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Вплив трифтороцтової кислоти на кластеризацiю води

в частково дегiдратованiй тканинi печiнки щурiв

з карциномою Герена

Методом низькотемпературної 1
H ЯМР спектроскопiї дослiджувався стан води в лiофi-

лiзованiй тканинi печiнки щурiв — iнтактнiй та враженiй карциномою Герена. Вста-

новлено, що в iнтактнiй тканинi присутнi шiсть типiв кластерiв води, якi здатнi

розчиняти рiзну кiлькiсть трифтороцтової кислоти. У печiнцi пухлиноносiя кластери

SAW є бiльш однорiдними, а їх розчинююча здатнiсть щодо ТФОК та електронодонор-

них молекул iстотно менша.

Вiдомо, що зв’язування води з макромолекулами призводить до змiни їх конфiгурацiї, ефек-
тивних розмiрiв i властивостей. Тому будь-яке варiювання бiлок-бiлкових, бiлок-лiпiдних,
лiпiд-лiпiдних зв’язкiв впливає на структуру гiдратної компоненти бiологiчних систем, що
спричиняє iстотну модифiкацiю їх функцiонального стану. Особливого змiсту i значення на-
бувають цi явища при патологiчних процесах, зокрема канцерогенезi та прогресiї пухлинної
хвороби [1–6]. Цi дослiдження можуть бути виконанi за допомогою методу низькотемпера-
турної 1Н ЯМР спектроскопiї [7–10], який дозволяє за величиною хiмiчного зсуву визначати
ступiнь асоцiйованостi внутрiшньоклiтинної води, а за її здатнiстю до замерзання — змiни
внутрiшньої енергiї, що зумовлено взаємодiєю води з розчиненими в нiй низькомолекуляр-
ними речовинами та бiополiмерами.

У вiдповiдностi до результатiв багаточисельних дослiджень, пiдсумованих в моногра-
фiях [9–11], вода має кластерну будову, основу останньої складають кластери сильноасоцi-
йованої води розмiром 1–3 нм, в яких упорядкованiсть молекул значно вища, нiж у промiж-
ках мiж сумiжними кластерами. Хiмiчний зсув протонiв рiдкої води (δН) менший, нiж для
гексагонального льоду (тетрагональна структура, δН = 7 м. ч.) i становить близько 5 м. ч.
Для виявлення впливу злоякiсної трансформацiї на будову кластерiв внутрiшньоклiтинної
води може бути використана властивiсть кластеризованої води погано розчиняти полярнi
органiчнi речовини та сильнi кислоти [11–13].

Мета роботи — вивчення змiни структури внутрiшньоклiтинної води в печiнцi iнтактних
щурiв та тварин з карциномою Герена: в повiтряному та органiчному середовищах, що
мiстять додатки трифтороцтової кислоти.

Методи дослiдження. Тканина печiнки була отримана вiд щурiв лiнiї Вiстар (iн-
тактнi щури i тварини з трансплантованою карциномою Герена вагою 180 г). Час пiсля
перещеплення пухлини 12 дiб. Для експериментiв брали по 5 г кожного зразка печiнки, яку
висушували, використовуючи метод лiофiлiзацiї. Пiсля висушування вмiст залишкової води
не перевищував в обох зразках 5% маси. Фотографiї зразкiв тканини (до висушування), що
отриманi на фазово-контрастному мiкроскопi (Primo Star, Carl Zeiss, Нiмеччина), представ-
лено на рис. 1. Зразки розрiзняються розмiрами клiтинних утворень: бiльш однорiдними
для контрольного зразка.
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Рис. 1. Мiкрофотографiї тканин печiнки щурiв:
а — iнтактних, б — з перещепленою карциномою Герена 12 дiб (Зб. 1000 з використанням iмерсiї)

Перед ЯМР-дослiдженнями зразки розтирали в фарфоровiй ступцi до отримання гра-
нул розмiром 0,1–1,0 мм, що забезпечувало, з одного боку, слабке руйнування клiтин, а
з другого — рiвномiрне розмiщення дослiдного матерiалу в ампулi ЯМР-спектрометра. Пiс-
ля цього до зразкiв додавали певну кiлькiсть дистильованої води i врiвноважували при
кiмнатнiй температурi 1–2 год. Максимальна гiдратованiсть зразкiв становила 330 мг води
на 1 г сухої тканини. Однi й тi самi зразки дослiджувались на повiтрi та з додатками органi-
чних розчинникiв та трифтороцтової кислоти (ТФОК). Застосування дейтерованих розчин-
никiв (CDCl3, CD3CN, ДМСО-d6) було зумовлене прагненням максимально нейтралiзувати
сигнали протонiв органiчних розчинникiв, iнтенсивнiсть яких може значно перевищувати
iнтенсивнiсть сигналу води.

Спектри ЯМР знiмали на ЯМР-спектрометрi Varian Mercury 400 з робочою частотою
400 МГц. Температуру регулювали з точнiстю ±1 K, використовуючи термоприставку Bru-
ker VT-1000. Iнтенсивнiсть сигналiв визначали з точнiстю ±10%. Для запобiгання переохо-
лодження суспензiй спектри 1Н ЯМР незамерзаючої води записували при нагрiваннi сус-
пензiй, попередньо охолоджених до температури 210 К.

Результати та їх обговорення. Рис. 2 iлюструє знятi при рiзних температурах
спектри 1Н ЯМР тканини печiнки: iнтактних (див. а, в) та з карциномою Герена щу-
рiв (див. б, г), що мiстили 330 мг/г залишкової води. При вибраному рiвнi гiдратованос-
тi можна було вважати, що вся присутня в клiтинному матерiалi вода є зв’язаною, тоб-
то входить до складу гiдратних оболонок бiополiмерних структур. У повiтряному сере-
довищi вид спектрiв тканини печiнки iнтактних щурiв та печiнки пухлиноносiїв виявив-
ся подiбним (див. а, б ). Мiжфазна вода знаходиться у виглядi кластерiв сильноасоцi-
йованої води, хiмiчний зсув яких при температурi 290 К становить близько 5 м. ч., що
близько до хiмiчного зсуву рiдкої води. Iз зниженням температури замерзання води зсув
здiйснюється при T < 260 K, тобто вся наявна в тканинi вода може бути квалiфiкова-
на як сильнозв’язана [9–11]. У мiру замерзання води (при зниженнi температури) її хi-
мiчний зсув збiльшується, що може бути обумовлено зростанням упорядкованостi води
(наближення її структури до структури гексагонального льоду) та збiльшенням впли-
ву молекул води, що взаємодiють з сильними електронодонорними групами молекул бiо-
матерiалу.
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Рис. 2. 1Н ЯМР-спектри печiнки щурiв iнтактної та з карциномою Герена знято при рiзних температурах:
на повiтрi : а — iнтактна; б — пухлиноносiя; в середовищi CDCl3: в — iнтактна; г — пухлиноносiя.
Тут i на рис. 3 i 4 : температура спектрiв, К: 1 — 210, 2 — 220, 3 — 230, 4 — 240, 5 — 250, 6 — 260, 7 —
265, 8 — 270, 9 — 280, 10 — 290

При введеннi в клiтини слабополярної речовини (CDCl3) вигляд спектрiв змiнюється
(див. в, г на рис. 2). У них спостерiгається сигнал сильноасоцiйованої води (δH = 5,0–
5,5 м. ч.) та група сигналiв у спектральнiй областi (δH = 0,9–3,5 м. ч.), якi для зразка
iнтактної тканини (див. в) реєструються окремо, а для печiнки щурiв з карциномою Герена
(див. г) — як один широкий сигнал. Iмовiрно, в цiй спектральнiй областi спостерiгаються
сигнали фосфолiпiдiв, жирних кислот, слабоасоцiйованої води та води, зв’язаної з електро-
нодонорними центрами поверхнi бiоматерiалу.

Додавання до дисперсiйного середовища ТФОК у випадку iнтактної тканини призво-
дить до значного ускладнення вигляду спектрiв. Сигнал сильноасоцiйованої води трансфор-
мується принаймнi в шiсть сигналiв, хiмiчний зсув яких знаходиться в iнтервалi 4,0–10,5 м. ч.
Це свiдчить про утворення системи кластерiв, що по-рiзному розчиняють ТФОК. Зокрема,
найменш iнтенсивний з сигналiв SAW (сигнал 1 на рис. 3, а, δН = 4 м. ч.) вiдповiдає клас-
терам сильноасоцiйованої води, що не розчиняє ТФОК, а впорядкованiсть сiтки водневих
зв’язкiв менша, нiж у рiдкої води. Сигнал 2 (δН = 5 м. ч.) має спектральнi параметри, якi
при 290 К збiгаються з параметрами води у вiдсутностi ТФОК. Однак зi зниженням тем-
ператури i частковим замерзанням мiжфазної води вiн роздiляється на сигнали 2 й 3. При
цьому хiмiчний зсув сигналу 2 залишається незмiнним, а сигнал 3 зi зниженням темпера-
тури змiщується в слабкi поля, що свiдчить про збiльшення вкладу в такiй водi розчиненої
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Рис. 3. 1Н ЯМР-спектри знято при рiзних температурах у присутностi трифтороцтової кислоти печiнки
щурiв iнтактної (а, в) та з карциномою Герена (б, г)

ТФОК. Iмовiрно це обумовлено вимерзанням води у виглядi чистого льоду i вiдповiдного
збiльшення концентрацiї кислоти в залишковiй водi. Така ж закономiрнiсть спостерiгається
i для змiни хiмiчного зсуву сигналiв 4–6 (див. а на рис. 3), проте концентрацiя ТФОК
у кластерах води, вiдповiдальних за цi сигнали, є значно бiльшою.

На вiдмiну вiд описаних закономiрностей кластероутворення води в тканинi печiнки
iнтактних щурiв за наявнiстю ТФОК, у печiнцi щурiв з карциномою Герена вид спектрiв
при тiй самiй кiлькостi (330 мг/г) залишкової води iстотно iнший (див. б на рис. 3). При
кiмнатнiй температурi в спектрах фiксується лише два сигнали сильноасоцiйованої води:
з хiмiчними зсувами δH = 4 м. ч. та δH = 6,5 м. ч. Перший з цих сигналiв за своїми ха-
рактеристиками збiгається з сигналом 1 на рис. 3, а, а другий, — iмовiрно, є усередненим
сигналом (2–6 ) для кластерiв. При найбiльш низькiй температурi (210 К) вигляд спектрiв
для обох типiв тканин стає близьким. Найбiльш iмовiрно, що у печiнцi щурiв з пухлиною
утворюються бiльш однорiднi кластери води з усередненим значенням розчинностi в них
ТФОК.

Додавання до дисперсiйного середовища полярної компоненти (CD3CN) призводить до
певного перерозподiлу мiж iнтенсивностями сигналiв (2–6 ) в iнтактнiй тканинi (див. в

рис. 3). Суттєво зростає iнтенсивнiсть сигналу 6, обумовленого кластерами зi значною кон-
центрацiєю ТФОК. Їх стабiлiзацiї сприяє сольватуюча дiя молекул ацетонiтрилу. Спосте-
рiгається також зменшення iнтенсивностi сигналу 2 за рахунок зростання iнтенсивностi
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Рис. 4. 1Н ЯМР-спектри тканини печiнки щурiв з карциномою Герена, що мiстила 330 мг/г залишкової
води в середовищi хлороформу з додатками ТФОК та ДМСО знято при рiзних температурах

сигналiв 3–5. У той самий час у печiнцi щурiв з пухлиною цих змiн не вiдбувається i спект-
ри сигналу SAW залишаються подiбними до спектрiв у середовищi хлороформу (див. г на
рис. 2) без додавання ТФОК та ацетонiтрилу. Це свiдчить про погану розчиннiсть у мiж-
фазнiй водi не тiльки ТФОК, а й CD3CN.

Вiдзначимо, що в присутностi CD3CN як в iнтактнiй (див. в на рис. 3), так i у печiнцi щу-
рiв з карциномою Герена (див. г) спостерiгається зростання iнтенсивностi сигналу протонiв
у спектральному дiапазонi δН = 1–3 м. ч. Це свiдчить про зростання кiлькостi слабоасоцiйо-
ваних форм води. Для iнтактної тканини (див. в) це є сигналом при δН = 1 м. ч. На жаль,
для печiнки щурiв з пухлиною (див. г) аналогiчний сигнал SAW неможливо вiдокремити
вiд сигналiв фосфолiпiдiв, що мають ту саму величину хiмiчного зсуву.

З метою перевiрки припущення про слабку розчиннiсть полярних речовин у мiжфазнiй
водi печiнки тварин з пухлиною нами було вивчено вплив на спектральнi параметри SAW
бiльш сильного електронодонорного розчинника — диметилсульфоксиду (ДМСО). Резуль-
тати наведено на рис. 4.

Як випливає з даних рисунку, основний сигнал сильноасоцiйованої води має хiмiчний
зсув δН в дiапазонi вiд 5,0 до 6,6 м. ч. Звертаючи увагу на значний надлишок присутнiх
у дисперсiйному середовищi ТФОК i ДМСО, можна стверджувати, що вони майже не роз-
чиняються у внутрiшньоклiтиннiй водi. Це свiдчить про формування в клiтинах компа-
ктних нанорозмiрних кластерiв води, розчинення в яких кислоти та полярних органiчних
речовин супроводжується значним збiльшення внутрiшньої енергiї, що є енергетично не
вигiдним.

У спектрах на рис. 4 спостерiгається кiлька вiдносно слабких сигналiв з δH = 9–11 м. ч.
при кiмнатнiй температурi, якi збiльшуються до δH = 11–14 м. ч. при 210 К. Сигнали,
обумовленi водою, що знаходиться в клiтинах печiнки, iмовiрно не зазнали значного впливу
карциноми Герена.

Таким чином, на даному етапi дослiджень застосування методу 1Н ЯМР-спектроскопiї
з пошаровим виморожуванням рiдкої фази дозволяє визначити характеристики рiзних ти-
пiв зв’язаної води та величину мiжфазної енергiї, яка опосередковано характеризує стан
шарiв води, зв’язаних з внутрiшньою та зовнiшньою поверхнею плазматичних мембран клi-
тин.

При порiвняннi спектральних характеристик сильноасоцiйованої води в печiнцi iнтакт-
них щурiв та в печiнцi тварин з карциномою Герена спостерiгаються значнi вiдмiнностi.
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В iнтактнiй тканинi присутнi шiсть типiв кластерiв води, що здатнi розчиняти рiзну кiль-
кiсть трифтороцтової кислоти. У печiнцi пухлиноносiя кластери SAW є бiльш однорiдни-
ми, а їх розчинювальна здатнiсть вiдносно ТФОК та електронодонорних молекул iстотно
менша. Додавання до дисперсiйного середовища полярної компоненти (CD3CN) спричинює
певний перерозподiл мiж iнтенсивностями сигналiв рiзних форм внутрiшньоклiтинної води
в iнтактнiй тканинi. Iмовiрно, що будова кластерiв мiжфазної води впливає не тiльки на
процеси розчинення кислот i полярних речовин, а й на перебiг багатьох бiохiмiчних реакцiй
в клiтинах у процесi їх життєдiяльностi.
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В.В. Туров, И. Н. Тодор, Н.Ю. Лукьянова, Т. В. Крупская,

А.П. Угнивенко, академик НАН Украины В.Ф. Чехун

Влияние трифторуксусной кислоты на кластеризацию воды

в частично дегидратированной ткани печени крыс с карциномой

Герена

Методом низкотемпературной 1
H ЯМР спектроскопии исследовалось состояние воды в лио-

филизированной ткани печени крыс — интактной и пораженной карциномой Герена. Уста-

новлено, что в интактной ткани присутствуют шесть типов кластеров воды, способных

растворять разное количество трифторуксусной кислоты. В печени опухоленосителя клас-

теры SAW являются более однородными, а их растворяющая способность по отношению

к ТФУК и электронодонорным молекулам существенно меньше.

V.V. Turov, I.N. Todor, N.Yu. Lukianova, T. V. Krupskaya,

А.P. Ugnivenko, Academician of the NAS of Ukraine V.F. Chekhun

Effect of trifluoroacetic acid on the water clustering in partially

dehydrated rat liver with Guerin carcinoma

The state of water in lyophilized liver tissue of rats, intact and impressed by Guerin carcinoma is

investigated by the method of low-temperature 1
H NMR spectroscopy. It was found that six types of

water clusters that can dissolve different amounts of trifluoroacetic acid are present in intact tissue.

In the liver tumor, clusters SAW are more homogeneous, and their solvent abilities are significantly

smaller with respect to TFA and electron-donor molecules.
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