. Дискретные изменения проводимости мембран в присутствии 
амфотерицина В и его производных. Потенциал на мембране 200 мВ, 2 М 
КО, pH 7,0; t=23°C. фосфолипид:холестерин 20:1. 1 - амфотерицина В - 
2-10’8 М; 2 - метилированный амфотерицин В - 5-10’8 М; 3 - метамфоцин - 
7-10'6 М; 4 - метиловый эфир амфотерицина В - 1-10’6 М; 5 -N-ацетил амфо­
терицин В - 3-10‘7 М. Справа обозначено наличие зарядов на аминной и кар­
боксильной группах молекул антибиотиков. Пунктирной линией обозначе­
ны заряды, экранированные метильными группами [Kasumov et al., 1979].
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Изредка канал попадает в активное состояние на более продолжи­
тельное время. Среднее время в активном состоянии-2,5±0,3 с [Ka­
sumov et al., 1979].

Производное амфотерицина В - N-ацетил амфотерицин В, у ко­
торого нейтрализован только положительный заряд на азоте, дает 
аналогичную картину поведения канала. Более продолжительные 
включения на этом производном встречаются чаще (запись 5 на рис. 
6.8.2, Тд=3,0±0,3 с). В кислых pH N-ацетил амфотерицин В теряет 
отрицательный заряд на карбоксиле и становится нейтральным по­
лиеном. Потеря второго заряда приводит к еще большему уменьше­
нию Та-

Таблица 6.8.2.

Значение среднего времени жизни активного состояния каналов (ТА) 
при различных концентрациях холестерина в мембранном растворе.
В таблице указаны концентрации антибиотиков, необходимые для 

получения одного канала [Kasumov et al., 1979]

Название 
антибиотика

Отношение 
фосфолипид: 
холестерин 

мг/мг/мл

Концен­
трация 

антибио­
тика, М pH

Проводимо­
сть канала, 

пСм 
Ем=200 мВ

Среднее 
время в 

активном 
состоянии, 

ТА, с

Наличие 
зарядов

Амфотерицин В 20:1 2-Ю'8 7,0 63 260±40 + -
Амфотерицин В 20:1 2-Ю’8 3,0 5,0 2,2±0,4 + -

Амфотерицин В 20:1 7-Ю'8 11,0 5,0 3,0±0,6 0-

Метилированный 
амфотерицин В

20:1 5 10 s 7,0 63 6±1 + -

Метиловый эфир 
амфотерицин В

20:1 1-Ю'6 7,0 63 2,5±0,3 + 0

Метиловый эфир 
амфотерицина В

20:1 1-Ю'5 11,0 6,0 1,8±0,2 00

Метиловый эфир 
амфотерицина В

20:10 1-Ю'7 11.0 6,0 14+4 00

N-ацетил амфо­
терицин В

20:1 З-Ю'7 7,0 5,0 3,0+0,3 0-

N-ацетил амфо­
терицин В

20:1 З-Ю'7 3,0 6,0 О,3±О,О6 00

N-ацетил амфо­
терицин В

20:10 2-Ю'8 3,0 6,0 9,2±3 00

Метамфоцин 20:1 7-Ю'8 7,0 7,0 1,.6±0,2 + 0
Метамфоцин 20:2 4-Ю'8 7,0 7,0 75±20 + -
Нистатин 20:1 l-10'z 7,0 1,8 220±25 + 0
Нистатин 20:1 5-Ю'' 10,0 1,8 . 7,0+0,7 0 +
Микогептин 20:1 2-Ю'8 7,0 0,25 - + -
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Исходный амфотерицин В относится к амфотерным полиенам, и 
поэтому проявляет как кислотные, так и основные свойства [Этингов 
и др., 1972; Кашкин и др., 1970; Hamilton-Mueller, 1973]. Изменяя pH 
водных растворов от нейтральных значений в кислую, либо щелоч­
ную сторону за pKı аминной или рКг карбоксильной группы (pKj=4- 
5, рКг=9-10) [Этингов и др., 1972], можно нейтрализовать один из 
зарядов молекулы амфотерицина В. Ожидалось, что это приведет к 
эффектам аналогичным тем, которые наблюдались на производных 
амфотерицина В. Действительно, оказалось, что при pH 3,0 и pH 11,0 
среднее время жизни активного состояния канала (Та) становилось 
существенно меньше, по сравнению с нейтральным pH, как показано 
на рис. 6.8.3 [Kasumov et al., 1979].

pH=7

1 ЩЩТГТ1ПГПТГ-,й.[ +- 

рН=8 ' 10с

2 ЕН-
рН=11

о >............................................. ................
~ рн=3

4 -...JiJUUTL'r'T +

- 200 мВ , рН=3 150 мВ

Рис. 6.8.3. Дискретные изменения проводимости мембран в при­
сутствии амфотерицина В (1-4) и N-ацетил амфотерицина В (5) в 
водных растворах 2 M КС1 при различных pH. Потенциал на мем­
бране 200 мВ; 23°С, фосфолипид:холестерин 20:1. 1-4 - амфотери­
цин В - 2-Ю’8 М; 5- N-ацетил амфотерицин В - 310‘7 М. Внизу 
приведены записи включения каналов при двух значениях мем­
бранного потенциала [Kasumov et al., 1979}.

Метамфоцин - единственное производное, у которого нейтрали­
зован отрицательный заряд на карбоксиле и сохранен положитель­
ный заряд на азоте в диапазоне pH от 3,0 до 11.0. Значение ТА канала 
в этих pH не отличается друг от друга. Напротив, N-ацетил амфоте­
рицин В в кислых pH теряет отрицательный заряд и становится ней­
тральным полиеном. Потеря второго заряда приводит к еще более 
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коротким временам жизни активного состояния канала, рис. 6.8.3. В 
присутствии N-ацетил амфотерицина В в кислой среде при pH 3,0 
обнаружено потенциалзависимое включение и выключение каналов. 
Как видно из рис. 6.8.3 (запись 5), изменение потенциала на мембра­
не (от 200 до 150 мВ) приводит к уменьшению частоты включений 
каналов в два раза, причем этот эффект обратим [Kasumov et al., 
1979].

В присутствии производного амфотерицина В гликозил-амфоте- 
рицина В наблюдается аналогичный эффект уменьшения времени 
жизни канала в открытом состоянии в кислых pH по сравнению с 
нейтральным pH, рис. 6.8.4 [Поцелуев, 1978].

pH 6,9

а

Рис. 6.8.4. Запись одиночных ионных каналов, образованных гли- 
козил-амфотерицином В при различных значениях pH. а - 1,2-10'7 
М, 2 M KCI, t=18,5°C; б - 9-Ю’8 М, 2 M KCI; 22°С. Потенциал на 
мембране 200 мВ, фосфолипид:холестерин 20:1 [Поцелуев, 1978].

Анализ полученных данных показывает, что наличие в молеку­
лах амфотерицина В одновременно зарядов двух знаков (+ и -) обес­
печивает длительное пребывание канала в активном состоянии. По­
теря одного из зарядов полярных групп приводит к уменьшению 
времени жизни канала в этом состоянии. Можно предположить, что 
стабильность (длительность) активного состояния канала связана с 
электростатическим взаимодействием аминогруппы одной молекулы 
антибиотика с карбоксильной группой соседней молекулы в каналь­
ном комплексе. Экранирование одного из зарядов приводит к резко­
му уменьшению времени активного состояния канала. Так, для ме­
тилированного амфотерицина В это время уменьшается в 40 раз по 
отношению к исходному амфотерицину В. Нейтрализация одновре­
менно двух зарядов (метиловый эфир амфотерицина В при pH 11,0 и 
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N -ацетил амфотерицин В при pH 3,0) приводит к еще большему 
укорочению времени активного состояния канала в 240-800 раз по 
отношению к исходному амфотерицину В, табл. 6.8.2. Эффект 
уменьшения времени активного состояния канала, наблюдаемый на 
производных амфотерицина В и при изменении значений pH водных 
растворов, содержащих исходный амфотерицин В, имеет одну и ту 
же природу и связан с нарушением электростатического взаимодей­
ствия полярных групп молекул антибиотиков, составляющих канал. 
Отсюда можно сделать вывод, что функция полярных групп состоит 
в стабилизации канального комплекса в активном состоянии [Kasu­
mov et al., 1979].

При изучении зависимости временных параметров полиеновых 
каналов от концентрации холестерина было обнаружено, что повы­
шение концентрации холестерина в мембранном растворе увеличи­
вает время жизни активного состояния канала (Та). При соотноше­
нии фосфолипид:холестерин 20:1 Тд канала на исходном амфотери­
цине В составляет 3-4 мин, а при соотношении фосфолипид:холе- 
стерин 2:1 это время больше 30 мин (2 M КС1, pH 7,0). В аналогич­
ных условиях также наблюдается увеличение Тд канала для произ­
водных амфотерицина В с одной заряженной группой. Более того, 
при повышении концентрации холестерина это время возрастает и 
для тех антибиотиков, у которых заблокированы оба заряда. Однако 
средние времена жизни канала в открытом и закрытом состояниях не 
зависят от концентрации холестерина в мембране. Время жизни ак­
тивного состояния канала для исходного амфотерицина В и его про­
изводных в зависимости от концентрации холестерина в мембране 
приведены в табл. 6.8.2. Этот эффект можно объяснить, если пред­
положить, что переход канала из активного состояния в неактивное 
связан с выходом молекул холестерина из комплекса. Повышение 
концентрации последнего в мембране уменьшает вероятность отсут­
ствия одновременно нескольких молекул холестерина в комплексе и 
тем самым увеличивает вероятность пребывания канала в активном 
состоянии. Из соотношений Тд при разных концентрациях холесте­
рина можно видеть (см. табл. 6.8.2), что одновременное отсутствие 
только нескольких молекул холестерина в комплексе обеспечивает 
переход канала в неактивное состояние. Этот переход обратим.

Таким образом, канальный комплекс, состоящий из нескольких 
молекул ПА и холестерина, модель которого была предложена ранее 
[De Kruyff, Demel, 1974], представляет собой не статическую струк­
туру, а динамическую (подвижную) структуру. Устойчивость ком­
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плекса определяется электростатическим взаимодействием поляр­
ных молекул антибиотиков в канальном комплексе [Kasumov et al., 
1979].

Увеличение времени жизни проводящего комплекса при повы­
шении концентрации холестерина в мембране показывает, что холе­
стерин, находящийся в канале играет немаловажную роль в стабили­
зации всего комплекса в мембране, так же как и полярные группы 
молекул ПА [Kasumov et al., 1979].

“Запертое” состояние амфотерицинового канала проявляется в 
виде редких длительных переходов канала в непроводящее состоя­
ние. Переходы в “запертое” состояние и обратно сильно зависят от 
модификации полярных групп (амино- и карбоксильной групп) мо­
лекулы амфотерицина В. N-триметиламфотерицин В образует кана­
лы, которые гораздо чаще переходят в “запертое” состояние, чем ка­
налы, образуемые исходным амфотерицином В.

Другие производные амфотерицина В с модифицированными за­
ряженными группами также образуют каналы, которые чаще пере­
ходят в “запертое” состояние. Аналогичный эффект наблюдается и 
при сильном сдвиге pH растворов в кислую или щелочную область. 
Переходы амфотерицинового канала в “запертое” состояние проис­
ходят значительно чаще при сдвиге pH до 3 или 11. Все эти эффекты 
можно объяснить, предположив, что две соседние молекулы амфо­
терицина В связаны в канале электрическим взаимодействием раз­
ноименно заряженных групп. Тогда экранирование заряда аминоса­
хара метильными группами в молекуле метилированного амфотери­
цина В ослабляет это взаимодействие, и, как следствие, возрастает 
вероятность нарушения структуры канала и его перехода в “запер­
тое” состояние. Полное удаление заряда при ацетилировании амин­
ной группы или при образовании эфирной связи на карбоксильной 
группе приводит к еще большему расслаблению структуры канала, 
вплоть до его полного распада. При сдвиге pH электростатическое 
взаимодействие между молекулами нарушается за счет протониро­
вания или депротонирования заряженной группы. Увеличение кон­
центрации холестерина в мембраноформирующем растворе умень­
шает вероятность перехода канала в “запертое” состояние и, соот­
ветственно, к повышению средних времен жизни канала в активном 
состоянии. При соотношении фосфолипид:холестерин 20:1 среднее 
время до перехода канала в “запертое” состояние было 4 мин, а при 
увеличении отношения фосфолипид:холестерин до 2:1 это время 
больше 30 мин. Такая же картина наблюдается при исследовании 
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каналов, образуемые производными амфотерицина В. Наиболее ве­
роятной причиной перехода канала в запертое состояние кажется 
выход нескольких молекул холестерина из канального комплекса. 
Уменьшение концентрации холестерина в мембране увеличивает ве­
роятность одновременного отсутствия нескольких молекул холесте­
рина в комплексе. Молекулы стерина, как и полярные группы анти­
биотиков, участвуют в стабилизации функционирования канального 
комплекса в мембране. Из соотношений времени жизни канала в ак­
тивном состоянии Та (См. таб. 6.8.2 ) при разной концентрации холе­
стерина в мембране можно определить число молекул холестерина, 
выходящих из комплекса и достаточных для перехода канала из ак­
тивного состояния в неактивное. Расчеты показывают, что для про­
изводных амфотерицина В это число больше двух. Переход канала 
из активного состояния в неактивное обусловлен, по-видимому, 
только лишь выходом молекул холестерина из комплекса [Kasumov 
et al., 1979].

Электростатическое взаимодействие гидроксильной группы мо­
лекулы холестерина с карбоксильной группой молекулы антибиоти­
ка играет важную роль в стабилизации канала в проводящем состоя­
нии. Производные амфотерицина В, модифицированные по заря­
женным аминной и карбоксильной группам молекулы антибиотика, 
не только имеют высокую вероятность непроводящего “закрытого” 
состояния, но и хуже образуют каналы. Для получения одиночного 
канала необходима концентрация метилированного амфотерицина В 
в три раза больше, чем исходного амфотерицина В. Для получения 
одиночного канала в присутствии других производных необходима 
еще большая концентрация антибиотика. Можно сделать предполо­
жение, что “запертое” состояние - это одно из промежуточных со­
стояний в сборке канала от мономеров к проводящему канальному 
комплексу [Kasumov et al., 1979; Малафриев, 1985; Ibragimova et al., 
2006].

6.9. Свойства амфотерициновых каналов 
в зависимости от структуры стерина

Исходя из молекулярной модели полиенового канала, необходи­
мо было выяснить функциональную роль молекул стерина в каналь­
ном комплексе, а именно, как изменение структуры стерина отража­
ется на свойствах ионных каналов: временах жизни, проводимости и 
избирательности [Borisova et al., 1978; Kasumov, 1986 а].
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На рис. 6.9.1 изображены структурные формулы исследовавших­
ся стеринов, которые расположены в порядке увеличения числа 
двойных связей в стериновом кольце и боковой цепи. На всех стери- 
нах в комплексе с амфотерицином В были обнаружены одиночные 
ионные каналы, запись которых показана на рис. 6.9.2. Изменения 
стеринового компонента мембран не изменяет анионную селектив­
ность амфотерицинового канала (табл. 6.9.1).

стигмастерин
эргостерин

Рис. 6.9.1. Структурные формулы некоторых стеринов, включен­
ных в состав бимолекулярных мембран для исследования свойств 
одиночных ионных каналов в комплексе с амфотерицином В.

Проводимость каналов незначительно отличается друг от друга. 
Эргостерин является самым эффективным из всех исследованных 
стеринов. Концентрация антибиотика, необходимая для получения 
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одного канала, почти в 10 раз меньше, чем на мембранах, содержа­
щих холестерин [Касумов, 1986 а].

Таблица 6.9.1.

Значения среднего времени жизни каналов, образующихся 
из молекул амфотерицина В с различными стеринами, в открытом 

и закрытом состояниях

В таблице показана Концентрация амфотерицина В для получения одного ка­
нала и приведены значения потенциала нулевого тока при десятикратном соотно­
шении концентрации КС1 в двух растворах (2 М:0,2 М) [Borisova, Kasumov, 1978].

Фосфолипид: стерин

Соотно­
шение 
фосфо­
липид: 
стерин 
мг/мл

Концен­
трация 

Амфоте­
рици­

на В, М

Проводи­
мость 
канала 

пСм

Потенци­
ал нуле­
вого то­
ка, мВ

То, с Тз.с

Фосфолипид:5а- 
андростан-ЗР-ОН

20:4 1-Ю’7 7±0,5 -36+1 1,95+0,15 0,13

Фосфолипид: 
холестерин

20:4 2-10'8 6,5±0,5 -42±1 2,5±0,3 0,15

Фосфолипид: 
латостерин

20:4 2'10‘8 5±0,5 -27±1 3,9±0,4 0,36

Фосфолипид:
7-дегидро-холестерин

20:4 2-Ю'8 4,5+0,5 -22±1 3,1±О,36 0,27

Фосфолипид: 
стигмастерин

20:4 5-Ю'8 5+0,5 - 5,4±0,5 0,7

Фосфолипид: 
эргостерин

20:1 510 м 3,5±0,5 -36±1 7,8+0,8 3,6

Каналы, образованные амфотерицином В в комплексе с 5а- 
андростан-3, совершают частые переходы между двумя состояния­
ми: открытым и закрытым.

Латостерин, в отличие от холестерина, имеет одну двойную 
связь в положении Cy-Cg и образует также как и 5а-андростан-3, дол­
гоживущий канал с частыми переходами в закрытое состояние.

7-дегидрохолестерин содержит две двойные связи в кольце «В», 
при положении углеродных атомов Cj-Cö, С7-С8 и отличается от хо­
лестерина наличием одной дополнительной двойной связи. Время 
нахождения канала в закрытом состоянии несколько увеличивается 
по сравнению с холестерином.

Характер работы амфотерицинового канала изменяется, если ка­
нал образуется в комплексе амфотерицина В со стигмастерином или 
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эргостерином. Стигмастерин, в отличие от холестерина, содержит 
две двойные связи: одну в кольце «В» при С5-С6, а вторую в боковой 
цепи при С22-С23 и дополнительную этильную группу. В отличие от 
холестерина, в молекуле эргостерина имеется дополнительная ме­
тильная группа в боковой цепи и две двойные связи: в кольце «В» 
при C7-Cg и гидрофобной цепи при Сгг-Сгз- В присутствии стигма- 
стерина и эргостерина наблюдаются переходы канала из открытого 
состояния в более продолжительное закрытое состояние.

Рис. 6.9.2. Ионные каналы, образующиеся в мембранах из молекул 
амфотерицина В в комплексе с различными стеринами. Состав 
мембранного раствора: 1. Весовое соотношение фосфолипид: 5а- 
андростан-3, равно 5:1 мг/мл гептана. СА=110’7 М; 2. Фосфоли- 
пид:холестерин 20:1. СА= 2-10"8 М; 3. Фосфолипид:холестерин 5:1. 
СА= 2-10'8 М; 4. Фосфолипид:7дегидрохолестерин 5:1. СА= 210"8 
М; 5. Фосфолипид:стигмастерин 5:1. CA= 510‘8 М; 6. Фосфоли- 
пид:эргостерин 20:1. СА= 510'9 М; Потенциал на мембране 200 мВ, 
2 M КС1, pH 7,0; t=22°C. [Borisova, Kasumov. 1978; Касумов, 1980}.

Свойства ионных каналов в зависимости от структуры стеринов 
приведены в табл. 6.9.1, в которой указаны средние времена жизни 
каналов в открытом и закрытом состояниях. Значения То и Т3 для 7- 
дегидрохолестерина и латостерина в 2 раза выше, чем для холесте­
рина и 5а-андростан-3. Появление сопряженной связи в гидрофоб­
ной части молекулы стигмастерина и эргостерина приводит к еще 
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большему увеличению средних времен То и Т3. Важно было выяс­
нить и дать ответ на вопрос: “В какое из непроводящих состояний 
осуществляется переход канала - в закрытое или в неактивное”?. Как 
было показано выше увеличение концентрации холестерина влияет 
лишь на время жизни канала в активном состоянии, однако среднее 
время жизни канала в То и Т3 практически не отличаются друг от 
друга. При сравнении средних времен жизни канала при разных 
концентрациях стигмастерина и эргостерина оказалось, что увеличе­
ние концентрации последних в мембране не изменяет среднего вре­
мени активного состояния канала. Исходя из этих данных следует, 
что каналы, образованные в комплексе амфотерицина В со стигма- 
стерином или эргостерином осуществляют переходы из открытого в 
более продолжительное закрытое состояние. Структура стерина 
влияет на соотношение времен жизни канала в открытом и закрытом 
состояниях То/Т3. Увеличение числа двойных связей в молекулах 
стерина уменьшает соотношение времен То/Т3 (см. табл. 6.9.1). Из­
менение временных параметров канала для эргостерина обусловлено 
видимо тем, что молекулы антибиотиков и эргостерина, связываясь 
между собой, образуют более стабильную структуру. Это предполо­
жение подтверждается данными, полученными при изучении време­
ни отмывки метамфоцина. При постоянных условиях эксперимента 
время отмывки составляет 1-1,5 мин для холестерина и более 35 мин 
для эргостерина [Касумов и др., 1984 а]. Молекулы стерина, как и 
полярные группы антибиотиков, участвуют в стабилизации каналь­
ного комплекса. Таким образом, функция стерина состоит в связы­
вании молекул ПА в канальном комплексе. Наличие в мембранах 
молекул стерина приводит к резкому повышению скорости сборки 
полиеновых каналов и времени нахождения канального комплекса в 
проводящем состоянии. Разброс концентраций амфотерицина В для 
получения одиночных каналов в комплексе с различными стеринами 
связан, по-видимому, с различными константами скорости связыва­
ния молекул полиенов с мембранами.

Исследования производных амфотерицина В и стеринов с раз­
личной структурой дали большую информацию о функционирова­
нии ионных каналов в мембране и привели к следующим важным 
выводам: 1) обнаружено третье состояние ионного канала; 2) суще­
ствует электростатическое взаимодействие между молекулами анти­
биотиков в канале; 3) показано, что обратимые переходы канала из 
активного состояния в неактивное связаны с обратимыми измене­
ниями числа молекул холестерина в комплексе; 4) увеличение нена­
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сыщенных связей в молекуле стерина уменьшает соотношение вре­
мени То/Т3 [Borisova, Kasumov, 1978]. Эти данные свидетельствуют о 
том, что при функционировании канала за время жизни в мембране 
происходит структурная перестройка составляющих молекул в ка­
нальном комплексе [Касумов, 1986 a; Ibragimova et al., 2006].

6.10. Свойства ионных каналов в зависимости от структуры 
лактонного кольца молекул ПА. Гибридные каналы

Как было показано ранее, химическая модификация заряженных 
групп молекул амфотерицина В, а также удаление заряда этих групп 
сдвигом pH растворов с большой концентрацией электролита не со­
провождаются заметным изменением проводимости одиночных ка­
налов [Kasumov et al., 1979]. Для всех этих случаев проводимость 
канала в растворе 2М KCI равна 6±1 пСм. Особый интерес представ­
ляет сравнение пяти природных антибиотиков: амфотерицина В, 
нистатина, кандидина, микогептина и леворина. Согласно модели 
канала, гидрофильные цепи молекул этих антибиотиков, выстилаю­
щие полость канала, различаются очень мало. Однако даже эти не­
большие различия существенно влияют на величину проводимости и 
избирательности канала [Kasumov et al., 1981]. Амфотерицин В от­
личается от кандидина только тем, что радикал при С5 у амфотери­
цина - гидроксил, а у кандидина - карбонил. Проводимость амфоте­
рицинового канала в 10 раз больше, чем проводимость кандидиново- 
го. Гидрофильная цепочка молекулы нистатина также отличается от 
цепочки молекулы микогептина заменой ОН-группы на =0 при С5. И 
в этом случае проводимость канала при такой замене уменьшается в 
10 раз. Молекулы кандидина и микогептина отличаются только пе­
рестановкой гидроксильных радикалов (при и С9 у кандидина и 
при С7 и Сю у микогептина). Также различаются и гидрофильные 
цепочки молекул амфотерицина В и нистатина. Проводимость амфо­
терицинового канала вдвое больше проводимости нистатинового, а 
проводимость кандидинового канала примерно вдвое больше, чем 
проводимость микогептинового. Кроме различий в гидрофильной 
цепочке, молекула нистатина отличается от молекул четырех ос­
тальных антибиотиков отсутствием двойной связи между С28 и С29. 
Судя по результатам, отсутствие двойной связи несколько уменьшает 
величину проводимости канала по сравнению с амфотерицином В.

Для анализа свойств ионных каналов в зависимости от структу­
ры лактонного кольца молекул полиенов сравним свойства каналов, 
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образованных амфотерицином В, нистатином и мико гептином в 
бислое из фосфолипидов мозга с холестерином. Молекулы этих ан­
тибиотиков отличаются лишь структурой лактонного кольца (см. 
рис. 1.1.1). Полиеновая цепь одинакова у амфотерицина В и микогеп­
тина (гептаены), в молекуле нистатина одна двойная связь в середи­
не полиеновой цепи гидрирована (тетраен). Гидрофильные цепочки 
лактонного кольца различны у всех трех антибиотиков: у нистатина 
и амфотерицина В набор гидрофильных групп одинаков, отличается 
лишь их расположение. У микогептина, кроме того, одна гидрок­
сильная группа заменена на карбонильную. Амфотерициновый канал 
имеет наибольшую проводимость (6,5 пСм). Нистатиновый канал 
имеет меньшую проводимость (2 пСм). У микогептинового канала 
наблюдается минимальная проводимость (0,5 пСм). Еще меньше про­
водимость леворинового канала (0,2-0,3 пСм) [Kasumov et al., 1981].

Измерение анион-катионной селективности каналов, образуемых 
этими антибиотиками, показало, что анионная селективность, как и 
проводимость каналов, уменьшается в ряду амфотерицин В - ниста­
тин - микогептин - леворин (таб. 6.10.1). В таб. 6.10.1 приведены 
значения разности потенциалов в системе 2 М:0,2 M KCI. В присут­
ствии леворина наблюдается практически идеальная катионная се­
лективность.

Таблица 6.10.1.

Параметры каналов, образуемых антибиотиками с известной 
структурой молекул [Ермишкин, Зильберштейн, 1982; Касумов, 1986 а]

Параметры 
каналов

Амфоте­
рицин В

Нис­
татин

Амфотерицин: 
микогептин

Микогеп- 
тин

Лево­
рин

Леворин: 
амфотерицин

Число С-ОН групп 
на канал 112 112 84 56 24 80
Число С=О групп на 
канал 32 32 28 24 20 52
Проводимость 
в 1 M KCI, пСм 3,0 1,5 0,5 0,15 0,1 2-3
Селективность, мВ -45 -40 -35 -22 +56 -23

Диаметр поры, нм 0,7 0,85 0,65 0,6 0,8 0.75

В табл. 6.10.2 приведены значения потенциалов нулевого тока, 
полученные на мембране с большим числом каналов, при отношении 
концентрации соли в двух водных растворах 10:1. Потенциал 58 мВ 
соответствует идеальной анионной селективности. Видно, что через 
мембрану с амфотерициновыми каналами анионы проходят лучше, 
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чем катионы. Анионная селективность мембраны с микогептином 
значительно хуже. В нитрате калия наблюдается даже положитель­
ный потенциал, т.е. анион нитрата проходит через каналы хуже, чем 
ион калия.

Таблица 6.10.2

Значения потенциалов нулевого тока, полученные на мембране 
с большим числом полиеновых каналов

Антибиотик Электролит
LİC1 КС1 CsCl KF KBr KNO3

Амфотерицин В - -42,5 -39 -57 -43 -21,5
Нистатин -50* -45* - - - +2
Микогептин -25,5 -21,5 -30 -44 -43,5 +43

* Звездочкой отмечены данные, взятые из работы [Ckss et al., 1970] для деся­
тикратной концентрации соли 100:10 мМ. Остальные значения получены при кон­
центрациях электролитов 2 М и 0,74 М и приведены к 10-кратному отношению 
концентраций соли [Борисова и др., 1978].

Таким образом, замена гидроксильной группы молекулы анти­
биотика на карбонильную приводит к значительному уменьшению 
проницаемости канала для анионов. Этот эффект связывают с ди­
польным моментом карбонильной группы, повернутой отрицатель­
ным зарядом к середине канала. Таким образом, в середине канала 
возникает дополнительный электростатический барьер для прони­
кающих анионов [Kasumov et al., 1979, 1981].

Сборка амфотерициновых каналов происходит при меньших 
концентрациях, чем нистатиновых. Для наблюдения амфотерицино­
вых одиночных каналов необходимо 2-10'8 М антибиотиков, а ниста­
тиновых - Г10'7 М (при соотношении фосфолипид:холестерин 20:1). 
Это, видимо, связано с разрывом одной двойной связи в полиеновой 
цепи нистатина. Амфотерицин В с полностью гидрированной поли­
новой цепочкой образует каналы в концентрации 10‘: М.

Амфотерицин В, нистатин и микогептин, добавленные только с 
одной стороны мембраны в концентрации 10 3 М, не увеличивали 
проводимости мембран, а при добавлении любого из указанных ан­
тибиотиков в концентрации 2-10’8 М с другой стороны мембраны об­
разуются комбинированные каналы. Проводимость таких комбини­
рованных каналов зависит от знака потенциала и лежит между зна­
чениями проводимости обоих «чистых» каналов. Комбинированные 
каналы образуются любой парой из трех антибиотиков, создающих в 
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мембранах анионную селективность. Комбинированные каналы мо­
гут образовываться из двух разных по структуре и избирательной 
проницаемости ПА: амфотерицина В и леворина А2. При введении с 
одной стороны мембраны анион-специфичных молекул амфотери­
цина В, а с другой стороны мембраны катион-специфичных молекул 
леворина А2 наблюдается их взаимодействие и образование комби­
нированных каналов, селективность которых определяется молеку­
лами амфотерицина В [Касумов и др., 1984]. Проводимость комби­
нированных каналов составляет величину 2-3 пСм, что вдвое меньше 
проводимости индивидуальных амфотерициновых каналов и в 6 раз 
больше проводимости индивидуальных левориновых каналов. Пред­
полагается, что при взаимодействии разных по селективности двух 
полупор происходит изменение электрического потенциала внутри 
канала в области зоны контакта двух полупор [Гаджи-заде, 1983; 
Гаджи-заде, Зильберштейн, 1983 а, 1983 б, 1984]. Образование ком­
бинированных каналов подтверждает гипотезу о том, что полиено­
вая пора состоит из двух полупор, которые собираются на двух сто­
ронах мембраны [Cass et al., 1970].

Сравнивая проводимость и селективность каналов, образованных 
амфотерицином В, нистатином и микогептином, можно отметить, 
что разрыв двойной связи в полиеновой цепи и перестановка групп в 
полярной цепи лактонного кольца, меньше влияют на свойства кана­
ла, чем появление еще одной карбонильной группы (вместо гидро­
ксильной) в полярной цепи молекул полиенов. Появление дополни­
тельной карбонильной группы приводит к уменьшению анионной 
селективности и резкому (в 10 раз) уменьшению проводимости ка­
нала. Можно предположить, что анионная селективность канала свя­
зана с наличием положительного потенциала в поре, индуцирован­
ного ОН-диполями молекул антибиотиков. Отсюда легко понять, что 
замена ОН-группы на карбонильную =0, имеющую обратный знак 
диполя, приведет к уменьшению положительного потенциала в поре. 
Это, в свою очередь, уменьшит сродство аниона к поре. Для под­
тверждения данного предположения, в качестве примера, можно 
привести структуру леворина А2. В молекуле леворина А2 содержат­
ся три полярные группы: две аминные и одна карбоксильная. В це­
лом, молекула антибиотика заряжена положительно за счет допол­
нительной ароматической группировки, которая расположена на 
гидрофобном конце молекулы. Несмотря на общий положительный 
заряд, леворин А2 создает у мембран избирательную проницаемость 
не для анионов, а для моновалентных катионов. Отсюда следует, что 
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система, ответственная за избирательность ионного канала, распо­
ложена на гидрофильной стороне молекулы полиена и поэтому се­
лективность ионного канала может определяться структурой гидро­
фильной цепи молекул антибиотиков [Kasumov et al., 1981].

Сравним гидрофильные цепи четырех молекул полиеновых ан­
тибиотиков: амфотерицина В, нистатина, микогептина и леворина А? 
(табл. 6.10.3).

Таблица 6.10.3

Структура гидрофильных цепей четырех ПА [Kasumov et al., 1981].

№ атома Амфотерицин В 
Ео = - 45±3 мВ

Нистатин
Ео = — 40±3 мВ

Микогептин 
Ео=- 13±1 мВ

Леворин А2 
Ео = +' 56±2 мВ

1 =0 =0 =0 =0
2
3 -ОН -он -ОН =0
4
5 -он -он =0 -ОН
6
7 -н -он -ОН =0
8 -он -н -Н -н
9 -ОН -н -Н -он
10 -Н -он -ОН -н
11 -ОН -он -ОН -он
12
13 =0 =0 =0 -он
14
15 -он -он -ОН =0
16 -соон -соон -СООН -н
17 -он -он -он -он
18 -н -н -н -соон
19 Микозамин Микозамин Микозамин -Н
20 -Н -н -н Микозамин

В таб. 6.10.3 приведены значения разности потенциалов в систе­
ме 2 М:0,2 M KCI. Из таблицы 6.10.3 видно, что амфотерицина В и 
нистатин имеют одинаковый набор гидрофильных групп и одинако­
вую избирательность. У микогептина одна гидроксильная группа за­
менена на карбонильную. Анионная селективность микогептинового 
канала намного хуже, чем у нистатинового и амфотерицинового. У 
леворина А2 в гидрофильной цепи отсутствуют две гидроксильные 
группы. Канал за счет дополнительных карбонильных групп заряжа­
ется более отрицательно и, по-видимому, это приводит к избира­
тельной проницаемости для ионов катия. Селективность ионных ка­
налов меняется в зависимости от числа гидроксильных групп в гид­
рофильной цепи лактонного кольца в ряду: амфотерицин В - ниста­
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тин - микогептин - леворин Аг. С уменьшением числа гидроксиль­
ных групп в гидрофильной цепи молекул ПА избирательность меня­
ется с анионной на катионную. Однако пример четырех ПА еще не 
дает основания полностью утверждать, что система проницаемости 
локализована на гидрофильной стороне молекул ПА. Для подтвер­
ждения этого положения требуется поиск новых природных ПА и 
синтез их производных с соответствующим набором гидроксильных 
и карбонильных групп в гидрофильной цепи молекул полиенов.

Ранее было показано, что неароматические антибиотики, добав­
ленные только с одной стороны мембраны, не вызывали увеличение 
проводимости мембраны даже в концентрации 10'4 М. Неароматиче­
ские антибиотики образуют гибридные каналы [Борисова, 1979; Ер­
мишкин, 1980]. Поскольку неароматические антибиотики эффектив­
но снижают сопротивление БЛМ только при введении по обе сторо­
ны мембраны [Касумов, Либерман, 1972], введение разных антибио­
тиков по разные стороны мембраны приводило к образованию толь­
ко гибридных каналов. Для получения одного канала брали такие же 
концентрации антибиотиков, как для получения индивидуальных 
каналов. Если добавить в один раствор 10'7 М нистатина, а в другой 
2-10’8 М амфотерицина В, то образуются гибридные каналы. Прово­
димость таких комбинированных каналов зависит от знака потен­
циала и лежит между значениями проводимости обоих “чистых” ка­
налов. На рис. 6.10.1 показаны гистограммы проводимостей инди­
видуальных амфотерициновых и нистатиновых каналов, а также гиб­
ридных амфотерицин-нистатиновых каналов. Проводимость ком­
бинированного канала - 2,3 пСм при +100 мВ и 2,0 пСм при -100 мВ 
(положительный знак заряда в растворе с нистатином). Комбиниро­
ванные каналы образуются любой парой из ПА. Проводимость ам- 
фотерицин-микогептинового канала 1,4 пСм при +100 мВ и 0,6 пСм 
при -100 мВ (положительный знак заряда в растворе с микогептином).

Рис. 6.10.1. Гистограммы проводимо­
стей каналов, образуемых нистатином 
(Н), амфотерицином В (А), смесью 
этих антибиотиков Н и А, а также 
гибридных каналов, образуемых нис­
татином и амфотерицином В [Борисо­
ва, 1979].



Видно, что проводимость гибридного канала имеет величину, 
промежуточную между величинами проводимостей индивидуальных 
каналов. Смесь двух антибиотиков по обе стороны мембраны дает 
очень широкий спектр значений проводимости одиночного канала.

Вольтамперная характеристика гибридных каналов, образуемых 
ПА, асимметрична. Так, в растворе 2 M KCI при напряжении на 
мембране ±150 мВ проводимость амфотерицинового канала состав­
ляет величину 4,5±0,25 пСм, а микогептинового - О,ЗО±О,О5 пСм. 
Гибридный канал, образованный из амфотерициновой и микогепти­
новой полупор, имеет ярко выраженную асимметрию вольтамперной 
характеристики: при +150 мВ в растворе с амфотерицином В его 
проводимость 0,8 пСм, а при -150 мВ - 1,8 пСм [Борисова, 1979]. 
Асимметрию вольтамперной характеристики гибридного канала, об­
разованного из двух полупор с разными гидрофильными группами, 
выстилающими полость поры, можно объяснить асимметрией про­
филя потенциальной энергии иона в поре [Ермишкин, Зильбер­
штейн, 1982]. Так, в модели канала с двумя потенциальными барье­
рами при большой разности потенциалов на мембране ток определя­
ется потоком анионов в одном направлении. Величина этого потока 
определяется тем энергетическим барьером, который ион проходит 
по направлению электрического поля. Гибридные каналы из амфо­
терицина В и грамицидина О 3 не образуются [Ермишкин, Зильбер­
штейн, 1982].

Образование комбинированных каналов подтверждает гипотезу 
о том, что полиеновая пора состоит из двух полупор, которые соби­
раются на двух сторонах мембраны [Cass et al., 1970; Касумов и др., 
1971]. По этой модели полость поры выстлана гидрофильными 
группами лактонного кольца [De Kruyff, Demel, 1974]. Эти гидро­
ксильные диполи создают в канале положительный потенциал, кото­
рый повышает сродство аниона и уменьшает сродство катиона к ка­
налу, что, по-видимому, и определяет преимущественную анионную 
проницаемость. Замена одной гидроксильной группы на карбониль­
ную с обратным знаком диполя в молекуле микогептина уменьшает 
положительный потенциал в поре и, следовательно, анион-катион­
ную селективность. Эта карбонильная группа несколько уменьшает 
и проводимость, создавая дополнительный барьер для прохождения 
аниона. Однако этого недостаточно, чтобы объяснить меньшую, по 
сравнению с амфотерицином В, проводимость микогептинового и 
леворинового канала. Действительно, отношение чисел переноса для 
хлора и калия у амфотерициновых и нистатиновых каналов - около 
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6:1, у микогептиновыъх каналов - 2:1, а проводимость микогептино- 
вого канала в 10 раз меньше амфотерицинового, т.е. и калиевая про­
водимость ниже. Таким образом, меньшая проводимость микогепти- 
нового канала обусловлена в основном его более узким, чем у амфо­
терицинового и нистатинового каналов, сечением, что и было пока­
зано в опытах по тестированию каналов блокаторами разного разме­
ра [Борисова и др., 1978; Ермишкин, Зильберштейн, 1982; Касумов, 
Каракозов, 1985; Касумов, Самедова, 1991].

Гибридные каналы образуются при взаимодействии неаромати­
ческих и ароматических антибиотиков. Для наглядной иллюстрации 
на рис. 6.10.2 приведены записи одиночных каналов как при сим­
метричном и одностороннем действии амфотерицина В, а также од­
ностороннем действии леворина А2 и формируемые им при взаимо­
действии с амфотерицином В комбинированные каналы [Касумов и
др., 1984 в].

Рис. 6.10.2. Дискретные изменения про­
водимости липидных мембран с холесте­
рином (20:1 по весу) в присутствии ам­
фотерицина В и леворина. 1- амфотери­
цин В в симметричных условиях (2-Ю'8 
М); 2 - амфотерицин В с одной стороны 
мембраны (2-10'8 М) при pH 3,0; 3 - ле­
ворин с одной стороны мембраны (5-10'8 
М); 4 - комбинированные каналы: с од­
ной стороны мембраны леворин А2 (2-10' 
8 М), а с другой амфотерицин В (5-10-9 
М). Состав водного раствора: 2М KCI, 
pH 7,0 (кроме записи 2); t=25°C. Потен­
циал на мембране 200 мВ [Касумов и др., 
1987].

Трудно понять в рамках модели двух полупор тот факт, что кон­
центрация амфотерицина В, необходимая для получения одиночных 
каналов, не зависит от концентрации холестерина в мембрано­
формирующем растворе, но сам эффект одностороннего действия 
амфотерицина зависит от доли фосфолипидов в мембране [Касумов, 
Каракозов, 1985; Касумов, Самедова, 1991]. По-видимому, молекулы 
холестерина не формируют проводящие каналы в комплексе с анти­
биотиком, а создают необходимые условия для сборки каналов из 
нескольких молекул амфотерицина В. В этой связи особый интерес 
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представляют данные о том, что ПА могут формировать каналы в 
комплексе с фосфолипидами, даже в отсутствие стеринов [Yoski- 
kawa et al., 1988]. Однако на данном этапе исследований модель двух 
полупор хорошо согласуется с экспериментальными результатами 
исследования ПА как модификаторов ионной проницаемости мем­
бран.

Отличительная особенность антибиотиков с ароматической 
группировкой, в частности леворина, в отличие от антибиотиков с 
неароматической группировкой, состоит в том, что в химической 
структуре леворина содержатся две положительно заряженные 
аминные группировки. Несмотря на наличие двух положительно за­
ряженных группировок ароматические полиены создают как в бис­
лоях, так и в клеточных мембранах почти идеальную избирательною 
проницаемость для катионов щелочных металлов [Kasumov et . 
1981; Касумов и др., 1982 a; Shvinka, 2001; Курбанов, Касумов 2С 64; 
Ибрагимова и др., 2006 б].
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ГЛАВА 7. ИССЛЕДОВАНИЕ КИНЕТИКИ ПРОВОДИМОСТИ 
БИСЛОЙНЫХ МЕМБРАН В ПРИСУТСТВИИ

ЛЕВОРИНА А2 И ЕГО АЛКИЛЬНЫХ ПРОИЗВОДНЫХ, 
И ИНДИВИДУАЛЬНЫХ КОМПОНЕНТОВ ЛЕВОРИНА А

7.1. Методические требования к исследованию кинетики 
проводимости и канального шума мембран, модифицированных 

леворином и его алкильными производными

Среди ПА особый интерес представляет леворин А2, индуци­
рующий в БЛМ идеальную проницаемость для ионов К+. Изучение 
механизма действия леворина А и его производных открывает путь 
для выяснения молекулярного механизма ионной избирательности 
мембран. Основным продуцентом леворина является штамм 
Actinomyces levoris. Полученные в процессе селекции штаммы, 
продуцирующие леворин, отличаются не только по интенсивности 
антибиотикообразования, но и другими физиологическими особен­
ностями [Кашкин и др., 1970].

В данном разделе монографии исследуются электрические ха­
рактеристики БЛМ в присутствии леворина А2 и его алкильных про­
изводных с известной структурой молекул. Впервые в присутствии 
этих антибиотиков обнаружена немонотонная кинетика проводи­
мости и было выявлено, что тип кинетики проводимости мембран в 
присутствии леворина А2 зависит от липидного состава мембраны и 
концентрации антибиотика. Обнаружена также стерин-фосфолипид- 
и солезависимая инактивация леворин индуцированной проводи­
мости мембран. Флуктуационная спектроскопия позволяет анализи­
ровать шум, порождаемый ионами при прохождении через каналы, 
образуемые различными модификаторами ионной проницаемости 
[Conti et al., 1975]. По результатам исследования спектров флукту­
аций проводимости БЛМ, модифицированных леворином А2, был 
сделан вывод о том, что падение проводимости мембран в присут­
ствии антибиотика происходит в результате изменения числа прово­
дящих каналов в процессе инактивации. На основании совокупности 
полученных данных высказано предположение о решающем значе­
нии липидного состава мембран, влияющего на работу ионных кана­
лов.

Дискретные флуктуации проводимости мембран регистрировали 
в режиме фиксации напряжения с помощью экспериментальной ус­
тановки, схематически изображенной на рис. 7.1.1. Эксперименты 
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выполнялись в Ленинградском институте ядерной физики им. Б.П. 
Константинова. Спектр снимали в частотном диапазоне 0.09-300 Гц. 
Электрическая схема собрана на основе малошумящего операци­
онного усилителя, устройство и характеристики которого изложены 
в статье Безрукова и Сибилева [Безруков и др., 1979; Безруков, 
Сибилев, 1980; Bezrukov et al., 1987]. В отрицательной обратной 
связи включено сопротивление 109 Ом параллельно с емкостью 1,5 
пФ. Разность потенциалов на мембране задавали с помощью батареи 
и поддерживали посредством пары хлорсеребряных электродов 
около 0,5 см2 каждый. В экспериментах электроды погружали 
непосредственно в растворы электролитов. Электрическое сопро­
тивление проводников, электродов и растворов солей не превышало 
1 кОм. За процессом формирования мембраны следили с помощью 
осциллографа, когда на мембрану подавали пилообразное напря­
жение ±12 мВ от генератора сигналов специальной формы (Hewlett 
Packard 3310А). Для уменьшения наводок от электромагнитных 
полей измерительную ячейку и операционный усилитель экрани­
ровали. Снижение влияния вибраций достигалось помещением экра­
нированной измерительной ячейки подвеской ее на пружинах к 
перекрытию здания. Такие меры предосторожности достаточно 
эффективно устраняли влияние вибраций в изучаемом диапазоне 
частот.

Рис. 7.1.1. Схема экспериментальной установки для наблюдения 
дискретной флуктуации проводимости модифицированных 
БЛМ. 1 - генератор сигналов специальной формы, 2 - экран, 
3 - операционный усилитель, 4 - тефлоновая камера, 5 - реги­
стратор переходных процессов, 6 - осциллограф, 7 - временной 
самописец [Безруков и др., 1979; Микаилова, 1990}.
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Дискретные изменения тока записывали непосредственно на 
двухкоординатном самописеце 621.01 Endim (ГДР). Одновременно 
проводили запись сигнала на магнитофон в частотной модуляции. 
Для спектрального анализа на более низких частотах записанный на 
магнитофон сигнал затем воспроизводили на большой скорости, т.е. 
использовали процедуру временного сжатия. Время накопления 
сигнала при прямом анализе составляло 1 мин, а при записи частот- 
номодулированного сигнала на магнитофон - 10 мин. Измерения 
начинали через 30-40 мин после формирования мембраны. Были ис­
следованы спектры на участках, отвечающих различным направ­
лениям изменения проводимости мембран. Характерное время 
кинетики ~102 с, а характерное время переходов между открытым и 
закрытым состояниями, которые в основном определяют шум в 
исследуемом частотном диапазоне ~0,1 с. Условия измерения спек­
тров при стационарной проводимости практически такие же, как и 
до ее достижения. Измеряли шум, избыточный над равновесным, в 
единицах равновесного шума (е). Для этого дополнительно записы­
вали спектр при нулевом напряжении на мембране. Измерение без­
размерной величины Е целесообразно потому, что она не зависит от 
площади мембраны и концентрации каналоообразующего вещества, 
а также позволяет судить о надежности отделения неравновесного 
шума от равновесного. Обработку спектров выполянли следующим 
образом. Если ионный канал проводимостью gc имеет только два 
состояния - включенный канал и выключенный канал (со средними 
временами состояний т0 и т3), то можно считать, что процесс 
функционирования канала является марковским процессом и 
поэтому можно записать выражение для s(f) согласно: 

г2? V 2 1 А
1 + (2<т)2 + f (7.1.1)

где V - среднее напряжение на БЛМ, (компонента 1/f обычно 
присутствует в шуме канальной проводимости). Для независимых 
ионных каналов Тз»То и формула упрощается:

е( f) = Т°8с V2______ 1______+ А (7.1.2)
к? 1+(2 л/т ə)2 f

где То - среднее время жизни канала в открытом состоянии (нами 
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взято То - 0,1 с). Теоретические лоренцианы, проводимые на гра­
фиках сплошной линией, построены в соответствии с первым чле­
ном формулы (7.1.2) [Микаилова, 1990].

При статистической обработке результатов по кинетике прово­
димости мембран в присутствии ПА леворина Аг и его алкильных 
производных предполагалось, что скорость кинетических процессов 
и время протекания этих процессов имеют нормальное распределе­
ние. Определяли: а) принадлежность отдельного значения к выборке 
(т.е. варианты к генеральной совокупности); б) уровень изменчи­
вости выборки; в) значения доверительных интервалов; г) сравнение 
выборок по свободным показателям.

Для оценки отдельного значения в выборке используются непа­
раметрические критерии, основанные по оценке отклонения данной 
варианты от ближайшей к ней в ранжированном ряду по отношению 
к размаху изменчивости:

= ——İ- для минимальной,
хп - х

Tj = —----- для максимальной,
Хп~Х

наблюдения сравнивали с таблицей для принятого доверительного 
уровня и, если вычисленное

т набл. > т табл., 
то подозрительная варианта отбрасывалась.

Уровень изменчивости выборки определяется по среднему 
квадратичному отклонению (о), которое дает характеристику общей 
вариабельности вариант:

IX(xi-x)2 
ст = ±, ---------------
V п -1

где х - среднее арифметическое для определямых вариант; n - число 
вариант. Случайное варьирование выборочной совокупности измер­
яется ее стандартной ошибкой, которая тем больше, чем более из­
менчивы значения исследуемого признака и чем меньше объем 

выборки. В данной работе определялась стандартная ошибка: S
■у/п

Границы доверительного интервала определяли по формуле: 
±UaSx где: Ua - некоторый коэффициент при а=Ро. Для больших 
выборок:

U (а = 0,05)= 1,96
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Для оценки достоверности был принят доверительный уровень, 
равный 95% (как для биологических систем).

После установления доверительных интервалов для результатов 
каждого отдельного эксперимента строится модель, интерпретиру­
ющая полученные результаты,' согласно общепринятому порядку 
регрессионного анализа. Соответствие теоретической и опытной 
кривых оценивается с помощью F - критерия (критерия Фишера), 
который сравнивает дисперсии двух выборок:

5 2 ad

2 t } (7.1.3)

где S дисперсия неадекватности модели, которая определяется как

_Цх,.-х,.)2
■Д/ ~ ə

п - 2
(7.1.4)

(х, - значения, рассчитанные по найденному уравнению). Для при­
менения критерия Фишера требуется допущение, что ошибка в 
определении Sad распределена нормально с математическим ожида­
нием, равным 0, и дисперсией о2. В каждом конкретном случае 
значение F - критерия сравнивается с критическим значением Fa(n).

В случае, когда вычисленное значение F«5% критического зна­
чения, нулевая гипотеза не отвергается и принятая модель считается 
приемлемой.

Результаты кинетического эксперимента - зависимость проводи­
мости от времени g(t) изображали в «спрямляющих» координатах. 
Участок роста проводимости перестраивали в координатах g (I-g/gs)-t 
или g/gs - gt, что соответствует экспоненциальной или степенной 
зависимости: g(t)=gs(I-e’kt) или g(t)=a-th. Участки убывания'проводи­
мости изображали в координатах g(g/gm)-t что соответствует зави­
симости:

g(t)=gm-e‘kt (7.1.5)

По полученным таким образом прямолинейным графикам опре­
деляли константы скорости и показатель степени, как тангенсы угла 
наклона прямых. Постоянные времени определяли как t=l/k. Темпе­
ратурные зависимости проводимости или константы скорости 
изображали в координатах Аррениуса lg g-1/t. Энергию активации 
вычисляли как тангенс угла наклона полученной прямой [Микаило­
ва, 1990]. Для уменьшения собственного шума и емкости мембраны 
работали с мембранами малой площади.
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7.2. Кинетика проводимости БЛМ в присутствии леворина Аг 
при варьировании состава мембраноформируюших 
компонентов, температуры, вида и концентрации 

электролитов

С целью изучения свойств левориновых каналов и механизма их 
функционирования было предпринято детальное исследование кине­
тики проводимости БЛМ, модифицированной леворином А; и его 
производными.

Известно, что малые концентрации ПА (10-100 нМ» вызывают 
появление дискретных уровней проводимости БЛМ. обусловленных 
функционированием одиночных ионных каналов. Проводимость 
каждого канала при прочих фиксированных условиях постоянна. а 
потому полная проводимость мембраны, в которой функционируют 
много каналов, пропорциональна их числу. Исходя из гист ммы 
проводимости одиночных каналов видно, что в основном появ­
ляются каналы с одной величиной проводимости - средние времена 
жизни каналов в проводящем состоянии примерно постоянны 
[Ermishkin et al., 1977]. Кинетика проводимости мембран - это фак­
тически кинетика накопления проводящих каналов, поэтому, изучая 
кинетику проводимости мембраны с большим числом каналов, 
можно судить о динамике функционирования каналов в мембране. 
Такой экспериментальный подход важен еще и потом;-. чт: изучение 
непосредственно одиночного леворинового канита .эпически 
очень сложно ввиду малой его проводимости 15 пСм| и неболь­
шого времени жизни в открытом состоянии 2.5—. .2 . При иссле­
довании кинетики проводимости БЛМ, модифицированных лево­
рином А2 и его алкидными производными, был использован метод 
химической релаксации. Этот метод открывает путь для расширофки 
механизма сборки и функционирования ионных каналов в мем­
бранах [Касумов, Малафриев, 1982 а, б.; Малафриев. 1985; Микаило­
ва, 1990; Малафриев и др., 1991].

Наблюдения проводились в широком диапазоне изменяющихся 
условий эксперимента. Так, при исследовании кинетики проводи­
мости варьировались такие параметры, как: а) величина весового 
отношения фосфолипид:холестерин; в » концентрация и вид солевого 
раствора, омывающего мембрану, с) вид липидов и стеринов, учас­
твующих в формировании мембраны, д) вид структурных модифи­
каций исходного леворина А2.

Кинетику проводимости леворина А2 можно условно разделить 
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на три различных этапа. Первый этап (практически во всех случаях 
наблюдения) характеризуется быстрым ростом проводимости до 
определенного значения максимальной проводимости - этап актива­
ции. Второй, промежуточный этап - достижение наивысшей прово­
димости мембраны, который характеризует некоторое метастабиль- 
ное состояние проводящей структуры, после чего наступает третий 
этап, характер которого регулируется конкретными условиями экс­
перимента [Касумов, Малафриев, 1984 а; Микаилова, 1990]. Так, 
кинетика проводимости мембраны в присутствии леворина Аг может 
быть монотонной и описываться обычной экспонентой, или иметь 
немонотонный характер. Следует отметить, что немонотонный ха­
рактер кинетики проводимости мембран (инактивация проводимос­
ти) обнаружена на этом антибиотике впервые [Касумов, 1986 а; Ми­
каилова, 1990].

Исследование особенностей проводимости мембран в присутст­
вии модификаторов ионной проницаемости позволяет получить 
информацию о структурных перестройках ионных каналов, об их 
свойствах. Изучение кинетики проводимости мембран в присутствии 
каналоформирующих соединений может раскрыть механизм сборки 
и разборки ионных каналов. Немонотонный характер проводимости 
мембран впервые был обнаружен на метамфоцине [Касумов, 
Малафриев, 1981; Касумов, 1986 а], а позже и на других ПА [Микаи­
лова, 1990; Ибрагимова и др., 2003; Ibragimova et al., 2006]. Бифазный 
характер проводимости мембран был обнаружен не только на ПА, но 
и при исследовании различных по своей химической структуре и 
физико-химическим свойствам веществ, как, например, грамицидине 
A [Schagina et al., 1989]. Это позволяет сделать предположение об 
общих принципах функционирования модификаторов различной 
природы, сделать шаг к пониманию механизма действия мембрано­
активных соединений, участвующих в трансмембранном переноса 
ионов. Обнаруженное явление инактивации может иметь общебио­
логическое значение, так как, вероятно, представляет собой проявле­
ние способности мембран устранять или, по крайней мере, умень­
шать вызванное модификаторами изменение ионной проницаемости. 
И в этом смысле исследования инактивации проводимости предс­
тавляет значительный интерес.

Главной особенностью ПА является практически их неэффектив­
ность на мембранах, не содержащих стерина. Исследования зависи­
мости проводимости мембран от концентрации антибиотика и содер­
жания стерина в мембране привели к предположению о наличии в 
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мембранах антибиотик-стериновых комплексов, образующихся в 
результате их взаимодействия. Были проведены эксперименты с че­
тырьмя стеринами различной структуры: холестерином, эргостери­
ном, 7-дегидрохолестерином и ситостерином. Варьировались массо­
вые отношения фосфолипид:холестерин в пределах 20:10. 20:8, 
10:10. Как видно из экспериментальных кривых, представленных на 
рис. 7.2.1, уменьшение содержания холестерина приводит к ускоре­
нию процесса инактивации и снижению уровня максимальной про­
водимости.
Рис. 7.2.1. Кинетика интегральной 
проводимости БЛМ, симметрично 
модифицированных леворином Аг 
(110-7 М) в зависимости от доли 
холестерина в мембраноформиру­
ющем растворе. Состав мембраны: 
1 - весовое отношение фосфоли- 
пид:холестерин 20:10; 2 - фосфо- 
липид:холестерин 20:8; 3 - фос- 
фолипид:холестерин 10:10. Усло­
вия опыта: солевой раствор 1 М 
KCI, pH 6,5, t=20°C. Потенциал на 
мембране 100 мВ [Микаилова, 
1990}.

X, Mini 
ж

В таблице 7.2.1 приведены константы скорости инактивации и 
значения времени полуспада проводимости мембран, полученных 
при различных экспериментальных условиях в присутствии левори­
на Аг и его алкильных производных.

Время полуспада - это промежуток времени, в течение которого 
максимальная проводимость мембраны уменьшается вдвое. Сравне­
ние времен полуспада для отдельных кривых более корректно и 
информативно ввиду независимости этой величины от площади 
мембраны при прочих равных условиях. Как видно из таблицы 7.2.1 
для кинетическйх кривых, представленных на рис. 7.2.1, время полу­
спада меняется следующим образом: от tı/2=2,9 мин (кривая 1) при 
фосфолипид: холестерин = 20:10 до tı/2=0,5 мин (кривая 3) при фос- 
фолипид:холестерин=1:1. Следует заметить, что с изменением доли 
холестерина в мембрано-формирующем растворе время полуспада 
меняется немонотонно. По рис. 7.2.2, где представлена эта зависи­
мость в относительных единицах, можно однозначно судить об уско­
рении процесса инактивации. При соотношении фосфолипид:холес- 
терин, равном 20:1, каналы вообще не формировались, роста прово-
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Таблица 7.2.1.

Константы скорости инактивации и времена полуспада проводимости 
мембран, модицицированных леворином А2 и его алктльных 

производными [Микаилова, 1990].

№
Название 
антибио­

тика

Состав 
мембраны: 
холестерин: 
фосфолпид

Темпе­
ратура, 

°C

Концен­
трация 

солевого 
раствора, 

М

Концен­
трация 

антибио­
тика, М

Константа 
скорости 
инактива­
ции, Котн

Время 
полуспа­
да прово­
димости, 
tl/2 мин

1. Леворин 
а2

1 20 1 КС1 1-Ю'7 1,82 0,5±0,01

2. — 0,4 — — — 1,5 1,3±0,1
3. — 0,5 — 0,1 КС1 — 0,6 1,6±0,2
4. — — — 2КС1 — 1,5 3,2±0,2
5. — — — 0,1 K2SO4 — 5,36 1,01±0,02
6. — — — 0,1 LİCİ — 4,41 1,41 ±0,01
7. — — — 0,1 CsCl — 2,78 2,4±0,1
8. — — — 0,1 NaCl — 1,5 16,0±0,2
9. — — 15 1 KCI — 1,06 5,2±0,4
10. — — 20 — — 1,75 2,9±0,1
11. — — 30 — — 2,59 2,02±0,02
12. — — 40 — — 4,37 1,6±0,1
13. — — 50 — — 8,75 0,65±0,02
14. — — 20 — 1-Ю'8 10,0 0,8±0,1
15. — — — — 1-Ю’7 1,75 2,8±0,1
16. — — — — 2-Ю'7 1,04 4,0±0,1
17. Метил- 

леворин
— — — 1-Ю’8 0,44 4,2±0,1

18. Этил- 
леворин

— — — — 0,72 2,0+0,1

19. Пропил- 
леворин

— — — — 1,03 1,6+0,1

20. Бутил- 
леворин

— — — — 1,2 1,5±О,О5

21. Амил- 
леворин

— — — — 1,58 1,1±0,01

димости не наблюдалось. Эксперименты показали, что тип кинетики 
проводимости мембран в присуствии леворина А2 регулируется 
видом стерина.

На рис. 7.2.3 представлены кривые, характеризующие кинетику 
проводимости мембран, содержащих различные виды стеринов. Как 
видно из рис. 7.2.3, вид стерина влияет и на форму инактивационной
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кривой (сравни кривые 1-3). Модификация мембраны, сформиро­
ванной из общих фосфолипидов с эргостерином (кривая 4) приводит 
к монотонной кинетики проводимости.

Рис. 7.2.2. Та же зависимость, 
что и на рис. 7.2.1., только в от­
носительных единицах. Обоз­
начения при этом сохраняются 
прежние. Вверху представлены 
соответствующие полулогариф­
мические анаморфозы [Микаи- 
лова, 1990].

Рис. 7.2.3. Кинетика интегральной проводимости БЛМ, симмет­
рично модифицированных леворином (Т10'7 М) в зависимости от 
вида стерина а мембраноформирующем растворе. Состав мембра­
ны: 1 - ситостерин:фософлипид = 0,15; 2 - 7 - дегидрохолестерин: 
фосфолипид = 0,5; 3 - холестерин:фосфолипид = 0,5; 4 - эргосте- 
рин:фосфолипид = 0,01. Условия опыта: солевой раствор 1 M KCI, 
pH 6,5; t=20°C. Потенциал на мембране 100 мВ [Микаилова, 1990].
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По всей вероятности, различия в эффективности стеринов свя­
заны с различиями в их структуре, наличием функциональных 
групп, способных взаимодействовать с антибиотиком в образовании 
комплексов. Так, сродство эргостерина в леворину так высоко, что 
образованные ими проводящие комплексы являются устойчивыми и 
не изменяют свое функциональное состояние в течение довольно 
продолжительного времени в мембране. Эти данные указывают на 
тот факт, то количественное содержание и вид стерина создают 
необходимые условия для сборки проводящих комплексов стерин- 
антибиотик.

Немонотонная кинетика проводимости мембран с леворином но­
сит необратимый характер. Так, добавка антибиотика на фоне инак­
тивации проводимости не оказывает влияния на изменение проводи­
мости мембран. По-видимому, процесс инактивации проводимости 
мембран не сопровождается разборкой канального комплекса на 
отдельные молекулы стерина и антибиотика, т.к. в противном случае 
добавление свободного антибиотика должно было бы привести 
вновь к росту проводимости за счет связывания антибиотика с сво­
бодными молекулами стерина.

Достаточно важным является вопрос о том, в какой мере влияет 
фосфолипидный состав мембраны на функциональные характерис­
тики ионных каналов, образуемых леворином А2. С этой целью было 
предпринято исследование кинетики проводимости мембран, сфор­
мированных из общих фосфолипидов мозга с холестерином, а также 
из диолеоилфосфатидилхолина с холестерином.. Как видно из срав­
нения кривой 3 на рис. 7.2.1 и кривой 1 на рис. 7.2.4, вид кинетики 
регулируется и видом фосфолипида в мембраноформирующем рас­
творе. В случае, когда мембрана формируется из диолеоилфосфити- 
цилхолина, кинетика проводимости таких мембран в присуствии 
леворина А2 имеет монотонный характер. Но, как видно из кривых, 
представленных на рис. 7.2.4, уменьшение доли диолеоилфосфати­
дилхолина в мембране приводит к появлению немонотонности 
(кривая 2 на рис. 7.2.4). В случае мембраны, формируемой из общих 
фосфолипидов мозга, изменение весового отношения фосфолипид: 
холестерин также приводит к ускорению инактивации проводи­
мости.

Если сравнить кривые 1 и 3 на рис. 7.2.1, то видно, что умень­
шение доли холестерина в составе мембран приводит к ускорению 
процесса инактивации и, как следствие, к резкому уменьшению 
времени полуспада. По-видимому, уменьшение доли холестерина
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(т.е. увеличение доли фосфолипида) в мембране приводит к опре­
деленной дестабилизации канальной структуры, которая становится 
неустойчивой и инактивируется, переходя в некоторое другое неп­
роводящее состояние.

Рис. 7.2 А. Кинетика интег­
ральной проводимости БЛМ, 
симметрично модифицированных 
леворином А2 (1-10‘7 М) в зави­
симости от доли диолеоилфосфа- 
тидилхолина (ДОФХ) в мембра­
ноформирующем растворе. Сос­
тав мембраны: 1-весовое отно­
шение ДОФХ: холестерин=20:10; 
2-весовое отношение ДОФХ: 
холестерин =10:10. Условия опы­
та: 1 M КС1, pH 6,5; t=20°C [Ми­
каилова, 1990].

На рис. 7.2.5 показана кинетика интегральной проводимости 
БЛМ, симметрично модифицированных леворином А2 (1-1СГ7 М) в 
зависимости от доли эргостерина в мембраноформирующем раство­
ре. На рис. 7.2.5 видно, что в зависимости от доли эргостерина в 
мембранах кинетика проводимости мембран может быть монотон­
ной, кривые 1 и 2, а также немонотонной, кривая 3.

Рис. 7.2.5. Кинетика инте­
гральной проводимости 
БЛМ, симметрично моди­
фицированной леворином 
А2 (110' М) в зависимости 
от доли эргостерина в мем­
браноформирующем рас­
творе. Состав мембраны: 
весовое отношение фосфо­
липид: эргостерин: 1- 
20:0,2,; 2-20:0,4; 3-10:0,5. 
Условия опыта: солевой 
раствор 1 M KCI, pH 6,5, 
t=20°C. Потенциал на мем­
бране 100 мВ [Микаилова, 
1990].
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На рис. 7.2.6 и 7.2.7 приведена кинетика проводимости мембран 
с леворином в зависимости от температуры. Из рисунков видно, что 
с увеличением температуры наблюдается тенденция к уменьшению 
времени инактивации и увеличению максимума проводимости. 
Особенно отчетливо это проявляется на рис. 7.2.8, где приведены 
значения времени полуспада при различных температурах. Как 
видно из рис. 7.2.8, эта зависимость имеет экспоненциальный 
характер. Кинетика инактивации, наблюдаемой при всех указанных 
температурах, соответствует реакции первого порядка. При этом 
практически полностью отсутствуют процессы сборки каналов, 
преобладающие обычно на первом этапе кинетики.

Рис. 7.2.6. Кинетика инте­
гральной проводимости БЛМ, 
симметрично модифициро­
ванной леворином А2 (1-10'7 
М) в зависимости от темпера­
туры: 1 - 50°С; 2 - 40°С; 3 - 
ЗО°С; 4 - 20°С; 5 - 15°С. Усло­
вия опыта: İM КС1, pH 6,5. 
Состав мембраны: холесте- 
рин:фосфолипид = 0,5 [Ми­
каилова, 1990].

Для реакций первого порядка константа скорости будет:

, In 2 0,6392 
к =-----=---------- ,

0/2 0/2

т.е. константа скорости реакции первого порядка обратно пропор­
циональна периоду полуспада.

Значительно упрощается понимание влияния температуры на 
скорость реакции, если рассматривать зависимость логарифма конс­
танты скорости от обратного значения абсолютной температуры 
(рис. 7.2.9).
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Рис. 7.2.7. Та же зависимость, 
что и на рис. 7.2.6, только в от­
носительных единицах. Обозна­
чения оставлены те же. Вверху 
представлены соответствующие 
полулогарифмические анамор­
фозы [Микаилова, 1990].

Рис. 7.2.8. Зависимость времени полу­
спада проводимости от температуры. 
Условия опыта и состав мембраны те же, 
что и на рис. 7.2.6 [Микаилова, 1990].

Рис. 7.2.9. Кривая Аррениуса для случая 
симметричной модификации мембраны 
леворином А2.. Условия опыта и состав 
мембраны те же, что и на рис. 7.2.6.
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Как видно, уравнение Аррениуса оказывается вполне приемле­
мым для описания процесса инактивации во всем исследуемом тем­
пературном интервале. Для энергии активации Еа находим:

Еа = 2,303 ■ 1,985 • 0,07145 ■ /(1:1-10'3): (1:0,1)/ = 0,3266 • 102 = 32,66-^- 
моль

При Т = 293 К величина к = 0,00231 с’1. Отсюда для предэкс- 
поненциального множителя Ко имеем:

К() = К -^- = 0■ 00231 • е ■ 32,66 = 0,00244 = 2,44• 18~3 с-1 
RT 1,985-293

Зависимость скорости реакции от температуры характеризуется 
величиной температурного коэффициента QI0, который определяет 
возрастание скорости реакции при увеличении температуры на 10°С:

Qıo_(T+ıo) к(т+ю) Q’00463 _2Q04

(Т) К (Г) 0,00231 ’

С повышением температуры на 10°С скорость процесса инакти­
вации увеличивается примерно в 2 раза, т.е. подчиняется правилу 
Вант-Гоффа.

Учитывая, что в температурном интервале 15°С - 50°С кинетика 
проводимости мембран описывается уравнением Аррениуса в виде:

In К = — + В

где А и В - индивидуальные 
процесса, находим:

КТ, 
In —-

Т 
постоянные, характерные для данного

0,695
—------- 1— =5387,6

Т, 7) 293 304,5

В = 1пК7;-- =5,3752-17,693=42,3181
^1

Следовательно, уравнение первого порядка, описывающее наб­
людаемый в экспериментах процесс инактивации, имеет вид:

5387 6
2,3031пК = -- ’ -12,3181

Т
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С целью выяснения особенностей кинетики проводимости мем­
бран, модифицированных леворином Аг, проведен анализ поведения 
интегральной проводимости мембран в растворах различных солей.

На рис. 7.2.10 приведены зависимости проводимости мембран с 
леворином Аг в растворах различных солей одинаковой концен­
трации. Измерения производились в растворах моновалентных элек­
тролитов КО, NaCl, CsCl, LiCİ, а также в растворах с двухвалентным 
непроникающим анионом K2SO4. Как видно из рис. 7.2.10. инак­
тивация проявляется во всех исследуемых солях. Из полученных 
данных следует, что максимальный уровень проводимости, скорость 
инактивации и время полуспаа индивидуальны и варьируют в 
зависимости от типа электролита. Эти параметры зависят как от вида 
катиона, так и от взаимодействия ионов с зарядами полярных групп 
молекул антибиотика, расположенных у входа в канал. Такое 
поведение проводимости мембран в различных электролитах в 
присутствии леворина Аг может быть результатом сложного взаи­
модействия проникающего иона внутри леворинового канала.

Рис. 7.2.10. Кинетика ин­
тегральной проводимости 
БЛМ, симметрично мо­
дифицированной лево­
рином А2 (1-10‘7 М) в за­
висимости от вида элек­
тролита: 1 - LiCİ; 2 - 
K2SO4; 3 - CsCl; 4 - NaCl. 
Концентрация электро­
лита во всех эксперимен­
тах одинакова и равна 1 
М. Условия опыта: pH 
6,5; t=20°C. Состав мем­
браны: холестерин:фос- 
фолипид = 0,5. На верх­
нем рисунке представле­
ны соответствующие по­
лулогарифмические ана­
морфозы. Потенциал на 
мембране 100 мВ [Ми­
каилова, 1990].

При сопоставлении проводимостей мембраны в различных элек­
тролитах (рис. 7.2.10) становится наглядной зависимость проводи­
мости мембраны от степени гидратации ионов. Так, ионы Li+ вслед­
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ствие меньшего размера (рис. 7.2.10, кривая 1) гидратируются в 
значительно большей степени, чем, например, ионы Cs+, что сильно 
уменьшает скорость перемещения ионов Li+ в канале и это, в свою 
очередь, обуславливает почти на порядок меньшую проводимость 
каналов в хлористом литии по 'сравнению с проводимостью в хло­
ристом цезии. Тот факт, что прохождение ионов Li+ через лево- 
риновые каналы более затруднено, чем ионов Cs+ позволяет 
предположить, что левориновые каналы представляют собой водную 
пору.

Следовало бы ожидать, что в растворе NaCl проводимость мем­
браны будет примерно равной проводимости мембран с леворином 
А2 в растворах LİC1. Однако, как видно из рис. 7.2.10, в экспери­
ментах этого не наблюдается. Проводимость мембран с леворином в 
растворах NaCl примерно на порядок выше проводимости мембран в 
CsCl. Здесь, по-видимому, имеет место более сложный характер 
переноса ионов через левориновые каналы, так же, как это имеет 
место для прохождения ионов Na+ через амфотерициновый канал 
[Ermishkin, et al., 1977].

Особенно чувствителен уровень индуцируемой проводимости к 
изменению концентрации электролита. Так, увеличение концен­
трации КС1 вдвое (рис. 7.2.11) приводит к росту проводимости на 
порядок, причем эта тенденция сохраняется и при других концентра­
циях леворина А2 (1(У8 М -1О‘б М) в растворе. В таблице 7.2.1 при­
ведены времена полуспада в различных электролитах.

Рис. 7.2.11. Кинетика ин­
тегральной проводимости 
БЛМ, симметрично моди­
фицированной леворином 
А2 (1-Ю’7 М) в зависимо­
сти от концентрации 
электролита: 1-100 мМ 
КС1; 2 - 1 M КС1; 3 - 2 М 
КО. Состав мембраны: 
холестерин:фосфолипид = 
0,5. Условия опыта: pH 
6,5; t=20°C. Вверху пред­
ставлены соответствую­
щие полулогарифмиче­
ские анаморфозы [Микаи- 
лова, 1990].
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7.3. Кинетика проводимости БЛМ в зависимости от 
концентрации леворина Аг и длины его алкильной цепи

При исследовании кинетики проводимости мембран, модифици­
рованных леворином Аг, обнаружено, что с увеличением концентра­
ции антибиотика меняется форма, а вместе с ней и характер кинети­
ческой кривой. При малых концентрациях леворина Аг (10' М - 
10'7 М) наблюдается колоколообразное изменение проводимости 
мембран (рис. 7.3.1, кривые 1-3). На рис. 7.3.1 представлена кине­
тика проводимости БЛМ в присутствии леворина А2 в зависимости 
от концентрации антибиотика. При повышенных концентрациях ан­
тибиотика (10 б М) степень инактивации проводимости мембран су­
щественно уменьшается (кривая 3). При этом соответственно 
меняются и времена полуспада проводимости мембраны: от 11/2 = 0,5 
мин (кривая 1) до Л/2 = 3,5 (кривая 3).

С увеличением концентрации антибиотика увеличивается также 
время активации и продолжительность этапа, характеризующего 
метастабильное состояние (от долей секунд в случае кривой 1 до 
нескольких десятков минут для кривой 3).

Кинетические кривые, изображенные на рис. 7.3.1, построены в 
относительных единицах, поэтому по ним невозможно судить, как 
меняется максимум леворининдуцированной проводимости с изме­
нением концентрации модификатора.

Рис. 7.3.1. Кинетика интеграль­
ной проводимости БЛМ, сим­
метрично модифицированной 
леворином, в зависимости от 
концентрации антибиотика (в 
относительных единицах). 1 - 
10’8 М; 2 - 10'7 М; 3 - 10’6 М. Ус­
ловия опыта: I M КО, pH 6,5; 
t=20°C. Состав мембраны: холе- 
стерин:фосфолипид = 0,5. Ввер­
ху представлены соответствую­
щие полулогарифмические ана­
морфозы [Микаилова, 1990].
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Из рис. 7.3.2 видно, что с увеличеним концентрации леворина 
проводимость мембран резко возрастает.

Рис. 7.3.2. Кинетика интеграль­
ной проводимости БЛМ, моди­
фицированной леворином А2, в 
зависимости от концентрации 
антибиотика. 1 - 1-Ю'7 М; 2 - 
2-Ю'7 М; 3 - 3-Ю'7 М. Условия 
опыта: 1 M КО, pH 6,5, t=20°C. 
Состав мембраны - холесте­
рин: фосфолипид = 0,5 [Микаи­
лова, 1990}.

Исследование различных производных леворина Аг позволяет 
установить роль отдельных химических групп в функционировании 
левориновых каналов.

Алкильные производные леворина Аг представляют собой 
структурные модификации молекулы антибиотика по полярным 
группам, отличающиеся длиной алкильной цепи.

На рис. 7.3.3 представлены кинетические кривые для всех пяти 
производных леворина (в относительных единицах). Как видно из 
рис. 7.3.3 в присутствии всех алкильных производных леворина Аг 
наблюдается инактивация проводимости мембран. Как было пока­
зано ранее, алкильные производные амфотериина В, модифициро­
ванные по полярным группам, резко изменяют свойства одиночных 
каналов и характеристики интегральной проводимости мембран 
[Kasumov et al., 1979; Касумов, Малафриев, 1982 б].

Из данных, представленных на рис. 7.3.4, можно видеть, что с 
увеличением длины алкильной цепи производных леворина Аг 
скорость инактивации проводимости мембран уменьшается. Как 
показано на рис. 7.3.4 увеличение длины алкильной цепи леворина 
Аг заметно влияет на постоянную времени скорости инактивации. 
Зависимость константы скорости инактивации от длины алкильной 
цепи имеет линейный характер (рис. 7.3.4). Так, удлинение алкиль­
ной цепи на одну СН2 - группу приводит к увеличению Котн при­
мерно в 1,5 раза.
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Рис. 7.3.3. Кинетика интег­
ральной проводимости 
БЛМ, симметрично моди­
фицированной алкиль­
ными производными лево­
рина (1-КУ7 М): 1 - амил- 
леворин;2 - бутиллеворин; 
3 - пропиллеворин; 4 - 
этиллеворин;. 5 - метилле- 
ворин; Условия опыта: I М 
КС1, pH 6,5, t=20°C. Состав 
мембраны - холестерин: 
фосфолипид = 0,5. Вверху 
представлены соответст­
вующие полулогарифми­
ческие анаморфозы [Ми­
каилова, 1990].

Рис. 7.3.4. Зависимость постоянной ско­
рости инактивации от длины алкильной 
цепи. Условия опыта те же, что и на рис. 
7.3.3 [Микаилова, 1990].

7.4, Флуктуационная спектроскопия леворина Аг

Исследовалось действие леворина на БЛМ методом флуктуаци­
онной спектроскопии. Спектральная плотность флуктуаций прово­
димости растет на несколько порядков в случае использования в 
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качестве модификаторов БЛМ леворина Аг, а также некоторых 
других ПА. Мембрана в неравновесном стационарном состоянии 
генерирует избыточный шум по отношению к равновесному. Ин­
терпретация канального шума БЛМ может дать определенную 
информацию о механизме ионной проницаемости мембран. До 
настоящего времени подобным методом было исследовано, в 
частности, взаимодействие с БЛМ амфотерицина В, нистатина, 
микогептина [Безруков и др., 1979; Безруков, Сибилев, 1980; Bezru­
kov et al., 1987; Малафриев и др., 1991]. Так, например, при 
измерении спектральной плотности флуктуаций тока в БЛМ, 
модифицированных амфотерицином В получен спектр мощности 
e(f) типа лоренциана, интенсивность сигнала которого в диапазоне 
частот (0,09+300 Гц) пропорциональна 1/f2, где f - частота (рис.

Рис. 7.4.1. Спектры относительно­
го избыточного шума БЛМ, сим­
метрично модифицированных ПА: 
1 - амфотерицином В - 0,8-10'7 М, 
2 - амфотерицином В - 4-10'8 М, 3 
- карбоксиамфоцином - 8-1O'8 М. 
Условия опыта: 2М КО, холесте- 
рин:фосфолипид = 0,5, VM = 20 мВ, 
t=20°C, pH 6,5. Сплошной линией 
обозначаны теоретические лорен- 
цианы [Микаилова и др., 1990].

Из лоренцевского спектра шума можно легко рассчитать пара­
метры ионного кнала, образованного в мембране амфотерицином В - 
проводимость gc и среднее время жизни каналов тс. Поэтому следо­
вало ожидать, что для леворина А2 так же будет наблюдаться ло- 
ренцевский спектр электрического шума. Однако в экспериментах с 
леворином А2 в диапазоне (0,09+300 Гц) был получен спектр шума, 
отличный от лоренциана. На рис. 7.4.2 представлен спектр шума 
леворина А2, полученный в тех же условиях, что и на рис. 7.4.1. 
Амфотерицин В был выбран для сравнения в качестве тестирующего 
антибиотика, как наиболее изученный в спектральном отношении 
ПА (см. разд. 8).
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Рис. 7.4.2. Спектры относительного 
избыточного шума БЛМ, симметрично 
модифицированных ПА: 1 - карболево- 
рин - 2-10'5 М, 2М КС1; 2 - леворин А2 - 
1-Ю’6 М; 3 - валиномицин - 5-Ю"8 М в 
растворах 100 мМ КС1. Условия опыта 
- холестерин:фосфолипид=0,5, VM=20 
мВ, t=20°C, pH 6,5 [Микаилова, 1990].

Изучение электрического шума БЛМ в присутствии известных 
антибиотиков позволяет высказать ряд предположений о механизме 
генерации шума проводимости. Так, по результатам измерения 
электрического шума БЛМ, модифицированных леворином А2, был 
сделан однозначный вывод о механизме мембранной активности ан­
тибиотика - образование ионных каналов, что ясно видно из срав­
нения спектров (рис. 7.4.2) этого антибиотика и такого типичного 
переносчика, как валиномицин, интенсивность сигналов в спекторе 
которого меньше на несколько порядков. Такое отличие в интенсив­
ности сигналов позволяет судить о принципиально отличающемся 
механизме переноса ионов через мембарны с помощью переносчика 
и каналоформера.

На рис. 7.4.3 и 7.4.4 приведены спектры шума БЛМ, модифици­
рованных леворином А2 в различных условиях, при варьировании 
таких параметров, как молярность, вид солевого раствора, омыва­
ющего мембрану, весового соотношения фосфолипид:стерин.

Как видно из сравнения кривых, представленных на рис. 7.4.1- 
7.4.4, при изменении экспериментальных условий меняется лишь ин­
тенсивность фликкер-шума (табл. 7.4.1). Это позволяет предположить, 
что фликкер-шум во всех случаях порождается не структурными 
перестройками левориновых каналов как в случае амфотерицина В, а 
латеральной диффузией канала в матриксе мембраны. На рис. 7.4.3 
представлены также спектры флуктуаций тока при различных нап-
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Рис. 7.4.3. Спектры относительного 
избыточного шума БЛМ, симметрич­
но модифицированной леворином А2 
(1-10'6 М) при различных условиях 
эксперимента: 1 - при 200 мВ, 2 - 
при 150 мВ, 3 - при 100 мВ, 4 - при 50 
мВ, 5 - при 25 мВ, 6 - через час после 
5-го эксперимента. Условия опыта - 
100 мМ KCI, t=20°C, pH 6,5, фосфо- 
липид:холестерин=0,3 [Микаилова, 
1990].

Рис. 7.4.4. Спектры относительного из­
быточного шума БЛМ, модифицирован­
ных амфотерицином В и леворином А2: 
1 - леворин А2 при асимметричной мо­
дификации мембраны 3-10’6 М, 2 - ком­
бинированное взаимодействие амфоте­
рицина В (4-10’8 М) при симметричной и 
леворина А2 (1-Ю6 М) при асимметрич­
ной модификации ими мембраны, 2 М 
КО холестерин:фосфолипид = 0,5, VM = 
20 мВ, t=20°C, pH 6,5; 3 - леворин А2 при 
симметричной модификации мембраны 
(5-Ю’6 M), 2М NaCl, холестерин:фосфо­
липид^,3, VM=20 мВ, t=20°C, pH 6,5; 4 
- то же, что и 2 но в 100 мМ КО [Ми­
каилова, 7990].

ряжениях, меньших или больших порогового значения (75 мВ для 
леворина) подаваемых на мембрану, симметрично модифицирован­
ную леворином А2. Каналы, образованные леворином А2, функци­
онируют при всех указанных значениях напряжения, но их спектры 
отличаются лишь интенсивностью фликкер-шума. Показано, что с 
увеличением величины подаваемого на мембрану напряжения воз­
растает скорость сборки проводящих каналов [Kasumov et al., 1981]. 
Сравнение спектральных кривых на рис. 7.4.3, полученных при сим­
метричной и асимметричной модификации мембраны леворином А2, 
показывает, что каналы, формируемые этим антибиотиком с разных 
сторон мембраны, функционируют независимо друг от друга [Ми­
каилова, 1990].
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Таблица 7.4.1.

Относительный избыточный шум мембран для некоторых 
спектральных кривых [Микаилова, 1990].

№ Название 
антибиотика

Условия 
экспе­

римента

Напряжение 
на ембране, 

мВ

Состав 
мембраны - 
холестерин: 
фосфолипид

Относительный 
избыточный 
шум (3 Гц)

1. Валиномицин 0,1 МКС1 20 0,5 (0,18-Ю1)
2. Леворин А2 — — — (0,1-Ю1)
3. Карболеворин 2МКС1 — — (0,22-101)
4. Леворин А2 0,1 MK2SO4 100 — (0,23-10*)
5. — 0,1 MK2SO4 50 — (0,17-10*)
6. — 2 M NaCl 20 — (0,11-10*)
7. — 2 M NaCl 

асимметр. 
модификация 

мембраны

— —— (0,14-10*)

8. Амфотерицин В
Леворин А2

0,1 MKCI — — (0,07-10*)

9. Амфотерицин В
Леворин А2

2 M KCI — — (0,17-Ю1)

10. Леворин А2 0,1 MKCI 50 0,3 (0,174-10*)
И. — — — через час — (0,166-Ю1)
12. — — 100 0,5 (0,25'10*)
13. — — 200 — (0,28-10*)
14. Амфотерицин В — 20 — (0,21-10*)
15. — 2 MKCI — — (0,3-Ю1)
16. Карбоксиамфоцин — — — (0,27-101)

Процессы открывания и закрывания ионного канала могут быть 
обусловлены, по-видимому, двумя причинами. Первая причина, это 
изменение динамики структурных перестроек канала, которая может 
описываться сложными спектральными зависимостями, являющи­
мися суперпозицией набора лоренцианов [Neher, Stevens, 1977]. 
Проведенные эксперименты на мембранах различного липидного 
состава, проводимость которых индуцирована каналообразующими 
соединениями, показывают, что в подавляющем большинстве слу­
чаев в спектре флуктуаций проводимости мембран доминирует 
единственная лоренцевская компонента [Kolb, Bamberg, 1977; Kolb, 
Boheim, 1978; Безруков и др., 1979; Neher, Stevens, 1977; Костюк и 
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др., 1980]. Простейшая из рассмотренных моделей для избыточных 
электрических флуктуаций приводит к соотношению, вид которого 
показан в уравнении 7.1.1. Это соотношение выполняется и в случае 
нераспадающегося ионного канала, процесс переключения которого 
является марковским процессом двух состояний (открытый и зак­
рытый канал) [Безруков и др., 1979; Bezrukov et al., 1987].

Второй причиной является диффузионное движение канала в 
мембране. В результате такого движения канал может изменять свою 
ориентацию в мембране. Теоретическое рассмотрение ряда диффу­
зионных моделей приводят к релаксационным процессам, некоторые 
параметры которых зависят от времени как l/Vr. Соответствующая 
таким моделям спектральная плотность флуктуаций зависит от 
частоты как I/f [Neumke, 1978].

Тепловой шум и шум проводимости являются возможными ис­
точниками электрических шумов, которые связаны с транспортом 
ионов через биологические и искусственные мембраны. К ним необ­
ходимо отнести и так называемый фликкер шум [Безруков и др., 
1979], т.е. шум со спектральным распределением мощности, прибли­
зительно обратно пропорциональный частоте.

Спектр мощности типа I/f был получен на толстых искусствен­
ных мембранах, содержащих длинные и узкие водные поры [De 
Felice, Michalides, 1972; Dorset, Fishman, 1975]. Он является преоб­
ладающей компонентой в спектре флуктуаций напряжения (тока) в 
мембранах нервного волокна [Neumke, 1978]. Тем не менее до сих 
пор нет хорошо разработанной теории I/f шума, описываюдщей экс­
периментальные результаты, полученные на столь разных объектах.

Так, например, было высказано предположение, что возникно­
вение I/f шума в биологических и бислойных мембранах, связанно с 
неравномерностью потока ионов в открытом канале или в зоне его 
контакта с водным раствором [Neumke, 1978; Sauve, Bamberg, 1978]. 
Была также исследована возможность нахождения источника флик­
кер-шума биомембраны в ионном растворе вне ионных каналов [De 
Goede et al., 1985]. Но эксперименты показали, что флуктуации по­
тока ионов через открытый канал достаточно малы и не вносят су­
щественного вклада в измеряемый шум. Это позволило сделать 
предположение о том, что источником I/f шума является диффузи­
онное движение ионных каналов в липидном матриксе, которое при­
вод к их случайным переключениям. Так, для грамицидина А это 
доказывается сильной зависимостью интенсивности I/f шума от вида 
липида, используемого для формирования БЛМ [Ирхин, 1982; Ирхин 
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и др., 1984; Микаилова, 1990].
Таким образом, можно считать, что случайные переключения 

между проводящим и непроводящим состояниями, встроенного в 
БЛМ ионного канала могут сопровожаться изменением как его 
структуры, так и диффузионным перемещением в мембране.

Столь различное «Щумовое» поведение леворина А2 и амфотери- 
цина В позволяет сделать вывод о том, что механизм функциони­
рования леворинового канала отличается от механизма функциони­
рования амфотерицинового канала.

Вид спектра, получаемого при измерениях электрического шума, 
является суммой двух компонент, отражающих эти процессы - 
лоренцевской компоненты и компоненты 1/f. В некоторых случаях в 
используемых диапазонах частот доминирующим оказывается один 
из процессов, когда спектр шума хорошо описывается одной из 
компонент, как, например, в случае амфотерицина В, спектр кото­
рого в отличие от леворина Аг, характеризуется малым уровнем 
фликкер-шума. Общим для обоих рассматриваемых ПА является 
относительная устойчивость структур с интервалом в 1 час. Это сле­
дует, в частности, из того, что спектр шума качественно не меняется 
в зависимости от условий эксперимента и структуры молекул. Даже 
наличие дополнительной отрицательно заряженной карбоксильной 
группы (СН2СОО) на аминогруппе молекул леворина А2, - карболе- 
ворина и амфотерицина В - карбоксиамфоцина влияет не на характер 
«шумового» поведения антибиотиков, а лишь на интенсивность по­
лучаемых спектров. Отсутствие хорошо разработанной теории 1/f 
шума не дает возможности делать каких либо количесвенных оценок 
параметров ионного канала, а позволяет ограничиться лишь качес­
твенным объяснением его поведения. Возможно, подобные различия 
в спектрах шума леворина и амфотерицина связаны с различиями в 
структуре исследуемых молекул и формируемых ими в мембранах 
проводящих единиц.

Как известно, общим в структуре этих антибиотиков, как и всех 
полиенов, является наличие макролидного кольца. По числу сопря­
женных двойных связей они относятся к группе гептаеновых анти­
биотиков. Оба они содержат аминосахар (микозамин - см. рис. 1.1.2). 
Но молекула леворина А2, в отличие от амфотерицина В, имеет 
кроме аминосахара, еще и дополнительную ароматическую группи­
ровку, расположенную на гидрофобном конце молекулы и снабжен­
ную функциональными группами, способными образовывать водо­
родные связи:
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В рамках модели двух полупор [Andreoli, 1973; Finkelstein, Holz, 
1973; De Kruyff, Demel, 1974] можно предположить, что в случае ле­
ворина Аг участки встречных полупор при образовании канала взаи­
модействуют между собой, образуя множество не очень прочных 
водородных связей. С учетом данного предположения следовало 
ожидать, что это должно привести к уменьшению устойчивости ка­
нала, т.е. уменьшению времени пребывания канала в проводящем 
состоянии. С другой стороны за счет электростатического отталки­
вания положительно заряженных ароматических группировок на 
концах двух полупор становится чрезмерно гибкой структура лево­
ринового канала, по сравнению с амфотерициновым каналом, и воз­
растает возможность деформаций (изгиба) канала без его разруше­
ния. Это позволяет объяснить некоторые особенности функциониро­
вания левориновых каналов, отличающие их от амфотерициновых.

Так, например, проводимость левориновых каналов значительно 
ниже проводимости каналов, образованных амфотерицинов В (бо­
лее, чем на порядок) [Kasumov et al., 1981]. Повышенная деформи­
руемость левориновых каналов приводит, по-видимому, к повыше­
нию уровня флуктуаций проводимости, обусловленных диффузион­
ным движением самих каналов в мембране. Если в случае амфотери­
циновых каналов флуктуации проводимости связаны преимущест­
венно с процессами сборки и разборки каналов, сопровождающих 
переход из открытого в закрытое состояние [Малафриев, 1985], то в 
случае леворина А2 эти флуктуации связаны, по-видимому, с изме­
нением ориентации канального комплекса относительно плоскости 
мембраны за счет латеральной диффузии. В результате подобных 
диффузионных переключений левориновый канал приобретает до­
полнительные непроводящие состояния. Возможно, по этой причине 
измерения проводимости одиночных каналов, образованных левори­
ном А2, показывают хаотическое поведение, резко отличное от чет­
ких дискретных скачков проводимости амфотерициновых каналов 
[Касумов, 1986 а].

Как показала обработка результатов, спектральная плотность 
фликкер-шума мембран в присутствии леворина А2 во всех исследо-
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ванных случаях удовлетворительно описывается соотношением:

£(/) =
аУс2 
fP

где V. - среднее напряжение на мембране, а а и р - параметры 1/f 
шума, найденные из регрессивного анализа спектральных кривых. 
Параметры фликкер шума для некоторых спектральных кривых при­
ведены в таблице 7.4.2.

Таблица 7.4.2.

Параметры 1/f шума для некоторых спектральных кривых 
\Микаилова, 7990].

№ Антибиотик М
Условия 

эксперимента

Напря­
жение на 

мембране, 
мВ

В’2 с’1

Средне­
квадратичное 
отклонение

1. Валиномицин 
(5 1О-8)

0,1 M KCI 20 1,38 0,89 0,02

2. Леворин А2 (1-10'6) — — 1,51 1,09 0,03
3. Карболеворин 

(2-Ю'5)
2MKCI — 2,7 1,03 0,00

4. Леворин А2 (1 ■ 10’ь) 0,1 MKCI 100 2,81 1,04 0,026
5. — — 50 2,19 1,07 0,016
6. — 2MKCI 20 1,04 0,96 0,08
7. —

асимметричная 
модификация 

мембраны

1,98 1,16 0,03

8. — 0,1 MKCI 50 2,33 1,12 0,04
9. — — (через час) — 2,19 1,1 0,03
10. — — 100 2,86 0,94 0,017
11. — — 200 3,14 0,81 0,017
12. — 1 MKCI 

(начало 
инактивации)

50 3,3 1,41 0,05

13. — 1 MKCI 
(конец 

инактивации)

— 3,24 1,22 0,035

Комбинированное взаимодействие амфотерицина В и леворина 
А? дает в изучаемом диапазоне частот спектр шума, который описы­
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вается суммой 1/f шума и лоренциана, причем доля лоренцевской 
компоненты резко убывает с уменьшением концентрации солевого 
раствора, омывающего мембрану. Интенсивность шума в случае 
мембраны, симметрично модифицированной амфотерицином В и 
асимметрично - леворином Аг, ниже, чем в случае мембраны, моди­
фицированной лишь амфотерицином, как видно из сравнения кри­
вых 1 и 2 на рис. 7.4.2 и кривых 2 и 4 на рис. 7.4.4. Этот факт согла­
суется с ранее обнаруженным эффектом подавления проводимости 
амфотерициновых каналов леворином Аг [Касумов, Малафриев, 
1982 а]. Наличие лоренцевской компоненты в спектре шума прово­
димости мембран, модифицированных комплексом антибиотиков, 
возможно, указывает на существование дополнительных быстрых 
конформационных перестроек в структуре каналов, образованных в 
БЛМ амфотерицинов В и леворином А2 [Ирхин, 1982].

Как можно судить по спектрам шума проводимости, представ­
ленным на рис. 7.4.1-7.4.4, они получены при концентрации левори­
на Аг (Г10’бМ), при которой кинетика проводимости БЛМ в присут­
ствии этого антибиотика имеет монотонный характер. Однако при 
меньших концентрациях леворина А2 (<10 б М) наблюдается немоно­
тонное изменение проводимости мембран. Важно было исследовать 
спектральный состав флуктуаций проводимости левориновых кана­
лов на различных участках инактивационной ветви. На рис. 7.4.5 
представлены спектры шума, снятые вначале (кривая 1) и в конце 
процесса инактивации проводимости мембран (кривая 2).

Рис. 7.4.5. Спектры относительно­
го избыточного шума БЛМ, сим­
метрично модифицированных ле­
ворином А2, снятые на различных 
участках изменения проводимо­
сти: 1 - в начале процесса инакти­
вации, 2 - в конце процесса инак­
тивации. I М КО, С=1-10’7М, хо­
лестерин: фосфолипид=0,5, t=20°C, 
pH 6,5 [Микаилова, 1990].
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Немонотонное изменение во времени проводимости мембран с 
большим числом каналов, индуцированной леворином Аг, может 
быть обусловлено, по всей вероятности, несколькими причинами: 1) 
изменением свойств каждого отдельного проводящего канала, что 
может проявляться в уменьшении проводимости каждого канала на 
стадии инактиваций; 2) изменением времени нахождения канала в 
активном проводящем состоянии; 3) существованием отдельной по­
пуляции инактивирующихся каналов; 4) изменением общего числа 
проводящих каналов с сохранением их физико-химических свойств.

В случае изменения свойств каждого отдельного канала или ка­
кой-то группы каналов спектры, полученные на различных участках 
проводимости, должны различаться. Но совпадение спектров, на­
блюдаемое на рис. 7.4.5 (об этом же можно судить и по близким зна­
чениям параметров соответствующих спектральных кривых, приве­
денных в таблице 7.4.2) указывает на то, что наблюдаемая в кинети­
ческих экспериментах инактивация проводимости мембран, моди­
фицированных леворином Аг, связана с изменением числа активных 
каналов во времени, а кинетические свойства этих каналов в иссле­
дуемом диапазоне частот в процессе инактивации проводимости не 
меняются.

Изменение числа активных левориновых каналов во времени 
может быть связано, в свою очередь, или с переходом каналов в ус­
тойчивую неактивную форму или с частичной разборкой их.

Повреждающее действие антибиотика на клетку тем больше, чем 
большую проницаемость (проводимость) он индуцирует. Обнару­
женная при определенных экспериментальных условиях леворинин- 
дуцированная инактивация проводимости мембран является, воз­
можно, следствием включения определенного «защитного» меха­
низма клеток. Эффективность этого механизма может достаточно 
тонко регулироваться различными условиями, и, в частности, струк­
турой стерина. Так, например, как показали эксперименты по иссле­
дованию кинетики проводимости мембран, содержащих различные 
стерины, леворин Аг образует наиболее устойчивые комплексы с эр­
гостерином, которые не распадаются в течение длительного време­
ни. Леворин Ао более эффективен на эргостеринсодержащих мем­
бранах и индуцирует проводимость на 1-2 порядка выше, чем на хо­
лестеринсодержащих мембранах. Таким образом наблюдается кор­
реляция между временем пребывания левориновых каналов в прово­
дящем состоянии и эффективностью антибиотика при подавлении 
грибковых клеток [Kasumov et al., 1981].

277



По-видимому, клеточные мембраны определенного стеринового 
состава могут быть менее токсичны к действию леворина А2. Обна­
руженная зависимость кинетики проводимости мембран в присутст­
вии леворина А2 от структуры и доли стеринов в мембране может 
служить тестирующим методом для определения вида и содержания 
стерина в клетках.

Как было отмечено ранее, скорость инактивации, время полу­
спада и величина индуцируемой леворином А2 проводимости регу­
лируется концентрацией антибиотика. Можно подобрать такую кон­
центрацию леворина А2, при которой время действия леворина А2 и 
величина индуцируемой им проводимости будут существенно 
уменьшены. И, наоборот, по характеру кинетики леворининдуциру- 
емой проводимости мембран, по скорости инактивации и времени 
полуспада проводимости можно подобрать такие условия, при кото­
рых возможно целенаправленное уничтожение клеток.

Эффект изменения скорости инактивации проводимости мем­
браны от длины алкильной цепи молекулы леворина А2 также может 
служить основой для дальнейшего синтеза новых, нетоксичных 
форм антибиотика. Получение менее токсичных антибиотиков мож­
но добиться путем уменьшения их действующих концентраций при 
помощи сочетанного использования различных антибиотиков.

Для некоторых ПА был проведен ряд экспериментов с модифи­
кацией мембран одновременно несколькими антибиотиками. В усло­
виях, когда мембрана модифицируется только амфотерицином В на­
блюдается увеличение проводимости мембран примерно в 1000 раз. 
Если к мембранам, содержащим амфотерицин В, добавить с одной 
стороны мембраны леворин А2 (1-10'6 М), то наблюдается не увели­
чение проводимости, а ее инактивация. Такая же картина имеет ме­
сто в случае комплексного взаимодействия нистатина и леворина А2 
[Касумов, Михайлова, 1988].

Таким образом, комплексное использование амфотерицина В и 
леворина А2, а также нистатина и леворина А2 резко уменьшает эф­
фективность антибиотиков, что позволяет приостановить действие 
этих препаратов в необходимый момент времени.

На основании совокупности экспериментальных данных, полу­
ченных, в основном, при исследовании интегральной проводимости 
мембран в присутствии амфотерицина В различными авторами 
предложены примерно однотипные гипотетические модели функ­
ционирования ионных каналов, образованных ПА в мембране 
[Andreoli, 1973; Finkelstein, Holz, 1973; De Kruyff, Demel, 1974]. Ho
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позднее, при исследовании мембранотропных свойств других ПА и. 
в частности, леворина Аг и его компонентов, было обнаружено. что 
эти антибиотики по своим свойствам значите.тьн: гт.тичаются от 
амфотерицина В. Помимо этого, в литературе стали гсявляться ра­
боты, в которых приводились данные, которые не могли быть ;гнтер- 
претированы в рамках модели двух полупор для каналот. : еди­
ных ПА [Milhand et al., 1988, 1989; Касумов и др. 1985: Gary-Bcb: e: 
al., 1989; Yoshikawa et al., 1988; Kolomytkin et al., 1988, 1989].

Таким образом, значительное отличие функциональных характе­
ристик леворина Аг от амфотерицина В, а также новые данные о 
влиянии липидного окружения на функционирование каналов, обра­
зованных ПА, послужило основой для продолжения исследований в 
данном направлении. Так, по данным рентгеноструктурного анализа, 
липидный бислой не является однородным, а представляет собой со­
вокупность липидных кластеров различной величины [Ивков, Бере­
стовский, 1982]. Особая роль стерина в мембране, модифицирован­
ной ПА, в частности леворином Аг, состоит с одной стороны в том, 
что он является рецептором, с которым антибиотик взаимодействует 
и связывается с ним, а с другой - его особая роль обусловлена влия­
нием на упаковку фосфолипидных молекул. Стерин оказывает «кон­
денсирующее» действие на «жидкокристаллический» бислой, запол­
няя «пустоты» между углеводородными цепями и ограничивая их 
конформационную подвижность [Ивков, Берестовский, 1981, 1982]. 
По всей видимости, взаимодействие молекул антибиотика и стерина 
происходит до тех пор, пока все свободные рецепторы не будут свя­
заны с молекулами антибиотика. По-видимому, вследствие «конден­
сирующего» эффекта молекул стерина, эти комплексы внедряются в 
мембрану и образуют некоторые олигомерные структуры, представ­
ляющие собой соответствующим образом организованные ассоциа­
ции из нескольких антибиотик-стериновых комплексов. Представля­
ет особый интерес, обнаруженный в экспериментах по исследованию 
кинетики леворининдуцированной проводимости мембран бифазный 
характер проводимости. Такое явление также обнаружено в присут­
ствии метамфоцина, производного амфотерицина В [Касумов, Ма­
лафриев, 1982; Ибрагимова и др., 2003; Ibragimova et al., 2006]. Ав­
торами было сделано предположение, что существование немоно­
тонной кинетики связано с переходом метамфоцинового канала в 
дополнительное непроводящее состояние.

Эксперименты по исследованию зависимости параметров про­
цесса инактивации проводимости мембран в присутствии леворина 
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Аг и его алкильных производных (времени полуспада, констант ско­
рости падения проводимости) показали, что этот процесс достаточно 
тонко регулируется липидным составом мембраны, температурой, 
концентрацией антибиотика и солевого раствора. По-видимому, для 
того, чтобы классические статические модели функционирования 
каналов, образованных ПА, могли бы объяснить динамику функцио­
нирования ионных каналов во времени, они должны быть дополнены 
влиянием фосфолипидного и стеринового состава мембран на функ­
циональное состояние ионных каналов. Косвенным подтверждением 
этого предположения могут служить исследования спектров флук­
туаций леворининдуцированной проводимости мембран. В этих экс­
периментах был получен фликкер-шум, происхождение которого 
объясняется диффузионным движением левориновых каналов, в ре­
зультате которого меняется его ориентация в мембране. Интенсив­
ность сигналов фликкер-шума сильно зависит от вида липида, ис­
пользуемого для формирования БЛМ [Ирхин, 1982], что еще раз 
подчеркивает важную роль влияния липидного окружения на про­
цесс функционирования ионных каналов. Совпадение спектров шу­
ма, полученных на различных участках падения проводимости, свя­
зано, по-видимому, с изменением числа проводящих каналов во вре­
мени. Учитывая неравномерное распределение липидных кластеров, 
холестериновых доменов, сложное их взаимодействие, можно пред­
положить, что левориновый канал является неустойчивым, неравно­
весным образованием. Инактивация проводимости мембран в при­
сутствии леворина Аг и его алкильных производных связана, по- 
видимому, переходом канала из более проводящего в менее прово­
дящее состояние или частичной разборкой ионных каналов.

7.5. Действие индивидуальных компонентов леворина А 
на проводимость бислойных мембран. Эффект леворина Аг, 

вводимого с одной стороны мембраны

Исходный леворин А представляет собой смесь нескольких ком­
понентов - Aq, Aı, Аг, А3 [Цыганов, 1970; Цыганов, Яковлева, 1970; 
Филиппова, Шенин, 1974]. Установлена структура основного ком­
понента антибиотического комплекса - леворина А2 [Zielinski et al., 
1979 а] и частичная структура других компонентов [Zielinski et al., 
1979 a, b, с]. Структурные отличия между компонентами леворина А 
показаны на рис. 7.5.1.
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ЛЕВОРИН Ао

ЛЕВОРИН А!

ЛЕВОРИН А2

ЛЕВОРИН А3

Рис. 7.5.1. Химическая структура 
индивидуальных компонентов леворина А.
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Все индивидуальные компоненты леворина А увеличивают ион­
ную проницаемость мембран, содержащих холестерин, для монова­
лентных катионов. На рис.7.5.2 представлена зависимость проводи­
мости мембран от их концентрации с одной стороны мембраны. 
Видно, что наибольшей эффективностью обладает леворин Аз, а 
наименьшей - Ао. По степени изменения проводимости мембран ле- 
вориновые компоненты располагаются в следующий ряд с возрас­
тающей эффективностью: Ао < Aı < Аэ < Аз [Касумов и др., 1984]. В 
аналогичный ряд располагаются антибиотики по мере увеличения их 
биологический активности [Филиппова, Шенин, 1974].

Рис. 7.5.2. Зависимость про­
водимости бимолекулярных 
мембран от концентрации ин­
дивидуальных компонентов 
леворина А - Ао, Aı, А2, А3 с 
одной стороны мембраны в 
растворе 2 M КС1, pH 6.5, 
t=25°C. Потенциал на мем­
бране + 100 мВ (плюс со сто­
роны антибиотиков). Мем­
браны получались из раство­
ра фосфолипидов бычьего 
мозга с холестерином в соот­
ношении 2:1 [Касумов и др., 
1987]. В 

В отличие от неароматических гептаеновых антибиотиков ком­
поненты леворина увеличивают проводимость мембран при введе­
нии их с одной стороны мембраны. При этом они обладают важны­
ми свойствами. Эффект антибиотиков на проводимость зависит не 
только от концентрации антибиотиков, но и от величины и направ­
ления приложенного к мембране потенциала. Если на мембрану по­
дается 200 мВ с минусом со стороны антибиотика, то в этом случае 
не наблюдается увеличения проводимости мембран. При обратном 
направлении поля эффект одностороннего действия леворина А2 за­
висит от величины электрического потенциала. При напряжении на 
мембране +75 мВ (и меньше) с плюсом со стороны антибиотика не 
наблюдается изменения проводимости мембран. Однако при более 
высоких потенциалах (более +75 мВ) наблюдается резкое нарастание 
проводимости мембран. Изменение потенциала вдвое (от 100 до 200 
мВ) при постоянной концентрации антибиотика приводит к росту 
проводимости в 24 раз. Удвоение же концентрации антибиотика при
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постоянной величине мембранного потенциала приводит к рост}7 
проводимости в 4 раза [Касумов и др., 1987].

Следует обратить внимание на тот факт, что обнаружены два ти­
па сборки проводящих структур при введении леворина А; с одной 
стороны мембраны: потенциалзависимый и концентрационный. 
Первый тип сборки осуществляется за счет величины приложенного 
к мембране электрического поля, при концентрациях компонентов 
леворина от 10'8до 5-10"7 М. Сборка каналов происходит и з отсутст­
вие внешнего электрического поля и зависит от концентрации анти­
биотика. При концентрациях антибиотиков больше 5-10' М появля­
ется второй тип сборки, зависящий от концентрации антибиотиков 
при постоянной величине мембранного потенциала. Этот процесс 
необратим [Касумов и др., 1987].

Одним из характерных параметров определения времени функ­
ционирования антибиотиков в мембране является исследование вре­
мени релаксации проводимости мембран после отмывки антибиоти­
ка из водного раствора. При односторонней модификации мембран 
соответствующими антибиотиками (>2-10 б М) наблюдается рост 
проводимости и выход на стационарный уровень. После этого про­
изводится скачкообразная отмывка антибиотика в градиенте плотно­
сти сахарозы с помощью перистальтического насоса (см. рис. 3.3.1). 
Результаты экспериментов показывают, что компоненты леворина 
практически не отмываются из мембраны в течение 40 мин.

Все компоненты леворина обладают катионной селективностью 
в ряду: Cs+>Li+>K+>Rb+>Na+. Из них леворин А2 обладает практиче­
ски идеальной катионной селективностью.

При исследовании взаимодействия двух разных по структуре и 
избирательной проницаемости антибиотиков амфотерицина В и ле­
ворина А2 было обнаружено, что при введении с одной стороны 
мембраны анион-специфичных молекул амфотерицина В (либо нис­
татина), а с другой стороны мембраны катион-специфичных молекул 
леворина А2, наблюдается их взаимодействие и образование прово­
дящих каналов, селективность которых определяется молекулами 
амфотерицина В [Касумов и др., 1984 в]. Независимо от направления 
градиента проникающего иона (100 мМ:10 мМ KCI) со стороны ам­
фотерицина В или леворина), величина мембранного потенциала со­
ставляет -23 мВ. Знак потенциала говорит о том, что через комбини­
рованные каналы лучше проникают анионы. Проводимость комби­
нированных каналов составляет величину 2-3 пСм, что вдвое меньше 
проводимости индивидуальных амфотерициновых каналов, рис.
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6.10.2. На рис. 6.10.2 показана запись работы одиночных ионных 
каналов амфотерицина В (запись 1 и 2) и леворина (запись 3), а так­
же комбинированных каналов (запись 4).

Установлено, что при односторонней модификации липидных 
мембран леворином А2 наблюдается увеличение проводимости мем­
бран для одновалентных катионов, а также проницаемости для мо­
носахаров и других нейтральных молекул в следующем ряду прони­
цаемости: Н2О > мочевина > ацетамид > глицерин > рибоза > араби­
ноза > глюкоза > сахароза [Курбанов, Касумов, 2004; Ибрагимова и 
др., 2006 б]. Механизм действия леворина А2 основан на формирова­
нии с одной стороны мембраны проводящих каналов, индуцирую­
щих проницаемость мембран для ионов и неэлектролитов. Алкиль­
ная модификация полярных групп в молекулах леворина не влияет 
на проводимость левориновых каналов и избирательную проницае­
мость мембран. При этом проводимость левориновых каналов со­
ставляет 0,3-0,5 пСм, сравнимую с величиной проводимости кана­
лов, образованных при симметричном введении леворина А2. Пред­
полагается, что избирательная проницаемость левориновых каналов 
определяется молекулярной структурой гидрофильной цепи, высти­
лающей внутреннюю полость канала. Предложена гипотетическая 
молекулярная модель формирования левориновых полупор при од­
носторонней модификации липидных мембран леворином А2 [Ибра­
гимова и др., 2006 б].

Исследования показали, что на мембранах с амфотерицином В 
избирательная проницаемость односторонних проводящих полупор 
совпала с избирательной проницаемостью симметричных каналов 
[Касумов, Каракозов, 1985; Касумов, Самедова, 1991]. Несмотря на 
большое количество публикаций, касающихся механизма взаимо­
действия ПА с БЛМ, до сих пор остается неясной связь между струк­
турой молекул антибиотиков и свойствами образованных ими кана­
лов. В отличие от амфотерицина В, нистатина и микогептина анти­
биотик леворин А2 резко увеличивает проницаемость липидных 
мембран для катионов щелочных металлов, когда находится с одной 
стороны мембраны [Касумов, Либерман, 1973; Kasumov et al., 1981; 
Ибрагимова и др., 2006 б]. К настоящему времени в литературе от­
сутствуют данные о механизме одностороннего действия леворина 
А2 на БЛМ. С этой целью изучены свойства ионных каналов при 
введении леворина А2 с одной стороны мембраны, представлены 
данные экспериментальных исследований об избирательности при 
формировании односторонних проводящих каналов, изучено влия­
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ние алкильной модификации полярных групп на избирательную 
проницаемость и величину проводимости левориновых каналов.

Проводимость мембран с леворином зависит от величины и на­
правления внешнего электрического поля. Так, если в отсутствии 
внешнего поля с одной стороны мембраны находится леворин, то не 
наблюдается увеличение интегральной проводимости мембран. Дтя 
регистрации проводимости на мембрану подавали тестирующие им­
пульсы от электрического стимулятора амплитудой +25 мВ (с плю­
сом со стороны антибиотика) с частотой 0,15 Гц, задержкой 0,08 с и 
длительностью 0,16 с. В ответ на приложенное к мембране постоян­
ное поле +50 мВ (плюс со стороны антибиотика) также не наблюда­
ется роста проводимости. И только увеличение потенциала на мем­
бране +75 мВ приводит к слабому нарастанию проводимости. Ско­
рость нарастания проводимости зависит от величины приложенного 
к мембране электрического потенциала. Введение леворина с одной 
стороны мембраны в присутствии постоянного электрического поля 
(-100 мВ со стороны антибиотика) не изменяет проводимости мем­
бран. При обратном направлении поля (+100 мВ со стороны анти­
биотика) наблюдается резкое увеличение проводимости. При фикси­
рованном значении потенциала на мембране (+200 мВ со стороны 
антибиотика) можно видеть нарастание тока до некоторого стацио­
нарного значения. При обратной полярности (-200 мВ со стороны 
антибиотика) наблюдается уменьшение тока на мембране,. Наличие в 
молекулах леворина Аг дополнительной положительно заряженной 
группировки формирует в мембранах потенциалзависимые ионпро- 
водящие каналы. Сборка левориновых каналов зависит от величины 
и направления электрического поля. Этот процесс необратим.

Введение леворина Аг при малых концентрациях в водную среду 
с одной стороны бислойной мембраны приводит к появлению оди­
ночных каналов. Работа одиночных каналов, формируемых с одной 
стороны мембраны леворином А2, показана на рис. 7.5.3.

Проводимость каждого канала составляет ~ 0.4-0.5 пСм. Эта ве­
личина соответствует проводимости одиночных левориновых кана­
лов, формируемых в мембранах при симметричном введении анти­
биотика [Kasumov et al., 1981]. Известно, что левориновые каналы 
совершают частые переходы между двумя состояниями: открытым и 
закрытым. Средние времена жизни односторонних левориновых ка­
налов в открытом состоянии сравнимы со средними временами жиз­
ни каналов, формируемых леворином с обеих сторон мембраны и 
составляют 2,7±0,2 с. С увеличением концентрации леворина А2 с 
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одной стороны мембраны число формируемых каналов в мембране 
резко возрастает.

11 пСм 

Юсек

1о

Рис. 7.5.3. Запись флуктуаций тока, протекающего через мембрану, 
при односторонней модификации леворином А2 при потенциале 100 
мВ (+ со стороны антибиотика). Концентрация антибиотика с одной 
стороны мембраны 5-10'8 М. Водные растворы с обеих сторон мем­
браны содержат 2М KCI, pH 6.5, t=22°C. Мембраны получали в сме­
си фосфолипида с холестерином в весовом соотношении 20:1. Стрел­
кой обозначен уровень проводимости немодифицированной мембра­
ны [Kasumov et al., 1981; Ибрагимова и др., 2006 б].

Мембраны, модифицированные леворином А2 и его алкильным! 
производными при введении их с одной стороны мембраны облада­
ют катионной селективностью. Структура алкильных производны? 
леворина А2 показана на рис. 7.5.4 .

Рис. 7.5.4. Химическая структура алкильных производных леворина 
А2. Буквой - R обозначено место, где проводилось алкилирование ле- 
вориновой молекулы. R-CH3: метилированный леворин А2; R-C2H5: 
этилированный леворин А2; R-C3H7: пропилированный леворин А2; 
R-C4H9: бутилированный леворин А2.

Потенциал на десятикратный градиент проникающего иона 100 
мМ:10 мМ (100 мМ со стороны антибиотика) составляет +54-58 мВ 
(знак + находится в свободном от антибиотика растворе). Это озна­
чает, что мембраны практически идеально проницаемы для катионов 
щелочных металлов.
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На рис.7.5.5 показана зависимость проводимости мембран от 
концентрации исходного леворина А? и его алкильных производных 
при односторонней модификации мембран.

Рис. 7.5.5. Зависимость проводимости 
липидных мембран от концентрации ле­
ворина А2 и его алкильных производных 
с одной стороны мембраны, х-исходный 
леворин А2; о- метилированный леворин 
А2; - • - этилированный леворин А2; □ - 
пропилированный леворин А2; Ж- 
бутилированный леворин А2. Мембраны 
формировались из смеси фосфоли- 
пид:холестерин 20:1 в водных солевых 
растворах, содержащих 10’1 M KCI при 
pH 6.5, t=22°C. Потенциал на мембране 
100 мВ (+ со стороны антибиотика) [Иб­
рагимова и др., 2006 б].

Из рис. 7.5.5 видно, что в отличие от неароматических антибио­
тиков амфотерицина В и нистатина, в присутствии леворина и его 
производных наблюдается менее крутая зависимость проводимости 
мембран от концентрации указанных выше антибиотиков. Алкиль­
ная модификация молекулы леворина не приводит к изменению угла 
наклона кривых, но определяет только время пребывания антибио­
тика в мембране [Касумов, 1986 а; Касумов и др., 1987; Kasumov, 
Kurbanov, 2003; Курбанов, Касумов, 2004; Ибрагимова и др., 2006 б]. 
Модифицируя мембраны алкильными производными с разной дли­
ной углеводородной цепи можно точно контролировать время нахо­
ждения антибиотика в мембране. Проведенные эксперименты на ли­
пидных мембранах показали, что с увеличением длины алкильной 
цепи производных леворина время нахождения их в мембране по 
сравнению с исходным леворином уменьшается [Микаилова, 1990]. 
Время пребывания антибиотика в мембране определялось по посто­
янной времени релаксации проводимости мембран после отмывки 
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антибиотка из окружающего мембрану раствора [Микаилова, 1990; 
Shvinka, Caffner, 1994, 1995].

Из рис.7.5.5 видно, что с увеличением концентрации антибиоти­
ков проводимость мембран растет и при больших концентрациях ан­
тибиотиков выходит на плато.'Увеличение концентрации антибио­
тиков выше некоторого предела не приводит к дальнейшему увели­
чению проводимости мембран. На кривых рис. 7.5.5 этот предел дос­
тигается из-за трудности измерения в наших условиях очень низких 
сопротивлений. Это связано с тем, что при высоких концентрациях 
антибиотиков сопротивление мембран сравнимо с сопротивлением 
измеряемых электродов и по этой причине мы видим образование 
плато проводимости.

С увеличением длины алкильной цепи молекул леворина Аг 
мембранная активность антибиотиков уменьшается. Как видно из 
рис. 7.5.5 зависимость проводимости мембран от концентрации ал­
кильных производных леворина Аг степенная. Угол наклона кривых 
зависимости проводимости мембран от концентрации пропилиро- 
ванного и бутилированного леворина ниже, чем для других его про­
изводных. Кривая зависимости проводимости мембран от концен­
трации леворина Аг при односторонней модификации мембран (рис. 
7.5.5) имеет тот же угол наклона, что и при симметричной модифи­
кации мембран этим антибиотиком [Касумов, Либерман, 1973]. Про­
водимость мембран при этом растет пропорционально 3-4-ой степе­
ни концентрации антибиотика.

Исследования проводимости мембран при одностороннем дейст­
вии леворина в растворах различных проникающих катионов пока­
зали, что проводимость мембран зависит от степени гидратации 
проникающих ионов, как и в случае симметричной модификации 
мембран леворином. Ионы лития, обладая меньшим размером кри­
сталлического радиуса в ряду катионов щелочных металлов, гидра­
тируются в значительно большей степени, чем, например, ионы це­
зия. Вследствие этого, резко уменьшается скорость перемещения 
ионов Li+ в канале и это, в свою очередь, обуславливает меньшую 
проводимость канала в растворах хлористого лития по сравнению с 
проводимостью леворинового канала в растворах хлористого цезия. 
Полученные данные при исследовании одностороннего действия ле­
ворина показывают, что прохождение ионов Li+ через левориновые 
каналы более затруднено, чем ионов Cs+. Это позволяет предполо­
жить, что односторонний левориновый канал представляет собой 
канал, заполненный водой [Ибрагимова и др., 2006 б]. Исходя из
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этого предположения, следовало ожидать, что в растворе одинако­
вой молярной концентрацией NaCI проводимость мембран с левори- 
ном будет примерно равной проводимости мембран в растворе LİCI. 
Однако, проводимость мембран с леворином в растворах NaCI ока­
залась выше проводимости мембран, чем в растворе CsCI. По- 
видимому, здесь также имеет место более сложный характер перено­
са ионов через левориновые каналы, так же, как это имеет место в 
случае транспорта ионов Na+ через амфотерициновые каналы [Ер­
мишкин, Зильберштейн, 1982; Борисова, Ермишкин, 1984 б; Ибра­
гимова и др., 2006 б].

Модификация мембран при одной и той же концентрации лево­
рина Аг сначала с одной стороны мембраны, а затем, после установ­
ления стационарной проводимости, с другой стороны мембраны, по­
казывает, что суммарная проводимость мембран при этом удваива­
ется. Эти данные показывают, что с каждой стороны мембраны фор­
мируются независимые левориновые проводящие каналы. Левори­
новые каналы по своей структуре асимметричны. Об этом свиде­
тельствуют данные, полученные при исследовании величины прово­
димости левориновых каналов в присутствии тетраэтиламмония. 
Тетраметил- и тетраэтиламмоний являются эффективными блокато­
рами полиеновых каналов [Борисова, Ермишкин, 1984 а; Борисова и 
др., 1978; Касумов, Каракозов, 1985; Касумов, Самедова, 1991]. Было 
показано, что левориновые каналы блокируются тетраэтиламмонием 
при концентрации ЗЛО-3 М только с той стороны мембраны, где на­
ходятся полярные группы молекул леворина А2 [Ибрагимова и др., 
2006].

При односторонней модификации бислойных мембран левори­
ном А2 при концентрации 1- КГ5 М и при мембранном потенциале 
+ 100 мВ (плюс со стороны антибиотика) наблюдается резкий рост 
проводимости с выходом спустя 15 мин на стационарный уровень. 
После достижения стационарной проводимости мембран была ис­
следована проницаемость левориновых каналов для моносахаров и 
других нейтральных молекул.

Транспорт неэлектролитов через левориновые каналы опреде­
лялся осмотическим методом [Никольский, Трошин, 1973; Зенин, 
1979]. Объем раствора во внутренней ячейке был 0,3 мл, а объем на­
ружного раствора составлял 1 мл. С наружной стороны мембраны 
вводился соответствующий неэлектролит в сравнительно высокой 
концентрации, так, чтобы осмотическое давление (тоничность) рас­
твора возросло по сравнению с осмотическим давлением с противо­
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положной стороны мембраны. Если исследуемый неэлектролит про­
никает во внутренний отсек, то по мере его перехода осмотическое 
давление по обе стороны мембраны будет выравниваться. Вода нач­
нет входить во внутренний отсек, выравнивая химические потенциа­
лы воды в разных отделениях системы. По скорости выравнивая хи­
мических потенциалов воды в разных отделениях системы можно 
судить о скорости поступления исследуемого неэлектролита во 
внутренний отсек мембраны. Коэффициент проницаемости для дан­
ного вещества определялся из уравнения Ра = D/d, где D-коэффи­
циент диффузии проникающего вещества, d-толщина мембраны 
(~50 Ä) [Ермишкин, Зильберштейн, 1982]. Коэффициент диффузии 
молекул в непрерывной водной среде отличается от значения коэф­
фициента диффузии в мембране [Trouble, 1971]. Так, коэффициент 
диффузии в воде для молекул с молекулярным весом от 18 до 122 
изменяется от 2-10'5 до 8-10’6 см2-с-1, а коэффициент диффузии со­
единений с указанным выше молекулярным весом через плазматиче­
скую мембрану составляет 2-1O'10 до 8-10'11 см2-с’’ [Борисова, Ер­
мишкин, 1984 а, б].

В результате проведенных экспериментов было обнаружено 
увеличение проводимости мембран для моносахаров и других ней­
тральных молекул. В таблице 7.5.1 приведены значения коэффици­
ента проницаемости липидных мембран для различных неэлектроли­
тов в присутствии леворина Аг с одной стороны мембраны. Из таб­
лицы 7.5.1 следует, что проницаемость мембран, модифицированных 
леворином, увеличивается для нейтральных молекул в порядке воз­
растания кристаллического радиуса молекул, образуя ряд проницае­
мости: вода > мочевина > ацетамид > глицерин > рибоза > арабиноза 
> глюкоза > сахароза. Исследования проницаемости мембран для 
органических соединений показывают, что левориновый канал имеет 
эффективный радиус ~ 4 Ä. Эти данные согласуются с данными по 
определению диаметра леворинового канала, встроенного в эритро­
цитарные мембраны [Ел-Суфи. 1992].

Изучение избирательной проницаемости полиеновых каналов 
для ионов и органических соединений является важным аспектом 
проводимых исследований. Некоторые авторы полагают, что систе­
ма, регулирующая избирательную проницаемость мембран, нахо­
дится у входа в канал на полярной аминной и карбоксильной группе 
молекулы полиенов [Cybulska et al., 1995; Brajtburg, Bolard, 1996]. 
Другие авторы считают, что система, регулирующая избиратель­
ную проницаемость, находится внутри гидрофильной части канала
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Таблица. 7.5.1.

Коэффициент проницаемости (Pd) липидных мембран для 
неэлектролитов в зависимости от кристаллического радиуса 

молекул при введении леворина А2 с одной стороны мембраны 
[Ибрагимова и др., 2006 б]

Неэлектролиты
Радиус 

молекул, 
Ä

Число 
мембран

Леворин А2 (М)=0 
Pd,cM с’ЧО'4

Леворин А2 
(М)=1-10'Г

Pd, см с ' Ю4
Н2О 1,2 10 9,5±2,1 16,7±2,2
Мочевина 1,8 10 0,07 11,2±0,7
Ацетамид 2,5 11 0,96±0,14 6,64±1,34
Глицерин 3,1 12 0,08 4,36±1,03
Рибоза 3,6 10 0,08 1,42±0,12
Арабиноза 3,8 9 0,08 1,38±0,11
Глюкоза 4,2 12 0,08 1,23±0,04
Сахароза 5,2 11 0,08 0,08±0,02

[Kasumov et al., 1981; Mazerski et al., 1995]. Исходя из химической 
структуры леворина, в составе которой содержатся две положитель­
но заряженные функциональные группы (по одной на обоих концах 
молекулы - рис. 7.5.4), можно было бы предположить, что мембра­
ны, модифицированные леворином, должны обладать анионной се­
лективностью. Однако, каждый раз в экспериментах наблюдалась 
практически идеальная проницаемость для катионов щелочных ме­
таллов. На основе результатов собственных исследований было вы­
сказано предположение, что ионная избирательность мембран в при­
сутствии ПА зависит от структуры молекулярных групп, выстилаю­
щих внутреннюю гидрофильную полость канала. Было установлено, 
что с увеличением числа карбонильных групп в гидрофильной цепи 
полиеновых молекул проницаемость канала меняется с анионной на 
катионную [Kasumov et al., 1981; Ермишкин, Зильберштейн, 1982]. 
Идеальная катионная проницаемость мембран наблюдается в при­
сутствии леворина А2. Эксперименты, проведенные с модифициро­
ванными по аминной и карбоксильной группам алкильными произ­
водными леворина А2, показали, что подобные модификации не 
влияют на избирательную проницаемость мембран. Поэтому можно 
предположить, что система, регулирующая избирательную прони­
цаемость, находится в гидрофильной части молекул ПА.

Действие ПА на липидные мембраны имеет ряд особенностей. 
Так, амфотерицин В, нистатин и микогептин эффективно увеличи­
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вают проводимость БЛМ для одновалентных анионов [Cass et al., 
1970; Касумов и др., 1971 а; Касумов, Либерман, 1972; Борисова и 
др., 1978; Касумов, Микаилова, 1988]. Однако амфотерицин В и нис­
татин эффективно увеличивают проницаемость мембран эритроци­
тов, лимфоцитов, тимоцитов и мышечных клеток не для анионов, а 
для катионов щелочных металлов [Cybulska et al., 1995; Cass, 
Dalmark, 1987; Mazerski et al., 1986; Ел-Суфи, 1992; Швинка, Каф­
нер, 1989, 1991; Shvinka, Caffner, 1994, 1995; Shvinka, 2001; Henry- 
Toulme et al., 1989 b, c; Hartsei et al., 1994]. В отличие от амфотери­
цина В и нистатина, при действии леворина А2 на липидные и кле­
точные мембраны в обоих случаях наблюдается усиление потока 
только для катионов [Cybulska et al., 1995; Ел-Суфи, 1992; Shvinka, 
Caffner, 1994, 1995; Shvinka, 2001]. Для расшифровки молекулярной 
природы селективного транспорта ионов и органических соединений 
через полиеновые каналы требуется синтез новых молекул с изме­
ненной химической структурой молекул. Так, например, было пока­
зано, что в присутствии положительно заряженного производного 
амфотерицина В 3-диметиламинопропил амида усиливается прони­
цаемость мембран для олигонуклеотидов [Garcia-Chaumont et al., 
2000 a, b]. Биологический синтез и химическая трансформация моле­
кул ПА - реальный путь получения новых производных ПА с новы­
ми физико-химическими свойствами [Zotchev, 2003; Volpon, 
Lancelin, 2002; Aparicio et al., 2003].

Данные зависимости проводимости мембран от концентрации 
леворина А2 при односторонней и симметричной модификации мем­
бран показывают, что наклон кривых имеет одинаковый порядок 
[Касумов, Либерман, 1973; Ибрагимова и др., 2006 б]. Одинаковый 
наклон кривых зависимости проводимости БЛМ от концентрации 
леворина А2 и одинаковая селективность мембран при одно- и дву­
сторонней модификации мембран леворином показывают, что про­
водящей единицей является канал, асимметричный по своей струк­
туре, который способен шунтировать мембрану. Одинаковая прово­
димость одиночных каналов, а также одинаковая селективность ка­
налов, образующиеся при одно- и двухстороннем введении леворина 
А2 позволяют предположить, что стехиометрия леворинового канала 
одинакова.

На основании этих данных и проведенных собственных исследо­
ваний была построена качественная молекулярная гипотетическая 
модель формирования в мембране леворинового канала, приведен­
ная на рис. 7.5.6.
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Рис. 7.5.6. Гипотетическая молекулярная модель формирования 
леворинового канала (пояснение в тексте) [Ибрагимова и др., 2006 б].

Как следует из рис. 7.5.6, левориновый канал представляет собой 
олигомерную структуру, которая состоит из нескольких, чередую­
щихся между собой молекул антибиотика и молекул холестерина. 
Молекулы антибиотиков в водной фазе стремятся занять энергетиче­
ски выгодное положение и, взаимодействуя гидрофобными цепями 
между собой, образуют комплексы с минимумом свободной энергии 
[Ахмедли и др, 1982, 1985]. Подобное рассуждение основано на том, 
что молекулы ПА в водных растворах могут существовать в ассо­
циированной форме и в такой форме могут встраиваться в мембрану 
[Legrand et al., 1992, 1996; Mazerski, Borowski, 1996; Ибрагимова и 
др., 2003; Ibragimova et al., 2006]. Встраивание молекулярного ком­
плекса в мембрану может происходить только при условии “вывора­
чивания” молекул антибиотиков по отношению к плоскости мем­
браны. Ассоциаты молекул антибиотиков формируются таким обра­
зом, что гидрофильные цепи антибиотиков обращаются в водную 
фазу, а гидрофобные цепи разворачиваются внутрь молекулярного 
комплекса (рис. 7.5.6 А). Собранный, согласно рис. 7.5.6 А, молеку­
лярный комплекс из водного раствора диффундирует к мембране и 
при взаимодействии с ней постепенно выворачивается (рис. 7.5.6 В), 
стремясь занять энергетически выгодное положение. В липидной фа­
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зе в термодинамически выгодной ситуации оказываются ассоциаты, 
вывернутые наизнанку. При этом гидрофобные хвосты молекул ан­
тибиотиков входят в контакт с липидной частью мембраны. Молеку­
лы ПА гидрофобной стороной взаимодействуют с рецептором - хо­
лестерином и располагаются параллельно плоской поверхности 
мембраны (молекулы холестерина отмечены на рис. 7.5.6 С - темны­
ми овальными кружочками). Молекулярный комплекс, находящийся 
на плоской поверхности мембраны вновь выворачивается наизнанку, 
входит в мембрану и формирует канал, во внутренней полости кото­
рого оказываются гидрофильные цепи молекул антибиотиков (рис. 
7.5.6 D). Последовательные стадии молекулярных превращений по­
лиеновых ассоциатов, указанные на рис. 7.5.6, приводят в конечном 
итоге к формированию проводящих левориновых каналов в липид­
ной мембране.
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ГЛАВА 8. ИССЛЕДОВАНИЕ КИНЕТИКИ ПРОВОДИМОСТИ 
БИСЛОЙНЫХ МЕМБРАН В ПРИСУТСТВИИ

АМФОТЕРИЦИНА В И ЕГО АЛКИЛЬНЫХ ПРОИЗВОДНЫХ. 
СВОЙСТВА МЕМБРАН, МОДИФИЦИРОВАННЫХ ПА С 

РАЗЛИЧНОЙ СТРУКТУРОЙ МОЛЕКУЛ

8.1. Методические требования к исследованию кинетики 
проводимости мембран, модифицированных амфотерицином В 

и его алкильными производными.

Результаты кинетического эксперимента - зависимость прово­
димости от времени g(t) изображали в «спрямляющих» координатах. 
Участок роста проводимости перестраивали в координатах lg (1- 
g/gs) - t или lg/gs - lg t, что соответствует экспоненциальной или сте­
пенной зависимости:

g(t) = gs(l-e’kt) (8.1.1)
или

g(t) = a-tn (8.1.2)

Участки убывания проводимости изображали в координатах 
lg ğ/gm-1, что соответствует зависимости:

g(t) = gm-e'kt (8.1.3)

По полученным таким образом прямолинейным графикам опре­
деляли константы скорости, показатель степени и, соответственно 
этому, тангенсы угла наклона прямых. Постоянные времена опреде­
ляли как т = 1/к. Температурные зависимости проводимости или 
константы скорости изображали в координатах Аррениуса lg g - 1/Т. 
Энергию активации вычисляли как тангенс угла наклона полученной 
прямой.

Для повышения точности все точки в кинетических и темпера­
турных экспериментах получали на одной и той же мембране.

Для уменьшения собственного шума и емкости мембраны рабо­
тали с мембранами малой площади. Время до первого включения 
канала составляет 5-20 мин. По записи одиночного канала строили 
эмпирическую интегральную функцию распределения его времени 
жизни. Для выборки объема n (число переходов канала) определяли 
число К классовых интервалов по правилу Старджеса и их ширину:
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К = 1 + [3,3 1g n]
л ^T^x-Tnün) /К (8.1.4)

где Tmax, Tmin - наибольшее и наименьшее время жизни канала в дан­
ной выборке. После этого подсчитывали число переходов (пр) канала 
с длительностью < т < Tmin + рД (р=1,к) и находили эмпириче­
скую интегральную функцию распределения:

F(-r) = — , т = Tmjn + (р-1/2) Л (8.1.5)
п

Обрабатывали выборки объемом 50-200, что соответствует 7-9 
точкам (классовым интервалам). График F(t) строили в координатах 
lg (1-F) - т. Если время жизни данного состояния канала распределе­
но экспоненциально, то график спрямляется. Изображенные на гра­
фиках прямые проводили по методу наименьших квадратов и вы­
числяли средне-квадратичное отклонение [Терентьев, Ростова, 
1977]. Среднее время жизни состояния определяли как котангенс уг­
ла наклона прямой. При построении графика последние точки отбра­
сывали.

Спектральный анализ флуктуаций проводимости БЛМ в присут­
ствии амфотерицина В и его алкильных производных выполняли на 
спектроанализаторе, созданном в Ленинградском институте ядерной 
физики в лаборатории, руководимой д.ф.м.н., проф. Безруковым 
С.М. Спектр снимали в частотном диапазоне 3-3000 Гц, время нако­
пления сигнала 1 минута. Метод измерений подробно описан в пре­
дыдущей главе (7). Измеряли шум, избыточный над равновесным, в 
единицах равновесного шума (s). Для этого дополнительно записы­
вали спектр при нулевом напряжении на мембране.

Измерение безразмерной величины 8 целесообразно потому, что 
она не зависит от площади мембраны и концентрации каналообра­
зующего вещества, а также позволяет судить о надежности отделе­
ния неравновесного шума от равновесного.

Были исследованы спектры на различных участках кинетики 
проводимости. Спектр равновесного шума снимали в отдельных 
экспериментах, где вместо мембраны брали эквивалентное сопро­
тивление, равное среднему сопротивлению мембраны на исследуе­
мом участке кинетики проводимости. Характерное время кинетики 
равно ~102 с, а характерное время переходов между открытым и за­
крытым состояниями, которые в основном определяют шум в иссле­
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дуемом частотном диапазоне, равно —0,1 с. Это означает, что усло­
вия измерения спектров при стационарной проводимости практиче­
ски такие же, как и до ее достижения. Обработку спектров выполня­
ли следующим образом. Пусть средние времена жизни в открытом и 
закрытом состоянии равны соответственно то, И- Тогда:

= - + т = -^~ (8.1.6)
со КТ т0 + т3 1 + со~т~ т0 + т3

Компонента 1/со обычно присутствует в шуме канальной прово­
димости. Если (сот)2»1, то

Отсюда видно, что спектр шума спрямляется в координатах со2в- 
со. Прямую проводили по методу наименьших квадратов и определя­
ли сумму То+ Тз-

8.2. Исследование кинетики проводимости бислойных 
мембран в присутствии амфотерицина В и его алкильных 

производных

Как было показано в главе (7), химическая модификация моле­
кул ПА приводит к изменению их эффекта на БЛМ. С целью даль­
нейшего изучения взаимосвязи структуры молекул полиенов и их 
функции в мембранах был исследован ряд алкильных производных 
амфотерицина В со следующей структурой:

где R - соответствует лактонному кольцу, а R -алкил: СПз - метам­
фоцин, С2Н5 - этамфоцин, С3Н7 - пропамфоцин, С4Н9 - бутамфоцин.

Интегральная проводимость мембран, индуцируемая ПА, про­
порциональна числу проводящих каналов в данный момент времени. 
Кинетика проводимости мембран в присутствии исходного нистати­
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на и амфотерицина В характеризуется монотонным ростом с выхо­
дом на стационарный уровень проводимости [Касумов, Либерман, 
1972; Малафриев, 1985, 1986]. Время достижения стационарной про­
водимости в зависимости от условий эксперимента составляет от де­
сятков минут до 2-3 ч [Cass et al., 1970; Касумов, Либерман, 1972].

Изучена кинетика проводимости липидных мембран в присутст­
вии алкильных производных амфотерицина В, структура которых 
показана на рис. 8.2.1. При исследовании кинетики проводимости в 
присутствии алкильных производных амфотерицина В обнаружена 
немонотонная кинетика, рис. 8.2.2 [Касумов, Малафриев, 1982 а; Иб­
рагимова и др., 2003; Ibragimova et al., 2006].

Рис. 8.2.1. Химическая структура амфотерицина В. Буквой 
R обозначено место, где производилось алкилирование мо­
лекулы по аминной и карбоксильной группам.

Детально изучен механизм инактивации проводимости на одном 
из алкильных производных амфотерицина В - метамфоцине. Ме- 
тамфоцин отличается от других аналогов тем, что он способен эф­
фективно увеличивать проводимость мембран при одностороннем 
введении его к мембранам и хорошей растворимостью в воде. При 
малых концентрациях метамфоцина (5-10’8 М) проводимость быстро 
достигает максимального значения (gm), а затем инактивируется до 
стационарного уровня (gs). Такая кинетика имеет место как в случае 
выдержанной мембраны с последующим введением антибиотика, 
так и в случае мембраны, формируемой в растворе антибиотика, рис. 
8.2.2, кривые 1 и 2.

В присутствии аналога амфотерицина В, метилированного по по­
лярным группам (метамфоцина), наблюдаются два типа кинетики 
проводимости: монотонный и немонотонный. Немонотонная кинетика
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Рис. 8.2.2. Кинетика проводимости БЛМ в 
зависимости от концентрации метамфоцина. 
Кривая 1 получена при концентрации ме­
тамфоцина - 50 нМ; 2 - 200 нМ; 3 - 300 нМ. 
Мембраны формировались из смеси фосфо­
липида с холестерином в весовом соотноше­
нии 2:1. Состав водного раствора: 10 мМ 
KCI, pH 6,0; t=23°C. Потенциал на мембране 
100 мВ. Обозначения: gm - максимальная, gs 
- стационарная проводимость [Касумов, Ма­
лафриев, 1982 а].

характеризуется быстрым ростом проводимости до максимума (gm) с 
последующим спадом до стационарного значения (gs) в течение де­
сятков минут. Форма кинетической кривой проводимости характери­
зуется безразмерным параметром

Ys = gs / gm (8.2.1)

Чем сильнее выражен максимум, тем меньше ys. Повышение 
концентрации метамфоцина приводит при прочих фиксированных 
условиях к росту ys. Отношение ys =gs/gm с повышением концентра­
ции метамфоцина растет. Существует такая критическая концентра­
ция Ск, по достижении которой выполняется равенство ys=l, т.е. ки­
нетика становится монотонной, рис. 8.2.2, кривая 3. Это значит, что 
максимум вырождается, а кинетика проводимости становится моно­
тонной, как в присутствии исходного амфотерицина В. Описанное 
поведение проводимости имеет место как на выдержанной мембране 
после введения антибиотика, так и на мембране, формируемой в рас­
творе антибиотика. Как видно из рисунка 8.2.2, если концентрация 
антибиотика мала, то ys«l (~10’’ при 50 нМ). 4-5 краткое увеличе­
ние концентрации антибиотика (до 250 нМ) приводит к вырождению 
максимума. Значение Ск зависит от состава мембраны, концентра­
ции соли, pH и температуры. Точно подбирая концентрацию анти­
биотика, можно получить стационарную проводимость на уровне 
одного канала, рис. 8.2.3.
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Рис. 8.2.3. Инактивация проводимо­
сти БЛМ до 1 канала. Концентрация 
метамфоцина в растворе 25 нМ На­
пряжение на мембране 200 мВ. Мем­
браны формировались из смеси фос­
фолипида с холестерином в весовом 
соотношении 2:1. Состав водного 
раствора: 2 M KCI, pH 6,0; t=23°C 
[Малафриев, 1985].

Все алкильные производные амфотерицина В при введении их в 
оба раствора, окружающих мембрану, увеличивали ее проводимость. 
В растворах 2 M КО при потенциале 200 мВ малые концентрации 
алкильных производных амфотерицина В (см. табл. 8.2.1) вызывают 
появление дискретных уровней проводимости БЛМ, обусловленных 
функционированием одиночных ионных каналов, рис. 8.2.4.

Метам фоцин

Этамфоинн
10 пСм

Пропамфоцин

Бутамфоцин

Рис. 8.2.4. Запись работы одиночных каналов, образованных 
алкильными аналогами амфотерицина В [Малафриев, 1985\ 
Ibragimova et al., 2006].

Проводимость каждого канала при прочих фиксированных усло­
виях постоянна, а потому полная проводимость мембраны, в которой 
функционирует много каналов, пропорциональна их числу [Ermish­
kin et al., 1977]. Кинетика проводимости мембран - это фактически 
кинетика накопления проводящих каналов.

300



Все изученные производные, подобно исходному амфотерицину 
В, создают в мембранах преимущественно анионную избиратель­
ность [Kasumov, Malafriev, 1984 Ь]. С увеличением длины алкильной 
цепи проводимость канала незначительно уменьшается. Эффектив­
ность исследованных антибиотиков примерно одинакова, так как 
концентрация, необходимая для получения одного канала, отличает­
ся всего лишь вдвое (табл.8.2.1).

Таблица 8.2.1.

Некоторые свойства ионных каналов, образованных в БЛМ 
алкильными аналогами амфотерицина В в растворе 2 M КС1 

при мембранном потенциале 200 мВ [Малафриев, 1985]

Антибиотик Концентрация, М Проводимость. пСм
Метамфоцин (СН3) 2-Ю'8 6-7
Этамфоцин (С2Н5) 2-Ю'8 5
Пропамфоцин (С3Н7) 2-Ю'8 5
Бутамфоцин (С4Н9) (3-4) • 10'8 4,5

Резюмируя данные, полученные на производных амфотерицина В. 
следует отметить, что полярные группы в молекулах полиенов влияют 
только на временные параметры ионного канала, но не оказывают 
действия на избирательность и проводимость одиночного канала.

Инактивация проводимости мембран в присутствии метамфоци­
на может быть обусловлена следующими причинами: 1) в момент 
накопления каналов в мембране может меняться стехиометрия кана­
ла, отчего его проводимость уменьшается; 2) за время увеличения 
проводимости мембраны могут изменяться временные параметры 
канала, что приводит к уменьшению вероятности его пребывания в 
проводящем состоянии; 3) и наконец, может уменьшаться общее 
число проводящих каналов в мембране.

Исследование концентрационных зависимостей максимальной 
gm и стационарной gs проводимости (рис. 8.2.5) показало, что это - 
степенные функции с показателем степени 10-11. При высоких кон­
центрациях антибиотика кривые сливаются. Наиболее сильно мак­
симум выражен при промежуточных концентрациях. Слияние кри­
вых при малых концентрациях обусловлено исчезновением мем­
бранного эффекта антибиотика.

«Послеинактивационные» каналы имеют ту же проводимость, 
что и каналы, полученные обычным способом. Одинаковый наклон 
концентрационных кривых gm и gs говорит о том, что на максимуме и
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Рис. 8.2.5. Концентрационная зависимость мак­
симальной и стационарной проводимости мем­
бран в присутствии метамфоцина. Мембраны 
формировались из смеси фосфолипида с холе­
стерином в весовом соотношении 2:1. Состав 
водного раствора: 10 мМ KCI, pH 6,0; t=23°C. 
Потенциал на мембране 100 мВ. Обозначения: 
gm - максимальная, gs - стационарная проводи­
мость [Малафриев, 1985].

на стационаре каналы имеют одинаковую стехиометрию. Если спад 
проводимости обусловлен изменением временных параметров и 
проводимости канала, это должно было привести к различию спек­
тров флуктуаций проводимости на различных участках кинетики. 
Однако формы спектров, снятых на различных участках кинетики, с 
высокой точностью совпадают, как показано на рис. 8.2.6.

Рис. 8.2.6. Спектр флуктуаций проводимости 
БЛМ при симметричном действии метамфо­
цина (50 нМ). Мембраны формировались из 
смеси фосфолипида с холестерином в весо­
вом соотношении 2:1. Состав водного раство­
ра: 2М KCI, pH 3,0; t=23°C. о - участок ста­
ционарной проводимости, + участок вблизи 
максимума [Малафриев, 1985].

Остается предположить, что немонотонная кинетика проводимо­
сти обусловлена уменьшением количества проводящих каналов в 
мембране.

Экспериментально наблюдаемый тип кинетики зависит, кроме 
концентрации антибиотика, от следующих дополнительных факто­
ров:
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1. Содержания холестерина в мембране. Его повышение снижает 
величину Ск.

2. Вида стерина. Замена в составе мембраны холестерина на эр­
гостерин приводит к существованию только монотонной кинетики 
при всех концентрациях антибиотика. Эргостеринсодержапше мем­
браны намного чувствительнее к антибиотику, чем холестеринсо­
держащие (рис. 8.2.7).

3. Ионной силы солевого раствора. Ее повышение снижает вели­
чину Ск.

Рис. 8.2.7. Кинетика проводимости БЛМ в при­
сутствии 300 нМ метамфоцина. Мембраны фор­
мировались из смеси фосфолипида с холестери­
ном в весовом соотношении 20:1 (кривая 1) и из 
смеси фосфолипида с эргостерином в весовом 
соотношении 20:1 (кривая 2). Состав водного 
раствора: 10 мМ KCI, pH 6,0; t=23°C. Потенциал 
на мембране 100 мВ [Малафриев, 1985}.

место и для других ал­Описанные свойства кинетики имеют 
кильных аналогов амфотерицина В.

8.3. Граф состояний ионного канала. Механизм 
немонотонной кинетики проводимости мембран

Немонотонная кинетика наблюдается также и на исходном ам­
фотерицине В при повышенной температуре [Касумов, Малафриев, 
1982 а, б]. Наблюдаемое в экспериментах немонотонное изменение 
проводимости мембран связано, по-видимому, с молекулярным пре­
вращением канального комплекса за время его существования в 
мембране. Нарастание проводимости обусловлено сборкой каналов 
до проводящего состояния, а ее инактивация распадом проводящего 
комплекса до непроводящих мономерных единиц антибиотиков и 
дефектных структур в мембране. В рамках этих предположений де­
фектная структура представляет собой канальный комплекс, поте­
рявший один или несколько молекул антибиотика. Немонотонная 
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кинетика может быть объяснена в модели канала с тремя состояния­
ми: одно проводящее, которое располагается между двумя непрово­
дящими [Ермишкин, 1976; Касумов, Малафриев, 1982 а, 1984; Ма­
лафриев, 1985, 198 6]. Схематическое изображение графа состояний 
метамфоцинового канала показано на рис. 8.3.1. Непроводящее со­
стояние 1 предшествует уже собранным, но непроводящим полупо­
рам. Состояние 2 соответствует проводящему каналу (когда две по­
лупоры взаимодействуют между собой), а состояние 3 соответствует 
разобранному каналу (канал разбирается на мономеры и дефектные 
структуры). Переход канала из 2 в 3 является реакцией первого по­
рядка. В то время как обратный переход есть реакция не менее чем 
второго порядка, т.к. для повторной сборки канала требуется встреча 
нескольких мономеров. Поэтому, с увеличением концентрации ан­
тибиотика скорость обратной реакции 3 в 2 будет расти быстрее, чем 
скорость прямой (2 в 3). Это приводит к смещению равновесия в 
сторону повторной сборки и фактическому запиранию состояния 3 
[Касумов, Малафриев, 1982 а]. Изложенные выше результаты по­
зволяют считать, что в основе немонотонной кинетики, индуцируе­
мой метамфоцином и амфотерицином В, лежит единый механизм, 
соответствующий графу с тремя состояниями. Наблюдаемый тип 
кинетики определяется соотношением констант скоростей переходов 
между состояниями и концентрацией антибиотика.

Рис. 8.3.1. Граф состояний ионного канала. 1 - предшественник ка­
нала; 2 - проводящий канал; 3 - разобранный канал. К - константы 
скоростей переходов между состояниями канала [Касумов, 1986 а].

Разобранное состояние можно считать новым - четвертым со­
стоянием, свойственным широкому классу ПА (см. разд. 9.3). [Ибра­
гимова и др., 2003; Kasumov, Bolard, 2004; Ibragimova et al., 2006].

Взаимосвязь кинетики проводимости со свойствами ионного ка­
нала рассмотрена Ермишкиным на примере натриевого канала [Ер­
мишкин, 1976]. Оказалось, что немонотонная кинетика может быть 
реализована для канала с одним проводящим состоянием, окружен­
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ного двумя непроводящими. В химической кинетике известна реак­
ция последовательного превращения вещества, для которой имеет 
место немонотонная зависимость концентрации промежуточного 
продукта от времени [Варфоломеев, Березин, 19^9: Эмануэль. Кнор­
ре, 1969].

Немонотонная кинетика проводимости мембран может быть 
объяснена следующим образом: после введения антибиотика к мем­
бране на первом этапе наблюдается процесс сборки ионных каналов 
до проводящего состояния, а на втором этапе наблюдается переход 
функционирующих в мембране канальных комплексов в непроводя­
щее состояние. Естественно считать, что экспериментально наблю­
даемый тип кинетики зависит от констант скоростей переходов меж­
ду состояниями канала. Непроводящее состояние 1 назовем предше­
ственником канала. Состояние 2 соответствует проводящему, соб­
ранному каналу. Непроводящее состояние 3 - новое, предполагаемое 
состояние, физический смысл которого будет установлен ниже. Ве­
личины kı, k2, k3, кд - константы скоростей переходов между состоя­
ниями канала.

Рассмотрим поведение кинетики проводимости в зависимости от 

констант скоростей. Если кд—>00, то равновесие в реакции 2#3 
смещено в сторону проводящего состояния канала. Кинетика в этом 
случае монотонна. Если же кд—>0, то все собравшиеся каналы со 
временем перейдут в непроводящее состояние 3, стационарная про­
водимость равна нулю, и кинетика проводимости в этом случае бу­
дет немонотонна. В общем случае зависимость типа кинетики от 
констант скоростей переходов между состояниями канала может 
быть изучена с помощью математической модели канала, которая 
приводится в работах Касумова и Малафриева [Касумов, Малафри­
ев, 1984 а; Малафриев, 1985, 1986].

Какова возможная природа непроводящего состояния 3? Соглас­
но молекулярной модели, ионный канал состоит из двух полупор, 
собранных по разные стороны мембраны и сшитых между собой во­
дородными связями [Andreoli, 1973]. В каждой полупоре молекулы 
антибиотика и стерина чередуются, а стабилизация полупор осуще­
ствляется за счет электростатического взаимодействия карбоксиль­
ной и аминогруппы соседних молекул антибиотика. Амфотерицин В 
имеет заряды разного знака на полярных группах, поэтому стабиль­
ность амфотерицинового канала велика. Это проявляется в большом 
времени жизни активного состояния канала. Метамфоцин имеет 
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только положительный заряд на аминогруппе, что снижает стабиль­
ность образованного им канала. Предполагается, что канал может 
терять один или несколько мономеров антибиотика. При потере мо­
номеров канал может перейти в новое непроводящее состояние [Ма­
лафриев, 1985, 1986; Ибрагимова и др., 2003; Kasumov, Bolard, 2004; 
Ibragimova et al., 2006]. Назовем новое непроводящее состояние ра­
зобранным состоянием канала. В рамках такого предположения о 
природе состояния 3 зависимость типа кинетики от концентрации 
антибиотика можно легко объяснить. Действительно, скорость по­
вторной сборки (3—>2) растет с концентрацией антибиотика быстрее, 
чем скорость разборки (2—*3),  так как эти реакции имеют порядок не 
менее чем второй (3—>2) и первый (2—>3). В таком случае равновесие 
смещается в сторону собранного, проводящего состояния канала, и 
кинетика проводимости мембран становится монотонной.

Критерий максимума проводимости. Соотношение констант 
скоростей переходов между состояниями канала определяет тип ки­
нетики проводимости.

Обозначим концентрацию состояний 1, 2, 3 соответственно А, В, 
С. Предположим, что в начальный момент имеются только предше­
ственники канала в концентрации Ао. Тогда условие сохранения 
полной концентрации состояний запишется в виде:

А + В + С = Ао (8.3.1)

Для С и В согласно графу состояний получаются дифференци­
альные уравнения:

В — - (1<2 + кз) В + кдС + к]А

С=к3В-к4С (8.3.2)

Решая систему (8.3.2) с учетом условия сохранения (8.3.1), полу­
чим зависимость концентрации проводящего состояния (или прово­
димости) от времени

g(t) = g]ep1t + g2eP2t + gs

где gı, g2 - постоянные интегрирования, определяемые из начальных 
условий, a pi, р2 - корни характеристического уравнения системы 
(8.3.2):
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P + (kı + кг + кз + кд) P + kı кз + kı кд + кг кд — О

gs - стационарная концентрация:

_____
к}к3 + кгк4 + к2к4

Вычисляя постоянные интегрирования, получим:

Sı = —^-(i+P2T), g2 =-^-(1 + Р7),

Рг " А Рг - Pi
т_ К 

кхк3 + кхк4 + к2к4

Наличие максимума у этой функции соответствует немонотон­
ной кинетике. Точку максимума находим из условия обращения в О 
производной:

g (tm) = Pıgı е р/т + p2g2 e p2‘m = 0 
откуда

tm=—-----ln(-(8.3.3)
Px~Pı Pıgı

Но, очевидно, tm должно быть положительным. Тогда из уравне­
ния 8.3.3 следует, что максимум существует при выполнении усло­
вий

P 1 “ Р 2 > ə , Р 2 g 2
P 1 g 1

(8.3.4)

Исследование этого неравенства дает следующий критерий мак­
симума:

kı > кд (8.3.5)

При кд > kı максимума нет, и кинетика монотонна в согласии с 
качественными рассмотрениями предыдущего раздела.

Активационная ветвь кинетики проводимости. Кинетические 
кривые (рис. 8.2.3) содержат два участка. На первом из них, который 
назовем активационной ветвью кинетики, проводимость растет. На 
втором участке - инактивационной ветви проводимость убывает. Как 
предполагается, на активационной ветви происходит сборка ионных 
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каналов до проводящего состояния. Детали этого процесса неизвест­
ны, но он должен включать связывание антибиотика с мембраной, 
образование полупор по разные стороны мембраны и их сшивку.

Являются ли стадии, предшествующие сшивке двух полупор, 
лимитирующими? Для ответа на этот вопрос был проделан следую­
щий эксперимент. На участке быстрого роста проводимости освобо­
ждали от антибиотика один из примембранных растворов. При этом 
возможны два результата. Если связывание - это быстрая стадия, то 
в мембране будет создан некоторый запас антибиотика, из которого 
будут продолжать формироваться каналы уже после прохождения 
фронта отмывки и будет наблюдаться дальнейший рост проводимо­
сти. Если же связывание - это медленная, лимитирующая стадия, то 
в момент прохождения фронта отмывки рост проводимости немед­
ленно прекратится. Экспериментально наблюдается первый резуль­
тат. Вывод о том, что связывание представляет собой быструю ста­
дию, подтверждается расчетом [Ермишкин, Зильберштейн, 1982]. 
Связывание происходит по экспоненциальному закону с постоянной 
времени:

khS 
т =-----

D

где 5 - толщина мембраны; h - толщина неперемешиваемого слоя; D 
- коэффициент диффузии антибиотика в воде; К - коэффициент рас­
пределения антибиотика между мембраной и водой.

Характерные значения, входящих в эту формулу параметров: 6 = 
5-10'7 см, h = 2-10'2 см, D = 2-5-10'6 см2/с. По данным Ермишкина и 
Зильберштейна, для амфотерицина В К=5-103-5-104 [Ермишкин, 
Зильберштейн, 1982]. Принимая К=2-104, находим значение для т ~ 
30 с. Как будет показано далее, это время намного меньше постоян­
ной времени активационной ветви.

Показано, что ПА в водном растворе существуют в виде агрега­
тов различного размера [Legrand et al., 1992, 1996; Mazerski, 
Borowski, 1996]. При этом гидрофильные зоны молекул обращены в 
воду, а гидрофобные полиеновые цепи обращены внутрь антибиоти­
ческого комплекса. Будем считать, что антибиотик сорбируется на 
мембрану в основном в виде агрегатов, соответствующих по размеру 
полупорам. Правомерность такого допущения обосновывается тем, 
что в условиях, когда антибиотик в растворе существует только в 
виде мономеров, например, в присутствии ДМСО или метанола, ан­
тибиотик не увеличивает проводимость мембран [Касумов, Шишлов, 
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1974; Ибрагимова и др., 2003; Ibragimova et al., 20067 Для объясне­
ния наблюдаемой кинетики проводимости следует принять еще одно 
предположение, а именно, что образование каналов происходит в 
избытке полупор. Тогда реакция сборки каналов, имеющая второй 
порядок, фактически протекает как реакция первого порядка.

Предполагаемый механизм сборки канала можно описать сле­
дующим образом. Сначала происходит быстрая сорбция на мембра­
ну антибиотика в виде агрегатов по размеру, соответствующих по­
лупорам. Затем сорбированные агрегаты превращаются в полупоры, 
которые, плавая в мембране, сшиваются в каналы. Образование ка­
налов происходит в избытке полупор. Далее покажем, что расчет ки­
нетики проводимости по описанному выше механизму дает резуль­
таты, согласующиеся с экспериментом.

Концентрация полупор (s) в мембране растет по экспоненте:

s(t) = s(l - e‘kt) (8.3.6)

где J - стационарная концентрация полупор. Кинетической схеме 
образования канала (с)

kı
2s# С

k2

соответствует дифференциальное уравнение:

C = k1s2-k2C (8.3.7)

Подставляя в (8.3.7) выражение (8.3.6) для S(t), получим:

C = -k2C + k1?2(l-ekt)2 (8.3.8)

Введем безразмерное время т = K2t и безразмерную проводимость 
у - с/с , где с - стационарное решение (8.3.8):

с - kı 5 2/k2
Тогда (8.3.8) принимает вид:

/= - у + (1е ’ат)2 а = k/k2 (8.3.9)

Решая (8.3.9) с начальным условием у(0)=0, получим:
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Г(г) = 1-
2cre T le-ar e-2at

(1 - <z)(l - la) 1 - a 1 - 2a
(8.3.10)

При условии a»l для времен т>1/а можно пренебречь двумя 
последними членами. Тогда получается экспоненциальная зависи­
мость от времени:

1 - у ~ е’т

что согласуется с экспериментом. Как видно из рис. 8.3.2, экспери­
ментальные точки хорошо 
участка кинетики.

ложатся на прямую, кроме начального

Рис. 8.3.2. Активационная ветвь кинетики. 
gm - стационарная или максимальная про­
водимость. • - амфотерицин В, 30 нМ в 2 
M KCI; ▲ - метамфоцин, 50 нМ в 2 M KCI; 
■ - метамфоцин, 500 нМ в 10 мМ KCI. Со­
став мембраны - фосфолипид:холестерин 
2:1. Состав водного раствора: pH 6,0, 
t=23°C [Малафриев, 1985].

Для его исследования рассмотрим полное выражение для прово­
димости (8.3.10). Разложение в ряд Тейлора вблизи т = 0 дает первый 
неисчезающий член:

1 2 3у --ат
3

или, возвращаясь к размерному времени,

у = —k2k2t3
3 2

(8.3.11)

Построение начального участка кинетики в двойных логарифми­
ческих координатах дает в различных условиях прямую с угловым 
коэффициентом 2,5-3,1, что хорошо согласуется с уравнением 
(8.3.11), рис. 8.3.3.
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Рис. 8.3.3. Начальный участок кинетики про­
водимости в двойных логарифмических коор­
динатах. Концентрация метамфоцина 300 нМ. 
Мембраны формировались из смеси фос­
фолипида с эргостерином в весовом соотно­
шении 20:1 . Состав водного раствора: 10 мМ 
KCI, pH 6,0; t=23°C. Потенциал на мембране 
100 мВ [Малафриев, 1985].

Инактивационная ветвь кинетики. На инактивационной ветви 
кинетики проводимость убывает по экспоненте (рис. 8.3.4). Исходя 
из принятого графа состояний канала, это значит, что инактивация 

определяется только переходами 2#3. Тот факт, что экспоненциаль­
ная кинетика получается для мономолекулярной реакции повторной 
сборки 3—*2,  значит, что она происходит в условиях избытка моно­
меров. Смена типа кинетики при повышении концентрации антибио­
тика объясняется тем, что высокая концентрация мономеров, опре­
деляющая скорость повторной сборки, достигается раньше, чем ста­
нет существенным процесс разборки.

Рис. 8.3.4. Инактивационная ветвь кинетики в 
присутствии 100 нМ метамфоцина. Мембраны 
формировались из фосфолипидов с холестери­
ном 2:1. Водный раствор: 10 мМ KCI, pH 6,0, 
t=23°C [Малафриев, 1985].

Сдвиг pH в сторону рК одной из полярных групп (т.е. частичная 
нейтрализация одного из зарядов) приводит к появлению немоно­
тонной кинетики проводимости на исходном амфотерицине В. Инак- 
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тивационная ветвь кинетики экспоненциальна, а повышение концен­
трации амфотерицина В приводит к монотонной кинетике. Немоно­
тонная кинетика проводимости наблюдается в присутствии и других 
ПА с разной структурой молекул. Эти результаты показывают, что 
разобранное состояние 3 присуще широкому классу полиеновых ка­
налов. Выводы математической модели о возможности регулирова­
ния типа кинетики константами скоростей подтверждаются на ис­
ходном амфотерицине В.

Оценка числа состояний ионного канала. Функционирование 
ионного канала сопровождается его обратимыми переходами из про­
водящего состояния в непроводящее. Применяемая методика иссле­
дования канала позволяет регистрировать лишь процессы его обра­
зования и распада. Поэтому проводящее состояние представляет со­
бой суперпозицию всевозможных элементарных проводящих со­
стояний, а непроводящее - суперпозицию элементарных непроводя­
щих состояний. В этой связи представляет интерес оценить число 
элементарных состояний канала. Амфотерициновый канал имеет, по 
крайней мере, два непроводящих состояния: короткоживущее и дол­
гоживущее. Средние времена их жизни различаются очень сильно, 
поэтому они хорошо различимы на записи канала.

В общем случае число состояний канала может быть оценено по 
функции распределения времен их жизни. Переходы между состоя­
ниями канала образуют марковскую цепь [Ермишкин, Зильбер­
штейн, 1982]. Но для любой марковской цепи распределение време­
ни жизни ее состояния экспоненциально. Таким образом, экспонен­
циальное распределение времени жизни служит тестом на элемен­
тарность состояния. Для амфотерицинового канала было показано 
экспоненциальное распределение времени жизни проводящего (от­
крытого) и короткоживущего непроводящего (закрытого) состояний 
[Ермишкин, Зильберштейн, 1982].

Переходы между открытым и закрытым состоянием удается 
идентифицировать и в системе многих каналов. Сумма времен то + 
тз, определенная из спектра шума проводимости, близка к таковой, 
определенной по записи одиночного канала. На рис. 8.3.5 показаны 
линеаризованные спектры, измеренные на различных участках кине­
тики проводимости. При этом то + тз = 1,25±0,24 с, что согласуется с 
величиной ~ 1,7 с, полученной для одиночного канала. Постоянство 
т0 + Тз указывает на то, что на всех участках кинетики проводимость 
определяется работой одного вида каналов.

На рис. 8.3.6 приведена полулогарифмическая анаморфоза рас-
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пределения времени жизни проводящего состояния канала, ооразо- 
ванного метамфоцином в эргостеринсодержащей мембране. Как 
видно, экспериментальные точки хорошо ложатся на прямую линию, 
среднеквадратичное отклонение о = 0,028.

проводимости в присутствии метамфоцина. 
Мембраны формировались из смеси яичного 
лецитина с холестерином в весовом соотно­
шении 12:1 в 2 M KCI, pH 6,0, t=23°C. На­
пряжение 50 мВ. Кривая 1 - активационная 
ветвь, 2 - область максимума, 3 - стационар-

жизни проводящего состояния. 
Канал образован метамфоцином в 
эргостеринсодержащей мембране. 
Водный раствор: 2 М KNO3, pH 
6,0, t=23°C. Прямая проведена по 
методу наименьших квадратов

ная проводимость [Малафриев, 1985]. [Малафриев, 1985].

На рис. 8.3.7 изображена полулогарифмическая анаморфоза рас­
пределения времени долгоживущего непроводящего состояния в том 
же эксперименте. Разброс точек намного больше, <5=0,155. Это по­
зволяет предположить, что рассматриваемое распределение отлично 
от экспоненциального.

Как известно, совокупность проводящего и короткоживущего 
непроводящего состояния называется активным состоянием канала 
[Ermishkin et al., 1977; Kasumov et al., 1979]. Для канала, образован­
ного метамфоцином в холестеринсодержашей мембране, было по­
строено распределение времени активного состояния. Как видно из 
рис. 8.3.8, экспериментальные точки хорошо ложатся на прямую, 
<5=0,017. Однако прямая не проходит через начало координат. Это 
связано, по-видимому, с тем, что активное состояние является нало­
жением двух элементарных состояний. Как показывает расчет, инте­
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гральная функция распределения имеет вид

i еР1т Р2тF(t) = 1 — aı - а2

где параметры aı, а2, рь р2 выражаются через константы скоростей 
переходов между состояниями канала. Так как средние времена для 
рассматриваемых состояний значительно отличаются, то одна из 
экспонент затухает очень быстро и для больших времен F(t) одно­
экспоненциальна. Вклад быстрой экспоненты в F(t) существен толь­
ко вблизи т = 0.

Рис. 8.3.7. Распределение времени жизни 
непроводящего состояния. Канал образо­
ван метамфоцином в эргостеринсодержа­
щей мембране. Водный раствор: 2 М 
KNOj, pH 6,0, t=23°C [Малафриев, 1985].

Описанное распределение интересно сравнить с F(t) для К+ - ка­
нала глиальных клеток моллюска [Гелетюк, Казаченко, 1984]. Он 
генерирует серии коротких импульсов (пачки), разделенные более 
длительными межпачечными интервалами. Общее распределение 
времени жизни непроводящего состояния двухэкспоненциально. Бы­
страя экспонента соответствует распределению времени между оди­
ночными импульсами, медленная - между пачками. Для времени не­
проводящего состояния в том же эксперименте получается значи­
тельный разброс точек относительно прямой, о = 0,123. Форма кри­
вой проведенной через экспериментальные точки (рис. 8.3.9), анало­
гична кривой рис. 8.3.7. Можно показать, что F(t) для канала с s > 1 
непроводящими состояниями содержит s экспонент. Двухэкспонен­
циальная кривая показана на рис. 8.3.8. Сравнивая ее с кривыми рис. 
8.3.7 и 8.3.9, можно оценить число экспонент в их представлении.
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Это соответствует 4-6 непроводящим состояниям. Полученный ре­
зультат легко объяснить в рамках принятой модели канала. Действи­
тельно, разборка и повторная сборка могут происходить в несколько 
стадий. Каждой из них соответствует свое непроводящее состояние.

Рис. 8.3.8. Распределение времени ак­
тивного состояния. Канал образован 
метамфоцином в холестеринсодержа­
щей мембране. Водный раствор: 2 М 
KCI, pH 7,0, t=34°C. Прямая проведена 
по методу наименьших квадратов [Ма­
лафриев, 1985}.

Рис. 8.3.9. Распределение времени не­
активного состояния. Канал образо­
ван метамфоцином в холестеринсо­
держащей мембране. Водный рас­
твор: 2 M KCI, pH 7,0, t=34°C [Ма­
лафриев, 1985].

Кинетика тепловой и химической релаксации проводимости 
мембран. Если после достижения стационарной проводимости мем­
бран изменить условия, проводимость релаксирует к новому стацио­
нарному уровню. Исследуя кинетику релаксации проводимости 
мембран, можно получить важную информацию о превращении ка­
нального комплекса в мембране. Изменение условий примембранно- 
го раствора достигается быстрым нагревом ячейки (тепловая релак­
сация) или скачкообразной заменой раствора на раствор без анти­
биотика (химическая релаксация). Проводимость, индуцированная 
ПА, весьма чувствительна к температуре. Так, в интервале 26-36°С 
проводимость БЛМ в присутствии нистатина падает примерно в 104 
раз [Cass et al., 1970]. При 38-40°С почти полностью инактивируется 
проводимость, индуцируемая амфотерицином В [Касумов и др., 1971 
а, б].
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Рассмотрим причины столь сильной температурной зависимости.
Удельная проводимость мембраны выражается формулой:

g = gc n W

где gc - проводимость канала; n - число каналов на единицу площа­
ди, w - вероятность пребывании канала в активном состоянии, вы­
ражающаяся через средние времена жизни канала в активном (ТА) и 
неактивном (Тн) состоянии:

ТW =----
тА+ти

Зависимость проводимости от температуры определяется темпе­
ратурными зависимостями gc, n, ТА, Тн. Проводимость канала растет 
с температурой незначительно. Температурный коэффициент Q]0 = 
1.35. Для времени активного состояния Qı0 = 1/2,8. По нашим дан­
ным, для времени неактивного состояния Qıo = 3. Таким образом, 
величина gcN (эффективная проводимость канала) уменьшается не 
более чем в 10 раз на 10°С, а значит, уменьшение проводимости обу­
словлено в основном уменьшением числа проводящих каналов в 
мембране.

Повышение температуры, как можно заключить из приведенных 
данных, приводит к немонотонной кинетике проводимости. Дейст­
вительно, при повышенной температуре на исходном амфотерицине 
В наблюдалась немонотонная кинетика проводимости, сменяющаяся 
монотонной с ростом его концентрации [Малафриев, 1985, 1986].

Температурная зависимость стационарной проводимости имеет 
максимум, смещающийся вправо с ростом концентрации антибиоти­
ка (рис. 8.3.10). Падающий участок этой зависимости спрямляется в 
координатах Аррениуса, как показано на рис. 8.3.11. Энергия акти­
вации проводимости Еа, определенная по этим графикам, составляет 
68 ккал/моль для метамфоцина и 112 ккал/моль для амфотерицина В. 
Какой процесс характеризует эта энергия, сказать трудно, так как 
она не постоянна и уменьшается с ростом концентрации антибиоти­
ка. В химической кинетике известны сложные реакции, для которых 
Еа - это функция отдельных стадий [Эмануэль, Кнорре, 1969]. Непо­
стоянство Еа, по-видимому, отражает многостадийность процессов 
сборки-разборки ионного канала.
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Рис. 8.3.10. Температурная зависимость про­
водимости (g) в присутствии 30 нМ метам­
фоцина. в холестеринсодержащей мембране. 
Мембраны формировались из фосфолипидов 
с холестерином 2:1. Водный раствор: 2 М 
KCI, pH 6,0. gs - начальная проводимость 
мембраны. Все точки получены на одной и 
той же мембране [Малафриев, 1985].

Рис. 8.3.11. Температурная зависимость 
проводимости (g) в координатах Арре­
ниуса. • — 100 нМ метамфоцина; Ж - 30 
нМ метамфоцина. Все точки получены 
на одной и той же мембране. Мембраны 
формировались из фосфолипидов с хо­
лестерином 2:1.Водный раствор: 2 М 
KCI, pH 6.0. gä - начальная проводи­
мость мембраны [Малафриев, 1985].

Кинетика тепловой релаксации экспоненциальна (рис. 8.3.12), а 
температурная зависимость ее константы скорости подчиняется 
уравнению Аррениуса (рис. 8.3.13). Это подтверждает ранее приня­
тое предположение, что разборка канала - мономолекулярная реак­
ция [Касумов, Малафриев, 1982 а; Касумов и др, 1982 б; Kasumov, 
Malafriev, 1981, 1984 а; Малафриев и др., 1991; Ибрагимова и др., 
2003; Kasumov, Bolard, 2004; Ibragimova et al., 2006].
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Рис. 8.3.12. Кинетика тепловой релак­
сации проводимости в присутствии 30 
нМ метамфоцина. Все точки получе­
ны на одной и той же мембране. 
Мембраны формировались из фосфо­
липидов с холестерином 2:1.Водный 
раствор: 2 M KCI, pH 6,0 [Малафриев, 
1985].

Рис. 8.3.13. Температурная зависи­
мость константы скорости тепловой 
релаксации в присутствии 30 нМ ме­
тамфоцина. Все точки получены на 
одной и той же мембране. Мембраны 
формировались из фосфолипидов с 
холестерином 2:1.Водный раствор: 2 
M KCI, pH 6,0 [Малафриев, 1985].

Кинетика релаксации проводимости при отмывке антибио­
тика. Равновесная проводимость мембраны определяется равнове­
сием как между водной и липидной фазой, так и между различными 
формами антибиотика в мембране. Нарушение равновесия приводит 
к релаксации проводимости к новому равновесному значению. Если 
из окружающего мембрану раствора удалить антибиотик, то прово­
димость будет стремиться к нулю (точнее, к собственной проводи­
мости немодифицированной мембраны). Кинетика релаксации оп­
ределяется как выходом антибиотика из мембраны, так и взаимо­
действием между его формами в мембране. Применяемая методика 
отмывки в градиенте плотности позволяет вывести систему из со­
стояния равновесия скачком, точно фиксируя этот момент. Извест­
но, что амфотерицин В очень медленно отмывается из мембраны 
[Cass et al., 1970]. При нейтральных pH и 25°С постоянная времени 
релаксации тг (время е-кратного уменьшения проводимости) более 2 
часов. Постоянная времени сильно зависит от температуры: при 
увеличении температуры на 10°С она уменьшается в 10 раз. По 
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мнению авторов, амфотерицин В покидает мембрану в составе 
крупных агрегатов - полупор. С точки зрения кинетики, отмывка 
путем выхода полупор есть реакция первого порядка. Поэтому про­
водимость должна убывать со временем экспоненциально, что со­
гласуется с экспериментом. Ермишкин и Зильберштейн считают, 
что релаксация проводимости при отмывке антибиотика обусловле­
на не десорбцией антибиотика, а распадом каналов [Ермишкин. 
Зильберштейн, 1982]. Это утверждение, по-видимому, следует по­
нимать так, что десорбция не есть лимитирующая стадия. Действи­
тельно, если десорбции нет, то проводимость будет уменьшаться и 
без отмывки, чего не наблюдается в экспериментах с амфотерици­
ном В.

Кинетика релаксации при отмывке метамфоцина резко отличает­
ся от таковой для амфотерицина В. Скорость отмывки метамфоцина 
в общем намного больше, чем для исходного амфотерицина В. Это 
согласуется с результатами Поцелуева [Поцелуев, 1978]. Кроме того, 
были обнаружены следующие особенности кинетики:

1. На кинетической кривой имеют место два участка. На первом 
проводимость убывает медленно (индукционный период), затем 
убывает по экспоненте.

2. Длительность индукционного периода растет с концентрацией 
антибиотика и содержанием стерина в мембране. Последнее значит, 
что существование индукционного периода обусловлено мембран­
ными процессами, а не неперемешиваемым слоем вблизи мембраны, 
который подпитывает ее антибиотиком.

3. Константа скорости релаксации (обратная постоянная време­
ни) убывает с ростом концентрации антибиотика и содержания сте­
рина в мембране.

На рис. 8.3.14 показана типичная кинетика релаксации проводи­
мости мембран при отмывке метамфоцина. Как видно, имеет место 
хорошо выраженный излом кривой при переходе от индукционного 
участка к экспоненциальному.

Механизм релаксации проводимости. Изложенные выше экс­
периментальные результаты не объясняются в рамках механизма от­
мывки полупор. В самом деле, если этот механизм имеет место, то тг 
должны быть одинаковы для амфотерицина В и метамфоцина, так 
как структура зоны контакты двух полупор у обоих антибиотиков 
совпадает. В эксперименте же наблюдается значительная разница тг. 
Это заставляет искать более адекватный механизм релаксации.
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Рис. 8.3.14. Кинетика релаксации прово­
димости мембран при отмывке метамфо­
цина. Концентрация метамфоцина 200 нМ. 
Мембраны формировались из фосфолипи­
дов с эргостерином 20:1.Водный раствор: 
10 мМ KCI, pH 6,0, t=23°C. Потенциал на 
мембране 100 мВ. Отмывка производилась 
раствором 10 мМ KCI + 10% сахарозы 
[Касумов, Малафриев, 1982 а].

Сравнивая тг для двух указанных антибиотиков, мы видим, что 
большая скорость релаксации коррелирует с большей неустойчиво­
стью ионного канала. Это значит, что вторая полупора (на неотмы- 
ваемой стороне) играет роль «якоря». На основании этих данных 
можно предложить следующий механизм релаксации. До отмывки в 
мембране существует равновесие между проводящими и непрово­
дящими формами антибиотика. Большая концентрация последних 
определяет сильное смещение равновесия в сторону собранного, 
проводящего состояния канала. При отмывке непроводящие формы 
первыми покидают мембрану. До тех пор, пока их концентрация 
достаточно велика, происходит слабое смещение равновесия в сто­
рону разборки канала (индукцонный период). Когда же их концен­
трация в мембране станет малой, реакция разборки становится необ­
ратимой (экспоненциальный участок). Зависимость КГ(СА) можно 
объяснить следующим образом. Две полупоры, встречаясь в мем­
бране, взаимодействуют между собой и стабилизируют друг друга. 
Чем больше концентрация антибиотика на неотмываемой стороне 
мембраны, тем с большей вероятностью внутренняя полупора нахо­
дится в собранном состоянии, а значит, уменьшается скорость раз­
борки внешней полупоры, характеризуемая величиной Кг. Дополним 
качественные рассуждения расчетом.

Представим разборку внутренней полупоры следующей схемой:

kı
С # S + S*

к2
(8.3.12)
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где С - проводящий канал; S - внешняя полупора; S - внутренняя 
полупора (разобранная).

Так как концентрация антибиотика на неотмываемой стороне- 
постоянна, то реакция (8.3.12) фактически имеет первый порядок с 
константой скорости к\, зависящей от концентрации антибиотика: 

к2 - к2Л" • Распад внешней полупоры представляется следующей 
схемой

(8.3.13)

Реакциям (8.3.12) и (8.3.13) соответствует система дифференци­
альных уравнений или концентрации каналов и полупор:

С — -кхС + k-,A£S

S = кхС- (кгА^ - кг )5

из которой следует, что концентрация каналов С (а значит и прово­
димость g) зависит от времени следующим образом:

g(t) = gıepı'+ -i- :

где gı, g2 - постоянные интегрирования: у . у; - корни характеристи­
ческого уравнения:

Л(р) =
- (к j + р ) к - А

к\ - (к2 Ао" + к} + р )
- О

При условии

(kj + ку + к Ад ) ”)) 4 к ■: - (8.3.14)

приближенные значения корней равны

Pi = "
к}к3

к] + к3 + куАд
, Ру (kj + к- к- A- i (8.3.15)

Согласно условию (8.3.14)

İP2İ» İPıl

и в выражении для g(t) экспонента с р2 затухнет и выживет экспо­
нента с pi, что и наблюдается в эксперименте. Так как постоянная 
времени тг= - 1/р2, то из уравнения (8.3.15) следует:
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ку + к3 А)
кук3 кук3

(8.3.16)

Если Ао—>0, то из (8.3.16) следует, что тг стремится к конечному 
пределу. При больших концентрациях метамфоцина, полагая п-3, 
получаем степенную зависимость тг (Ао), соответствующую экспе­
рименту (см. рис. 9.3.6). Величина показателя п=3, по-видимому, 
указывает на то, что в реакции повторной сборки участвует не менее 
двух молекул антибиотика, что находится в согласии с ранее приня­
тым предположением.

Кинетика релаксации проводимости при отмывке алкиль­
ных аналогов амфотерицина В. Как было показано выше, метили­
рование полярных групп в молекулах амфотерицина В приводит к 
значительному изменению характера работы ионных каналов в мем­
бранах. В связи с этим особый интерес представляет изучение 
свойств алкильных аналогов амфотерицина В, различающихся дли­
ной алкильной цепи: этильного, пропильного, бутильного, амильно­
го. В присутствии малых концентраций аналогов амфотерицина В 
можно наблюдать дискретные уровни проводимости БЛМ, соответ­
ствующие работе одиночных ионных каналов. Статистический ана­
лиз работы каналов показывает, что времена жизни каналов в откры­
том (т0) и закрытом (т3) состояниях распределены экспоненциально 
(рис. 8.3.15).

Рис. 8.3.15. Распределение времени жизни 
открытого (верхняя кривая) и закрытого 
(нижняя кривая) состояния канала, обра­
зованного амильным аналогом амфотери­
цина В. Мембраны формировались из 
фосфолипидов с холестерином 2:1. Вод­
ный раствор: 2 M KCI, pH 7,0, t=23°C. 
Потенциал на мембране 200 мВ [Малаф­
риев, 1985].

Распределение времени активного состояния также экспоненци­
ально при больших временах (рис. 8.3.16).
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Рис. 8.3.16. Распределение времени жизни 
активного состояния канала, образованно­
го бутильным аналогом амфотерицина В. 
Мембраны формировались из фосфолипи­
дов с холестерином 2:1. Водный раствор: 
2 M KCI, pH 7,0, t=23°C. Потенциал на 
мембране 200 мВ [Малафриев, 1985].

Каналы, полученные при одностороннем действии антибиоти­
ков, имеют большой разброс проводимостей и времен жизни. Для 
них не строилась функция распределения, но подсчитывалось сред­
нее время жизни проводящего состояния канала т и расчитывалась 
его дисперсия о2. Даже при небольшом объеме выборки равенство т 
= о, что характерно для экспоненциального распределения, выпол­
нено с точностью 7-9%. Например, в одном из экспериментов с бу­
тильным амфотерицином В получено т = 3,75 с и о = 3,49 с.

При удалении антибиотика из примембранного раствора прово­
димость БЛМ убывает. Также как и для метамфоцина, кинетика ре­
лаксации для других алкильных производных включает индукцион­
ный и экспоненциальный участки. Постоянная времени релаксации 
(тг) также растет с концентрацией антибиотика. Быта исследована 
зависимость постоянной времени от длины алкильной цепи молеку­
лы антибиотика и от вида стерина. Оказалось, что при прочих рав­
ных условиях с ростом длины алкильной цепи постоянная времени 
уменьшается. Эта зависимость линейна в полулогарифмических ко­
ординатах. Постоянная времени уменьшается примерно в 4 раза на 
каждую СН2 группу (8.3.17).

Экстраполяция этой зависимости к п = 0. что соответствует ис­
ходному амфотерицину В, дает тг - 160 мин. Предполагая, что изме­
нение тг связано с изменением энергии активации по уравнению:

Еа
тг ~ ехр (------ )

RT
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Рис. 8.3.17. Зависимость постоянной времени 
релаксации от длины алкильной цепи антибио­
тика при концентрации антибиотиков 500 нМ. 
Пунктирная линия - экстраполяция к п = 0, что 
соответствует исходному амфотерицину В. 
Экстраполированное значение тг=160 мин. 
Мембраны формировались из фосфолипидов с 
холестерином 2:1. Водный раствор: 2 M KCI, 
pH 7,0, t=23°C. Потенциал на мембране 200 мВ 
[Касумов, Малафриев, 1982 а].

можно вычислить ее изменение на одну СНг группу. Расчет по гра­
фику дает ДЕа=О,88 ккал/моль. Замена в составе мембраны холесте­
рина эргостерином приводит к значительному замедлению релакса­
ции. На эргостеринсодержащих мембранах в тех же концентрациях 
антибиотика проводимость не менялась в течение длительного вре­
мени. Полученные данные говорят о том, что это связано с большей 
устойчивостью комплекса антибиотик-стерин в случае эргостерина 
[Касумов, 1979]. Величины тг для алкильных производных амфоте­
рицина В даны в таблице 8.3.1.

Сдвиг pH в кислую сторону (pH 3,0) усиливает действие анти­
биотиков при введении с одной стороны мембраны. На исходном 
амфотерицине В (3 мкМ) изменения проводимости при отмывке не 
было в течение ~ 30 мин. Для метамфоцина (1 мкМ) в этих условиях 
тг = 10,6 мин, т.е. намного меньше, чем в случае симметричного дей­
ствия. Бутамфоцин (10 мкМ) отмывается еще быстрее: тг = 5,1 мин 
(19°С) и 2,6 мин (27°С). Соответствующая энергия активации со­
ставляет 15 ккал/моль (оценка). Сдвиг pH раствора от 3 до 7 приво­
дит к очень быстрому исчезновению проводимости.

Инактивация проводимости мембран в присутствии алкильных 
производных амфотерицина В связана с переходом канала в новое 
непроводящее состояние, связанное с полной разборкой канального 
комплекса внутри мембраны. Экспериментальное доказательство 
существования нового - четвертого состояния полиенового канала 
будет приведено в 9-ой главе настоящей монографии.
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Таблица 8.3.1.

Значение постоянной времени релаксации (тг) проводимости БЛМ 
при отмывке антибиотика из примембранного раствора

Антибиотик Состав мембраны Концен­
трация, 

М

pH Время, 
мин.

Примечание

Метамфоцин Эргостерин: 
фосфолипид = 0,05

З-Ю'7 7,0 30 Нет изменения 
проводимости в 
течение 30 мин.

Этамфоцин «------------» 1,5-1О'7 7,0 - Нет изменения 
проводимости в 
течение 30 мин.

Пропамфцин «------------» З-Ю7 7,0 - Нет изменения 
проводимости в 
течение 50 мин.

Бутамфоцин «------------» З-Ю'.7 7,0 Нет изменения 
проводимости в 
течение 50 мин.

Амфотерицин В Холестерин: 
фосфолипид = 0,5

5-1O'7 7,0 160 Экстраполяция по 
кривой рис. 8.3.17

Метамфоцин «------------» 5-Ю'7 7,0 38

Этамфоцин «------------» 5-Ю'7 7,0 84

Пропамфоцин «------------» 5-Ю'7 7,0 0,46

Амфотерицин В* «------------» З-Ю'6 3,0 - Нет изменения 
проводимости в 
течение 30 мин.

Метамфоцин * «------------» Ю'6 3,0 10,6

Бутамфоцин * «------------» 10'5 3,0 5,1 При 19°С

Бутамфоцин *' «------------» Ю3 3,0 2,6 При 27иС

Водные растворы содержат 10 мМ KCI, t=22°C. Напряжение на мембране 100 
мВ. Отмывка производилась 10 % раствором сахарозы [Касумов и др.. 1984 а].

* в этих экспериментах определяли тг при введении антибиотика только с од­
ной (отмываемой) стороны мембраны, в остальных при симметричном введении.

8.4. Исследование эффекта амфотерицина В 
и его производного метамфоцина, вводимых 

с одной стороны мембраны

Нарушение функций стеринсодержащих клеток эукариотов в 
присутствии полиенов связано с утечкой метаболитов из цитоплаз­
мы. Увеличение проводимости липидных мембран неароматически - 
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ми антибиотиками только при наличии их с обеих сторон мембраны, 
казалось, несколько не согласуется с односторонним биологическим 
действием антибиотиков. Расхождение данных, в первую очередь, 
связано с неадекватными условиями действия полиенов с одной сто­
роны клеточных и липидных мембран. При введении полиенов в 
культуральную среду концентрация последних с внутренней сторо­
ны клеточных мембран должна сравнительно быстро приближаться 
к его концентрации в среде. Однако, в экспериментах на бислойных 
мембранах трудно добиться условий, близких к объему внутрикле­
точной среды. Тем не менее, исследования в этом направлении пока­
зали, что при достаточно малом объеме водного раствора с противо­
положной от антибиотика стороны мембраны наблюдается инте­
гральное нарастание проводимости мембраны. По данным Алекбер- 
ли и Топалы это свидетельствует о проникновении антибиотика на 
противоположную сторону мембраны [Алекберли, Топалы, 1979, 
1980, 1984]. Эффект ПА с одной стороны мембраны подтверждается 
исследованиями на липосомах и на клетках [Cass, Dalmark 1973; De 
Kruyff, Demel, 1974]. Анионная избирательная проницаемость на 
бислойных мембранах [Cass et al., 1970; Касумов, Либерман, 1972], а 
также односторонний эффект на плазматических мембранах и толь­
ко двухсторонний эффект на БЛМ, заставил многих исследователей 
детально изучить на бислоях механизм одностороннего действия 
нистатина, амфотерицина В и леворина [Ермишкин, 1981; Касумов, 
Каракозов, 1985; Касумов, Самедова, 1991; Brutyan, McPhee, 1996; 
Ибрагимова и др., 2006 б].

Попытки экспериментально обнаружить односторонний эффект 
нистатина были предприняты Финкельштейном с сотрудниками 
[Marty, Finkelstein, 1975; Kleinberg, Finkelstein, 1984]. Было показано, 
что нистатин в концентрации 1-10’4 М увеличивает проводимость 
бислойных мембран (в зависимости от состава липидов и длины уг­
леводородных цепочек жирных кислот) на 1,5-2 порядка. Авторами 
была высказана гипотеза о том, что индукция проводимости связана 
с образованием в мембранах короткоживущих полупор, проницае­
мых для катионов. Это предположение было подтверждено данны­
ми, полученными с амфотерицином В на эргостериносодержащих 
мембранах [Brutyan, McPhee, 1996]. Образуемые амфотерицином В 
короткоживущие ионные каналы на эргостериновых мембранах 
имели время жизни порядка 100 мс. Однако при дальнейшем иссле­
довании были обнаружены долгоживущие ионные каналы и высокая 
проводимость мембран, содержащих холестерин, при действии ам­
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фотерицина В с одной стороны мембраны, в растворах с низким зна­
чением pH 3,0 [Касумов, Самедова, 1991].

Введение амфотерицина В в концентрации 2-10’8 М с одной сто­
роны мембраны приводит к появлению на мембране долгоживущих 
ионных каналов. На рис. 8.4.1 показана запись одиночных ионных 
каналов, формируемых амфотерицином В с одной стороны мембра­
ны. Среднее время жизни канала в активном состоянии Тд=20 с, а в 
открытом и закрытом состояниях соответственно равны: ТО=2.9 с, 
Т3=0,08 с. На рис. 8.4.2 приведена гистограмма распределения про­
водимости одиночных каналов. На ней видна большая дисперсия 
проводимости одиночных каналов - от 2 пСм до 20 пСм. С наиболь­
шей вероятностью появляются каналы от 7 пСм до 10 пСм. Время 
сборки каналов не зависит от величины и направления электриче­
ского поля.

Рис. 8.4.1. Одиночные ионные ка­
налы, формируемые с одной сторо­
ны мембраны амфотерицина В в 
концентрации 2-10'8 М при мем- 5п9‘ 
бранном потенциале +200 мВ (+ со L 
стороны антибиотика). Состав вод- 10с 
ного раствора: 2 М КС1, pH 3,0, 
t=22°C. Состав мембранного рас­
твора: 10 мг фосфолипидов и 4 мг 
холестерина в 1 мл гептана [Касу­
мов, 1986 а].

Рис. 8.4.2. Гистограмма распреде­
ления проводимости одиночных 
каналов при одностороннем дейст­
вии амфотерицина В (210‘8 М) при 
разных направлениях электрическо­
го тока. Одиночные каналы получе­
ны при мембранном потенциале 200 
мВ. Мембраны формировати из 
обшего липидного раствора, содер­
жащего 10 мг фосфолипидов: 10 мг 
холестерина в 1 мл гептана, в рас­
творах 2 M КС1, pH 3,0, t=22°C. 1- 
соотвествует (-) в растворе с анти­
биотиком. 2-соответствует (+) в 
растворе с антибиотиком [Касумов, 
1986 а].

Избирательная проницаемость мембран при одностороннем вве­
дении амфотерицина В преимущественно анионная и не зависит от 
концентрации холестерина в мембране. В таблице 8.4.1 приведены 
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значения разности потенциалов, возникающего на мембране при 
создании градиента проникающего иона, как со стороны антибиоти­
ка, так и с противоположной, не содержащей антибиотика стороны. 
Из таб. 8.4.1 видно, что наибольшая величина потенциала достигает­
ся в том случае, когда градиент проникающего иона создается со 
стороны антибиотика. При обратном направлении градиента вели­
чина мембранного потенциала вдвое меньше.

Таблица 8.4.1.

Избирательная проницаемость мембран в присутствии 
амфотерицина В с одной стороны мембраны [Касумов, 1986 а].

Концентрация 
амфотерицина В 

в растворе, М

Направление градиента 
проникающего иона

Величина мембранного 
потенциала, мВ

1-Ю’6
1—2
1—2

-42±2
-22+4

340’6
1—2
1—2

-40+2
-22±3

540'6
1—2
1—2

-42±2
-22±4

Состав мембранного раствора 10 мг фосфолипидов +10 мг холестерина в 1 мл 
гептана. Использовали КС1 в различных концентрациях. pH 3,0, t=22°C. Раствор 1 
с антибиотиком, раствор 2 без антибиотика.

1—2 - 2 М—0,2 М. 0,2 М—0,02 М
1— 2-0.2М—2 М, 0,02 М—0,2 М.

Концентрацию КС1 изменяли в растворе 2.

Эффект одностороннего действия амфотерицина В зависит от 
концентрации фосфолипидов в липидном бислое. Если мембраны 
формируются из липидного раствора, содержащего 10 мг/мл фосфо­
липидов с холестерином в гептане, то всегда наблюдается односто­
ронний эффект амфотерицина В и он полностью воспроизводим. 
При более высоких концентрациях фосфолипидов эффект односто­
роннего действия не воспроизводится.

Сборка одиночных ионных каналов происходит при концентра­
циях амфотерицина В сравнимых для получения симметричных ка­
налов (2-10'8 М). В отличие от симметричных каналов число асим­
метричных каналов не зависит от концентрации холестерина в мем­
браноформирующем растворе в пределах 2-10 мг/мл холестерина 
при фиксированной концентрации амфотерицина В [Касумов, Са­
медова, 1991].
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На рис. 8.4.3 приведена зависимость проводимости мембран от 
концентрации амфотерицина В с одной стороны мембраны. Эта за­
висимость степенная и при разных концентрациях холестерина в 
мембране имеет одинаковый показатель степени п=4. Достижение 
стационарной проводимости при действии амфотерицина В с одной 
стороны мембраны происходит в интервале времени 25-35 мин. За 
время порядка 20 мин амфотерицин В практически не отмывается из 
мембраны [Касумов, Самедова, 1991; Ибрагимова и др., 2003].

Рис. 8.4.3. Зависимость проводимо­
сти мембран от концентрации ам­
фотерицина В с одной стороны 
мембраны в растворе 2 M КС1, pH 
3,0, t=22°C. Состав мембранного 
раствора такой же, как на рис. 
8.4.1. [Касумов, 1986 а].

lg g, мо«см'2

Асимметричные амфотерициновые каналы блокируются тетра- 
этиламмонием только со стороны антибиотика. Уменьшение инте­
гральной проводимости мембран наблюдается при концентрации 
тетраэтиламмония З-Ю'3 М [Касумов,1986 а; Касумов, Самедова, 
1991]. Эта концентрация в 10 раз больше чем та, которая необходима 
для блокирования симметричных каналов [Borisova et al., 1979; Бо­
рисова, Ермишкин, 1984 а].

Исследование проводимости при действии алкильных производ­
ных амфотерицина В с одной стороны мембраны показало, что на 
всех алкильных производных, кроме метамфоцина, в нейтральных 
pH не удается зарегистрировать одиночных каналов. После добавки 
антибиотиков в концентрации до 1-103 Мс одной стороны при по­
вышенной концентрации холестерина в мембране (фосфолипид:хо- 
лестерин 2:1) проводимость мембран не изменялась в течении 40 
мин, в то время как при двустороннем введении антибиотиков в 
сравнительно меньших концентрациях (в 100-1000 раз), одиночные 
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каналы наблюдались спустя 5-10 мин [Kasumov et al., 1979]. Мети­
ловый эфир амфотерицина В и N-ацетил амфотерицин В в соответ­
ствующих pH, когда нейтрализованы оба заряда, также не образуют 
одиночных каналов с одной стороны мембраны даже при концентра­
ции Г10'4 М. Исключение составляет метамфоцин. Это единствен­
ное производное, которое вызывает дискретные изменения проводи­
мости при введении его с одной стороны мембраны. На рис. 8.4.4 
приведены сравнительные записи одиночных метамфоциновых ка­
налов при двухсторонней и односторонней модификации мембран. 
Проводимость, селективность и характер поведения одиночных ка­
налов при одностороннем действии метамфоцина на мембрану оста­
вались такими же, как и при двухстороннем введении этого антибио­
тика.

Рис. 8.4.4. Дискретные изменения мембранного тока в присутствии 
метамфоцина. а - метамфоцин с обеих сторон мембраны при концен­
трации 2-10’8 М; б - метамфоцин с одной стороны мембраны при кон­
центрации 1-10'7М. Мембраны формировали из фосфолипидов мозга 
с холестерином в водном растворе 2 M КО, pH 6,5, t=23°C. Весовое 
соотношение фосфолипид:холестерин 20:1. Потенциал на мембране 
200 мВ [Касумов, 1986 а].

Данные по одностороннему действию амфотерицина В и его 
производных показывают, что антибиотики, у которых полностью 
отсутствуют заряды (в соответствующих pH) на аминных и карбок­

330



сильных группах молекул, не образуют каналы. Вероятность образо­
вания полной поры (канала) из полупор очень невелика. Односто­
ронний эффект метамфоцина, по-видимому. связан с повышенной 
проницаемостью через мембрану молекул этого производного в силу 
того, что полное метилирование полярных групп делает молекулу 
более липофильным [Касумов, 1986 а].

Приведенные выше результаты показывают, что в основе одно­
стороннего действия амфотерицина В лежит увеличение проводимо­
сти мембран по канальному типу. Проводящий канал, по-видимому. 
представляет собой полупору, ранее постулированной Марти и Фин­
кельштейном [Marty, Finkelstein, 1975]. В пользу этого предположе­
ния говорят данные по измерению величины разности потенциалов 
на градиент проникающего иона, блокированию тетраэтиламмонием 
асимметричных каналов только со стороны антибиотика, а также не­
симметричные вольтамперные характеристики мембран при одно­
сторонней модификации амфотерицином В [Касумов, 1986 а; Ибра­
гимова и др., 2003].

Независимость числа каналов от концентрации холестерина в 
мембране при фиксированной концентрации амфотерицина В пока­
зывает, что молекулы холестерина, по-видимому, не формируют 
проводящие каналы в комплексе с антибиотиком, а создают необхо­
димые условия для сборки каналов из нескольких молекул амфоте­
рицина В [Wolf, Hartsei, 1995; Milhaud et al.. 1997; Ruckwardt et al., 
1998]

Роль фосфолипидов и pH при одностороннем эффекте амфоте­
рицина В в настоящее время не совсем ясна. Изменение концентра­
ции фосфолипидов и величины pH может влиять на физическое со­
стояние липидного бислоя и тем самым на пространственную ориен­
тацию и упаковку молекул антибиотика относительно плоскости 
мембраны.

8.5. Исследование интегральной проводимости и 
избирательности бислойных мембран, модифицированных

ПА с различной структурой молекул

Изучено действие различных по структуре ПА на проводимость 
и избирательную проницаемость БЛМ. Структура исследованных 
антибиотиков приведена на рис. 8.5.1. Указанные на рис. 8.5.1 анти­
биотики оказались мембраноактивными соединениями, отличающи­
мися по своей эффективности и избирательной проницаемости.
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(С35Н58О12) ФУНГИХРОМИН (ЛАГОЗИН, КОГОМИЦИН)
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(C60H91N2Oı9) флавумицин а

Н3С
HN

(C59H83N2O17) ПЕРИМИЦИН А (АНТИБИОТИК 1968, АНТИБИОТИК NC-1968, 
АМИНОМИЦИН, ФУНГИМИЦИН)

(C33H47NO14) ПИМАРИЦИН (ТЕННЕЦИТИН)

ганибаллицина (ЛИА-0323), флавумицина А, перимицина А и пимарицина.
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При симметричной модификации мембран пентаеновым анти­
биотиком фунгихромином при концентрации Г10’5 М наблюдается 
резкое увеличение проводимости мембран. Мембраны в присутствии 
этого антибиотика плохо чернеют, несмотря на высокое содержание 
холестерина. Модификация мембран фунгихромином приводит вна­
чале к катионной селективности с максимальным потенциалом в от­
вет на десятикратный градиент KCI (100 мМ:10 мМ) + 28 мВ. Через 
несколько минут происходит реверсия потенциала с катионной из­
бирательностью мембран на анионную избирательность (-24±2 мВ). 
В этот момент времени мембрана становится преимущественно из­
бирательной для анионов [Самедова, 1991; Касумов и др., 1984 б, 
1985].

Другой пентаеновый антибиотик ганибаллицин (ЛИА-0323) при 
концентрациях 2,5-10'5 М на много порядков увеличивает проводи­
мость мембран (в 105—106 раз), когда находится по обе стороны мем­
браны. При односторонней модификации мембран этим антибиоти­
ком не наблюдается увеличения проводимости мембран. При симмет­
ричной модификации мембран проводимость, достигнув своего мак­
симума, быстро инактивируется. Этот эффект не связан с разложени­
ем антибиотика, а, по-видимому, связан с переходом каналов в менее 
проводящее состояние. Стационарное значение мембранного потен­
циала в ответ на десятикратный градиент концентрации KCI соответ­
ствует преимущественно катионной избирательности (+24±2мВ).

Аналогично ганибаллицину (ЛИА-0323), пентаен 0690 при кон­
центрации 3-10'э М увеличивает проводимость мембран только в 
симметричных условиях. После достижения максимальной прово­
димости наблюдается быстрая инактивация проводимости мембран.

Пентаеновый антибиотик ауренин увеличивает проводимость 
мембран в концентрации 2-10’6-1-10‘5 М только при наличии этого 
антибиотика с обеих сторон мембраны. После достижения макси­
мальной проводимости на этом антибиотике также наблюдается бы­
страя инактивация проводимости вплоть до сопротивления немоди- 
фицированных мембран. При концентрации ауренина >10'5 М на­
блюдается увеличение проводимости мембран до стационарного 
уровня без последующей инактивации. Значение мембранного по­
тенциала на десятикратный градиент проникающего иона составляет 
величину -17±1 мВ.

Исследована кинетика проводимости и избирательная проницае­
мость мембран в присутствии пентаенового антибиотика филипина.

334



Ранее в литературе указывалось на тот факт, что филипин не влияет 
на проводимость БЛМ в концентрации 4-10'3 М и резко сокращает 
время жизни мембран в эквимолярном количестве фосфолипида с 
холестерином [Van Zutphen et al., 1966]. Однако при детальном ис­
следовании этого антибиотика было показано, что в концентрациях 
2-10‘б М с обеих сторон мембраны он увеличивает проводимость 
мембран во много раз (в 105—10б раз) [Самедова, 1984. 1991]. В при­
сутствии филипина мембраны остаются достаточно стабильными 
примерно в течение 2 часов при значении мембранного потенциала 
200 мВ. Филипин неэффективен при введении его в концентрации 
4-10'5 М с одной стороны мембраны. Для филипина выявлена моно­
тонная кинетика увеличения проводимости мембран с выходом на 
стационарный уровень проводимости без последующей ее инактива­
ции [Самедова, 1991]. На рис. 8.5.2 показана типичная кинетика на­
растания проводимости мембран, модифицированной филипин:м

При малых концентрациях филипина в водном солевом раство­
ре (1-Ю 8 М) на мембранах с холестерином были обнаружены оди­
ночные ионные каналы с проводимостью 15-20 пСм, что примерно в 
3-4 раза превышает проводимость амфотерициновых каналов. Экс­
периментальная запись одиночных филипиновых каналов приведена 
на рис. 8.5.3. [Самедова, 1991].
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Рис. 8.5.3. Одиночные филипиновые каналы в фосфолипидных мем­
бранах. Состав мембраны - фосфолипид:холестерин 20:1 в весовом 
соотношении. 2М KCI, pH 7,0, t=22°C. Потенциал на мембране 200 
мВ. Концентрация филипина - 2-10’8М [Самедова, 1991}.

Из рис. 8.5.3 видно, что филипиновые каналы, как и амфотери­
циновые, имеют два основных состояния: проводящее и непроводя­
щее. За время жизни канала в мембране видны редкие кратковре­
менные переходы из проводящего в непроводящее состояние. При 
дальнейшем исследовании филипина оказалось, что если с одной 
стороны мембраны добавить филипин, а по другую сторону амфоте­
рицин В или нистатин в одинаковых для всех антибиотиков концен­
трациях (Г10 0 М), то наблюдается взаимодействие между антибио­
тиками и увеличение интегральной проводимости мембран. Резко 
уменьшив концентрацию антибиотиков, удалось экспериментально 
обнаружить работу комбинированных каналов, запись которой пока­
зана на рис. 8.5.4.

Рис. 8.5.4. Комбинированные каналы, образованные в липидных мем­
бранах при одинаковых концентрациях филипина и амфотерицина В 
(2-10'8М), введенные по разные стороны мембраны. Состав мембраны- 
фосфолипид:холестерин 20:1 в весовом соотношении. 2М KCI, pH 7,0, 
t=22°C. Потенциал на мембране 200 мВ [Самедова, 1991].
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Проводимость комбинированных каналов филипина и амфоте­
рицина В составляет 25-30 пСм, что в 1,5-2 раза выше “чистых” фи- 
липиновых каналов и, примерно, в 5 раз выше “чистых” амфотери­
циновых каналов. Избирательная проницаемость филипиновых ка­
налов преимущественно катионная. В ответ на создание 10-кратного 
градиента KCI на мембране наблюдается разность потенциалов ве­
личиной +18±2 мВ. В присутствии филипина не наблюдается ревер­
сии мембранного потенциала.

Гептаеновые антибиотики флавумицин А и В при концентрации 
2,5-10'6 М независимо друг от друга увеличивают проводимость 
мембран только при наличии их с обеих сторон мембраны. После 
достижения максимальной проводимости мембран наблюдается 
инактивация вплоть до сопротивления немодифицированных мем­
бран. При концентрации антибиотиков В 1-10'5 М наблюдается бы­
стрый рост проводимости мембран на несколько порядков (104- 10?) 
без последующей ее инактивации. При стационарном значении про­
водимости в ответ на градиент проникающего иона (100 мМ:10 мМ 
KCI) на мембране возникает положительный потенциал +30мВ, ко­
торый в течение нескольких минут меняет знак на противоположный 
(-35±2 мВ). Отрицательный знак мембранного потенциала говорит о 
том, что мембрана становится преимущественно избирательно про­
ницаемой для ионов СГ.

Исследование другого гептаенового антибиотика перимицина 
показало, что при концентрации 2-Ю"6 М с обеих сторон мембраны 
наблюдается увеличение проводимости примерно на 2-3 порядка. 
Как и некоторые другие ПА, перимицин при концентрации 2,5-10'' 
М индуцирует немонотонную кинетику проводимости мембран. При 
создании десятикратного градиента (100 мМ:10 мМ KCI) в растворах 
с перимицином при концентрации 2-10"6 М наблюдается реверсия 
мембранного потенциала с отрицательного его значения (-42 мВ) к 
положительному (+48±2 мВ).

Действие индивидуальных компонентов нистатина на про­
водимость бислойных мембран. Изучен механизм действия инди­
видуальных компонентов нистатина на проводимость и избиратель­
ную проницаемость мембран с холестерином. Нистатин был впервые 
выделен из культуры Streptomyces albules [Hazen, Broun, 1950]. Нис­
татин, как и другие ПА, оказался по составу многокомпонентным. 
Исходный нистатин представляет собой смесь нескольких компо­
нентов - Aı, Аг, Аз и В [Малышкина и др., 1970 а, б; Шенин и др., 
1980]. А] является основным компонентом этой антибиотической 
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смеси. Боровским установлена химическая структура для некоторых 
компонентов нистатина (рис. 8.5.5) [Боровский и др., 1977].

НИСТАТИН В

Рис. 8.5.5. Химическая структура 
индивидуальных компонентов нистатина.

Индивидуальные компоненты нистатина, также как и исходный 
нистатин, резко увеличивают проводимость мембран, которая растет 
пропорционально 8-10-ой степени концентрации антибиотиков [Са­
медова, 1984; Касумов и др., 1987]. Кинетика проводимости мембран 
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в присутствии индивидуальных компонентов нистатина может быть 
монотонной, что имеет место для нистатина Aı и Аз, и немонотон­
ной, что характерно для нистатина Аз и В.

Все исследованные антибиотики оказались каналообразующими 
соединениями. На рис. 8.5.6 представлены характерные записи оди­
ночных каналов в присутствии индивидуальных компонентов ниста­
тина.

Рис. 8.5.6. Одиночные каналы индивидуальных компонентов нис­
татина в симметричных условиях с концентрацией 2-10’8 M, 2М 
KCI, pH 6,8, t=22°C. Потенциал на мембране 200 мВ. Соотношение 
фосфолипид:холестерин 20:1. 1 - нистатин Ап 2 - нистатин А2; 3 
- нистатин Аз ; 4 - нистатин В [Касумов и др., 1987].

За время жизни канала в мембране наблюдаются обратимые пе­
реходы между проводящим и непроводящим состоянием. Дтя ниста­
тина Аз время жизни каналов в мембране намного меньше, чем для 
других компонентов. В данном случае для нистатина А3 наблюдает­
ся потенциалзависимая сборка и разборка проводящих структур, т.е. 
в ответ на изменение мембранного потенциала каналы могут обра­
тимо включаться и выключаться. Несмотря на различие в структуре 
антибиотиков А] и Аз со стороны гидрофобной части молекулы, они, 
находясь по разные стороны мембраны, взаимодействуют между со­
бой, образуя проводящие ионные каналы. Одна полупора формиру­
ется из молекул Aı, а другая - из молекул Аз. Компоненты нистатина 
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индуцируют в мембранах преимущественно анионную селектив­
ность. Избирательная проницаемость мембран в присутствии ниста­
тина Аг и Аз примерно одинакова и зависит от времени, однако ве­
личина их мембранного потенциала намного меньше, чем у нистати­
на А] и В. В момент создания десятикратного градиента по прони­
кающему иону мембрана слабо проницаема для катионов щелочных 
металлов. С течением времени (-15-20 мин) на мембране наблюдает­
ся реверсия потенциала с катионной на анионную [Самедова, 1984; 
Касумов и др., 1975 а]. Анионная избирательность соответствует 
стационарному значению мембранного потенциала - нистатин Aı (- 
31±2 мВ); нистатин А2 (-12±1 мВ); нистатин Аз (-12±1 мВ); нистатин 
В (-47±3 мВ) [Касумов и др., 1987; Самедова, 1984; Самедова, 1991]. 
Значения потенциала на градиент проникающего иона в присутствии 
различных ПА показаны в таб. 8.5.1 (в таблице отражены стационар­
ные значения мембранного потенциала).

Таб. 8.5.1.

Значение мембранного потенциала на градиент проникающего иона 
(100:10 мМ KCI) в присутствии различных ПА [Самедова, 1991].

Антибиотик Концентрация, М
Фосфолипид: 
холестерин 

(по весу)

Избирательность, 
мВ

Ауренин 1-Ю'5 2:1 -17±1
Флавумицин А 2105 2:1 -35±2
Флавумицин В ЗЛО'5 2:1 -35±2
Г анибаллицин 
(ЛИА-0323)

2-Ю"7 2:1 +24±2

Пимарицин 2-10'6 2:1 -40±2
Фунгихромин 2-Ю’7 2:1 -24±2
Перимицин 1,5-10- 2:1 +48±2
Нистатин А] 2-Ю’5 2:1 -31±2
Нистатин А2 1,5-10’5 2:1 -12±1
Нистатин А3 2-Ю'5 2:1 -12±1
Нистатин В 2-Ю'5 2:1 -47±3
Филипин 2-Ю'5 2:1 +18±2
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ГЛАВА 9. ИССЛЕДОВАНИЕ МЕХАНИЗМА СБОРКИ 
И РАЗБОРКИ ПОЛИЕНОВЫХ КАНАЛОВ

9.1. Кинетическая модель сборки и разборки полиеновых 
каналов в липидных мембранах

Одной из фундаментальных задач при изучении функциониро­
вания ионных каналов в клеточных и модельных мембранах является 
исследование механизма их сборки и разборки. Решение этой задачи 
представляется возможным при изучении свойств одиночных ион­
ных каналов и кинетики интегральной проводимости БЛМ в присут­
ствии каналообразующих соединений с известной структурой моле­
кул. Исследуя свойства одиночных каналов и кинетику интеграль­
ной проводимости мембран в присутствии ПА, можно выяснить ме­
ханизм молекулярной перестройки канального комплекса за время 
его существования в мембране.

Каналы, формируемые в мембранах полиенами, представляют 
собой молекулярную структуру, которая состоит из нескольких мо­
лекул антибиотика и стерина [Baginski et al., 1989, 1994, 1997 a,b, 
2002; Bonilla-Marin et al., 1991; Fujii et al., 1997; Baginski, Borowski, 
1997; Silberstein, 1998]. Исходя из химической структуры ПА, оче­
видно, что молекулы антибиотиков, попадая в водную фазу, стре­
мятся занять энергетически выгодное состояние и образуют ком­
плексы с минимумом свободной энергией. Причем эти комплексы 
формируются таким образом, что гидрофильные цепи молекул об­
ращены в водную фазу, а гидрофобные цепи молекул разворачива­
ются внутрь молекулярного комплекса. В такой форме комплексы 
диффундируют к мембране и при взаимодействии с ней выворачи­
ваются наизнанку, входят в мембрану и образуют канал, во внутрен­
ней полости которого оказываются гидрофильные цепи молекул. В 
то же самое время гидрофобные цепи, взаимодействуя с молекулами 
холестерина, обращаются в сторону липидной фазы. В мономолеку- 
лярной форме полиены не способны формировать проводящие для 
ионов и субстратов каналы в мембранах [Ибрагимова и др., 2003; 
Kasumov, Bolard. 2004: Ibragimova et al.. 2006: Ибрагимова и др., 
2006 б].

Ранее было показано, что в присутствии амфотерицина В и его 
метильного аналога метамфоцина наблюдаются два типа кинетики 
проводимости в липидных мембранах: монотонный и немонотонный 
[Kasumov, Malafriev, 1984 а; Малафриев и др., 1991; Ибрагимова и 
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др., 2003; Ibragimova et al., 2006]. Было высказано предположение, 
что немонотонная кинетика связана со сборкой и последующей раз­
боркой проводящего комплекса до непроводящих структур в мем­
бране [Kasumov, Malafriev, 1984 а; Малафриев и др., 1991; Ибраги­
мова и др., 2003]. Концентрация антибиотика в мембране определяет 
скорость повторной сборки каналов и тип кинетики [Малафриев и 
др., 1991; Ибрагимова и др., 2003; Ibragimova et al., 2006]. В присут­
ствии ароматического гептаенового антибиотика леворина также на­
блюдается немонотонная кинетика проводимости мембран, завися­
щая от концентрации антибиотика. Для объяснения немонотонной 
кинетики проводимости предложена качественная модель, в которой 
мембрана рассматривается как замкнутый реактор и предполагается, 
что канал имеет два непроводящих состояния, окружающих прово­
дящее состояние [Ермишкин, 1976]. Описанная модель объясняет 
зависимость типа кинетики от констант скоростей и концентрации 
антибиотика, но количественного согласия с экспериментом не дает.

Важным этапом работы является построение динамической мо­
дели превращений полиенового ионного канала, количественно со­
гласующейся с экспериментом. Численное моделирование и подбор 
параметров модели проводили на персональном компьютере. При 
этом использовали метод численного интегрирования жестких сис­
тем обыкновенных дифференциальных уравнений, предложенный 
Гиром [Gear, 1971]. Перевод системы процесса на язык дифференци­
альных уравнений выполнялся автоматически по разработанной про­
грамме, исходя из заданной кинетической модели. Подбор парамет­
ров производили путем минимизации суммы квадратов невязок по 
точкам на полулогарифмических анаморфозах расчетных и экспери­
ментальных кривых проводимости мембран. При этом использовали 
несколько модифицированный метод минимизации суммы квадратов 
нелинейных функций Пауэлла [Powell, 1965]. Адекватность модели 
контролировалась проверкой гипотезы о нормальности распределе­
ния невязок по критерию согласия Романовского [Ахмедли и др., 
1982, 1985].

На рис. 9.1.1 и 9.1.2 приведены типичные кинетические кривые 
изменения проводимости односторонне и двусторонне модифициро­
ванных мембран, соответствующие немонотонному типу кинетики. 
Эти кривые можно условно разделить на следующие участки:

1) индукционный период (рис. 9.1.3), характеризующийся ростом 
проводимости по степенному закону: g (t) - at3 (9.1.1):
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Рис. 9.1.1. Кинетика проводимости двусто­
ронне модифицированной мембраны ме- 
тамфоцином. Концентрация антибиотика в 
водной фазе 5-10'8М, 2М KCI, pH 6,0, 
t=25°C. Фосфолипид:холестерин 2:1 (по 
весу). Точки - эксперимент, кривая - рас­
четные данные [Ахмедли и др., 1985}.

g lO4, мо-см 2

g-105, мо-см 2

Рис. 9.1.3. Индукционные участ­
ки кинетических кривых, пред­
ставленных на рис. 9.1.1 (кривая 
1) и 9.1.2 (кривая 2) [Ахмедли и 
др., 1985].

Рис. 9.1.2. Кинетика проводимости 
односторонне - модифицированной 
мембраны амфотерицином В. Кон­
центрация антибиотика в водной фа­
зе 3-10'6 M, 10'2 M KCI, pH 3,0, 
t=24°C. Фосфолипид:холестерин 2:1 
(по весу). Точки - эксперимент, кри­
вая - расчетные данные [Ахмедли и 
др., 1985].
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2) активационный участок (рис. 9.1.4), характеризующийся рос­
том проводимости по уравнению:

t-To
g(t) = gm^-exp(- )) (9.1.2)

Та
где gm - максимум проводимости, та- характеристическое время ак­
тивации, т0 - сдвиг во времени начала активационного участка, обу­
словленный наличием индукционного участка;

Рис. 9.1.4. Активационные участ­
ки кинетических кривых, пред­
ставленных на рис. 9.1.1 (кривая 
1) и 9.1.2 (кривая 2) [Ахмедли и 
др., 1985}.

3) инактивационньш участок (рис. 9.1.5) с экспоненциальным 
спадом проводимости:

At
g(t + At) = g (Г) exp (- -------- ) (9.1.3)

Ц
где ц - характеристическое время инактивации.

Прежде чем перейти к построению динамической модели, необ­
ходимо рассмотреть какие физические процессы происходят в сис­
теме при кинетических исследованиях, как они влияют друг на друга 
и на характер кинетических кривых. Работа велась в режиме фикса­
ции мембранного потенциала, когда величина мембранного потен­
циала не оказывала существенного влияния на формирование прово­
дящих каналов. Исследование зависимости удельной проводимости 
мембран от концентрации антибиотика показало, что число каналов 
в мембране имеет степенную зависимость от концентрации антибио­
тика. Очевидно, следует рассмотреть процессы следующих типов:
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Рис. 9.1.5. Инактивационные 
участки кинетических кри­
вых, представленных на рис. 
9.1.1 (кривая 1) и 9.1.2 (кри­
вая 2) [Ахмедли и др., 1985].

электрические, механические, диффузионные и химические Как вы­
яснилось в результате дополнительных исследований, электрические 
процессы в системе не оказывают определяющего влияния на кине­
тику каналообразования: включение электрическою ■ через раз­
личные промежутки времени после формирования мембраны и на­
чала процесса, а также переключения полярности напряжения на 
мембране в ходе кинетических измерений не влияют на хсд кинети­
ческих кривых. По-видимому, это доказывает практическое отсутст­
вие сопряжения между электрическими и, определяющими кинети­
ку, химическими процессами. Единственное, в чем может заклю­
чаться влияние электрических процессов - это не;::т:т: е ты .мнение 
начальных участков кинетических кривых вследствие протекания 
емкостного тока. Но, как нетрудно показать, и это влияние пренеб­
режимо мало из-за быстроты указанных процессов по сравнению с 
временами, характерными для кинетики Действительно, удельная 
емкость мембраны составляет ~ 0.5 мкФ/см", а удельное сопротивле­
ние мембраны в наших экспериментах мне чете; 20 с после начала 
процесса каналообразования - не более 10 им-смт Соответствую­
щая постоянная времени, равная произведению этих величин, со­
ставляла не более ~ 5 с (эти величины намного меньше характерных 
времен кинетики).

Аналогичным образом можно пренебречь механическими про­
цессами, т.е. процессами изменения геометрии мембраны, поскольку 
при кинетических исследованиях формирование мембран занимало 
не более ~10 с, а при односторонней модификации мембран, кроме 
того, антибиотик добавлялся в систему уже после формирования 
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мембраны.
Рассмотрим теперь роль диффузионных и химических процес­

сов. Уравнение скорости локального изменения концентрации С не­
которого z’-ro химического компонента системы имеет вид:

д
- Ci = ~ div f +У vircor< 
dt

(9.1.4)

где первое слагаемое в правой части связано с диффузией, а второе - 
с химическими превращениями; - диффузионный поток i -го ве­
щества; а>г - скорость r-й химической реакции, представляющая со­
бой полиноминальную функцию переменных (С)', vir - стехиометри­
ческие коэффициенты. Если в уравнении (9.1.4) диффузионный по­
ток через мембрану разложить на нормальную и латеральную со­
ставляющую, то в этом случае уравнение (9.1.4) будет иметь вид:

д с
- Ci- - fni -div,f,i +У vircort (9.1.5)
ct dz

Пренебрегая локальными флуктуациями концентраций, нетруд­
но показать, что латеральная диффузия может быть исключена из 
рассмотрения.

Таким образом, для моделирования кинетики проводимости мо­
жет быть использована модель, описываемая целиком в терминах хи­
мических превращений, подчиняющихся закону действия масс. Тот 
факт, что кинетические кривые проводимости воспроизводятся, если 
антибиотик вводить в систему после предварительной инкубации 
мембраны в немодифицированном виде, а также при повторном вве­
дении антибиотика после первичной отмывки его из мембраны, по­
зволяет утверждать, что кинетика проводимости не связана с процес­
сами окисления липидных компонентов мембраны или другими необ­
ратимыми изменениями. Эти данные показывают, что бифазный ха­
рактер проводимости обусловлен процессами взаимного превращения 
различных олигомерных форм антибиотика и их комплексов с компо­
нентами БЛМ. Таким образом, для моделирования кинетики прово­
димости может быть использована динамическая модель.

При построении модели считалось, что за электрическую прово­
димость ответственна только одна из форм существования комплек­
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са в липидной фазе, т.е. одно образование, называемое проводящим 
ионным каналом, имеющее один и тот же состав, структуру и посто­
янную проводимость. Это предположение основано на опытах с 
одиночными каналами, в которых наблюдаются каналы единствен­
ного вида (только один дискретный уровень проводимости), а также 
на проведенных измерениях спектра шума проводимости на различ­
ных участках интегральной кривой, о котором речь пойдет ниже. 
Поэтому можно считать, что величина интегральной проводимости в 
любой момент времени прямо пропорциональна числу проводящих 
каналов, имеющихся в мембране, и может служить мерой концен­
трации соответствующего соединения.

При построении кинетической модели водная фаза представля­
ется как бесконечный резервуар с раствором антибиотика постоян­
ной концентрации. Так как объем водной фазы, окружающей мем­
брану, намного больше объема липидной фазы самих мембран, то 
первая может рассматриваться как система с постоянной концентра­
цией различных форм антибиотика. Концентрации же олигомерных 
и мономерных форм антибиотика в липидной фазе в начальный мо­
мент времени равны нулю. Таким образом, в качестве переменных 
модели выбираются концентрации различных форм антибиотика в 
липидной фазе, а самая первая стадия процесса с необходимостью 
представляется реакцией нулевого порядка с условной константой 
скорости со, зависящей от концентрации антибиотика в водной фазе 
как параметра.

Из уравнения (9.1.1) следует, что в течение индукционного пе­
риода скорость образования ионных каналов лимитируется последо­
вательностью либо одной реакции нулевого, либо двух реакций пер­
вого порядка. Выбор первого варианта предпочтителен, поскольку 
он приводит к меньшему числу компонентов и констант скоростей, в 
то время как никаких физических соображений для выбора второго 
варианта не было. Таким образом, модель индукционного периода 
включает следующие реакции:

со
-> S, 
h

2S -> С,

(9.1.6)

(9.1.7)

где S - предшественник ионного канала, а С - проводящий канал. 
Эта модель приводит к следующей кинетике проводимости в индук­
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ционном периоде:

1
С — со" k2t' + О (t5 ),

3
(9.1.8)

в полном соответствии с уравнением 9.1.1 (здесь и далее для обозна­
чения концентраций в математических выражениях используются те 
же символы, что и для обозначения соответствующих компонентов в 
схемах превращений). Концентрация предшественника канала стре­
мится к стационарному значению:

S= (со/2к2)1/2 (9.1.9)

Согласно уравнению (9.1.2), распад каналов происходит по реак­
ции первого порядка. Дополнив реакции (9.1.6) и (9.1.7) реакцией:

кз
С —> продукты распада, (9.1.10)

получим модель периода активации. В этой модели характеристиче­
ское время активации та -1/кз, продолжительность лаг-периода оп­
ределяется по формуле:

т0 = (2со к2)-,/2, (9.1.11)
а максимальная проводимость gm пропорциональна достигаемой по 
этой модели стационарной концентрации каналов:

С - со / 2 кз (9.1.12)

Уравнение (9.1.2) при этом получается как решение соответст­
вующей задачи Коши при начальных условиях С (0) = 0.

Кинетика инактивации проводимости, согласно уравнению 9.1.3, 
соответствует распаду каналов по реакции первого порядка при 
практически полном отсутствии процессов сборки каналов, преобла­
дающих в первых двух фазах. Это объясняется протеканием некото­
рой реакции, шунтирующей процесс образования каналов по реак­
ции (9.1.8). Так как в первых двух фазах кинетики, скорость этой 
шунтирующей реакции пренебрежимо мала, следует предположить, 
что она автокаталитическая либо цепная. Рассмотрим возможность 
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такой цепной реакции с точки зрения химических свойств ПА. В со­
ответствии с химической структурой ПА в водной фазе образуются 
гидрофильные ассоциаты, в которых молекулы антибиотиков связа­
ны гидрофобными взаимодействиями полиеновых цепочек, обра­
щенных внутрь ассоциата, а их гидрофильные цепи обращены нару­
жу, в водную среду. Такие ассоциаты, представляющие собой вы­
вернутые наизнанку гидрофильные ассоциаты, должны быть более 
устойчивыми в водной фазе. Переход гидрофильных ассоциатов из 
водной фазы в липидную (такой переход наблюдается з эксперимен­
те) должен перевести гидрофильные ассоциаты в термодинамически 
более выгодную конформационную форму. Однако прямое такое 
превращение, состоящее в выворачивание ассоциатов наизнанку, 
может быть кинетически сильно затруднено. Все же оно, не­
видимому, возможно благодаря последовательным стадиям реакций, 
в процессе которых образуется проводящая структура. В частности, 
возможна агрегация гидрофильных ассоциатов с образованием свя­
зей по реакции (9.1.8) и последующим разрывом гидрофобных свя­
зей по реакции (9.1.11). Не исключается, что в результате такого 
превращения образуются свободные молекулы антибиотика или ас­
социаты, имеющие амфифильный характер Они могут активно 
взаимодействовать с гидрофильными ассоциатами по цепному меха­
низму, резко облегчающие их превращение в гщрофобные и тем са­
мым шунтирующие реакцию образования проводящих структур.

Приведенные соображения позволяют предложить следующую 
схему процесса сборки и разборки ионных каналов:

Инициация цепи:
со

—> диффузия или образование предшественника
ионного канала (9.1.13)

И + И —> ICD1 образование ионного
канала (9.1.14)

кз
) CD < + CD< распад ионного канала

к.з с образованием носителей цепи (9.1.15)

349



Продолжение цепи:
к4

И + » -> К (9.1.16)

к5
> ©<-»> + CD (9.1.17)

к-5

Обрыв цепи: 
кб

< + > CD (9.1.18)
к-6

ку
> —  вымывание из липидной фазы (9.1.19)*

В символах ассоциатов на схеме гидрофобная поверхность изо­
бражена дугой “лука”, а гидрофильная - “тетивой”.

Рассмотрим, каким образом эта модель приводит к инактиваци- 
онной кинетике. Если константы кз и достаточно малы, то в тече­
ние некоторого времени от начала процесса будет происходить мо­
нотонный рост концентрации предшественника канала 5 и самих 
ионных каналов С, обусловленной протеканием реакций (9.1.13.) - 
(9.1.15). Кинетические кривые роста указанных концентраций имеют 
вид кривых насыщения, причем, в соответствии с выражениями 
(9.1.9) и (9.1.12), концентрация предшественника стремится к пре­
дельному значению (а>/2к2)1/2, а концентрация каналов - к предель­
ному значению а>/2кз. Естественно, что при этом и проводимость 
мембраны, пропорциональная количеству каналов, растет по моно­
тонной кривой насыщения. Однако как бы мала ни была величина 
константы к4, непрерывное накопление в системе по реакции (9.1.15) 
носителей цепи > со временем приведет к тому, что скорость реак­
ции (9.1.16) станет сравнима по величине со скоростью реакции 
(9.1.14) и тогда существенную роль в системе начнет играть цепной 
процесс (9.1.16) - (9.1.17), в дальнейшем ускоряющийся под дейст­
вием все новых порций носителей цепи, образующихся при распаде 
каналов. В результате цепной реакции происходит резкий спад кон­
центрации канального предшественника. Это приводит к почти пол­
ному прекращению реакции образования новых каналов (9.1.14). 
Начиная с этого момента, накопленные в системе ионные каналы 
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могут только распадаться по реакции (9.1.15) вплоть до достижения 
стационарного уровня, обусловленного обратимостью этой реакции 
[Ахмедли и др., 1985].

Проведенные рассуждения, конечно, носят качественный харак­
тер. К сожалению, громоздкость системы дифференциальных урав­
нений, описывающей данную модель, не позволяет провести строгий 
математический анализ. Однако численное моделирование при по­
мощи персонального компьютера полностью подтверждает это каче­
ственное рассмотрение.

Зависимость типа кинетики от концентрации антибиотика регу­
лируется величиной условной константы скорости нулевого порядка 
со. Как было показано выше (см. соотношение 9.1.12), величина мак­
симальной проводимости при немонотонной кинетике gm пропор­
циональна величине со. В то же время вследствие обратимости реак­
ций (9.1.15), (9.1.17) и (9.1.18) и линейной зависимости между ста­
ционарной концентрацией компонента > и величиной со стационар­
ная проводимость gs зависит от со как соа, где а в зависимости от со­
отношения констант может принимать любые значения в интервале 
от 1 до 4. Таким образом, рост стационарного уровня проводимости 
при увеличении концентрации антибиотика в водной фазе может 
опережать рост максимального уровня проводимости, обеспечивая 
переход к монотонному типу кинетики [Ахмедли и др., 1985].

Механизм процесса, приведенный на схеме (9.1.13-9.1.19), как 
было указано выше, использовался для численного моделирования 
кинетики проводимости. В результате подгонки констант скоростей 
по кривым на рис. 9.1.1 и 9.1.2 в обоих случаях достигнуто согласие 
опытных и расчетных данных в пределах экспериментальной ошиб­
ки при нормальном распределении невязок. Описанная модель для 
кинетической кривой подтверждена результатами численного моде­
лирования с определением значений констант скоростей переходов 
между состояниями канала. Вычислены оптимальные значения кон­
стант, соответствующие рис. 9.1.1, которые оказались следующими:

со = 2-10'21 моль-см’^с'1 £5 = 710’3 с1
к7 - 1,8-1015 моль^-см^с'1 к.5 - 5- 101э моль'1-см2-с'1
к3 = КГ2 с 1 к.б = 7-Ю16 моль^-см^с'1
к.з - 5-1011 моль^-см^с’1 к.6 = 10'3 с'1
к4 - 8-1022 моль^-см^с’1 к7 = 1 с'1

Предлагаемая модель - не единственно возможная для описания 
полученных экспериментальных данных. Однако в любой другой 
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модели, по-видимому, должны сохраняться основные принципы, по­
ложенные в основу рассматриваемой выше модели, в частности, на­
личие цепной либо другой автокаталитической реакции, шунтирую­
щей процесс образования проводящих структур. Таким образом, 
формирование канала представляет собой многостадийный процесс, 
определяющий кинетику интегральной проводимости мембран.

9.2. О кинетических свойствах полиеновых каналов 
в условиях инактивации

В главе 8 экспериментально показано существование двух типов 
кинетики проводимости, индуцированной ПА в БЛМ - монотонный 
и немонотонный. Наблюдаемый тип кинетики зависит от pH, темпе­
ратуры, стеринового состава мембраны и концентрации антибиоти­
ка. Предполагается, что немонотонная кинетика обусловлена пере­
ходом канала из проводящего состояния в новое непроводящее со­
стояние, характеризующееся выходом из канального комплекса од­
ного или нескольких мономеров антибиотика (разборка канала). В 
рамках линейной модели канала с тремя состояниями показана воз­
можность регулирования типа кинетики концентрацией антибиотика 
и константами скоростей переходов между состояниями каналов 
[Касумов и др., 1984 а]. Единственность проводящего состояния ка­
нала подтверждается тем, что спектры флуктуаций проводимости, 
снятые на различных участках кинетики, совпадают, а распределе­
ние времени жизни проводящего состояния экспоненциально [Ма­
лафриев др., 1991]. Распределение времени жизни непроводящего 
состояния канала отлично от экспоненты. Это значит, что непрово­
дящее состояние представляет собой суперпозицию нескольких эле­
ментарных непроводящих состояний. Расчет зависимости проводи­
мости от времени на активационной и инактивационной ветви кине­
тики, выполненный согласно модели, дает результаты, соответст­
вующие эксперименту. Принятая модель ионного канала позволяет 
также объяснить свойства кинетики релаксации проводимости БЛМ 
при отмывке антибиотика: существование индукционного периода и 
зависимость постоянной времени релаксации от концентрации анти­
биотика. Модель ионного канала с тремя состояниями, как видно из 
сказанного, способна объяснить ряд экспериментальных фактов. По­
нятно, что предполагаемая модель является упрощенной, так как 
превращение антибиотика из мономера в олигомерный ионный ка­
нал должно включать много стадий и промежуточных форм анти-
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биотика. Более сложные модели, которые могут объяснить широкий 
круг экспериментальных фактов, оказались недоступными для ана­
литического исследования. Поэтому был применен метод вычисли­
тельного эксперимента с использованием программы численного ин­
тегрирования кинетических уравнений с одновременным поиском 
значений констант скоростей, делающих минимальной отклонение 
вычисленной кинетики от эксперимента [Ахмедли и др. 1985]. Из 
исследованных моделей количественное согласие с экспериментом 
дали те, которые включали стадию обратимой потери канальным 
комплексом мономеров антибиотика. Это значит, что предложенная 
схема превращения ионного канала (модель с тремя состояниями) 
является существенным компонентом полного механизма сборки- 
разборки ионного канала.

Исследование кинетики релаксации проводимости БЛМ при от­
мывке антибиотика дает важную информацию о превращениях ка­
нального комплекса в мембране.

Изучение инактивации мембранной ионной проницаемости, ин­
дуцированной полиенами, весьма важно для практического приме­
нения антибиотиков. В работах Касумова и Малафриева исследова­
лись закономерности инактивации проницаемости в случае амфоте­
рицина В и его метилированного производного метамфоцина [Касу­
мов, Малафриев, 1982 а, б; Малафриев. 1985]. Была предложена мо­
дель, согласно которой инактивация обусловлена переходом каналов 
в устойчивую неактивную форму [Касумов. Малафриев, 1982 а, б; 
Ибрагимова и др., 2003; Ibragimova et al.. 2006]. Проведенное иссле­
дование спектров электрического шума на разных участках немоно­
тонной зависимости проводимости бислойных мембран от времени 
при модификации их метамфоцином. а также анализ времен жизни 
одиночных каналов, образованных этим антибиотиком, дают допол­
нительные данные в подтверждение предложенной модели.

Показано, что в случае метамфоцина интенсивность 1/f (флик­
кер) шума повышена на порядок по сравнению с исходным амфоте­
рицином В [Малафриев и др., 1991]. Совпадение спектров флуктуа­
ций, измеренных на разных участках изменения проводимости во 
времени (при ее росте, в максимуме и по достижении стационарного 
уровня), указывает на то, что за проводимость ответственна единст­
венная форма канального комплекса.

Методики регистрации одиночных каналов и измерения спек­
тральной плотности флуктуаций тока (проводимости) в системе мно­
гих каналов описаны в соответствующих разделах монографии (см. 
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главы 3 и 7). Укажем, что спектральную плотность измеряли также в 
условиях, при которых проводимость бислоя еще не достигала сво­
его стационарного уровня. В таких случаях спектр равновесных 
флуктуаций (при нулевом напряжении) измеряли на металлопленоч­
ном резисторе с сопротивлением, равным среднему сопротивлению 
мембраны за время накопления сигнала. На бислой подавали напря­
жение V=15-20 мВ. Поскольку спектральная плотность флуктуаций 
пропорциональна квадрату напряжения на мембране, для удобства 
сравнения все данные приводили к 50 мВ умножением на (50/V)2. 
Измеряли безразмерную величину

= (9-2.1)
Ще\J )

где S\(f) - неравновесная, S]e(f) - равновесная (V = 0) спектральные 
плотности тока. Как уже обсуждалось в работах Безрукова и Ирхина 
[Безруков и др., 1979; Ирхин и др., 1984] во многих случаях удобно 
работать именно с этой величиной, поскольку для независимо рабо­
тающих каналов она не зависит от площади и проводимости мем­
браны. Это позволяет непосредственно судить о надежности отделе­
ния избыточного шума от равновесного. Спектральная плотность 
флуктуаций определяется только динамикой, проводимостью кана­
лов и приложенным к бислою напряжением [Безруков и др., 1979; 
Ирхин и др., 1984].

Записи тока через одиночный канал обрабатывали следующим 
образом. Составляли выборки времен пребывания канала в прово­
дящем и непроводящем состояниях (объем выборки п = 50-250) и по 
известным методам статистики строили эмпирическую функцию 
распределения времен жизни (F). Далее сравнивали ее с теоретиче­
ской Ft (экспоненциальной). Гипотезу о согласии теоретического и 
эмпирического распределения проверяли по критерию Смирнова. 
Если max | F - Ft | л/п > Ха, то на уровне значимости а гипотеза от­
вергается. Для а = 0,05 и а = 0,01 соответственно X - 1,3581 и X = 
1,6726. Для удобства кривые зависимости F строятся в спрямляю­
щих координатах /n (1-F) - время.

При обработке спектра предполагалось, что он представляет 
сумму фликкер-компоненты (eF) и лоренцевой компоненты. Эти 
компоненты обусловливают переключения канала между открытым 
и закрытым состояниями. Так как параметры канала - проводимость 
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и времена жизни известны, то, вычитая из полного спектра вычис­
ленный лоренциан, можно получить фликкер-шум в чистом виде. 
Поскольку £р = (pv2/f)“, где а ~ 1, в логарифмических координатах 
разностный спектр спрямляется. Величины Р и а (угловой коэффи­
циент прямой) определяются методом наименьших квадратов.

Можно использовать и другой способ линеаризации спектров. 
Именно, так как:

£(f )= — +---- -------гг,1/J 1 + (2^т)

то при а~ 1 и (2л/г)2 »1 величина f £ есть линейная функция часто­
ты:

fe = Af+ В/2пт2

Методом наименьших квадратов определялись А и В/2лт2, т.е. по 
отдельности вклад фликкер- и лоренцевой компонент.

Как следует из анализа экспериментов с различными модельны­
ми системами, компонента спектральной плотности электрического 
шума, пропорциональная 1/f, по-видимому, связана с переключе­
ниями канала при его латеральном диффузионном движении в мем­
бране [Ирхин, 1984; Безруков и др., 1979: Bezrukov et al., 1987]. Про­
веденные измерения показывают, что уровень 1/f шума для метам­
фоцина более чем на порядок превосходит таковой для исходного 
амфотерицина В (см. таблицу 9.2.1).

Таблица 9.2.1.

Параметры 1/f шума* для каналов амфотерицина В 
и его метильного аналога, pH 7.0 [Малафриев и др., 1991]

Соединение а ₽
Средне-квадратичное 

отклонение
Амфотерицин В 
Метамфоцин 1,026

1,9 • 1СР В- с' 
2,4 • 106 В 2-с‘ 0,031

* В используемом частотном диапазоне существенный вклад в спектр флук­
туаций тока вносит лоренцевая компонента, генерируемая переходами каналов 
между открытым и закрытым состояниями. В случае амфотерицина В эта компо­
нента доминирует [Безруков и др., 1979]. Поэтом} спектры предварительно линеа­
ризовали вычитанием лоренцевской компоненты с параметрами для амфотерицина 
В, хорошо согласующимися с данными работы Андреоли [Andreoli, 1973]. В ре­
зультате спектральная плотность удовлетворительно описывалась соотношением 
£ (f) = (PV2/f)“.
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Молекулярные массы и структуры амфотерицина В и метамфо­
цина очень близки, но амфотерицин В несет разноименные заряды 
на NH2 и СООН группах. У метамфоцина сохранен только положи­
тельный заряд на аминогруппе. Согласно модели полиенового ион­
ного канала, взаимодействие полярных групп соседних молекул ан­
тибиотика в канале стабилизирует его. Поэтому метамфоцин, несу­
щий только один заряд, должен образовывать существенно менее 
стабильный канал, чем амфотерицин В. Макроскопически это про­
является в существовании инактивации проводимости, индуциро­
ванной метамфоцином. Явление инактивации может иметь место и в 
случае исходного антибиотика при сдвиге pH раствора в сильно кис­
лую или щелочную области, когда амфотерицин теряет один из за­
рядов [Kasumov et al., 1979; Касумов, Малафриев, 1982 а; Малафри­
ев, 1986]. Повышение уровня 1/f шума, обнаруженное для метамфо­
цина, может быть обусловлено именно этим свойством.

На рис. 9.2.1 а показано типичное эмпирическое распределение 
времени жизни для открытого (проводящего) состояния одиночного 
канала. Видно, что экспериментальные точки хорошо ложатся на пря­
мую. Гипотеза об экспоненциальном распределении не отвергается

Рис. 9.2.1. Эмпирические функции распределения времен жизни оди­
ночного канала, а - проводящее состояние (контроль), б - непрово­
дящее. Обе функции построены в одном и том же эксперименте. 
Прямые проведены по методу наименьших квадратов. Состав мем­
браны - фосфолипид:эргостерин (20:1), антибиотик метамфоцин (10 
нМ), солевой раствор 2 M KNO3 [Малафриев и др., 1991].
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на уровне значимости 0,01-0,05 (в различных экспериментах). Для 
непроводящего состояния разброс точек увеличивается (рис. 9.2.1 б), 
а проверка по критерию Смирнова отвергает на уровне значимости 
0,01-0,05 гипотезу об экспоненциальном распределении. Переходы 
канала между формами канального комплекса образуют марковский 
случайный процесс, а потому время жизни каждой формы распреде­
лено по экспоненте. В случае, когда данному уровню проводимости 
(например, нулевому) соответствуют несколько различных форм ка­
нального комплекса, распределение времени жизни такого уровня 
проводимости, как показывает расчет, будет неэкспоненциальным 
[Малафриев, 1986]. Таким образом, имеется единственная форма, 
ответственная за проводимость, и имеются несколько непроводящих 
форм. Высказано предположение, что в ходе инактивации проводи­
мости происходит разборка канала, сопровождающаяся последова­
тельной потерей мономеров антибиотика внутри канального ком­
плекса [Kasumov, Malafriev, 1984 а; Ибрагимова и др., 2003; Ibragi­
mova et al., 2006].

Немонотонное изменение проводимости во времени, индуциро­
ванной метамфоцином, может быть связано: 1) с уменьшением про­
водимости канала; 2) с изменением его временных параметров - 
уменьшением времени нахождения канала в проводящем состоянии; 
3) с существованием отдельной популяции инактивирующихся, рас­
падающихся каналов и, наконец; 4) с уменьшением общего числа 
каналов без изменения свойств отдельного канала. Все указанные 
возможности, за исключением последней, должны приводить к раз­
личию спектров 8 (f), измеренных на различных участках изменения 
проводимости. Так, если имеется особая популяция инактивирую­
щихся каналов, спектр стационарного участка не будет содержать их 
вклада. Совпадение спектров (рис. 9.2.2) в пределах статистической 
ошибки указывает на то, что за проводимость бислоя ответственна 
единственная форма канала, а его кинетические свойства в частот­
ном диапазоне, используемом для спектрального анализа, в процессе 
инактивации от времени не зависят.

Из сказанного выше следует, что процесс инактивации проводи­
мости мембран связан с переходом канального комплекса из прово­
дящего состояния в новое разобранное непроводящее состояние ка­
нала внутри мембраны. Разобранное состояние канала внутри мем­
браны можно считать новым - четвертым состоянием амфотерици­
нового канала, экспериментальное подтверждение которого будет 
показано в разделе (9.3).
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Рис. 9.2.2. Спектральная плотность 
шума, измеренная на участке роста 
проводимости (1), максимума (2) и 
инактивации (3) в присутствии 
метамфоцина (5-10‘8 М) на мембра­
не состава фосфолипид:холестерин 
(2:1). На вставке схематически пока­
заны моменты начала измерений. 
Отношения проводимостей g(. g2 : g3 
= 0,8:1:5 [Малафриев и др., 1991}.

Спектры флуктуаций проводимости в присутствии метамфоцина 
в нестационарных условиях исследованы впервые. Их совпадение со 
стационарными спектрами показывает, что на всех участках кинети­
ки проводимость обусловлена работой одних и тех же каналов. Вы­
вод о единственности проводящего состояния подтверждается тем, 
что время пребывания одиночного канала в проводящем состоянии 
распределено по экспоненте. Функция распределения времени не­
проводящего состояния отлична от экспоненты, что указывает на 
множественность непроводящих состояний канала (ступенчатая раз­
борка).

9.3. Доказательство существования четвертого состояния 
амфотерицинового канала

Исследование кинетики проводимости БЛМ от структуры кана­
лоформирующих молекул позволяет судить о структурных пере­
стройках ионного канала, вызывающих изменение проводимости 
мембран, о механизме их сборки и разборки и, наконец, о физико- 
химических свойствах ионных каналов внутри мембраны.

Использование ПА в качестве инструмента для подобного ро­
да исследований важно потому, что позволяет детально разобраться 
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в молекулярных механизмах перестройки канального комплекса в 
зависимости от структуры молекул, формирующих канал, так и от 
условий внешней среды.

Амфотерицин В является основным представителем большого 
класса ПА, для которого установлена химическая структура. Не­
смотря на то, что амфотерицин В является самым эффективным ле­
карственным соединением в лечении глубоких системных микозов и 
широко используется в клинической медицине уже много десятиле­
тий, однако механизм его действия на молекулярном уровне остает­
ся недостаточно изученным. Исследования на БЛМ показали, что 
амфотерицин В формирует в мембранах в комплексе с холестерином 
и другими чувствительными к нему стеринами трансмембранные 
поры-каналы молекулярных размеров [Касумов, 1986 а]. Физико- 
химические свойства полиеновых каналов изучены достаточно пол­
но и даже предложена их структурно-конформационная модель [Ап- 
dreoli, 1973; De Kruyff, Demel, 1974; Silberstein, 1998; Ибрагимова и 
др., 2006 б]. Однако динамические свойства, т.е. последовательность 
формирования олигомерной структуры каналов и их функциониро­
вание в мембранах изучены гораздо хуже. Ранее, на основе кинети­
ческих исследований, было показано, что индуцируемая амфотери­
цином В проводимость мембран растет по канальному типу [Kasu­
mov, Malafriev, 1984 а; Малафриев и др., 1991]. Исследование физи­
ко-химических характеристик одиночных ионных каналов в мембра­
нах, формируемых некоторыми ПА, показало, что полиеновые кана­
лы характеризуются одним проводящим состоянием и по крайней 
мере двумя непроводящими состояниями [Kasumov et al., 1979]. За 
время жизни канала в мембране между ними наблюдаются большое 
число обратимых переходов [Ermishkin et al., 1977]. Химическая мо­
дификация полярных групп (аминной или карбоксильной) в молеку­
ле амфотерицина В изменяет соотношение времен жизни канала в 
проводящем и непроводящем состояниях [Kasumov et al., 1979]. 
Блокирование или потеря одного из зарядов на полярных группах 
молекулы амфотерицина В резко уменьшает время жизни канала в 
проводящем состоянии [Kasumov et al., 1979]. Ясно одно, что хими­
ческая модификация полярных групп молекул амфотерицина В и 
других полиенов может дать важную информацию о свойствах ион­
ных каналов в мембранах.

Исследования показали, что кроме указанных выше трех состоя­
ний канал может иметь еще одно - четвертое непроводящее разо­
бранное состояние канального комплекса внутри мембраны. После 
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формирования проводящего одиночного канала он может перейти в 
непроводящее - разобранное состояние и повторная сборка канала и 
переход его вновь в проводящее состояние уже регулируется кон­
центрацией антибиотика изнутри мембраны [Ибрагимова и др., 2003; 
Ibragimova et al., 2006]. Важную информацию о механизме функцио­
нирования канального комплекса в мембранах можно получить с 
помощью кинетических и релаксационных экспериментов. В на­
стоящей части монографии приведены результаты экспериментов по 
изучению кинетики интегральной проводимости мембран, а также 
кинетики релаксации проводимости мембран, содержащих амфоте­
рицин В и его алкильные производные при их отмывке из мембран.

Для изменения условий, окружающих мембрану, использовали 
метод отмывки антибиотика в градиенте плотности сахарозы (см. 
рис. 3.3.1). Для характеристики инактивации проводимости мембран, 
модифицированных антибиотиками различной структуры, т.е. для 
характеристики ее экспоненциального участка вводится постоянная 
времени релаксации (тг) - время убывания проводимости в е раз. Та­
кая оценка времени инактивации проводимости достаточно инфор­
мативна, ввиду независимости этой величины от площади мембраны 
при прочих фиксированных условиях.

Проводимость мембран, индуцированная амфотерицином В и 
его алкильными производными, пропорциональна числу каналов в 
данный момент времени. Было показано, что при исследовании про­
водимости мембран со многим числом каналов наблюдается немоно­
тонная зависимость проводимости от концентрации алкильного про­
изводного амфотерицина В метамфоцина в интервале концентраций 
1Т0“8 М-ГПГ7 М, рис. 9.3.1, кривые 1 и 2. Однако при концентрации 
ЗТО-7 М и выше наблюдается только монотонный рост проводимо­
сти мембран, рис. 9.3.1, кривая 3. В начальный момент времени по­
сле введения антибиотика по обе стороны мембраны наблюдается 
формирование проводящих каналов, что сопровождается увеличени­
ем проводимости мембран, а спустя некоторое время (см. рис. 9.3.1, 
кривые 1 и 2), достигнув максимальной проводимости, происходит 
инактивация проводимости до некоторого стационарного значения. 
Здесь уместно отметить, что немонотонная кинетика не связана с 
процессами окисления липидных компонентов мембран или другими 
их необратимыми изменениями. Так, например, мембраны из окис­
ленного холестерина [Pant, Rosenberg, 1971] в смеси с фосфолипи­
дами под действием амфотерицина В имели ту же немонотонную 
характеристику, что и мембраны, полученные из смеси липидного 
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раствора исходного холестерина с фосфолипидами [Ибрагимова и 
др., 2003; Ibragimova et al., 2006].

Предполагается, что наблюдаемая инактивация проводимости 
мембран может быть обусловлена тремя основными причинами: 1) 
уменьшением проводимости одиночных каналов; 2) уменьшением 
времени жизни канала в проводящем состоянии, и, наконец, 3) 
уменьшением общего числа проводящих каналов. Последняя версия 
является наиболее предпочтительной. В пользу этого говорят ре­
зультаты, полученные при исследовании спектрального состава 
флуктуаций проводимости, индуцированной в липидном бислое ме­
тилированным аналогом амфотерицина В, который способен немо­
нотонным образом менять во времени проводимость бислоя. Пока­
зано, что в случае метамфоцина интенсивность 1/f (фликкер) каналь­
ного шума повышена на порядок по сравнению с исходным амфоте­
рицином В [Малафриев и др., 1991].

Рис. 9.3.1. Кинетика изменения про­
водимости липидных мембран от 
концентрации метамфоцина, при 
симметричном введении по обе 
стороны мембраны. Кривая 1 полу­
чена при концентрации метамфо­
цина 5*10 “8 М, кривая 2 - 1«10“7 М, 
кривая 3 - 3’10“ 7 М. Мембраны 
формировались из раствора фосфо- 
липид:холестерин в весовом соот­
ношении 2:1 в водных растворах, 
содержащих 2 M KCI, pH 6,5, 
t=23°C. Формирование и измерение 
электрических характеристик мем­
бран проводились при потенциале 
на мембране 100 мВ. Антибиотик 
вводился к мембранам при уже су­
ществующем на мембране потен­
циале [Ибрагимова и др., 2003].

Совпадение спектров флуктуаций, измеренных на разных участ­
ках изменения проводимости во времени - при ее росте, в максимуме 
и по достижении стационарного уровня указывает на то, что за про­
водимость ответственна единственная форма канального комплекса. 
В момент инактивации проводимости изменяется только число про­
водящих каналов в мембранах [Малафриев и др., 1991]. Для объяс­
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нения экспериментально наблюдаемой двухфазной кинетики прово­
димости предполагается, что вначале роста проводимости происхо­
дит сборка каналов до проводящего состояния, а спад проводимости 
мембран связан с последующим распадом проводящего комплекса 
внутри мембраны до мономеров-димеров или других непроводящих 
структур. Оба типа кинетики могут быть реализованы в модели ион­
ного канала с одним проводящим (промежуточным) и двумя непро­
водящими состояниями. Тип кинетики зависит от констант скоро­
стей переходов между состояниями каналов. Конечное непроводя­
щее состояние обусловлено разборкой ионного канала до непрово­
дящих форм антибиотика, концентрация которых определяет ско­
рость повторной сборки канала, а тем самым и наблюдаемый тип 
кинетики.

Показано, что ПА и их аналоги могут существовать в водных 
растворах электролитов как в мономерной, так и в ассоциированной 
форме [Вайнштейн, 1970; Ernst et al., 1981; Strauss, Cral, 1982; 
Hemenger et al., 1983; Hung et al., 1988; Mazerski et al., 1982, 1990; 
Meddeb et al., 1992; Legrand et al.,1992; Lambing et al., 1993; Mazerski, 
Borowski, 1995, 1996; Gaboriau et al., 1997 Ь]. Обе формы имеются в 
водном растворе в достаточно большом количестве и способны 
встраиваться в мембрану. Наличие ассоциированных форм антибио­
тиков в водном растворе показано с помощью КД [Legrand et al., 
1996]. Гептаеновые антибиотики в водных растворах способны аг­
регироваться и степень их агрегации находится в прямой зависимо­
сти от концентрации антибиотика [Legrand et al., 1992; Gruda, 
Dussault, 1988; Balakrishnan, Easwaran, 1993].

Также хорошо известно, что с увеличением концентрации анти­
биотика спектр КД изменяется от четырех слабых положительных 
связей (мономеры) к сильному дуплету при 340 нм (олигомеры) 
[Mazerski et al., 1982]. Молекулы амфотерицина В и его алкильные 
производные имеют собственный спектр поглощения в интервале 
длин волн 300-450 нм, благодаря наличию в их молекулах конъюги­
рованных двойных связей. Исследования спектра кругового дихро­
изма в присутствии алкильных производных амфотерицина В пока­
зали, что в спектрах КД, полученного с метамфоцином в концентра­
ционном интервале L10-8-L10'7 М был обнаружен дуплет, с увели­
чивающимися интенсивностями от As =130 при 10'7 М до Ас = 320 
при 10~8М, рис. 9.3.2.

Следовательно, можно сказать, что при указанных концентраци­
ях алкильные производные амфотерицина В находятся в ассоцииро-
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МЕТАМФОЦИН

Рис. 9.3.2. Спектр КД в присутствии трех концентраций метам­
фоцина: 1«10~7М; 2’10”7 М; 3’10“'М в растворе 2 M KCI, pH 6,5, 
t=23°C [Ибрагимова и др., 2003; Kasumov, Bolard, 2004}.

ванной форме и способны формировать в мембранах, содержащих 
холестерин, трансмембранные ионные каналы [Legrand et al., 1996; 
Ibragimova et al., 2006]. Предполагается, что только ассоциирован­
ные формы антибиотиков способны формировать в мембранах про­
водящие каналы, и только затем, после формирования каналов, мо­
жет происходить перераспределение ассоциированных форм анти­
биотиков внутри мембраны. Можно также предположить, что ассо­
циированные формы антибиотиков после формирования проводя­
щих каналов могут разбираться до непроводящих мономеров или 
других структур в мембране. После разборки они способны перейти 
в новое непроводящее состояние и по этой причине на кинетической 
кривой наблюдается спад проводимости мембран с выходом на не­
который стационарный уровень, рис. 9.3.1, кривые 1 и 2. Вслед за 
этим введение амфотерицина В с любой стороны мембраны приво­
дит к резкому нарастанию проводимости, хотя известно, что амфо­
терицин В при нейтральных pH не эффективен с одной стороны 
мембраны [Cass et al., 1970; Касумов, Либерман, 1972]. Этот экспе­
римент наглядно показывает, что происходит разборка проводящих 
каналов внутри мембраны, которые вновь индуцируются путем вве­
дения исходного амфотерицина В с любой стороны мембраны. На­
личие непроводящих форм канального комплекса в мембране мож­
но показать в экспериментах по отмывке алкильных производных 
после фиксации их с одной стороны мембраны. Тестом на определе­
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ние мембранной проводимости служит амфотерицин В, введенный с 
противоположной стороны мембраны. Известно, что время отмывки 
амфотерициновых полупор при одностороннем введении антибиоти­
ка к мембранам при нейтральных pH составляет 1-3 мин [Cass et al., 
1970]. Эксперименты показывают, что алкильные производные ам­
фотерицина В еще не связанные полупорами друг с другом с проти­
воположных сторон мембраны и не образовавшие проводящий ком­
плекс остаются в мембране значительно долгое время после отмыв­
ки антибиотиков из водного раствора. Введение, например, амфоте­
рицина В или метамфоцина в концентрации 3-10"7 М с одной сторо­
ны мембраны и выдержкой антибиотика в течении 30 мин и с после­
дующей его отмывкой показало, что даже спустя 60 мин после от­
мывки наблюдается значительное увеличение мембранной проводи­
мости (тестировалось путем введения исходного амфотерицина В с 
противоположной стороны мембраны). Каждый раз, через опреде­
ленные интервалы времени после отмывки антибиотика, тестируя 
проводимость амфотерицином В с неотмытой стороны, можно полу­
чить кинетику отмывки непроводящих структур из мембраны. Пред­
ставляет интерес оценить скорость выхода из мембраны антибиоти­
ка, не связанного в каналы. Для этого был проделан следующий экс­
перимент. На внешнюю сторону мембраны добавляли 300 нМ амфо­
терицина В или метамфоцина, выдерживали 30 мин и отмывали. За­
тем на внутреннюю сторону мембраны вводили 300 нМ амфотери­
цина В и наблюдали рост проводимости, сменяющийся ее инактива­
цией. Была построена зависимость максимальной проводимости от 
времени, прошедшего от начала отмывки до введения амфотерицина 
В. Как видно на рис. 9.3.3, даже через 1 ч после отмывки проводи­
мость имеет заметную величину. Амфотерицин В, введенный с од­
ной стороны мембраны, отмывается гораздо быстрее, чем метамфо­
цин (рис. 9.3.3).

Метамфоциновые полупоры могут быстро распадаться в мем­
бране на мономеры-димеры и в такой форме дольше оставаться в 
мембране. Увеличивая концентрацию алкильных производных на 
отмываемой стороне мембраны, можно получить зависимость про­
водимости мембран от концентрации непроводящих форм канально­
го комплекса в мембране. Полученные данные показывают, что эта 
зависимость пропорциональна показателю степени п = 1-1,5.

В подобных экспериментах без отмывки антибиотика показатель 
степени соответствует п = 4 [Ибрагимова и др., 2003]. Различные 
значения показателя степени п, объясняются, по-видимому, различ­
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ными условиями сборки канального комплекса в мембране. Так, 
имеется существенная разница между односторонним и симметрич­
ным действием амфотерицина В и его алкильных аналогов на про­
водимость мембран [Ибрагимова и др., 2003].

Рис. 9.3.3. Кинетика уменьшения проводи­
мости после отмывки метамфоцина (кру­
жочки - •) или амфотерицина В (треуголь­
ники-А) добавленных на одну сторону 
мембраны в концентрации 3-10-7 М. После"^ 
одностороннего введения антибиотиков к 
мембранам и выдержкой их в течение 30 
мин они затем отмывались из водного рас-_5 
твора и во временном интервале, указанном 
на графике, каждый раз с противоположной 
стороны мембраны добавлялась тестирую­
щая концентрация амфотерицина В - 3«1СГ7-б 
М. Каждая точка на графике соответствует 
конечному значению проводимости мем­
браны, вызванную амфотерицином В. Мем- 
браны формировались из раствора фосфо- 
липид:холестерин в весовом соотношении 
2:1 в водных растворах, содержащих 10 мМ 
KCI, pH 6,5, t=23°C. Потенциал на мембране 
100 мВ. [Kasumov, Bolard, 2004; Ibragimova 
et al., 2006].

Кинетика проводимости имеет участки быстрого и медленного 
убывания. Полученный результат можно объяснить существ г ем 
в мембране непроводящих форм антибиотика различнее: гатмеэа. 
каждая из которых покидает мембрану со своей скоростью Участок 
быстрого убывания проводимости соответствует быстр: гтмываю- 
щимся формам. Была получена также концентрационная зависи­
мость проводимости при выдержке и отмывке антибиотиков. Как 
видно из рис. 9.3.4, в диапазоне 0,1-3 мкМ эта степенная функция с 
показателем 1,2-1,3.

Если зафиксировать концентрацию антибиотика с одной сторо­
ны и менять с другой, то концентрационная зависимость проводимо­
сти представляет собой степенную функцию с показателем степени 
4. При высоких концентрациях антибиотика (-100 нМ) проводи­
мость растет более медленно и достигает насыщения до величины 
проводимости ~3 10"3 ом1-см'2. Полученная концентрационная зави­
симость при выдержке и отмывке соответствует «насыщенному» 
участку обычной концентрационной зависимости, но величина про-
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Рис. 9.3.4. Эффект выдержки и кинетика 
отмывки антибиотиков. Метамфоцин (•) 
и амфотерицин В (Ж) в различных кон­
центрациях выдерживали с внешней сто­
роны мембраны в течение 30 мин., отмы­
вали и через 30 мин добавляли внутрь 300 
нМ амфотерицина В и регистрировали 
максимальную проводимость. Каждая 
точка получена в отдельном эксперимен­
те. Мембраны формировались из фосфо­
липидов с холестерином 2:1. Водный рас­
твор: 10 мМ KCI, pH 6,0, t=23°C. Потен­
циал на мембране 100 мВ [Kasumov, Bo­
lard, 2004; Ibragimova et al., 2006].

водимости намного меньше «насыщенного» значения. Такие же ре­
зультаты (появление проводимости через длительное время после 
отмывки антибиотика) были получены на мембранах, содержащих 
эргостерин. Активационная ветвь кинетики проводимости, как и в 
обычных условиях, описывается экспонентой (рис. 9.3.5).

Рис. 9.3.5. Активационная ветвь кине­
тики проводимости при выдержке и 
отмывке 300 нМ метамфоцина. Мем­
браны формировались из фосфолипи­
дов с эргостерином 20:1. Водный рас­
твор: 10 мМ KCI, pH 6,0, t=23°C. По­
тенциал на мембране 100 мВ [Малаф­
риев, 1985].

Кинетика отмывки амфотерицина В и его производных при 
симметричном их введении к мембранам существенно отличается от 
кинетики отмывки при односторонней модификации мембран этими 
антибиотиками. Применительно к данной задаче исследовалась ки­
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нетика релаксации проводимости при скачкоооразном удалении ис­
ходного амфотерицина В и его алкильных производных из примем- 
бранного раствора после достижения стационарной проводимости 
мембраны (рис. 9.3.1, кривая 3). После симметричного введения ан­
тибиотиков к мембранам и достижения ими стационарной проводи­
мости производилась отмывка антибиотика с одной из сторон мем­
браны (обычно с наружной). Результаты экспериментов по отмывке 
антибиотика из мембраны показывают, что на кинетической кривой 
проводимости наблюдаются два участка: индукционный участок 
медленного уменьшения проводимости) и экспоненциальный (уча­
сток относительно быстрого спада проводимости). Индукционный 
период увеличивается с возрастанием концентрации антибиотика и 
увеличением концентрации холестерина в мембране.

Исследования показали, что тг зависит от концентрации антибио­
тика. Как видно из рис. 9.3.3 зависимость между тг и концентрацией 
метамфоцина соответствует показателю степени n = 2-3.

При низких концентрациях антибиотика значение и :еет от­
стоянное значение. Необходимо отметить, что исследование ■ .. ■
ки отмывки исходного амфотерицина показало, что знаке:-:; . т для 
исходного амфотерицина В очень высоко. Сравнивая т- для амт:те- 
рицина В и метамфоцина (см. таблицу 9.3.1) можно в;гдетъ. что 
большая скорость релаксации коррелирует с большей неустойчиво­
стью ионного канала. Амфотерициновый канал становитс - не;, стой- 
чивым путем сдвига pH в кислую или щелочную стст В этом 
случае можно получить увеличение 1/т (константы ск:расти релак­
сации Кг) более чем на порядок по сравнению с нейтральным pH. 
Константа скорости релаксации Кг при односторонне'/ действии ме­
тамфоцина при 5-10"7 М значительно больше (0.03 мин . чем при 
симметричном действии в той же концентрации. экстраполяция по 
кривой Кг(Са), рис. 9.3.6.

Значение тг зависит как от состава мембран, так и от концентра­
ции составляющих ее компонентов. Для эргостеринсодержащих 
мембран значение тг намного выше, чем для холестеринсодержащих 
мембран. Величина тг, полученная при симметричном введении ан­
тибиотиков к мембранам, содержащим холестерин, отличается от ве­
личины тг при асимметричном введении антибиотиков. Приняв за 
основу механизм электростатического взаимодействия заряженных 
аминных и карбоксильных групп соседних молекул амфотерицина В 
в канале, можно показать, что метамфоциновые полупоры, как и по­
лупоры других алкильных производных, менее стабильны, чем полу-
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Рис. 9.3.6. Зависимость константы скорости 
релаксации от концентрации метамфоцина. 
Мембраны формировались из фосфолипидов с 
холестерином 2:1. Водный раствор: 10 мМ 
KCI, pH 6,0, t=23°C. Потенциал на мембране 
100 мВ [Kasumov, Bolard, 2004; Ibragimova et 
al., 2006].

Ig KjjMhh'1

Таблица 9.3.1.

Значение постоянной времени релаксации проводимости тг 
липидных мембран, модифицированных амфотерицином В 

и его алкильными производными [Касумов и др., 1984 а]

Примечание. Потенциал на мембране 100 мВ. Водный раствор, окружающий 
мембрану, содержал 2 M KCI, при t=23 °C. Концентрация антибиотика во всех слу­
чаях 3’10 7 М.

Состав мембраны Антибиотик pH раствора тг, мин
Фосфолипид : эргостерин Метамфоцин 6,5 60
(весовое соотношение 2:1)

Этамфоцин 6,5 70
Пропамфоцин 6.5 80
Бутамфоцин 6,5 90

Фосфолипид : холестерин Амфотерицин В 6,5 160
(весовое соотношение 2:1) 3,0 4

11,0 20
Метамфоцин 6,5 38
Этамфоцин 6,5 8,4
Пропамфоцин 6,5 1,5
Бутамфоцин 6,5 0,4

поры исходного амфотерицина В. Для исходного амфотерицина В 
сила электростатического взаимодействия очень велика и велико 
значение тг (см. таб. 9.3.1). Однако, когда теряется один из зарядов 
на полярных группах, как в случае алкильных производных, у кото­
рых отсутствует отрицательный заряд на карбоксильной группе, 
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электростатическое взаимодействие между молекулами нарушается 
и канал легко может разобраться до непроводящих мономеров или 
димеров. Доводом в пользу предположения о том, что после распада 
канала в мембране образуются более мелкие непроводящие субъе­
диницы, могут служить эксперименты, выполненные в неводных 
растворах ПА [Ибрагимова и др., 2002 б, 2006 а]. Известно, что ма­
точные растворы антибиотиков содержат ДМСО. Проводимость 
мембран в растворах чистого ДМСО, содержащие ПА, очень низка. 
Исследование зависимости проводимости мембран от концентрации 
ПА при фиксированных концентрациях ДМСО в водных солевых 
растворах показало, что проводимость мембран зависит от концен­
трации ДМСО в водном растворе. При соотношении вода:ДМСО 
10:1 проводимость мембран с антибиотиками чрезвычайно высока и 
также высока чувствительность мембран к антибиотикам. Под чув­
ствительностью ПА к мембранам понимается минимальная концен­
трация антибиотика, под действием которого образуются одиночные 
каналы в единицу времени. По мере увеличения концентрации 
ДМСО чувствительность мембран к антибиотикам уменьшается, хо­
тя угол наклона зависимости проводимости мембран от концентра­
ции антибиотиков при этом не меняется. Однако, при соотношении 
вода:ДМСО 1:1, т.е. при концентрации ДМСО в воде 50% и выше 
действие антибиотиков не приводит к увеличению проводимости 
мембран. Приведенные данные показывают, что постепенное увели­
чение концентрации ДМСО в водном растворе способствует перехо­
ду молекул ПА из дисперсной, т.е. ассоциированной формы в моно- 
молекулярную форму и в этой форме молекулы ПА оказываются 
биологически неактивными. Отсюда следует, что молекулы ПА, на­
ходясь в ассоциированной форме, обладают очень высокой мем­
бранной активностью, а распад проводящего комплекса в мембране 
означает переход канала из олигомерной структуры в мономерно­
димерную и потере им проводимости [Ибрагимова и др., 2002 б; Иб­
рагимова и др., 2003; Ibragimova et al., 2006].

Для амфотерициновых каналов, а также для каналов, образуемых 
другими ПА, диффузионные ограничения на вход ионов в пору не­
существенны [Ермишкин, Зильберштейн. 1982]. Известно, что со­
противление неперемешиваемых слоев включено последовательно 
сопротивлению мембраны и. стало быть, измеряемая проводимость 
всегда больше (меньше) истинной проводимости мембраны. Отсюда 
очевидно, что наблюдать инактивацию проводимости мембраны 
можно и на фоне собственной проводимости неперемешиваемых 
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слоев. Необходимо отметить, что в одних и тех же условиях (темпе­
ратура 22°С, pH 7,0) и при сравнимых уровнях проводимости для ис­
ходного амфотерицина В наблюдается только монотонная кинетика, 
т.е. наблюдается рост проводимости с дальнейшим выходом его на 
стационарный уровень. Однако для алкильных производных имеет 
место немонотонная кинетика в интервале концентраций 10“8 М-10”7 
М антибиотика. Оценим роль неперемешиваемых слоев в диффузии 
ионов к устью амфотерицинового канала. Коэффициент диффузии 
проникающих ионов в воде составляет величину Dcı ~ 10“5 см/с2, а 
толщина неперемешиваемого диффузионного слоя 1 =2- 1СГ2 см. При 
концентрации 10 мМ KCI теоретическая оценка величины проводи­
мости неперемешиваемого примембранного слоя составляет величи­
ну ён.с.= 4-10”'’ мо-см'2. Эти расчеты показывают, что измеряемая 
проводимость мембраны всегда меньше проводимости неперемеши­
ваемого примембранного слоя и стало быть регистрируемая кинети­
ка проводимости отражает процессы, протекающие внутри самой 
мембраны. При фиксированной концентрации антибиотика длитель­
ность индукционного периода растет с увеличением концентрации 
стерина в мембране. Отсюда становится ясным, что неперемешивае- 
мые примембранные слои не являются определяющими для дли­
тельности индукционного периода. Еще одним доводом, подтвер­
ждающим предположение о трансформации канального комплекса в 
мембране, могут служить исследования, связанные с изучением спа­
да проводимости после отмывки антибиотика из мембран (при соот­
ношении фосфолипид:холестерин=20:10 по весу) при прохождении 
фронта отмывающего раствора. Если мембраны содержат в 10 раз 
меньше эргостерина, чем холестерина, то даже в данном случае всегда 
появляется долгий индукционный период независимо от концентра­
ции антибиотика в растворе. В проводимых экспериментах с алкиль­
ными производными амфотерицина В на мембранах с холестерином 
проводимость существенно ниже проводимости неперемешиваемых 
слоев и во всех этих случаях наблюдается концентрационнозависи­
мый переход от немонотонной кинетики к монотонной [Касумов, Ма­
лафриев, 1982 a; Kasumov, Malafriev, 1984 а].

Эксперименты по отмывке антибиотиков после достижения ста­
ционарного уровня проводимости (см. рис. 9.3.1, кривая 3), которые 
были описаны выше, могут быть объяснены на основе двухстадий­
ного механизма релаксации. Полагается, что перед отмывкой имеет­
ся равновесие между проводящими и непроводящими структурами 
канального комплекса в мембране. На первой стадии уменьшения 
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проводимости после отмывки антибиотиков мембран}' покидают не­
проводящие структуры канального комплекса. По мере выхода из 
мембраны непроводящих структур происходит смешение реакции в 
сторону разборки проводящих каналов. С уменьшением концентра­
ции непроводящих форм антибиотика в мембране разборка каналов 
становится необратимой и, поэтому, наблюдается экспоненциальный 
участок спада проводимости. Альтернативный механизм, объяс­
няющий уменьшение проводимости мембран после отмывки анти­
биотиков, состоит в следующем. Вначале мембрану покидают про­
водящие структуры. До тех пор пока в мембране высока концентра­
ция непроводящих структур с высокой константой скорости будет 
происходить повторная сборка проводящих каналов. По мере исто­
щения мембраны непроводящими структурами повторная сборка ка­
налов замедляется и на кинетической кривой виден резкий спад про­
водимости мембраны. Если принять за основу механизм отмывки 
полупор, то в таком случае трудно объяснить зависимость тг от кон­
центрации антибиотиков, так как исходный амфотерицин В и его ал­
кильные производные имеют одну и ту же структуру контакта меж­
ду двумя полупорами. Однако, различные значения тг, полученные в 
эксперименте для исходного амфотерицина В и его алкильных про­
изводных, указывают на то, что зона контакта двух полупор не опре­
деляет тг. Следовательно, можно предположить, что значение т, оп­
ределяется силой электростатического взаимодействия между моле­
кулами, формирующими канал. Известно, что исходный амфотери­
цин В образует стабильный канал с большими временами жизни в 
проводящем состоянии за счет электростатического взаимодействия 
аминной и карбоксильной группы в канале [Kasumov et al., 1979]. 
Потеря одного из зарядов на молекулах путем сдвига pH или хими­
ческой модификацией полярных групп приводит к разрыву электро­
статического взаимодействия между молекулами [Kasumov et al., 
1979]. При этом канал становится менее стабильным, время жизни 
канала в проводящем состоянии резко уменьшается и в мембране он 
может разбираться на мономеры и другие непроводящие структуры. 
В подтверждение гипотезы о электростатическом взаимодействии 
полярных групп в стабилизации канального комплекса в проводя­
щем состоянии, можно привести данные, полученные на исходном 
амфотерицине В. При нейтральных pH значение тг очень высоко, од­
нако при кислых pH 3,0 и щелочных pH 9,0, когда теряется один из 
зарядов на молекуле амфотерицина В, значение тг резко уменьшается 
(см. таб. 9.3.1). Таким образом, релаксацию мембранной проводимо­
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сти и зависимость тг от концентрации антибиотиков можно объяснить 
в рамках модели отмывки непроводящих структур из мембраны.

Немонотонную кинетику проводимости, вызванную алкильными 
производными амфотерицина В, можно объяснить в линейной моде­
ли канала с тремя состояниями - одним проводящим, окруженное 
двумя непроводящими (1 «-> 2 3) [Ермишкин, 1976]. Непроводя­
щее состояние 1 связано со сборкой непроводящих полупор с каж­
дой стороны мембраны. Две полупоры, встречаясь в мембране, фор­
мируют проводящий канал - состояние 2, и, наконец, проводящий 
канал в мембране разбирается на мономеры или другие непроводя­
щие структуры - состояние 3. В линейной модели канала с тремя со­
стояниями можно получить немонотонную кинетику в зависимости 
от концентрации антибиотиков с учетом констант скоростей перехо­
дов между двумя состояниями (2 3) [Ермишкин, 1976]. Когда кон­
центрация антибиотика в мембране мала, собранный проводящий 
канал переходит из состояния 2 в состояние 3 (2—>3), так как кон­
станта скорости перехода канала из состояния 2-^3 намного больше, 
чем из 2<—3. Переход канала из 2—>3 есть реакция первого порядка, 
тогда как обратный переход 2<— 3 есть реакция более чем второго 
порядка. При более высоких концентрациях антибиотиков 3-10"7Мв 
водном растворе имеется достаточная концентрация мономеров, 
чтобы насытить ими мембрану. Благодаря насыщению мембраны 
мономерами, скорость повторной сборки канала из 2<—3 будет 
расти быстрее, чем из 2—>3 и на кинетической кривой наблюдается 
только монотонный рост проводимости, рис. 9.3.1, кривая 3. Это оз­
начает сдвиг равновесия в сторону сборки канала и фактическому 
запиранию состояния 3. Таким образом, тип кинетики мембранной 
проводимости определяется соотношением констант скоростей пе­
реходов между состояниями и концентрацией антибиотика в мем­
бране [Касумов, Малафриев, 1982 а; Ибрагимова и др., 2003].

Компьютерный анализ пространственной структуры амфотери­
цинового канала показал, что комплекс антибиотик-стерин может 
находиться в двух устойчивых конфигурациях [Хуторский и др., 
1987, 1988; Хуторский, Каменчук, 1988]. Одна из этих конфигураций 
находится в энергетически более выгодном положении, которое 
обусловлено электростатическим взаимодействием заряженных со­
седних молекул антибиотика в проводящем комплексе. Взаимо­
действие молекул приводит к образованию больших по диаметру 
пор. Согласно другой конфигурации канальный комплекс стабили­
зируется в проводящем состоянии Ван-дер-Ваальсовыми силами 
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взаимодействия между молекулами и наклоном молекул антибио­
тика к радиальной оси канала. Переходы между проводящим и 
непроводящим состояниями могут происходить в результате лишь 
небольшого смещения или поворота молекул антибиотиков относи­
тельно радиальной оси канала и перераспределения электроста­
тических и Ван-дер-Ваальсовых сил в канале. Хотя модель двух 
полупор на сегодняшний день является наиболее предпочтительной, 
но имеется, по крайней мере, один существенный недостаток - эта 
модель не учитывает влияния вида и концентрации фосфолипидов 
на ионную проницаемость мембран, индуцированных ПА.

Было показано, что постоянная времени релаксации в ряду ал­
кильных производных амфотерицина В уменьшается с увеличением 
длины алкильной цепи. Алкильные производные амфотерицина В 
быстро отмываются из холестеринсодержащих мембран и медленно 
из эргостеринсодержащих мембран. Результаты исследования кине­
тики релаксации позволили обосновать метод оценки биологической 
эффективности ПА по величине постоянной времени релаксации. С 
помощью этого метода показано, что алкильные производные амфо­
терицина В должны быть высокоэффективны против клеток грибов, 
но не токсичны для человека.

Приведенные выше данные могут иметь большой практический 
интерес. Хорошо известно, что ПА сильно связываются с мембрана­
ми микробных клеток [Brajtburg, Bolard, 1996]. Степень связывания 
ПА с мембраной может служить характеристикой токсичности дан­
ного антибиотика. Метамфоцин оказался в 10 раз менее токсичен, 
чем исходный амфотерицин В. Это может быть связано с повышен­
ной скоростью выхода проводящих структур метамфоцина из мем­
браны. Как видно из таблицы 9.3.1 время отмывки алкильных произ­
водных амфотерицина В намного меньше их исходной формы. Из­
вестно, также, что эргостеринсодержащие мембраны примерно в 10- 
100 раз чувствительнее к ПА, чем холестеринсодержащие мембраны 
[Касумов, 1986 a; Cotero et al., 1998]. Следует отметить два важных 
обстоятельства: из эргостеринсодержащих мембран антибиотики 
практически не отмываются (см. таб. 9.3.1) и на эргостеринсодержа­
щих мембранах имеется только монотонный рост проводимости. 
Учитывая то, что основным стериновым компонентом мембран па­
тогенных микроорганизмов является эргостерин, можно, варьируя 
концентрацию антибиотиков, резко увеличить коэффициент дискри­
минации ПА в отношении их действия на патогенные микроорга­
низмы.
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ГЛАВА 10. СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 
ДЕЙСТВИЯ ПА НА КЛЕТОЧНЫЕ И ЛИПИДНЫЕ 

МЕМБРАНЫ

Транспорт ионов и органических соединений в мышечных клет­
ках в состоянии покоя находится на относительно низком уровне, 
однако при мышечной активности он может возрастать более чем в 
100 раз [Straub, 1965; MacKinnon, 2003]. Хорошо известно, что на 
транспорт и утилизацию глюкозы в мышечных клетках влияет инсу­
лин и при мышечной активности процесс поглощения глюкозы ске­
летными мышцами резко усиливается [Липатников, Казаков, 1981; 
Лукьянчук, Савченкова, 1998; Berger et al., 1975]. При мышечной ак­
тивности снижается уровень инсулина в плазме крови по сравнению 
с уровнем, определяемым в состоянии покоя [Никольский, Трошин, 
1973; Никольский, 1977]. Для понимания механизма стимуляции 
транспорта ионов и органических соединений при мышечном со­
кращении наибольшую информацию дают эксперименты на изоли­
рованных мышцах. В период интенсивной деятельности мышца по­
требляет в 1000 раз больше молекул АТФ, чем в состоянии покоя. 
Главным источником синтеза энергии в мышечных клетках являют­
ся определенные субстраты, такие как ионы и углеводы. Обмен ио­
нов К+ в действующей мышце примерно в десять раз превышает об­
мен его в мышце, находящейся в покое. Когда мышечные клетки те­
ряют ионы К+ процесс транспорта К+ из экстрацеллюлярного про­
странства в мышечные клетки против концентрационного градиента 
ускоряется примерно в десять раз. Мышечное волокно приходит в 
состояние возбуждения благодаря переносу ионов натрия и калия 
через сарколемму. Природа потенциала действия здесь такая же, как 
в аксоне, за исключением того, что основную роль в данном случае 
играют ионы Са++. Деполяризация сарколеммы сопровождается по­
нижением разности потенциалов между поперечными канальцами и 
соседними участками саркоплазмы, что приводит к локальному из­
менению мембранного потенциала саркоплазматического ретикулу­
ма. Концентрация кальция в саркоплазме в состоянии покоя не пре­
вышает 10'7 М, а после возбуждения увеличивается до 10 4 М. Такое 
резкое увеличение концентрации ионов кальция активирует мио­
фибриллы и вызывает их сокращение [Корыта, 1983]. Отсюда по­
нятно, что при интенсивной мышечной деятельности потребность 
организма в ионах, углеводах и других органических субстратах рез­
ко возрастает и каналы мышечных клеток начинают работать с 
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большей интенсивностью [Волков и др., 2000]. Здесь возникает не­
обходимость активизации работы нативных клеточных каналов с 
помощью экзогенных соединений, способных дополнительно фор­
мировать в мембранах катионселективные каналы. Для усиления 
мышечной деятельности и быстрого восстановления функциониро­
вания основных систем организма используются биологически ак­
тивные соединения с установленным механизмом действия [Мака­
рова, 1992]. Ясно, что использовать препараты с различным меха­
низмом действия очень проблематично. Многогранность патогене­
тических звеньев развития гипоксического синдрома, возникающая в 
организме при дефиците кислорода при интенсивной мышечной дея­
тельности, требует соответствующей фармакологической коррекции 
[Лукьянчук, Савченкова, 1998]. Это в основном связано с поиском 
высокоэффективных противоишемических препаратов среди раз­
личных фармакологических групп, известных в клинической прак­
тике, и синтезом соответствующих производных с установленной 
химической структурой молекул. Учитывая эти факторы, необходи­
мо подойти к решению данной проблемы комплексно с позиции по­
иска соединений с известной химической структурой и в условиях 
напряженной мышечной деятельности, обладающих нетрадицион­
ным механизмом действия. К веществам, обладающим нетрадици­
онным механизмом действия, относятся ПА, которые можно исполь­
зовать для решения многих задач и, в частности, задач, касающихся 
биоэнергетики мышечной деятельности [Курбанов, Касумов, 2004]. 
В основе биологического действия ПА лежит формирование ими в 
липидных мембранах структурных ионных каналов молекулярных 
размеров с определенной проводимостью, избирательно проницае­
мых для ионов и некоторых субстратов (рис. 10.1). Путем встраива­
ния в клеточные мембраны ПА с установленной химической струк­
турой молекул удается моделировать процесс формирования каналов 
и экспериментально осуществить перенос через мембраны ионов ка­
лия, натрия, кальция, а также трансмембранный транспорт углево­
дов, столь необходимых при мышечной деятельности [Mazerski, Bo­
rowski, 1996; Shvinka, 2001]. Обоснованием для подобного утвер­
ждения служит тот факт, что полиены увеличивают ионную прово­
димость липидных и клеточных мембран, содержащих определен­
ные стерины [Blum et al., 1969; Cass et al., 1970; Van Zutphen et al., 
1971; Malewicz, Borowski, 1979; Malewicz et al., 1980, 1981; Gary- 
Bobo, Cybulska, 1982; Herve et al., 1985; Касумов, 1986 a; Szponarski 
et al., 1988; Wietzerbin et al., 1990; Shvinka, Caffner, 1995: Mazerski,
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амфотерицин В 
amphotericin В 10 s

мнко.-епшпн 
myeoheptin

нистатин 
nystatin

леворин А2
levorin А 2

фп.лпипн 
filipin

Рис. 10.1. Одиночные ионные каналы в бимолекулярных мембранах, 
образованных ПА с различной структурой молекул

Borowski, 1996; Cotero et al., 1998]. Избирательная проницае­
мость мембран и мембранная активность ПА зависит от структуры 
молекул антибиотиков, включенных в состав мембраны [Касумов, 
1986 a; Henry-Toulme et al., 1989 b; Franciolini, Petris, 1992; Brajtburg, 
Bolard, 1996; Cotero et al., 1998]. Так, амфотерицин В, нистатин и 
микогептин эффективно увеличивают проводимость липидных мем­
бран для одновалентных анионов только при наличии их с обеих 
сторон мембраны [Cass et al., 1970; Касумов, Либерман, 1972; 
Kleinberg, Finkelstein, 1984]. Проводимость липидных мембран в 
присутствии амфотерицина и нистатина с одной стороны мембраны 
возрастает только при очень больших концентрациях антибиотиков, 
и результаты таких опытов плохо воспроизводимы. В то же самое 
время показано, что на мембранах эритроцитов, лимфоцитов, тимо­
цитов и мембранах мышечных волокон скелетных мыпттт указанные 
выше антибиотики эффективно увеличивают проницаемость мем­
бран клеток при наличии их только с одной стороны мембраны 
[Rozengurt, Mendoza, 1980; Rast, Bartnicki-Garcia, 1981; Aszalos et al., 
1984; Deuticke et al., 1973, 1984]. При этом, на мембранах наблюда­
ется усиление потока не для анионов, а для катионов щелочных ме­
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таллов [Andreoli et al., 1969; Hammond et al., 1974; Dalmark, 1976; 
Malewicz et al., 1980, Boxer et al., 1981; Eilam. Grossowicz. 1982: Maz- 
erski et al., 1986; Швинка, Кафнер, 1989, 199Г. Ел-Суфи. 1992: Hartsei 
et al., 1994; Shvinka, Caffner, 1994, 1995; Mazerski. Borowski. 1996: 
Hartsei, Bolard, 1996; Garcia-Chaumont et al., 2000 b; Shvinka. 2001: 
Gurbanov, Kasumov, 2003]. В отличие от неароматических антибио­
тиков, ПА с ароматической группировкой, в частности, леворин Аг и 
его производные, резко увеличивают проницаемость липидных и 
клеточных мембран для катионов щелочных металлов, когда вводят­
ся с одной стороны мембраны [Касумов, Либерман. 19~3: Касумов. 
1986 a; Mazerski et al., 1986; Микаилова, 1990: Швинка. Кафнер. 
1989, 1991; Shvinka, Caffner, 1994, 1995; Mazerski, Borowski. 1996: 
Kurbanov, Kasumov, 2003]. В химической структуре леворина А: со­
держатся две положительно заряженные аминные группам: 
несмотря на их наличие, ароматические полиены создают как в 
БЛМ, так и в клеточных мембранах почти идеальную избирательна ю 
проницаемость для катионов щелочных металлов [Kasumo\ e: а! . 
1981; Касумов, 1986 a; Shvinka, 2001]. Использование исходи, т: ле­
ворина и его производных с установленной химической сту;. :-:т; - . 
молекул может усилить транспорт ионов и энергозависимых с> '- 
стратов через мембраны мышечных клеток, увеличить значение 
мембранного потенциала и, как следствие, поднять энергетический 
потенциал организма на более высокий уровень [Dippie. Hocsm}. 
1979; Kasumov, Gurbanov, 2003; Курбанов, Касумов, 2004].

Для детального изучения механизма избирательной проница­
емости мембран в присутствии ПА необходим синтез новых ПА с 
измененной химической структурой молекул. Доступность 
ПА к химической модификации молекул открывает реальный п\ть 
получения новых производных ПА с новыми физико-химическими 
свойствами [Volpon, Lancelin, 2002; Zotchev. 2003]. Наибольший ин­
терес представляет модификация ПА по гидрофильной и гидрофоб­
ной цепи молекул. Эксперименты показали, что только эти системы 
в молекулах полиенов ответственны за биологическую активность и 
избирательную проницаемость мембран для ионов и органических 
соединений [Касумов, 1986 a: Mazersk: et а!.. 1986; Garcia-Chaumont 
et al., 2000 a, b].

Резкая зависимость проводимости мембран от концентрации ан­
тибиотиков позволяет предположить, что ионная проницаемость 
связана с олигомерной структурой полиенового проводящего ком­
плекса. Эти комплексы при взаимодействии с клетками увеличивают 
проницаемость мембран для ионов и низкомолекулярных соедине­
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ний. ПА обладают высокой чувствительностью к мембранам, в со­
ставе которых содержатся стерины животного и растительного про­
исхождения. Взаимодействие ПА со стеринами приводит к образо­
ванию в мембранах высокомолекулярных комплексов антибиотик- 
стерин [Schneider et al., 1986; Касумов, 1986 a; Gruda, Bolard, 1987; 
Milhaud et al., 1988; Santos et al., 1998]. Показано, что филипин при 
взаимодействии с БЛМ, в составе которых содержится холестерин, 
образует плотноупакованные сферические комплексы диаметром 19 
нм и высотой 0,4 нм, а также более крупные комплексы диаметром 
90 нм и высотой 2,5 нм [Santos et al., 1998]. Такие комплексы инду­
цируют в мембранах проницаемость для ионов и органических со­
единений.

Известно, что ПА в воде не растворимы. Лучшим растворителем 
ПА является ДМСО, который при комплексном использовании уси­
ливает биологическую активность ПА [Ibragimova et al., 2002; Ибра­
гимова и др., 2002 а, б]. Введение смеси ДМСО с ПА в водную среду 
приводит к формированию в водных растворах ассоциатов, состоя­
щих из макромолекулярных комплексов ПА и только в такой форме 
ПА обладают высокой мембранной активностью [Barwicz et al., 1992; 
Coutinho, Prieto, 1995; Ибрагимова и др., 2002а, б; Ибрагимова и др., 
2003]. Частота образования и размер агрегированных ассоциатов мо­
лекул ПА возрастает с увеличением концентрации ПА в ДМСО 
[Mazerski, Borowski, 1996]. В контрольных опытах было показано, 
что 1%-5%-ный раствор ДМСО практически не оказывает действия 
на проводимость БЛМ, калиевую проводимость изолированного мы­
шечного волокна, а 2%-ный ДМСО не влияет на константу скорости 
выхода ионов калия из целой мышцы [Швинка, Кафнер, 1989].

Наибольший интерес представляют сравнительные исследова­
ния, связанные с особенностями взаимодействия ПА с БЛМ и кле­
точными мембранами. Изучен индуцированный полиенами ионный 
транспорт в клеточных мембранах. Транспорт ионов в присутствии 
ПА исследовался на эритроцитах, лимфоцитах, тимоцитах и одиноч­
ных мышечных волокнах. На изолированных лимфоцитах и суспен­
зии эритроцитов показано, что амфотерицин В и леворин увеличи­
вают проницаемость мембран для моносахаров [Ahnert-Hilger et al., 
1982; Mazerski et al., 1986; Ел-Суфи, 1992; Cybulska et al., 1992; 
Shvinka, Caffner, 1994, 1995]. Под действием ПА наблюдается также 
активация Na+/K+ АТФ - азы в клетках Candida albicans и в мембра­
нах мышечных волокон [Соловьева и др., 1976; Garcia-Chaumont et 
al., 2000 Ь]. Полиены увеличивают транспорт ионов Са++ в стеринсо- 
держащих липосомах и клетках [Ramos et al., 1989; Cohen et al., 
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1990], повышают иммунный статус организма [Brajtburg, Bolard, 
1996]. В отличие от других ПА леворин резко увеличивает калиевую 
проницаемость и проницаемость мембран для нейтральных молекул, 
как в клеточных мембранах, так и на бислоях. Предполагается, что с 
помощью каналообразующего антибиотика леворина и некоторых 
его производных можно индуцировать в клеточных мембранах мы­
шечных волокон формирование дополнительных каналов проницае­
мости. Это приведет к усилению входа в клетки и ткани мышечных 
волокон необходимых энергозависимых субстратов и выхода из них 
образовавшихся продуктов метаболизма при интенсивной мышеч­
ной деятельности. Поводом для такого утверждения являются иссле­
дования, проведенные на изолированных лимфоцитах и суспензии 
эритроцитов. Было показано, что леворин индуцирует проницае­
мость для ионов и нейтральных м опекун и степень их проницаемо­
сти находится в том же ряду, что и на БЛМ [Mazerski et al., 1986; 
Henry-Toulme et al., 1989 b: Ел-Сути. 1992; Курбанов, Касумов, 
2004; Shvinka, Caffner, 1994, 1995]

Антибиотики полиеновой структуры обладают гемолитической 
активностью [Weiss, Levine, 19"2; Siegel, 1977; Айтхожина, Никити­
на, 1980; Cybulska et al., 1984: Salama et al., 1989]. Эритроциты мле­
копитающих представляют собой классическую модель для изуче­
ния биологического действия ме?•: 'танотропных соединений, по­
скольку метаболические процессы, пр отекающие в них, очень слабы, 
а свойства мембран хорошо изучены Эффективность действия ПА 
зависит от температуры, времени инкубации и вида эритроцитов, 
состава среды и других условий эксперимента. Гемолитический эф­
фект 20 ПА изучен на мышиных эритроцитах, где было показано, 
что самым активным из них был филипин, который превышал по 
этому показателю этрускомицин. ктндицидин и аэрофунгин [Kotler- 
Brajtburg et al., 1979]. На эритроцитах других видов животных уста­
новлены несколько иные ряды активности [Strom et al., 1979]. Фили­
пин обладает сильным гемолитическим действием на эритроциты 
человека и свиньи, и менее зависим от состава и свойств эритроци­
тарной мембраны [Knopik-Skrocka et al., 2002]. Однако степень ге­
молиза эритроцитов в присутствии амфотерицина В и нистатина на­
ходится в сильной зависимости от вида эритроцитарной мембраны 
млекопитающих [Knopik-Skrocka et al., 2002]. Гемолитическое дей­
ствие филипина можно снять ионами кальция, анионами фосфата, но 
не сульфата [Knopik-Skrocka et al., 2002]. Состав среды инкубации 
оказывает существенное действие на скорость гемолиза эритроци­
тов, индуцированного полиенами. В качестве примера можно при­
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вести эксперименты, в которых изотонический солевой раствор за­
меняли мелитозой или сахарозой [Binet, Bolard, 1988]. Было показа­
но, что кинетическая кривая гемолиза эритроцитов сдвигалась в сто­
рону больших концентраций амфотерицина В, филипина, этруско­
мицина и других ПА [Brajtburg et al., 1980; Cybulska et al., 1984; Сул­
танова и др., 2007]. Индуцированный ПА гемолиз эритроцитов пол­
ностью снимался с возрастанием молекулярного веса неэлектроли­
тов и полностью подавлялся высокомолекулярными декстранами. 
Полученные результаты показывают, что неэлектролиты с неболь­
шим молекулярным весом способны проникать в клетки через ПА- 
индуцированные водные поры. Эти данные хорошо согласуются с 
данными, полученными на БЛМ [Bunch, Edwards, 1969; Holz, Finkel­
stein, 1970; Kim, Me Manus, 1971; Борисова, Ермишкин, 1984 a, 6; 
Borisova et al., 1979; Oku et al., 1980; Зильберштейн, 1989; Ел Суфи, 
1992; Ибрагимова и др., 2006 б]. Сравнение кинетических кривых 
выхода ионов К+ и вслед за этим лизиса клеток, индуцированных 
ПА, было проведено на разных видах эритроцитов [Kotler-Brajtburg 
et al., 1979; Teerlink et al., 1980; Anert-Hilger et al., 1982; Glaser, 1982; 
Cybulska et al., 1984; Pooler, 1985; Capuozzo et al., 1990]. Авторы по­
казали, что изученные ими ПА могут быть разделены на две группы. 
В первую группу входили “малые полиены” (тетра- и пентаены), ко­
торые вызывают выход ионов К+ и лизис эритроцитов практически 
при одних и тех же концентрациях антибиотиков. Во вторую группу 
входили “большие полиены” (гептаены и нистатин), которые инду­
цировали выход ионов К+ из эритроцитов при существенно меньших 
концентрациях, чем лизис. Можно рассмотреть несколько механиз­
мов, лежащие в основе литических эффектов ПА. Наиболее вероят­
ным является коллоидно-осмотический механизм, который предпо­
лагает, что лизис является следствием дисбаланса ионных потоков 
через клеточную мембрану [Cybulska et al., 1984; Pooler, 1985]. 
Транспорт ионов оценивался по регистрации изменения объема кле­
ток, который, в общем, пропорционален разнице между входящим и 
выходящим потоками ионов через поры в клеточных мембранах, ин­
дуцированные ПА, или путем прямого измерения проницаемости 
[Carrasquer et al., 1989]. Данный механизм основывается на принципе 
химической деградации мембран (перекисное окисление), активация 
которой наблюдалась в присутствии ПА [Andrews et al., 1977; 
Brajtburg et al., 1985; Brajtburg et al., 1990 a, b]. Экспериментальным 
доказательством в пользу данного механизма являются исследова­
ния, демонстрирующие торможение ПА-индуцированного лизиса 
эритроцитов внесением в среду инкубации каталазы и активацию 
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клеток при прединкубационном периоде аскорбиновой кислотой 
[Gutteridge, Thomas, 1980; Sokol-Andersen et al., 1986; Stein et al., 
1987]. Более того, в мембранах эритроцитов, обработанных ПА, на­
блюдалось увеличение содержания малонового диальдегида, про­
дукта перекисного окисления липидов, величина которого изменя­
лась пропорционально степени гемолиза. Очевидно, с этим механиз­
мом связано влияние аскорбиновой кислоты на антигрибковое дей­
ствие амфотерицина В [Brajtburg et al., 1989 а]. Однако механизм, 
посредством которого ПА усиливают процессы перекисного окисле­
ния мембран, остается неизвестным. Необходимо отметить, что, хотя 
ПА-индуцированный гемолиз существенно модифицируется антиок­
сидантами, однако трансмембранные потоки ионов оставались неиз­
менными. Оба предполагаемых механизма ПА-индуцированного ге­
молиза (коллоидно-осмотический и химической деградации) не ис­
ключают друг друга, поскольку развитие перекисных процессов в 
мембранах делает мембраны более чувствительными к осмотиче­
скому шоку [Freedman, Hoffman, 1979].

Другой механизм, объясняющий разрушение мембран клеток под 
действием полиенов, может быть связан с детергентным эффектом 
воздействия исследуемых соединений. Этот эффект особенно важен 
для “малых полиенов”, поскольку для них практически нет различий 
между концентрациями, вызывающими утечку ионов и последующий 
лизис клеток. Для других ПА этот механизм может быть ответствен­
ным за увеличение проницаемости мембран для катионов больших 
размеров при соотношениях ПАшипид > 0,01 [Agget et al., 1982].

Эффекты действия ПА на клетки других млекопитающих напо­
минают таковые, полученные на эритроцитах, хотя имеются и неко­
торые существенные различия. Показано, что очень малые концен­
трации ПА оказывают стимулирующий эффект на ряд процессов, 
протекающих в организме, как на клеточном, так и на молекулярном 
уровне. Концентрации ПА (< 10’6 М) активируют рост и деление кле­
ток [Brajtburg et al., 1984 а, b], стимулируют как клеточный, так и 
гуморальный иммунитет [Stein et al., 1978; Little et al., 1978, 1983; 
Shirley, Little, 1979 a, b; Lohr, Snyderman, 1982; Seay, Inman, 1982; 
Little, Shore, 1985; Henry-Toulme et al., 1989 а]. Эти эффекты ПА, не­
видимому, связаны с дозированным усилением проницаемости плаз­
матических мембран клеток. Повышение действующих концентра­
ций ПА приводит к сильному увеличению проницаемости мембран 
для ионов и малых молекул, а при концентрациях ПА больше, чем 
2-10'5 М, к гибели клеток. Показано, что под действием ПА, в част­
ности амфотерицина В, усиливается фагоцитарная активность мак­
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рофагов и повышается устойчивость организма к некоторым инфек­
циям [Brajtburg et al., 1986; Lin et al., 1977; Chapmen, Hibbs, 1978; 
Hauser, Remington, 1983; Henry-Toulme et al., 1989 а]. Авторами бы­
ло обнаружено, что действие амфотерицина В на лимфоциты носит 
избирательный характер и он способен активировать Т-супрессоры в 
определенные моменты иммунного ответа. В опытах in vitro показа­
на активация В-клеток амфотерицином В, сопровождающаяся уве­
личением их пролиферации. Вместе с тем было обнаружено, что ам­
фотерицин В при концентрациях 5-10'7 М-2-10’6 М заметно усилива­
ет активность макрофагов, однако при концентрациях больше 2-10'6 
М наблюдается лизис макрофагов [Harold et al., 1978]. Эти результа­
ты, по-видимому, являются следствием взаимодействия амфотери­
цина В с холестерином, поскольку при увеличении холестерина в 
плазматической мембране противоопухолевый эффект увеличивался.

Механизм стимулирующего действия ПА на клетки иммунной 
системы далеко не ясен. Некоторые исследователи считают, что 
нельзя связывать физиологические эффекты ПА только с их взаимо­
действием с липидным матриксом клеточных мембран. Другие авто­
ры склоняются к мысли, что мутагенная и антимитотическая актив­
ность леворина Аг это результат взаимодействия со специфическими 
рецепторами на клеточной поверхности [Агабейли и др., 1987; 
Искендерова, 1992; Агабейли, Мамедова, 2006].

Остается также открытым вопрос является ли иммуностимули­
рующий эффект ПА следствием ингибирующего действия полиенов 
на какие-то регуляторные лимфоциты с необычной чувствительно­
стью к ПА или их прямым стимулирующим действием на иммунно­
компетентные клетки.

Обнаружилась способность поленов усиливать действие антибио­
тиков, находящихся внутри данного класса соединений. К сожалению, 
здесь имеются только единичные работы. Так, активация гемолитиче­
ской активности этрускомицина наблюдается в присутствии пимари­
цина, амфотерицина В, нистатина и даже в присутствии производных 
самого этрускомицина. При взаимодействии этрускомицина с фили- 
пином активации этрускомицина не наблюдалось. Более того, при 
большой концентрации эритроцитов в суспензии выявилось увеличе­
ние устойчивости клеток к филипину [Strom et al., 1979].

Отличительная особенность ПА состоит в том, что они способны 
усиливать действие других антибиотиков при их совместном ис­
пользовании - рифамицина, тетрациклина. ПА обладают способно­
стью усиливать также действие антисептиков - клотримазола и ими­
дазола [Medoff et al., 1972; Kuwano, Ikehara, 1973; Medoff et al., 1973, 
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1981; Nakashima et al., 1974; Tämvik, Ansehn, 1974; Twentyman, 1976; 
Ishikawa et al., 1977; Kitagawa, Andoh, 1978; Beggs et al., 1979; Kitao, 
Hattori, 1980; King et al., 1981; Odds, 1982; Ozols et al., 1983; Ohno et 
al., 1984; Hughes et al., 1984; Schmitt et al., 1988]. Более того, амфоте­
рицин В и другие ПА увеличивают эффективность действия большо­
го числа соединений, обладающие различным механизмом противо­
опухолевой активности - блеомицина, нитрозомочевины, актиноми­
цина, антрациклинов, винкристина, преднизолона, циклофосфамида 
и многих других [Presant, Carr, 1980; Henry-Toulme, Bolard, 1986]. 
Противоопухолевое действие ПА может быть результатом их стиму­
лирующего воздействия на иммунную систему организма или уси­
ления цитотоксического действия используемых вместе с ними фар­
макологических препаратов. Цитотоксическое действие может быть 
результатом индуцированного полиенами облегченного транспорта 
веществ внутрь клеток, либо путем совместного действия ПА с хи­
мическим агентом на молекулярные мишени в клетках. Эксперимен­
тальная проверка этих предположений показала, что ПА усиливают 
транспорт различных веществ в клетки. Причем наблюдалась про­
ницаемость не только для малых, но и для больших молекул (напри­
мер, ДНК) [Presant, Carr, 1980; Blanc et al., 2000]. Очень интересным 
является тот факт, что такие молекулы, как ДНК, проникают внутрь 
клеток через ПА образованные поры в цитоплазматической мембра­
не. Возможно, что ПА создают в мембранах разные участки транс­
порта для тех или иных агентов. Определенную роль в активирую­
щем влиянии ПА на транспорт фармакологических препаратов мо­
жет играть изменение величины трансмембранного потенциала 
[Henry-Toulme, Bolard, 1986]. На рассматриваемый феномен активи­
руемых ПА процессов может оказать действие перекисное окисле­
ние липидов клеточных мембран. Однако все еще остается неясной 
взаимосвязь между результатами экспериментов, полученными in 
vivo и in vitro.

Эффективность действия ПА на грибковые клетки зависит от 
порядка внесения полиенов в тест-систему. Так. этрускомицин и фи- 
липин усиливали эффективное действие амфотерицина В, хотя сам 
амфотерицин В ингибировал эффекты предварительно внесенных 
этрускомицина и филипина. Имеет место и эффект антагонизма ме­
жду ПА. Так, если к БЛМ, предварительно модифицированных ам­
фотерицином В 4-Ю'8 М, добавляли с одной стороны леворин Т10'6 
М, то наблюдалось не дополнительное увеличение проводимости 
бислоя, а ее резкое уменьшение [Касумов, Микаилова, 1988]. Анало­
гичные результаты были получены при анализе совместного дейст­
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вия нистатина и леворина Аг. Высказывается предположение, что 
такие антогонистические взаимоотношения между ПА могут быть 
использованы в клинической медицине.

Не вызывает сомнения тот факт, что размер молекул ПА ответст­
вен за селективность их взаимодействия со стериновым рецептором 
мембран. Так, пентаены более эффективно взаимодействуют с холе­
стеринсодержащими мембранами, тогда как гептаены с эргостеринсо­
держащими мембранами [Archer, 1976]. Пентаены вызывают гемолиз 
эритроцитов в существенно меньших концентрациях, чем гептаены, 
но оказываются значительно токсичнее последних, что не дает воз­
можности использовать их в качестве антигрибковых препаратов.

При анализе свойств производных амфотерицина В и нистатина 
выявлено, что ионогенные группы ПА являются важной составной 
частью молекул антибиотиков [Herve et al., 1989; Hoeprich, 1987]. 
Показано, что у отрицательно заряженных антибиотиков амфотери­
цина В и нистатина (N-ацетил и N-сукцинил) сохраняется только 
10% активности исходных молекул, хотя их положительно заряжен­
ные производные (метиловые эфиры) обладали той же активностью, 
что и исходные молекулы [Cass et al., 1970]. Обратная картина на­
блюдалась в случае перимицина и метиловых эфиров вайцидина и 
годамицина [Cybulska et al., 1983]. Положительно заряженные анти­
биотики слабее взаимодействуют с холестеринсодержащими везику­
лами, тогда как их активность по отношению к эргостеринсодержа­
щим мембранам была высокой и равной активности исходных моле­
кул. Избирательность действия амфотерицина В (сравнение эффекта 
действия на грибы, эритроциты и БЛМ) увеличивалась для алкил- 
производных амфотерицина В [Chen et al., 1977; Kasumov, Malafriev, 
1984 а]. Повышение избирательности действия алкилпроизводных 
амфотерицина В на грибы по сравнению с их влиянием на эритроци­
ты достигалось, по-видимому, более быстрым выходом антибиоти­
ков из холестеринсодержащих мембран, чем из эргостеринсодержа­
щих мембран [Касумов и др., 1984 а]. Для объяснения этих данных 
была предложена гипотеза, согласно которой аминогруппа в сахар­
ном остатке полиенов должна обладать достаточной степенью под­
вижности и находиться в определенной конформации, подходящей 
для образования водородной связи с гидроксильной группой моле­
кул стеринов [Cybulska et al., 1983]. У молекул ПА, имеющих оба 
заряда (+ и -) степень свободы аминной группы ограничивается из- 
за электростатического взаимодействия с карбоксильными группами 
в канальном комплексе. Обнаружено, что полусинтетические произ­
водные ПА обладают меньшей токсичностью для млекопитающих и
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лучшим, чем исходные антибиотики, иммуномодулирующим дейст­
вием [Cheron et al., 1988; Henry-Toulme, 1989 а]. С целью уменьше­
ния токсического действия ПА интенсивно ведутся исследования по 
созданию новых лекарственных форм ПА. Их используют в виде 
комплексов с полимерами, липосомами и другими веществами, 
улучшающими терапевтическое действие антибиотиков [Ahmad et 
al., 1989 a, b; Brajtburg et al., 1990 a, b, c; Grant et al., 1989; Jullien et 
al., 1989; Tasset et al., 1989, 1991].

Полиены проявляют выраженное изменение иммунного статуса 
организма (их действие тестировалось на разных типах клеток им­
мунной системы). Показано, что амфотерицин В усиливает иммун­
ный статус организма и обладает иммуностимулирующим действием 
[Rosselle, Kaufman, 1978; Brajtburg et al., 1990 c; Vecchiarelli et al., 
1986; Bolard, 1991; Schindler et al., 1993; Yamaguchi, Tokuda, 1993]. 
При цитометрическом анализе клеток селезенки и тимуса было об­
наружено, что тимоциты обладают высокой чувствительностью к 
ПА. У взрослого индивидуума зарождение новых лимфоцитов про­
исходит главным образом в костном мозге, дальнейшая дифферен­
цировка которых в Т-клетки происходит в тимусе. На 6-ой недели в 
тимусе крыс насчитывается довольно много лимфоидных клеток. 
Однако к 16-ой неделе количество клеток уменьшается примерно в 
четыре раза [Клаус, 1990]. В тимусе содержатся как зрелые, так и 
незрелые клеточные элементы, причем, зрелых клеточных элементов 
насчитывается значительно меньше (5%-10%). В тимусе, кроме Т- 
клеток, присутствуют также и [3-клетки. Вероятно, они попадают в 
тимус из расположенных в непосредственной близости паратимиче- 
ских лимфатических узлов. Тимус молодых животных почти цели­
ком состоит из лимфоидных клеток. Изредка среди них встречаются 
дендритные, эпителиальные клетки и макрофаги. Из изложенного 
следует, что тимоциты, как и эритроциты, высокочувствительны к 
действию ПА и поэтому являются хорошей клеточной моделью для 
изучения in vivo эффектов ПА и установления первых этапов имму­
номодулирующего действия полиенов [Henry-Toulme et al., 1989 а, 
с]. В результате проведенных исследований с эритроцитами и тимо­
цитами в присутствии амфотерицина В и леворина и их алкилпроиз- 
водных было установлено, что указанные соединения формируют в 
клеточных мембранах каналы, диаметр которых составляет 4А и 
сравнимо с результатами работ на БЛМ [Ермишкин, Зильберштейн, 
1982; Ел-Суфи, 1992; Ибрагимова и др., 2006 б].
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ГЛАВА 11. ПРАКТИЧЕСКАЯ ЦЕННОСТЬ ПОЛИЕНОВЫХ 
МАКРОЛИДНЫХ АНТИБИОТИКОВ

Антибиотики широко используются в медицинской практике 
при лечении большинства инфекционных заболеваний, а также не­
которых злокачественных образований, превосходя по своей эффек­
тивности действия все другие химиотерапевтические средства 
[Drouhet et al., 1960; Шемякин и др., 1961; Drouhet, 1968; Егоров, 
1969; Кинский, 1969; Mechlinski, 1973; Kerridge, Whelan, 1984; На- 
вашин, Сазыкин, 1988; Cao, Zhen, 1989; Guo et al., 1991; Bolard, Mil­
haud, 1996]. Особое место среди них занимают ПА. В последнее 
время наметились реальные перспективы расширения сферы приме­
нения противогрибковых ПА для борьбы с такими широко распро­
страненными заболеваниями человека, как вирусные и гнойные ин­
фекции, злокачественные и доброкачественные новообразования и 
атеросклероз. Они активны in vivo и in vitro против возбудителей 
глубоких системных микозов и дрожжеподобных грибов [Kobayashi, 
Medoff, 1977; Bolard, Vertut-Doi, 1995; Zotchev, 2003; Касумов, 2004].

Российская медицинская промышленность выпускает сегодня 
для практического здравоохранения противогрибковые препараты, 
пригодные для лечения грибковых инфекций. Это противогрибковые 
антибиотики: нистатин, амфотерицин В, микогептин, леворин, три- 
хомицин, которые экспортируются в 30 зарубежных стран и запатен­
тованы в И странах мира. Ведущую роль в разработке новых ПА 
занимает Санкт-Петербургский научно-исследовательский техноло­
гический институт антибиотиков и ферментов.

Использование ПА в медицинской практике базируется на де­
тальном изучении молекулярно-биологических механизмов их взаи­
модействия с клеткой. Установлено, что ПА обладают мембрано­
тропным действием и взаимодействуют со стеринами, связанными с 
цитоплазматическими мембранами клеток, образуя в них поры (ка­
налы), через которые клетки начинают терять жизненно важные ме­
таболиты, что приводит их к гибели. Более того, ПА взаимодейст­
вуют со свободными стеринами, находящимися в крови, биологиче­
ских жидкостях и тканях, образуя гидрофильные высокомолекуляр­
ные комплексы, быстро выводящие холестерин из организма.

Такие свойства полиенов нашли практическое применение при 
лечении, например, аденомы предстательной железы первой-второй 
стадии с помощью леворина. В центральных урологических клини­
ках России, где этот препарат был широко испытан, получены хоро- 
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пше результаты. Высказывается предположение, что уменьшение 
размеров простаты и улучшение состояния больных происходит в 
результате связывания леворина с холестерином в желудочно- 
кишечном тракте.

Как известно, нарушения липидного обмена играют существен­
ную роль в патогенезе атеросклероза и жировой дистрофии печени. В 
опытах на животных показано, что с помощью полиенов можно зна­
чительно замедлить развитие этих заболеваний. Эффективность тако­
го воздействия зависит от дозы и длительности введения препарата.

Роль холестерина в животном организме трудно переоценить. 
Достаточно упомянуть, что он является предшественником половых 
гормонов и кортикостероидов, регулирующих важнейшие этапы 
жизненного цикла. Не меньшее значение имеют стерины, входящие 
в состав мембран, где они связаны с такими мембранными компо­
нентами, как белки и фосфолипиды. Известно, что стероидный го­
меостаз онкологических больных существенно меняется. Поскольку 
в мембранах опухолевых клеток содержится больше холестерина, 
чем в нормальных, представляется целесообразным воздействовать 
на развитие опухолевого процесса с помощью ПА. При исследова­
нии ПА выяснилось, что они обладают способностью тормозить 
развитие метастазов у экспериментальных животных. На лаборатор­
ных животных и большом количестве моделей перевиваемых ново­
образований (саркомы, лейкозы, асцитные опухоли) обнаружено, что 
ПА способны снижать токсическое действие ряда цитостатиков и 
усиливать их противоопухолевый эффект [Zhubanova et al., 1975; 
Ибрагимова и др., 2002 а; Ибрагимова, Алиев, 2003; Zotchev, 2003]. 
Это, по-видимому, связано со способностью полиенов избирательно 
увеличивать проницаемость опухолевых клеток, которые становятся 
чувствительны к действию химиотерапевтических агентов.

В последние годы выяснилось, что антибиотики полиеновой 
структуры обладают еще одним обнадеживающим свойством - инак­
тивировать некоторые инфекционные и онкогенные вирусы, препят­
ствовать проникновению их в клетку и ингибировать их репродук­
цию. Более того, водорастворимые производные амфотерицина В, 
леворина и микогептина при совместном введении с инактивирован­
ными противовирусными вакцинами способны стимулировать спе­
цифический иммуногенез [Stewart et al., 1981; Dromer et al., 1990; 
Zotchev, 2003].

Приходится, однако, отметить, что токсичность ПА для организ­
ма человека резко ограничивает их применение и требует создания 
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новых лекарственных форм. В настоящее время известны два пути 
синтеза новых лекарственных форм ПА. Первый путь - химическая 
трансформация полиеновой молекулы и второй путь - синтез моле­
кул с помощью генно-инженерных работ, о которой речь пойдет ни­
же. Исследуя свойства одиночных ионных каналов на бислойных 
мембранах в присутствии ПА, удается внести вклад в установление 
связи между структурой и функцией молекул полиенов и тем самым 
конкретизировать пути для теоретических подходов к целенаправ­
ленному синтезу новых производных с заданными свойствами [Ка­
сумов, 1980]. Для многих ПА установлена химическая структура, 
разработаны методы направленной химической модификации моле­
кул и синтезирован широкий спектр их производных. Исследование 
действия ПА на бислои позволяет установить взаимосвязь между 
структурой молекул ПА и свойств, образуемых ими ионных каналов, 
и расшифровать механизм их функционирования. ПА представляют 
интерес не только для исследования молекулярного механизма ион­
ной избирательности клеточных мембран, но и для решения целого 
ряда прикладных задач. Так, они являются основными лекарствен­
ными препаратами для борьбы с грибковой инфекцией и другими 
заболеваниями. Поэтому весьма актуальной задачей является синтез 
и отбор высокоэффективных антибиотиков, нетоксичных для чело­
веческого организма, но обладающих избирательным действием на 
клетки грибов. Эту проблему можно решить путем изучения взаи­
мосвязи структуры и функции ПА на БЛМ, что будет способствовать 
созданию теоретической основы для получения новых соединений с 
определенными терапевтическими свойствами.

При использовании ПА в медицине возникает ряд острых, тре­
бующих решения, проблем: уменьшение токсичности полиенов для 
организма человека, предотвращение развития резистентности кле­
ток грибов к действию ПА, повышение эффективности и специфич­
ности взаимодействия антибиотиков со стериновым компонентом 
клеток грибов.

Токсичность. Одной из важнейших задач в этой области являет­
ся поиск соединений, нетоксичных для организма и токсичных для 
клеток грибов. Ее решение представляется возможным путем синте­
за производных ПА и изучения их свойств на БЛМ [Schaffner, 1984; 
Касумов, 1986 a; Borowski et al., 1995].

Многочисленные экспериментальные данные позволяют считать, 
что действие ПА на живые клетки, также как и на искусственные 
мембраны, связано с увеличением их проницаемости для ионов и не­
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электролитов.
ПА высокоактивны против патогенных грибов. Однако широкое 

применение ПА сдерживается их высокой токсичностью для челове­
ка [Carnevale et al., 1980; Chavanet et al., 1994] Принято считать, что 
механизм токсичности ПА состоит в связывании их с липопротеида­
ми клеточных мембран [Chunn et al., 1977; Lago et al., 1977; Kuwano 
et al., 1981; Levy et al., 1985; Koldin et al., 1985; Heymans et al.. 1990; 
Ahmad et al., 1990; Barwicz et al., 1991; Joi) et _ . 1992. Wasan et al.. 
1993, 1994 a, b, 1998; Vertut-Doi et al., 1994; Brajtburg et al., 1984 b, 
1994 a, b, c; Anachi et al., 1995; Cohen. 1998; Barwicz et al.. 1998]. Соз­
дание и отбор лекарственных соединений, сохраняющих высокую 
эффективность против патогенных клеток и нетоксичных для чело­
века, является актуальной задачей фармакологии и медицины [Kot­
ler-Brajtburg et al., 1974 a, b, 1977; Brajtburg et al.. 1981; Schaffner, 
1987; Saint-Julien et al., 1992; Reuhl et al.. 1993]. Как показывают ис­
следования, модификация молекулы ПА в : б.тасти полярных групп 
может быть одним из путей решения этой задачи. Так, метиловый 
эфир амфотерицина В и метиловый эфир нистатина примерно в 250 
раз менее токсичны, чем исходные антибиотики [Fisher, 1980]. Ток­
сичность метамфоцина также весьма мала [Вайнштейн и др. 1982].

Очевидно, эффект антибиотика на клетку тем больше, чем выше 
концентрация антибиотика и, тем самым. вровень индуцированной 
им проницаемости (проводимости ' мембраны Но. как следует из 
экспериментальных данных, эта величина не является единственной 
характеристикой биологической эффективности ПА. В самом деле, 
проводимость, индуцированная в БЛМ метамфопином. сравнима с 
проводимостью, индуцированной исходным амфотерицином В. Ток­
сичность же последнего велика по сравнению с метамфоцином. Это 
может быть объяснено следующим образом. При прочих равных ус­
ловиях эффект ПА тем сильнее, чем дольше он связан с клеточной 
мембраной. В условиях организма, который является проточной, от­
крытой системой, происходит постепенная отмывка антибиотика из 
клеток. Это приводит к конечному времени существования его в 
мембране. Чем быстрее идет отмывка, тем менее токсичен антибио­
тик [Christansen et al., 1985]. Это предположение согласуется с более 
быстрой релаксацией проводимости БЛМ при отмывке метамфоци­
на. Отсюда можно сделать заключение, что одним из параметров, 
характеризующих биологическую эффективность ПА, является ин­
дуцируемый антибиотиками уровень проводимости, измеряемых на 
БЛМ, и постоянная времени релаксации проводимости при отмывке 
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антибиотика. Построить критерии биологической эффективности 
антибиотика, зависящие как от индуцированной проводимости gs, 
так и от постоянной времени тг, можно (упрощенно) следующим об­
разом. Под действием ПА чувствительные клетки теряют компонен­
ты цитоплазмы, в том числе ионы. Полная потеря (утечка) за время 

действия антибиотика пропорциональна ^g(t)dt. Полагая 
о

g(r) = gse~,lT' находим, что интеграл равен gs-rr. Это и есть искомый 
критерий.

Рассмотрим с этой точки зрения результаты исследования ал­
кильных производных амфотерицина В. Индуцированная проницае­
мость (проводимость) мембраны меняется в диапазоне нескольких 
порядков при изменении концентрации антибиотика в пределах од­
ного порядка. Релаксация индуцированной проводимости происхо­
дит с постоянной времени, меняющейся в пределах 1-2 порядков. 
Таким образом, биологический эффект ПА может в широких преде­
лах регулироваться его концентрацией.

Эффективность антибиотика и постоянная времени релаксации 
проводимости мембран при отмывке антибиотика сильно зависит от 
стеринового состава мембраны. Поэтому при прочих равных услови­
ях эффект ПА на клетки с разным стериновым составом мембраны 
меняется в широких пределах. Существует, очевидно, оптимальная 
концентрация ПА (ее можно оценить в опытах с БЛМ), при которой 
должен наблюдаться наилучший терапевтический эффект.

Значительное уменьшение постоянной времени релаксации, а 
значит, и токсичности имеет место в ряду алкильных производных 
амфотерицина В: от исходного амфотерицина В до бутамфоцина с 
длинной алкильной цепью. Исследованные производные быстро от­
мываются из холестеринсодержащих мембран, но медленно отмы­
ваются из эргостеринсодержащих мембран. Учитывая, что холесте­
рин является основным стериновым компонентом мембран живот­
ных клеток, а эргостерин - клеток грибов, в частности, патогенных, 
можно сделать вывод, что исследованные антибиотики слаботоксич­
ны для человека, но токсичны для грибов, а потому могут быть ис­
пользованы в медицине.

Установлено, что чувствительность клеток к ПА зависит от ли­
пидного состава мембран, химического строения и концентрации 
действующего антибиотика [Bolard et al., 1993]. Степень поврежде­
ния клеток зависит не только от уровня индуцированной проводимо­
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сти, но и от времени нахождения антибиотика в мембране. Это время 
определяется в экспериментах с бислойными мембранами как по­
стоянная времени релаксации проводимости мембраны при удале­
нии (отмывке) антибиотика из примембранного раствора. Таким об­
разом, исследуя на бислойных мембранах антибиотики различной 
структуры, можно оценить их токсичность для клеток данного сте- 
ринового состава по величине постоянной времени релаксации. Как 
было показано выше, ПА сильно связываются с мембранами мик­
робных клеток. Степень связывания ПА с мембраной может служить 
характеристикой токсичности данного антибиотика. Метамфоцин 
при сравнимых условиях в 10 раз менее токсичен, чем исходный ам­
фотерицин В [Fisher, 1980; Вайнштейн и др., 1982]. Это может быть 
связано с повышенной скоростью выхода метафоцина из мембраны. 
Для оценки этой скорости был использован метод измерения посто­
янной релаксации проводимости при удалении алкильных производ­
ных амфотерицина В из примембранного раствора. Удлинение цепи 
на одну СН2 группу уменьшает постоянную времени релаксации 
примерно в 4 раза, рис. 11.1. Экстраполяция этой зависимости к п=0, 
что соответствует исходному амфотерицину В, дает тг =160 с 
(рис. 11.1).

Рис. 11.1. Зависимость постоянной времени релаксации от длины ал­
кильной цепи. Концентрация алкильных производных амфотерицина 
5-10’7 М. Состав мембраны: фосфолипид:холестерин 2:1. Водные рас­
творы содержат 10 мМ КС1, pH 7,0, 23°С [Kasumov, Bolard, 2004].
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Производные леворина (Na-соли, алкильные аналоги) влияют на 
время нахождения антибиотика в мембране. Модифицируя мембра­
ны алкильными производными с разной длиной углеводородной це­
пи - R=CH3 - метил; R = С2Н5 - этил; R = С3Н7 - пропил; R = С4Н9 - 
бутил; R = С5Н11 - амил можно точно контролировть время работы 
антибиотика в мембране.

Величина тг резко возрастает при замене в составе мембраны хо­
лестерина на эргостерин. При постоянной концентрации антибиоти­
ка, когда на холестеринсодержащих мембранах тг составляет не­
сколько минут, на эргостеринсодержащих мембранах не удается на­
блюдать изменение проводимости в течение 40-50 мин [Касумов и 
др., 1984]. Эти данные показывают, что амфотерицин В и его анало­
ги значительно сильнее связываются с эргостеринсодержащими мем­
бранами, чем с холестеринсодержащими. Результаты экспериментов 
по отмывке приведены в табл. 9.3.1. Описанные данные позволяют 
заключить, что алкильные производные амфотерицин В высокоэф­
фективны на клетках грибов, мембраны которых содержат эргосте­
рин, но не токсичны для животных клеток, мембраны которых со­
держат холестерин. Предполагается, что токсичность антибиотика 
для клеток хозяина будет снижаться с ростом длины алкильной це­
пи. Такая модификация позволит регулировать время функциониро­
вания антибиотиков при терапии.

Резистентность. При лечении грибковых инфекций с помо­
щью ПА возникает проблема резистентности клеток к полиенам 
[Powderly et al., 1988]. Принято считать, что основная причина рези­
стентности микроорганизмов к ПА связана с изменением стерино- 
вого компонента липидов у мутантных штаммов. Показано, что при 
многократном пассировании исходной культуры Candida albicans в 
жидком сусле и возрастающей концентрации амфотерицина В был 
выделен штамм, устойчивый к действию нистатина, леворина А? и 
амфотерицина В [Кокушина и др., 1970 а, б; Вирина и др., 1976; Бе­
лоусова и др., 1982]. При анализе стеринового компонента рези­
стентного штамма оказалось, что он содержит вместо эргостерина - 
стерин, не взаимодействующий с ПА. Таким образом, установлено, 
что полиены воздействуют на популяцию микробных клеток, обу­
славливая отбор мутантов с измененным синтезом стеринов в кле­
точных мембранах.

Эффективность. Ответственной за эффективность антибиоти­
ков, является система сопряженных двойных связей в структуре мо­
лекулы полиена. В настоящее время отсутствуют способы ее хими­
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ческой модификации с одновременным сохранением числа двойных 
связей в полиеновой цепи. Результаты собственных исследований 
показали, что концентрация, необходимая для сборки одиночного 
канала, растет с уменьшением числа двойных связей в полиеновой 
цепи молекул антибиотиков в ряду: амфотерицин<филипин<нистатин. 
В то же время метилирование полярных групп в молекулах гептае- 
новых антибиотиков с ароматической группировкой резко повышает 
ионную проницаемость при введении антибиотиков с одной стороны 
мембраны. Таким образом, одним из путей повышения эффективно­
сти ПА является метилирование полярных групп с одновременным 
увеличением размера макролидного кольца за счет повышения числа 
двойных связей в хромофоре молекул гептаеновых ароматических 
антибиотиков.

Специфичность. Одной из основных задач, стоящей перед ме­
дико-биологической промышленностью, является изыскание новых 
форм антибиотиков, обладающих высокой специфичностью к эрго­
стеринсодержащим мембранам клеток грибов. Поиск пути решения 
этой проблемы связан здесь с тем, что метилированные гептаеновые 
антибиотики в комплексе с эргостерином (основной стериновый 
компонент клеток грибов) образуют каналы с высокими показателя­
ми времени жизни и практически не удаляются из мембраны при от­
мывке. С другой стороны, антибиотики, связываясь с холестерином 
(основной стериновый компонент клеток хозяина), образуют менее 
стабильные комплексы и легко удаляются из мембран. Достаточно 
быстрое удаление метилированных антибиотиков из холестериновых 
мембран и относительно медленная отмывка из эргостеринсодержа­
щих мембран, позволило, например, повысить коэффициент специ­
фичности - эргостерин:холестерин до 100-150 (вместо 10 для исход­
ного амфотерицина В). Следовательно, применение метилированных 
производных резко увеличивает специфичность действия антибио­
тиков на клетки грибов по сравнению с клетками хозяина.

Радиопротекторные свойства ПА. Клеточные мембраны явля­
ются первичной мишенью действия ионизирующего излучения. По­
казано, что вероятность прямого попадания частицы ионизирующей 
радиации в молекулу ДНК на 5-7 порядков меньше вероятности ее 
попадания в мембрану клеток [Маргулис. Маргулис, 2005]. Отсюда 
следует, что львиная доля энергии ионизирующего излучения по­
глощается мембранной системой клеток. Это было показано на при­
мере инактивации амфотерициновых и нистатиновых каналов в БЛМ 
под действием ионизирующей радиации [Lamy-Freund et al., 1985;
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Barth et al., 1993]. Исходя из структуры ПА, предполагается, что сис­
тема конъюгированных двойных связей в молекулах ПА может слу­
жить хелатором, попадающей в мембрану энергии ионизирующей 
радиации. Поэтому становится целесообразным изучение роли мем­
браноактивных ПА в предохранении клеточных мембран от пораже­
ния ионизирующей радиацией и возможности использования их в 
качестве радиозащитных веществ [Ibragimova et al., 2008]. При изу­
чении радиопротекторных свойств ПА был получен ряд противоре- 
чающих друг другу данных. Так, например, показано, что под дейст­
вием амфотерицина В усиливается перекисное окисление липидов в 
клеточных мембранах [Brajtburg et al., 1985]. При парентеральном 
введении амфотерицина В крысам в дозе 1,5 мг/кг веса животного 
было обнаружено увеличение содержания малонового диальдегида 
(МДА) [Rao et al., 1997]. Больше всего их было обнаружено в почках, 
а затем по степени их уменьшения в других органах: в тканях мозга 
> печени > легких > сердце [Casaccia et al., 1991]. Предварительное 
введение фруктозо- 1,6-дифосфата крысам в дозе 0,35 гр/кг веса жи­
вотных предохраняло животных от последущего введения амфоте­
рицина В и уменьшало количество МДА [Rao et al., 1997]. В работах 
Осака и др., а также Ибрагимовой и др. показано, что амфотерицин 
В и леворин могут играть роль радиопротектора [Osaka et al., 1997; 
Ibragimova et al., 2008].

Антибиотики, являясь самыми эффективными соединениями на 
протяжении последних 50 лет, продолжают и сегодня играть веду­
щую роль в резком сокращении смертности, благодаря своим анти­
бактериальным и антипаразитарным свойствам [Kerridge, 1986; 
Zotchev, 2003]. Наличие грибковых инфекций представляет большую 
угрозу для жизни человека и прежде всего потому, что ослабляет 
иммунную систему организма и приводит к резкому росту имму­
ннодефицитных больных и увеличивает восприимчивость организма 
к вирусу СПИДА [De Marie et al., 1994; Zotchev, 2003]. Такие фак­
торы, как ВИЧ-инфекция, противоопухолевая химиотерапия, ис­
пользование иммуннодепрессивных препаратов после пересадки ор­
ганов и тканей, приводят к появлению у этой группы больных ин­
вазивных микозов, что представляет большую угрозу для жизни. Пе­
речень высокоэффективных противогрибковых препаратов, способ­
ные разрешить эту проблему, очень ограничен. К таким препаратам 
относятся прежде всего флуцитозин, азоли и полиеновые макролиды 
[Zotchev, 2003]. На стадии разработки находятся и другие новые 
препараты, такие как эхинокандины [Arathoon, 2001]. Флуцитозин 
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препятствует синтезу ДНК и его использование ограничено тем, что 
он обладает очень узким спектром действия и приводит к быстрому 
возникновению резистентности патогенных грибов к этому препа­
рату [Ablordeppey et al., 1999]. Это относится и к противогрибковым 
препаратам, приготовленных на азольной основе, которые способны 
подавлять синтез эргостерина, как основного компонента мембран 
грибковых клеток, путем ингибирования ферментативной активно­
сти ланостериндиметилазы [Lupetti et al., 2002]. Противогрибковые 
препараты, приготовленные на азольной основе, обладают высокой 
фунгистатической активностью, однако на конечном этапе лечения 
они приводят к частым рецидивам. К сказанному следует добавить, 
что указанные выше препараты взаимодействуют с большим числом 
других фармакологических препаратов и в конечном итоге приводят 
к интоксикации печени [Bays, Dujovne, 1998].

ПА являются самыми эффективными соединениями, исполь­
зуемые в борьбе с грибковой инфекцией [Drouhet et al., 1960; Omura, 
Tanaka, 1984]. Нистатин и амфотерицин В были первыми антибиоти­
ками, которые оказались высокоактивными при лечении различных 
грибковых инфекций [Hazen, Brown, 1950, 1951; Vandeputte et al., 
1955/1956]. Более 30 лет амфотерицин В используется в клинической 
практике при лечении грибковых инфекций и, несмотря на создание 
новых противогрибковых препаратов, остается самым эффективным 
среди них [Gallis et al., 1990; Allende et al., 1994]. В своей основе по­
лиеновые макролиды являются токсичными и могут вызвать такие 
серьезные эффекты как повреждение печоночных канальцев, гемо­
лиз эритроцитов и тромбофлебию (особенно при внутривенном вве­
дении) [Mandell, Petri, 1996]. Учитывая широкий спектр биоло­
гической активности и низкую частоту антибиотикорезистентности, 
ПА являются незаменимыми препаратами в борьбе с глубокими сис­
темными микозами. В течение уже многих лет ведется поиск новых 
антибиотиков и на их основе проводится химическая модификация 
структуры молекул с целью получения антибиотиков, обладающих 
целенаправленным действием и имеющих низкую степень токсично­
сти [Jarzebski et al., 1978; Sarthou et al., 1986; Schaffner, 1987; Gondal 
et al., 1989; Bolard, 1991; Saint-Julien et al., 1992; Allendorfer et al., 
1992; Taylor et al., 1993; Amantea et al., 1995; Zotchev, 2003]. Тот 
факт, что некоторые ПА обладают способностью подавлять грибко­
вые и ВИЧ-инфекции, усиливать иммунный статус организма, пре­
пятствовать развитию гнойных инфекций, подавлять рост опухоле­
вых клеток, снимать стрессовое состояние, указывает на необходи­
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мость использования ПА как биологически активных фармаколо­
гических препаратов в терапевтических целях [Walls, Kay, 1982; 
Christansen et al., 1985; Chabot et al., 1989; Collette et al., 1989, 1991; 
Emminger et al., 1994; Ибрагимова, Алиев, 2002; Ibragimova et al., 
2008]. В связи с этим необходим поиск и синтез новых производных 
ПА для увеличения биологической активности и уменьшения степе­
ни их токсичности [Denning, 1991; Taylor et al., 1993].

Для ПА возникает проблема быстрого выведения антибиотика из 
организма, ввиду их относительной токсичности при высоких кон­
центрациях. Так, например, некоторые ПА, в том числе и амфотери­
цин В, обладают нефротоксичностью [Kubatiev et al., 1985; Эфендиев 
и др., 1986 а, б, 1989; Shell et al., 1989] и гемолитической активно­
стью [Mazerski et al., 1986]. Отмывка ПА из мышечных клеток идет с 
большей скоростью, чем из липидных мембран [Швинка, Кафнер, 
1995]. Процесс выведения антибиотика из организма резко усили­
вается при введении ПА в комплексе с ДМСО [Ибрагимова и др., 
2002 б; Ибрагимова, Алиев, 2002; Курбанов, Касумов, 2004; Ибраги­
мова и др., 2006 а]. Это приводит к уменьшению коэффициента рас­
пределения антибиотика между мембраной и водой. Использование 
ПА в комплексе с ДМСО повышает эффективность действия по­
лиенов, увеличивает степень резорбции и избирательного воз­
действия на патогенные микроорганизмы [Ibragimova et al., 2002; 
Ибрагимова и др., 2002 б; Ибрагимова, Алиев, 2002]. Важным пара­
метром, определяющим токсичность антибиотика, является время 
нахождения антибиотика в мембране [Касумов, 1986 a; Brajtburg, Bo­
lard, 1996]. Основная цель использования производных леворина 
(Na-соли, алкильных аналогов) состоит в регулировании времени 
нахождения антибиотика в мембране. Модифицируя мембраны ал­
кильными производными ПА с разной длиной углеводородной цепи 
- К=СНз - метил; R = С2Н5 - этил; R = С3Н7 - пропил; R = С4Н9 - бу­
тил; R = С5Н11 - амил можно точно контролировать время нахожде­
ния антибиотика в мембране. Проведенные эксперименты на липид­
ных мембранах показали, что с увеличением длины алкильной цепи 
производных леворина время нахождения их в мембране по сравне­
нию с исходным леворином уменьшается [Касумов, 1986; Михайло­
ва, 1990]. Время пребывания антибиотика в мембране определялось 
по постоянной времени релаксации проводимости мембран после от­
мывки антибиотика. Используя алкильные производные леворина, 
можно резко уменьшить время пребывания антибиотика в мембране 
и тем самым уменьшить степень его токсичности.
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Необходимо отметить еще одну важную особенность. Леворин, 
как и другие ПА, являются самыми эффективными соединениями, 
используемыми в медицинской практике для лечения грибковых ин­
фекций [Цыганов, 1970]. Степень избирательного воздействия лево­
рина и других ПА на патогенные микроорганизмы связана с различ­
ным стериновым составом грибковых клеток и клеток хозяина 
[Brajtburg, Bolard, 1996; Huang et al., 2002]. Клетки патогенных гри­
бов, содержащие эргостерин, в 10-100 раз более чувствительны к 
действию ПА, чем клетки хозяина, содержащие холестерин [Касу­
мов, 1986 a; Brajtburg, Bolard, 1996; Cybulska et al., 1995; Borowski, 
2000]. Более того, показано что леворин, как и другие ПА, прочно 
связываются с эргостеринсодержащими мембранами микробных 
клеток и практически не отмываются из них [Касумов, 1986 а; Ми­
каилова, 1990; Brajtburg, Bolard, 1996]. Учитывая то, что основным 
стериновым компонентом мембран патогенных микроорганизмов 
является эргостерин, можно, варьируя концентрацию леворина и его 
алкильных производных, резко увеличить активность и избиратель­
ность действия антибиотиков в отношении патогенных микроорга­
низмов. Некоторые представители ароматических гептаеновых ан­
тибиотиков обладают способностью воздействовать не только на 
грибковые, но и с высокой эффективностью и избирательностью по­
давлять гнойные и вирусные инфекции [Kasumov, 2004; Касумов, 
Алиев, 2008].

Увеличить срок действия антибиотиков в организме, длительно 
поддерживать нужную их концентрацию, упростить методы введе­
ния, устранить возможные осложнения - такие задачи в последнее 
время встали перед учеными. Чтобы защитить вводимые антибиоти­
ки от действия ферментов и других органических молекул, их хими­
чески сшивают между собой, затем заключают их в полимерные 
капсулы, погружают в студень-гель, связывают с поверностно- 
активными веществами, иммобилизовывают на различных носите­
лях. Лучший эффект достигается при иммобилизации антибиотиков 
с водорастворимыми полимерами-носителями (полисахаридная мат­
рица) [Tasset et al., 1989, 1991, 1992; Fromtling, 1993; Lee et al., 1994 
b; Rocheleau et al., 1994]. При этом значительно повышается актив­
ность и стабильность антибиотика, в десятки раз снижается аллерги­
ческое действие. Все это создает хорошие предпосылки для успеш­
ного использования в ближайшем будущем ПА по новому назначе­
нию.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Химическая трансформация молекул ПА является первым шагом 
на пути исследования структурно-функциональных особенностей 
взаимодействия полиенов с клеточными и модельными мембранами. 
На сегодняшний день нет тонких и современных физико-химических 
методов точечной и избирательной модификации функционально 
активных групп в молекулах антибиотиков. Например, проведение 
целенаправленного синтеза в гидрофильной части самого лактонно­
го кольца, содержащей гидроксильные и карбонильные группы, се­
годня не представляется возможным, так как все эти функциональ­
ные группы одинаково реакционноспособны. Существует другой 
путь получения новых молекул ПА - биологический путь синтеза, 
используя методы генной инженерии [Campelo, Gil, 2002; Fjaervik, 
Zotchev, 2005 а, Ь]. Известно, что ПА продуцируются определенны­
ми микроорганизмами и, это означает, что их синтез генетически де­
терминирован и, в связи с этим, появляются новые возможности 
трансформации молекул в труднодоступных местах лактонного 
кольца. Методом генной инженерии могут быть получены новые 
производные молекул ПА. Почвенные грамположительные микроор­
ганизмы, принадлежащие к классу Streptomyces, продуцируют боль­
шинство ПА. Синтез ПА начинается с образования макролактонного 
кольца с участием фермента поликетидсинтетазы, который катали­
зирует реакцию декарбоксилирования карбоксильных кислот [Hop­
wood, 1997]. Поликетидсинтетаза обладает тремя ферментативными 
активностями - кеторедуктазной, дегидротазной и эноилредуктаз- 
ной. Указанные выше каталитические ферменты определяют степень 
поэтапной сборки поликетидной цепи. Комбинируя этими фермен­
тами, можно осуществить синтез гидроксильных групп, а также син­
тез двойных связей в молекуле ПА [Hopwood, 1997; Katz, McDaniel, 
1999]. При проведении полного поликетидного синтеза макролак- 
тонное кольцо замыкается в положении углеродного атома Cg. Ме­
тодом генной инженерии из антибиотик-синтезирующих микроор­
ганизмов были выделены гены, отвечающие за синтез пимарицина, 
нистатина, амфотерицина В и кандицидина [Aparicio et al., 2000; 
Brautaset et al., 2000; Brautaset et al., 2002; Caffrey et al., 2001; Cam­
pelo, Gil, 2002]. Проведя полный анализ выделенных генов, можно 
определить пути биосинтеза полиеновых макролидов. Используя оп­
ределенные биосинтетические ферменты, можно получить ряд му­
тантов, участвующих в синтезе нистатина и его аналогов, и предска­
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зать модель биосинтеза нистатина [Zotchev, 2003]. Согласно этой 
модели, фермент поликетидсинтетаза катализирует реакцию поэтап­
ной сборки тридцативосьмичленного лактонного кольца, состоящего 
из 15 единиц ацетата и 3 единиц пропионата. Подобная сборка по­
зволяет точно проследить за последовательностью биохимических 
реакций при синтезе молекул нистатина и предсказать какие измене­
ния в структуре молекул могут произойти при специфической мани­
пуляции определенными ферментами. После формирования макро- 
лактонного кольца метильная группа при Сю присоединяется к мо­
лекуле пропионата, которая в дальнейшем окисляется с помощью 
фермента Nys N Р450 монооксигеназы вплоть до образования ехо- 
циклического карбоксила. На следующем этапе сборки модифици­
руется микозаминовое кольцо, гликозилируясь при С19 ферментом 
NysDI - гликозилтрансферазой. На последнем этапе синтеза под­
ключается другой фермент - Р450 монооксигеназа, который прово­
дит последнюю реакцию гидроксилирования при положении угле­
родного атома Сю, в результате которого формируется полная хими­
ческая структура нистатина Ai [Zotchev, 2003]. Были получены гене­
тически трансформированные бактерии, способные синтезировать 
новые аналоги ПА [Brautaset et al., 2000; Brautaset et al., 2002; Mendes 
et al., 2001]. Выделенные в результате генно-инженерных работ но­
вые аналоги антибиотиков не обладали высокой антигрибковой ак­
тивностью, но, тем не менее, работы в данном направлении продол­
жаются. Эти работы будут способствовать определению взаимосвязи 
между структурой молекул и их биологической активностью и в ко­
нечном итоге могут привести к синтезу новых антибиотиков с улуч­
шенными терапевтическими свойствами.

ПА специфически взаимодействуют со стеринами чувствитель­
ных к антибиотикам организмов, таких как грибы и простейшие 
[Oroshnik, Mebane. 1963; Amati, Lago, 1974, 1975: Norman et al., 
1976; Pfaller, Krogstad, 1981; Oranusi, Trinci, 1985: Bolard et al., 1991; 
Legrand et al., 1992]. Исследования молекулярного механизма взаи­
модействия ПА с мембранами показали, что полиены в комплексе со 
стеринами создают в мембранах каналы, через которые из клеток в 
наружную среду могут диффундировать ионы и внутриклеточные 
компоненты, что является одной из причин лизиса клеток [De Kruyff, 
Demel, 1974; Ermishkin et al., 1976; Lewis et al., 1977; Kasumov et al., 
1979, 1981; Ел Суфи, 1992]. Фунгицидный эффект ПА объясняется 
выходом из клеток ионов через сформировавшиеся в мембранах ка­
налы [Hammond, 1977]. Полиены более чувствительны к мембранам, 
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в составе которых содержится эргостерин, чем к мембранам, в соста­
ве которых имеется холестерин. Благодаря этой отличительной осо­
бенности полиены успешно используются в лечебных целях [Теег- 
link et al., 1980; Lyman, Walsh, 1992]. Гликозилированные ПА имеют 
терапевтический индекс выше, чем негликозилированные. Как пока­
зали исследования, гликозилированные антибиотики биологически 
более эффективны. Негликозилированные антибиотики обладают 
высокой токсичностью и их токсичность связана со способностью 
антибиотиков формировать в биологических мембранах большие по 
диаметру каналы, в сравнении с амфотерицином В, приводящие к 
разрыву клеточных мембран [Bolard, 1986 a, b; Milhaud, 1992; Mil­
haud, Michels, 1999; Milhaud et al., 2002].

Проведенные исследования показали, что хромофоры молекул 
ПА, взаимодействуя с молекулами стерина, формируют канал в сте­
хиометрическом соотношении 1:1 (8 молекул амфотерицина В на 8 
молекул стерина). Стехиометрический коэффициент сборки одиноч­
ных каналов для разных ПА может сильно отличаться друг от друга 
и быть равным от 3 до 17 [Cass et al., 1970; Касумов, 1986 a; Moreno- 
Bello et al., 1988; Khutorsky, 1992; Golovanov, Tsygankova, 1995]. 
Следует отметить, что молекулярная структура гидрофильной части 
канала до сих пор не установлена из-за отсутствия соответствующих 
методов определения точной локализации молекулярных групп, вы­
стилающих внутреннюю полость канала. Однако, соответствующие 
расчеты показывают, что канал формируется путем взаимодействия 
одной молекулы амфотерицина В с одной молекулой холестерина и. 
согласно проведенным исследованиям, внутренний диаметр каналг 
составляет величину 7-10 Ä [Maher, Singer, 1984; Kolomytkin, 1987: 
Marin et al., 1991; Langlet et al., 1994; Baginski et al., 1994 a, b; 1997 a. 
b; Khutorsky, 1992]. Согласно модели ионного канала, аминная груп­
па молекулы антибиотика, входящая в состав микозамина, может 
связываться с эхоциклической карбоксильной группой соседней мо­
лекулы и, таким образом, стабилизировать канал в проводящем со­
стоянии, благодаря образованию водородной связи между двумя по­
лярными группами. Компьютерное моделирование формирования 
ионного канала в присутствии амидного производного амфотерици­
на В показало, что ионизирующие группы молекул могут быть об­
ращены как внутрь, так и вне канала, т.е. полярные группы могут 
быть в двух конформационных формах, благодаря повороту микоза­
мина вокруг гликозидной связи [Resat et al., 2000]. Существует пред­
положение о том, что биологическая активность ПА может зависите 
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от природы межмолекулярных взаимодействий между заряженными 
группами молекул антибиотиков и фосфолипидов. Предполагается, 
что встраивание антибиотиков в мембрану происходит в результате 
образования водородной связи между ПА и фосфатными группами 
молекул фосфолипидов. Некоторые ПА легко образуют молекуляр­
ные комплексы на поверхности мембраны даже при отсутствии в со­
ставе мембран стеринов [Witzke, Bittman, 1984; Resat et al., 2000]. Из 
литературных источников известно, что толщина самой мембраны 
больше, чем длина полиеновой полупоры и, для того чтобы создать 
проводящий трансмембранный канал, необходимо взаимодействие 
двух канальных полупор с обеих сторон мембраны [Ермишкин, 
Зильберштейн, 1982; Касумов, 1986 а]. Механизм молекулярной 
сборки полиеновых каналов объяснить в настоящее время не пред­
ставляется возможным. Однако, можно экспериментально наблю­
дать образование амфотерицином В канала, состоящего из двух по­
лупор, и ионпроводящей полупоры при одностороннем введении к 
мембранам леворина [Касумов, Либерман, 1973; Касумов, 1986 а; 
Курбанов, Касумов, 2004; Ибрагимова и др, 2006 б].

Показано, что ПА образуют в водных растворах молекулярные 
ассоциаты [Вайнштейн, 1970; Lamy-Freund et al., 1989; Kajter et al., 
1989; Mazerski, Borowski, 1996; Milhaud, Michels, 1999]. Полиеновые 
цепи, скрываясь от воды, составляют внутреннюю полость ассоциа­
та, а гидрофильные цепи и полярные группы молекул антибиотиков 
обращены при этом в водную среду. В водной среде ассоциаты мо­
лекул амфотерицина В ориентируют свои полярные группы перпен­
дикулярно к плоскости мембраны и тем самым определяют началь­
ный этап взаимодействия антибиотиков с мембранами [Milhaud et al., 
2002; Ибрагимова и др., 2006 б]. Следующим шагом формирования 
канального комплекса является взаимодействие антибиотиков со 
стеринами в бислое. За счет образования водородной связи между 
гидроксильными группами молекул холестерина и полярными груп­
пами молекул антибиотиков происходит выворачивание этих ком­
плексов наизнанку внутри мембраны [Milhaud et al., 2002; Ибраги­
мова и др., 2006 б]. Агрегированные ассоциаты молекул ПА способ­
ны внедриться в гидрофобную область стеринсодержащих мембран 
(холестерин или эргостерин) и образовать трансмембранные ион- 
проводящие каналы. Если в первом приближении представляется 
возможным объяснить механизм взаимодействия антибиотиков с 
внешней поверхностью мембраны, то гораздо сложнее объяснить 
механизм сборки каналов внутри самой мембраны. Структура моле­
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кул ПА такова, что они не способны сами в мономерной или ассо­
циированной форме пересечь фосфолипидную бислойную мембрану 
посредством пассивной диффузии. Это было показано эксперимен­
тально при изучении проницаемости фосфолипидных мембран для 
ПА меченых тритием [Касумов, 1986 а].

В настоящее время для лечения системных грибковых инфекций 
используются, в основном, амфотерицин В и нистатин. Сранитель- 
ный анализ биологической активности амфотерицина В и нистатин^ 
показывает, что амфотерицин В примерно в 6 раз более эффективен 
против большинства грибов, чем нистатин [Aszalos, 1975; Aszalos et 
al., 1985]. На БЛМ показано, что проводимость амфотерицинового 
канала примерно в 10 раз выше чем нистатинового канала [Ermishkin 
et al., 1976]. Амфотерицин В и нистатин очень близки друг к другу 
по своей химической структуре, однако мембраны с холестерином 
более чем в 100 раз чувствительны к амфотерицину В, чем к ниста­
тину [Касумов, Либерман, 1972; Касумов, 1986 а; Курбанов, Касу­
мов, 2004]. Отличие между амфотерицином В и нистатином состоит 
в прерывности системы двойных связей в структуре гидрофобной 
части молекул. Полиеновая цепь у нистатина Aj и амфотерицина А 
одинакова и, как показали исследования, антигрибковая активность 
у этих двух антибиотиков идентична друг другу [Akiyama et al., 
1980; Aszalos et al., 1985]. Из этих данных следует, что наличие оп­
ределенного числа двойных связей в хромофоре ПА является важ­
ным фактором, определяющий их чувствительность к холестеринсо-' 
держащим мембранам. Наблюдается прямая зависимость между 
числом двойных связей в хромофоре и биологической активностью 
полиенов. Показано, что чем выше число двойных связей в хромо­
форе ПА, тем выше их биологическая активность [Касумов, 1986 а; 
Joly et al., 1992 а, Ь]. ПА обладают высокой антигрибковой активно­
стью, но в то же самое время они обладают и определенной токсич­
ностью. Однако, это не может служить препятствием для проведения 
исследований, касающихся изучения взаимосвязи между структурой 
ПА и их функцией в мембранах. Исследование связи между структу­
рой антибиотиков и степенью их токсичности показало, что N- 
ацетилирование аминной группы и этерификация екзоциклической 
карбоксильной группы заметно уменьшает степень гемолитической 
активности по сравнению с исходными антибиотиками [Cybulska et 
al., 1983]. Метилирование функциональной аминной и карбоксиль­
ной группы в молекулах ПА при условии сохранения положительно­
го заряда на аминной группе показало, что степень гемолиза эритро­
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цитов уменьшается [Cheron et al., 1988; Султанова и др., 2007]. Со­
хранение отрицательного заряда на карбоксильных группах молекул 
при синтезе ацетил-производных ПА оказывает слабое влияние на 
степень гемолиза эритроцитов и на число формируемых в мембране 
каналов. Соответствующая химическая модификация аминной груп­
пы молекул полиенов уменьшает антигрибковую активность анти­
биотиков. В то же время модификация карбоксильной группы в мо­
лекулах антибиотиков не оказывет влияния на степень их антигриб­
ковой активности. Исследования показали, что полярные группы иг­
рают важную роль в проявлении биологической активности и изби­
рательности действия ПА. Эксперименты, проведенные в присутст­
вии некоторых производных амфотерицина В, модифицированных в 
положении углеродного атома С13, показали уменьшение антигриб­
ковой активности и избирательности действия антибиотиков на 
мембраны [Taylor et al., 1993]. На степень избирательности действия 
амфотерицина В оказывает влияние химическая модификация кар­
боксильной группы [Gary-Bobo, 1989]. Результаты проведенных экс­
периментов дают основание предположить, что механизм избира­
тельного действия ПА основан на специфическом взаимодействии 
аминной группы молекул антибиотиков с 3[3-ОН группой молекул 
стеринов с образованием водородной связи между ними. По сравне­
нию с исходным амфотерицином В биологическая активность про­
изводного амфотерицина В, модифицированного по аминной группе, 
значительно меньше [Cheron et al., 1988]. Устойчивость полиенового 
канала в проводящем состоянии определяется силой Ван-дер- 
Ваальсового взаимодействия между полиеновыми связями молекул 
антибиотиков и молекулами стерина внутри мембраны, а также 
электростатическим взаимодействием между аминной и карбоксиль­
ной группой соседних молекул антибиотиков, расположенных у вхо­
да в канал [Kasumov et al., 1979; Czerwinski et al., 1987; Mazerski et 
al., 1995; Khutorsky, 1996]. Блокирование одного из зарядов на амин­
ной или на карбоксильной группе в молекулах полиенов приводит к 
ослаблению электростатического взаимодействия между антибиоти­
ками и молекулами стеринов. В стабилизации канального комплекса 
доминирующим фактором является гидрофобное взаимодействие 
антибиотиков со стеринами.

ПА, модифицированные по карбоксильной группе, отличаются 
высоким сродством к эргостерину и достаточно высокой степенью 
избирательности воздействия на грибковые клетки по отношению к 
клеткам хозяина. Полученные данные можно объяснить в рамках 
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электростатической модели взаимодействия положительно заряжен­
ной аминной группы с отрицательно заряженной Зр-ОН группой мо­
лекул стерина [Baginski et al., 1994 a, b; 1997]. Число двойных связей 
в гидрофобной цепи полиеновых молекул определяет чувствитель­
ность антибиотиков к стерин-содержащим мембранам [Cybulska et 
al., 2000]. Результаты собственных исследований показали, что кон­
центрация, необходимая для получения одиночного канала, растет с 
уменьшением числа двойных связей в полиеновой цепи молекул ан­
тибиотиков в ряду: амфотерицин В < филипин < нистатин [Касумов, 
1986 а].

Важное место занимают исследования, связанные с изучением 
взаимосвязи между степенью агрегированное™ молекул и их ток­
сичностью для клеток млекопитающих [Bolard et al., 1991; Barwicz, 
Tancrede, 1997]. Рост числа заряженных групп в молекулах ПА уве­
личивает их способность к образованию агрегированных комплексов 
в водных растворах [Mazerski et al., 1990; Mazerski, Borowski, 1996; 
Legrand et al., 1992]. Создание новых и эффективных гликозилиро­
ванных ПА должно удовлетворять трем основным условиям: а) про­
ведение целенаправленной модификации аминной группы молекул 
антибиотиков, которые способствовали бы образованию водородной 
связи с молекулами стеринов; б) целенаправленная модификация 
карбоксильной группы молекул полиенов для повышения избира­
тельного взаимодействия со стеринами, содержащие 3J3-OH группу; 
в) синтез молекул полиенов с определенным числом заряженных 
групп, препятствующий образованию больших агрегированных ком­
плексов [Mandell, Petri, 1996]. В соответствии с этими требованиями 
и был синтезирован М-метил-М-О-фруктозил амфотерицин В. С по­
мощью данного антибиотика было показано, что он имеет более вы­
сокую избирательность действия на стеринсодержащие мембраны и 
повышенную растворимость в воде. Однако противогрибковая ак­
тивность этого антибиотика была значительно ниже по сравнениию 
с исходным амфотерицином В [Grzybowska et al., 1997]. Требуется 
дальнейшее проведение целенаправленного синтеза ПА методами 
химического и биологического синтеза (генетическая инженерия) с 
целью получения новых ПА с улучшенными терапевтическими 
свойствами.

В настоящее время интерес к противогрибковым препаратам 
еще более возрос из-за широкого распространения ВИЧ-инфекции, 
которая оказалась чувствительной к наличию в организме грибковой 
инфекции [De Marie et al., 1994]. Есть сообщения о том, что около 
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90% ВИЧ-инфицированных пациентов поражены грибковой инфек­
цией и висцеральной лейшманией из-за резкого ослабления иммун­
ной системы организма [Bjorksten et al., 1976; Brajtburg et al., 1981 
a,b, 1982; Hansen et al., 1990; Pleskoff et al., 1995; Mbongo et al., 1998; 
Di Giorgio et al., 1999; Gangneux et al., 1999; Mamidi et al., 2002; Sep- 
kowitz, 2002]. Кроме того, при трансплантации различных органов и 
в том числе костного мозга пациентам назначаются иммуноподав­
ляющие препараты. Однако эти препараты создают условия для по­
явления у пациентов ВИЧ - и грибковой инфекции [Kauffman, 2002; 
Vilchez et al., 2002]. Обычно различают два вида грибковых инфек­
ций: поверхностная кожная и системные микозы, которые оказыва­
ют свое действие на внутренние органы и ткани. При введении па­
рентеральным путем в организм терапевтических препаратов часто 
возникают системные микозы и они, быстро распространяясь, угро­
жают жизни пациентам. Поверхностная кожная грибковая инфекция 
вызывается дермофитами - Trichophyton и Microsporum и эффектив­
но излечивается как ПА, так и неполиеновыми противогрибковыми 
препаратами - азолями и аллюламинами [Hitchcock, 1993; White, 
1997; Loffler et al., 2000; Weinstein, Berman, 2002; Surarit, Shepherd, 
1987]. Более глубокие инфекции, как оральные и генитальные кан­
дидозы, вызванные микроорганизмами рода Candida, лечатся такими 
ПА, как нистатин и кандицидин. При лечении азолевыми препарата­
ми патогенные микроорганизмы становятся резистентными к ис­
пользуемым препаратам [Powderly et al., 1999]. При лечении кишеч­
ных инфекций, вызванных патогенными микроорганизмами рода 
Candida, используется нистатин, в то время как пимарицин применя­
ется для лечения глазных и вагинальных микозов. Патогенные мик­
роорганизмы рода Candida, Cryptococcus и Aspergillus вызывают та­
кие тяжелые заболевания, как кандидозы, криптоккозы и легочные 
аспергиллезы. Только амфотерицин В используется для лечения сис­
темных грибковых инфекций, путем внутривенного его введения 
[Mandell, Petri, 1996]. Исследования, проведенные на мышах, пока­
зали, что летальная доза для нистатина в 6 раз ниже, чем для амфо­
терицина В [Ghielmetti et al., 1976]. Эти результаты совпали с ранни­
ми клиническими исследованиями, которые показали, что паренте­
ральное введение нистатина вызывает возникновение лихорадки и 
образование тромбофлебита. Однако исследования, проведенные на 
мышах in vivo, показали, что нистатин обладает меньшей токсично­
стью, чем амфотерицин В [Zager, 2000]. Детально изучен спектр ан­
тигрибковой активности нистатина и амфотерицина В [Brown, 1974;
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Kravchenko, 1977; Korting et al., 1988; Stem et al., 1988; Perfect et al., 
1991]. Показано, что при парентеральном введении амфотерицина В 
наблюдается хороший лечебный эффект, однако в то же самое время 
амфотерицин В обладает определенной токсичностью - нефроток­
сичностью, вызывает расстройство центральной нервной системы и 
способствует появлению дисфункции печени [Fisher et al., 1975, 
1976, 1978; Fujimoto et al., 1978; Fisher, Bryson, 1977; Fisher, 1980; 
Blanke et al., 1977; Mermer et al., 1981; Hughes et al., 1987; Schell et al., 
1989; Wasan et al., 1994; Mandell, Petri, 1996; Wasan, Conklin, 1996; 
Wasan, Lopez-Berestein, 1997]. Причины, вызывающие эти осложне­
ния, до сих пор неизвестны и поэтому приходится ограничивать вво­
димую ежедневную дозу до 1.5 мг/кг веса тела [Sabra, Branch, 1990]. 
При использовании амфотерицина В возникает еще одна существен­
ная проблема - эта низкая растворимость препарата в воде [Bennet et 
al., 1963]. Благодаря именно этому свойству, молекулы амфотерици­
на В не обладают достаточной резорбцией и не могут в необходимом 
количестве достичь поврежденных органов и тканей и, соответст­
венно, имеют низкий терапевтический индекс [Chabot et al., 1989 
Tanaka et al., 1992]. Недавно были получены новые производные ам­
фотерицина B-AmB-арабинодалактон и МЕАМЕ, которые хорошо 
растворимы в воде [Grzybowska et al., 1997; Falk et al., 1999]. Пред­
варительные данные показывают, что МЕАМЕ оказался эффектив­
ным при лечении системных микозов у мышей. Однако, несмотря на 
наличие большого количества ПА и их производных, ни один из них 
по эффективности своего действия не может сравниться с исходным 
амфотерицином В при лечении системных грибковых инфекций и 
висцеральной лейшмании [Winston et al., 1979; Medoff et al., 1983; 
Pocchiari, Casaccia, 1989; Ramos et al., 1990, 1994; Croft et al., 1991; 
Pfaller et al., 1994; Baily, Nandy, 1994; Yu et al., 1998].

Усилие ученых направлено на получение новых лекарственных 
форм ПА, особенно амфотерицина В, и на разработку новых спосо­
бов их доставки к пораженным органам и тканям [Gus et al., 1991; 
Vertut-Groquin et al., 1984, 1985; Gruda et al., 1988; Mehta et al., 1984. 
1985, 1994, 1997; Tasset et al., 1989; Brajtburg et al., 1990 a, b; Bolard. 
1991 a; Lamb et al., 1991; Joly et al., 1992 a, b; Perkins et al., 1992: 
Souza et al., 1993; Caillot et al., 1992, 1993; Rocheleau et al., 1994: 
Bharma et al., 1997]. В клинической практике используется суспензия 
амфотерицина В в комплексе с дезоксихолатом (фунгизон) для лече­
ния системных грибковых инфекций и висцеральной лейшмании 
даже несмотря на появление симптомов острой почечной недоста­
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точности при введении данного препарата [Lambert, Hammond, 1973; 
Dolberg, Bissel, 1974; Washington et al., 1988; Davis, Washington, 
1988; Brajtburg et al., 1989 b; Tollemar et al., 1990 a, b; Tancrede et al., 
1990; Clements, Peacock, 1990; Sanders et al., 1991; Hostetler et al., 
1992; Lamy-Freund et al., 1991, 1993; Ralph et al., 1991, 1993; Brajtburg 
et al., 1992; Jannof et al., 1993; Van Etten et al., 1993, 1995; Tobosa do 
Egito et al., 1994, 1995, 1996; Ramos et al., 1988, 1995; Wang et al., 
1995; Sundar, Murray, 1996; Sundar et al., 1997; Petit et al., 1998, 1999; 
Swenson et al., 1998; Walker et al., 1998; Bates et al., 2001]. В этом от­
ношении ПА инкапсулированные в липосомы являются более пер­
спективным методом по сравнению с фунгизоном [New et al., 1981; 
Ahrens et al., 1984; Dufourc et al., 1984 a; Panosian et al., 1984; Mehta et 
al., 1985; Lopez-Berestein et al., 1984 a, b, 1985 a, b, 1987; Meunier et 
al., 1988, 1991; Midez et al., 1989; Andriole, Paterson, 1989; Hospenthal 
et al., 1989 a, b; Bolard, 1989; Kerridge, 1986; Juliano et al., 1987; Grant 
et al., 1989; Pontani et al., 1989; Jullien et al., 1990; Katz et al., 1990; 
Madden et al., 1990; Hamilton et al., 1991; Tasset et al., 1992; Legrand et 
al., 1993, 1997; Mills et al., 1994; Hillery, 1997; Yardley, Croft, 1997; 
Larabi et al., 2003]. Такие препараты, как липосомальная форма ам­
фотерицина В (AmBisome), комплекс амфотерицина В с липидами 
(Abelcet), коллоидно-дисперсная форма амфотерицина В (Amphocil), 
интралипидная форма амфотерицина В и липосомальная форма нис­
татина (Nyotran) находятся на стадии клинического испытания 
[Beggs et al., 1978; Strauss, 1981; Taylor et al., 1982; Graybill et al., 
1982; Lopez-Berestein et al., 1984 a, b; Ahrens et al., 1984; Vertut- 
Croguin et al., 1984, 1985; Hopfer et al., 1984, 1987; Tremblay et al., 
1984; Jullien et al., 1988, 1989, 1990; Lopez-Berestein, 1987; Payne et 
al., 1987; Szoka et al., 1987; Lopez-Berestein, Juliano, 1987; Davis et al., 
1987; Kirsh et al., 1988; Krause, Juliano, 1988; Schmitt et al., 1988; 
Gruda et al., 1988, 1991; Janoff et al., 1988, 1993; Ahmad et al., 1989 a, 
b; Pattersen et al., 1989; Sculier et al., 1989: Edmonds et al., 1989; Mil­
haud et al., 1989; Lopez-Berestein, Fidler, 1989: Grant et al., 1989; Tol­
lemar et al., 1990 a, b; Dromer et al., 1990; Annaissie et al., 1991; Jullien, 
Bolard, 1990; Miyazaki et al., 1990; Clark et al., 1991; Fisher et al., 1991; 
Kan et al., 1991; Boggs et al., 1991; Proffitt et al., 1991; Olsen et al., 
1991; Croft et al., 1991; Clemons, Stevens, 1991 a, b, 1992, 1993 a, b; 
Adler-Moore et al., 1991, 1993; Kintzel, Kennedy, 1991; Guo et al., 
1991; Mitrano et al., 1991; Hamilton et al., 1991; Coker et al., 1991; 
Chopra et al., 1991; Speller, Warnock, 1991; Fielding et al., 1991, 1992; 
Moreau et al., 1992; Gilbert et al., 1992, 1994; Hanson, Stevens, 1992;
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Sullivan et al., 1992 a, b; Chavanet et al., 1992; Janknegt et al., 1992; 
Berman et al., 1992; Moreau et al., 1992; Diette et al., 1993; Souza et al., 
1993; Gates, Pinney, 1993; Gokhale et al., 1993 a, b; Guo, Working, 
1993; Adler-Moore, Proffitt, 1993; Wasan, Lopez-Berestein, 1993; 
Clemons, Stevens, 1993 a, b; Ringdon, Tollemar, 1993; Stevens, 1994; 
Lee et al., 1994 a, b; Ringden et al., 1994; Moonis et al., 1994; Brajtburg 
et al., 1994a,b; Allen et al., 1994; Hay, 1994; Karyotakis, Annaissie, 
1994; Wasan et al., 1990, 1993, 1994 a.b; Joly et al., 1990, 1994; De 
Marie et al., 1994; Pahls, Schaffner, 1994; Viviani et al., 1994; Perfect, 
Wright, 1994; Davidson et al., 1994, 1996; Francis et al., 1994; Mitsutake 
et al., 1994; Seaman et al., 1995; Elberg et al., 1995; Valero, Graybill, 
1995; Fromtling, 1995; Graybill, Bocanegra, 1995; Glaser, 1995; Bolard, 
Andremont, 1995; Gangneux et al., 1996 a, b; Lister, 1996; Russo et al., 
1996; Heinemann et al., 1997; Adedoyin et al., 1997; Walsh et al., 1998; 
Maesaki, 2002; Dupont, 2002]. От висцерального лейшманиоза стра­
дает большое количество людей и при отсутствии эффективного и 
своевременного лечения от этой болезни погибает до 0,5 миллиона 
человек в год [Pearson, Sousa, 1996]. При лечении висцерального 
лейшманиоза используют препараты ПА, приготовленные на липид­
ной основе, которые имеют относительно меньшую токсичность и 
лучший терапевтический индекс по сравнению с фунгизоном [Lopez- 
Berestein et al., 1983 a, b; Berman et al., 1986; Pisarik et al., 1990; 
Davidson et al., 1991; Mishra et al., 1992; Bangham, 1992; Joly et al., 
1992 b; Washington et al., 1993; Legrand et al., 1993; Gates, Pinney, 
1993; Hay, 1994 Meunier, 1994; Wasan, Lopez-Berestein, 1994; Bolard, 
Andremont, 1995; Russo et al., 1996; Thakur et al., 1996]. Однако полу­
ченные данные еще не является достаточным основанием для дачи 
конкретной рекомендации относительно указанных выше препара­
тов. Кажется, что получение и использование полиеновых препара­
тов зависит от типа инфекции и общего состояния больных. Не ис­
ключено, что степень безопасности этих препаратов может быть 
улучшена путем получения новых производных антибиотиков мето­
дами химической трансформации молекул и методами генной инже­
нерии микроорганизмов, продуцирующих ПА.

Число исследовательских групп, занимающиеся исследованием 
биологического действия ПА, растет из года в год. Однако не все эти 
группы занимаются изучением противогрибковой активности ПА. 
Имеются данные о том, что ПА могут быть использованы и в других 
направлениях, так, например, для усиления иммунной системы орга­
низма, лечения злокачественных и доброкачественных опухолей, 
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ВИЧ-инфекций и гнойных заболеваний [De Paermentier et al., 1975; 
Ferrante et al., 1979; Krick, Remington, 1976; Valeriote et al., 1984; 
Krishan et al., 1985; Vertut-Croquin et al., 1986; Powderly et al., 1988; 
Belay et al., 1993; Yamaguchi et al., 1993; Mange et al., 2000]. Наличие 
заметного токсического эффекта амфотерицина В при больших кон­
центрациях не позволяет эффективно использовать его в борьбе с 
гнойными инфекциями. В этом отношении производное амфотери­
цина В MS-8209, обладающий относительно низкой токсичностью, 
может быть рекомендован для использования в борьбе с гнойными 
инфекциями [Adjou et al., 1995; Beringue et al., 2000]. Есть надежда, 
что в скором времени будут получены нетоксичные для организма 
человека новые ПА, которые могут расширить сферу их использова­
ния. К сказанному необходимо добавить, что наметились перспекти­
вы использования полиеновых макролидов при генной терапии че­
ловека [Garcia-Chaumont et al., 2000 a.b; Hartl et al., 2002].

В области исследования иммуномодулирующих свойств ПА из 
всех полиенов наиболее интенсивно был изучен амфотерицин В. 
Было показано, что амфотерицин В индуцирует у мышей гумораль­
ный и клеточный иммунитет [Nair, Schwartz. 1982; Little et al., 1984, 
1987; Bolard, 1991 Ь]. При исследовании действия амфотерицина В in 
vitro на эффект усиления клеточного иммунитета были получены 
противоречивые результаты, которые не могут найти до сих пор 
должного объяснения [Abu-Salah, 1996]. Также до сих пор непонят­
но, чем обусловлен иммуностимулирующий эффект амфотерицина В 
in vitro при низких его концентрациях [Sarthou et al.. 1986; Wolf, 
Massof, 1990].

Особую роль в возникновении очагов воспаления при сепсисе 
играют цитокинины, продуцируемые эукариотическими клетками и 
центральную роль здесь играет фактор a-TNF, синтезируемый акти­
вированными макрофагами, образующимися при некрозе опухоле­
вых клеток. Фактор некроза опухолей a-TNF. или кахектин, пред­
ставляет собой негликозилированньш белок, который обладает про­
тивоопухолевой активностью. Фактор некроза опухолей обладает 
также антитоксическим действием, иммуномодулирующим и проти­
вовоспалительным эффектом и участвует в противовирусном, про­
тивоопухолевом и трансплантационном пммушитете. Фактор a-TNF 
способен активировать функция макрофагов и лимфоцитов, а также 
усиливать сопротивляемость организма хозяина к действию пато­
генных микроорганизмов, и, в частности, к вирусным инфекциям 
[Imanishi, 2000]. Высокие концентрации фактора a-TNF порождают 
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нежелательные эффекты и приводят к появлению лихорадки и дест­
рукции воспалительной ткани в организме человека [Dinarello, 2000]. 
Показано, что амфотерицин В при низких концентрациях может ин­
дуцировать у человека резистентность к бактериальным инфекциям 
[Yamaguchi et al., 1993]. Интересно отметить, что амфотерицин В и 
его производные в сочетании с бактериальными полисахаридами мо­
гут стимулировать синтез a-TNF в макрофагах [Yamaguchi et al., 
1993; Clayette et al., 2000]. При лечении амфотерицином В часто воз­
никают нежелательные для организма воспалительные процессы и, 
по-видимому, эти эффекты появляются благодаря усилению синтеза 
a-TNF в макрофагах. Высказывается мнение о том, что амфотерицин 
В можно использовать в качестве иммуностимулятора, и что кон­
центрация антибиотика может быть эффективным регулятором син­
теза фактора a -TNF.

Амфотерицин В подавляет функции мембранных ферментов - 
протонной АТФ-азы в грибковых клетках и КДЧа-АТФ-азы в клетках 
млекопитающих [Vertut-Doi et al., 1988]. Ингибирование функции 
этих ферментов уменьшает свободную внутреннюю энергию клеток 
и их пролиферативную активность [Schindler et al., 1993]. Амфоте­
рицин В и его производное - метиловый эфир амфотерицина В спо­
собны ингибировать пролиферацию различных вирусов, встроенных 
в липосомы, которые вызывают такие заболевания, как герпес, гепа­
тит В и везикулярные стоматиты [Jordan et al., 1978; Stevens et al., 
1975; Kessler et al., 1981; Stevens, 1994]. Однако эти сообщения не 
были восприняты достаточно серьезно, из-за проявления токсично­
сти антибиотиков. В большинстве случаев степень токсичности по­
лиенов превосходила собственный терапевтический эффект. Появ­
ление ВИЧ-инфекции и масштабы этой эпидемии несколько измени­
ли отношение к полиенам. Приняв во внимание противовирусное 
действие ПА, были проведены новые дополнительные эксперименты 
по изучению действия полиенов на противовирусную активность 
[Selvam et al., 1993; Konopka et al., 1999]. Исследования в этом на­
правлении показали, что амфотерицин В и его производные могут 
ингибировать in vitro репликацию вирусов, вызывающих ВИЧ- 
инфекцию [Borden et al., 1979; Schaffner et al., 1986; Cefai et al., 1991; 
Otake et al., 1991]. Важно отметить, что ПА ингибируют репликацию 
ВИЧ - инфекции при концентрациях, которые уже оказывают воз­
действие на клетки хозяина [Selvam et al., 1993; Konopka et al., 1999]. 
Хотя механизм ингибирования вируса под действим полиенов оста­
ется до конца невыясненным, но тем не менее есть предположение, 
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что в данном случае решающую роль играет взаимодействие поли­
енов с липидным компонентом мембран. Возможно, что низкие кон­
центрации полиенов могут привести к структурным изменениям 
мембран и блокировать связывание вирусов с рецепторами клеток 
[Magierowska-Jung et al., 1996]. Однако для создания эффективных 
методов антиспидовой терапии необходимо проведение эксперимен­
тальных работ in vivo.

Для современного общества важной проблемой является иссле­
дование механизма возникновения нейродегенеративных рас­
стройств, вызванных клетчатыми энцефалопатитами при пищевых 
отравлениях. Клещевой энцефалит обычно локализуется в корах го­
ловного мозга и выделяет абдоминальный протеин PrPSc [Sy et al., 
2002]. Абдоминальный протеин PrPSc проявляет устойчивость к 
ферменту протеиназе К и нерастворим в воде [Prusiner et al., 1998]. 
Имеющиеся современные методы лечения этого заболевания не 
очень надежны. Было показано, что введение амфотерицина В за­
медляет инкубационный период течения болезни у хомяка [Pocchiari 
et al., 1987; Xi et al., 1992]. Интересно, что после введения исходного 
амфотерицина В, водорастворимого производного амфотерицина В 
MS-8209 и филипина животным, инфицированных вирусом-TSE, по­
вышается их выживаемость [Demaimay et al., 1994, 1997, 1999; Adjou 
et al., 1995, 1999; Beringue et al., 2000; Mange et al., 2000 a; Marella et 
al., 2002]. Проведенные in vitro эксперименты показали, что амфоте­
рицин В при низких концентрациях повышает резистентность орга­
низма к протеину PrPSc [Mange et al., 2000 а, Ь]. Наиболее вероятно, 
что амфотерицин В, связываясь со стеринами плазматических мем­
бран, транспортирует гликозилфосфатидилинозитол-связанный про­
теин PrPSc внутрь клетки и эффективность этого транспорта зависит 
от содержания стерина в мембране [Kaneko et al.. 1997: Mange et al., 
2000 a, b; Grigoriev et al., 2002J.

Обнаружено, что ПА способны тормозить рост злокачественных 
образований [Feigin, 1999]. Известно, что гепатомальные клетки 
(карцинома) лишены системы регуляции синтеза холестерина, но в 
то же время они способны синтезировать в своих мембранах пред­
шественник холестерина - 7-дегидрохолестерин. Экспериментально 
установлено, что амфотерицин В обладает большей чувствительно­
стью к мембранам, содержащих “-дегидрохолестерин, чем к мем­
бранам, содержащих эргостерин и холестерин [Charbonneau et al., 
2001]. Предполагается, что используя специфические ингибиторы, 
такие как AY-9944, блокирующие синтез холестерина, можно на оп­
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ределенном этапе создать условия для синтеза 7-дегидрохолестерина 
в гепатомальных клеточных мембранах и, учитывая высокую специ­
фичность полиенов к 7-дегидрохолестерину, можно оказать эффек­
тивное и избирательное воздействие на гепатомальные клетки и ли­
зировать их [Dvomik, Hill, 1968]. Однако для четкого доказательства 
данного предположения необходимы дополнительные эксперимен­
ты.

В заключении следует отметить, что ПА, хотя и были обнаруже­
ны более 50 лет тому назад, они и сегодня остаются самыми эффек­
тивными соединениями в борьбе с грибковой инфекцией. Несмотря 
на определенную токсичность, полиены оказывают самое эффектив­
ное воздействие на патогенные микроорганизмы и обладают способ­
ностью защитить иммуноослабленных больных, пораженных сис­
темной грибковой инфекцией, от летального исхода. Будущее ПА 
связано с химическим и биологическим синтезом новых антибиоти­
ков и их производных с установлением их химической структуры и 
исследованием взаимосвязи между химической структурой ПА и их 
функцией в липидных и клеточных мембранах. Исследования, про­
водимые в указанном направлении, позволят получить лечебные 
препараты со значительно улучшенными фармакологическими свой­
ствами и помогут эффективно использовать их в борьбе с грибковы­
ми, гнойными и вирусными инфекциями, а также с злокачественны­
ми и доброкачественными образованиями. Эти исследования в даль­
нейшем будут способствовать расширению сферы использования 
новых ПА в терапевтических целях.
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A modem data about the structure, properties and biological action of mem- 
brane-active polyene antibiotics (PA) and their derivatives are represented in this 
monograph. The role of bilayer lipid membranes (BLM) in the decoding of mo­
lecular mechanism of interaction between PA and membranes and the relation­
ship between structure and function of this group compounds is shown. In the 
base of PA-action there is the formation in lipid membranes structural ionic 
channels by PA and sterols in the molecular-size complexes that are selective 
permeable for ions and organic substances. Large life-times of polyene channels 
in conducting state and the accessibility of their molecules to transformations 
open more perspectives for elucidation of molecular mechanism of ion’s trans­
port through the channels. The research of kinetics of multi-channel membrane 
conductance at the presence of PA and their derivatives with the established 
structure of molecules have opened the way to study the selective permeability 
of membranes and the main principles of assembling-disassembling of channels 
in lipid membranes. The practical aspects of using the PA in medicine are 
showed in the monograph. The urgency of these researches is that PA are one of 
most effective drugs in medical practice for fungous diseases treatment. The 
purposeful PA-synthesis by chemical modification of different parts in the mole­
cule’s lacton ring and study of their physico-chemical properties on the BLM 
makes possible to formulate the theoretical conclusions for synthesis of new PA- 
drugs with the necessary therapeutic properties.

This book is dedicated for working in the field of biophysics, chemistry, 
biochemistry, pharmacology, microbiology.
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