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Участие карбоксильных групп в каталитическом действии 
Липазы I КЫгориз огугае 1403 доказано инактивацией карбодиими- 
дом (ЕБС) в присутствии нуклеофила -  этилового эфира глицина. 
Аминокислотный анализ модифицированного фермента исключил 
возможность реагирования с ЕБС тирозина и гистидина, а отсутствие 
восстановления активности гидроксиламином -  с серином. При прак
тически полной потере активности фермента модифицировалось 11 
карбоксильных групп; при условии псевдопервого порядка реакции 
гидролиза -  4. Кинетические исследования гидролиза триолеина и 
трибутирина после модификации липазы показали, что Утах мало от
личались на обоих субстратах, а значения Км  на трибутирине увеличи
лось в 1.47, а на триолеине -  в 1.18 раз. Это говорит об участии кар
боксильных групп в создании активной конформации фермента 
при связывании с определенным субстратом.
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В веден и е

Липазы (КФ 3.1.1.3) катализируют гидролиз сложноэфирных связей в триацилглицери- 
нах, а в микроводных условиях -  реакции синтеза. Проведены многочисленные исследования 
по расшифровке строения активного центра микробных липаз, особенностей механизма их 
действия, поверхностной активации. Для этого использовались методы химической модифи
кации [1, 2], сайт-направленного мутагенеза [3, 4], молекулярного моделирования [5, 6]. Уста
новлено, что большинство липолитических ферментов действуют как сериновые гидролазы с 
триадой 8ег-О1з-Азр в активном центре [7-12]. Однако липаза ВитккоЫегга зр. является тиоло- 
вым ферментом, имеющим в активном центре цистеин [13]. Наряду с этим обнаружена липаза 
из Мисог ЫетаНз /. ЫетаНз, каталитическая активность которой остается неизменной при 
воздействии как модификаторов серина, так и цистеина [14]. Механизм её действия изучается.

Важность карбоновой кислоты в каталитической триаде дебатировалась много лет. Из
начально получила почти всеобщее признание гипотеза переноса заряда, согласно которой г- 
азот имидазола играет роль общего основания, чтобы облегчить атаку серина на субстрат, а 
роль Азр-СО2- состоит в удалении протона от 5 -азота иона имидазола. Впоследствии на основа
нии термодинамических расчетов и компьютерного моделирования стало ясно, что полный 
перенос заряда неблагоприятен. Были сделаны предположения, что первичная роль кар
боксильной группы -  скорее в стабилизации требуемой конформации имидазола гистидина, а 
не общеосновного катализатора. В своих работах ^агзЬе1 е1 а1. [15, 16] показали, что энергия 
реорганизации ориентирования полярных групп в активном центре фермента является не
большой относительно реакции в растворе, потому что диполи уже размещены надлежащим 
образом для взаимодействия с переходным состоянием. Они нашли удовлетворительное объ
яснение эффективности сериновых эстераз в этой предорганизации.

Липолитический комплекс Ккггориз огугае 1403 представляет большой практический 
интерес в области создания структурных триацилглицеролов с функциональными свойствами 
в связи с широкой субстратной и 1,3-позиционной специфичностью. При исследовании ката
литических свойств одной изоформы липазы этого продуцента -  Липазы I подтверждено 
наличие в ее активном центре гистидина и серина. Представляло интерес изучение значения 
карбоксильных групп в реакции гидролиза эфирной связи этим ферментом.

В работе использовали изофермент липазы Ккггориз огугае 1403, полученный фракци
онированием ацетоносажденного препарата с помощью гель-фильтрации на О-150 и последу
ющей хроматографией на ДЕАЕ-52. Гомогенность фермента подтверждена повторной гель- 
фильтрацией и электрофорезом. Продуцент получен из Всероссийской коллекции микроорга
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низмов; оливковое масло -  Асейев Богдев Роп{ (Испания); 1-этил-з-(з-диметил- 
аминопропил)карбодиимидгидрохлорид (ЕБС) и этиловый эфир глицина -  81дша СБеш1са1 Со 
(США); другие реагенты российского производства марки х.ч.

Гидролитическую активность липазы определяли модифицированным методом 
К. Уатайа и Н. МасЫйа [17]. Субстрат -  оливковое масло. За единицу активности липазы при
нимали такое количество фермента, которое освобождает 1 рмоль жирной кислоты за 1 мин.

Для модификации фермент в количестве 10 уМ  растворяли в 50 мМ растворе этилового 
эфира глицина. Значения рН устанавливали буферными растворами по Макилвэйну. Затем 
добавляли Е^С в количестве 50 мМ. Через определенные промежутки времени отбирали алик
воты реакционной смеси, разбавляли их 5-кратным количеством 1 М ацетата натрия и опреде
ляли остаточную активность и скорость гидролиза.

Для определения аминокислотного состава модифицированного фермента его осажда
ли 10%-ной трихлоруксусной кислотой (ТХУ) из реакционной смеси. Все примеси были удале
ны 5-кратным промыванием 5%-ным раствором ТХУ и абсолютным этанолом. Осадки высу
шивались в вакууме и подвергались аминокислотному анализу на автоматическом аминокис
лотном анализаторе ААА-339Т МИКРОТЕХНА (Чехия).

Для определения кинетических характеристик гидролиза регистрировали накопление 
свободных жирных кислот (СЖК) методом рН-статирования [18]; в качестве субстрата исполь
зован трибутирин. Начальную скорость рассчитывали по тангенсу угла наклона кинетических 
кривых [19]. Исследования проводились в диапазоне концентраций фермента от 10 до 
150 мкг/см3, дающем прямолинейную зависимость от значений начальных скоростей.

Р езул ьтаты  и  и х  обсуж ден и е

Для исследования роли карбоксильных групп в действии Липазы I был использован 
метод, который предполагает реагирование белка с карбодиимидом, происходящее при кон
денсации с нуклеофилом.

В качестве ингибитора был взят ЕБС, а нуклеофила -  этиловый эфир глицина. Уста
новлено, что уменьшение скорости гидролиза трибутирина сильно зависело от концентрации 
водородных ионов. Соответствующие преобразования позволили определить рК группы 
(рис. 1), участвующей в катализе -  5.0, что согласуется со значением, полученным из зависимо
сти (у, рН).

Известно, что карбодиимиды способны реагировать с другими аминокислотными 
остатками. Аминогруппу лизина можно исключить из-за ее высокого рК, который будет пре
пятствовать реакции в условиях данного эксперимента. С тирозином и гистидином карбодии
миды образуют устойчивые к кислотному гидролизу соединения.

Время, мин

Время, мин

Рис. 1. А  -  Зависимость скорости гидролиза 
трибутирина Липазой I, модифицированной 

ЕБС при различных значениях рН: (о) 6.4; (Д) 
6.0; (□) 5.4; (◊) 4.6; Б -  Определение рК моди

фицированной группы

А

Б рН

Но аминокислотный анализ модифицированного фермента показал, что количество 
этих остатков не изменяется (табл. 1).
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Таблица 1
Количество остатков гистидина, тиро
зина и цистеина в Л ипазе I при моди

фикации ЕБ С  (рН 5.0)

Потеря активности,
% Игз Туг Суз

0 2 3 1
51.2±2.1 2 3 1
7 4 .1±4 .2 2 3 1
91 .6 ±3.5 2 3 1

Если карбодиимиды реагируют с серином, 
как в случае с химотрипсином, то активность пол
ностью восстанавливается гидроксиламином. До
бавление к инактивированной Липазе I ЫЩОН не 
дало такого эффекта (рис. 2). Таким образом, полу
ченные результаты позволяют утверждать, что за 
инактивацию Липазы I ЕБС отвечают именно кар
боксильные группы. Однако карбодиимиды могут 
вызывать образование внутримолекулярных свя
зей, что также вызывает потерю активности фер
ментов. По этому вопросу в литературе имеются 
противоречивые сведения.

Время, мин

Рис. 2. Влияние гидроксила- 
мина на ход инактивации 

Липазы I ЕБС (рН 5.4)

Так, модификация кутиназы ЕБС не зависела от присутствия нуклеофила [20]. Панкре
атическая липаза человека, напротив, не ингибировалась без сложного эфира. Но при этом по
вреждалась структура фермента, так как скорость денатурации в 8 М мочевине после модифи
кации возрастала в 14 раз. Кроме того, активный центр титровался 
диэтил-п-нитрофенилфосфатом, не экранировался субстратом, в связи с чем было поставлено 
под сомнение участие карбоксильной группы в системе с переносом заряда.

Проведенные нами исследования показали, что инактивации Липазы I без нуклеофила 
не наблюдалось, а предварительная инкубация с субстратом в значительной степени снижала 
ингибирование (рис. 3).

В р е м я ,м и н

Рис. 3. Ингибирование 
Липазы I ЕБС: (□) без 
эфира глицина; (А) с 

прединкубацией с суб
стратом; (◊) с эфиром 

глицина (рН 5.4)

Стехиометрия модификации карбодиимидами вызывает затруднения, так как кар
боксильные группы реагируют с ингибитором, как выяснилось, с различной скоростью. Мето
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дами химической модификации у кутиназы доказано наличие одной карбоксильной группы в 
активном центре [20]. Анализ кинетических констант инактивации панкреатической кар- 
боксилэстеразы показал, что существует одна карбоксильная группа, участвующая в акте ката
лиза и одна вспомогательная группа, необходимая для стабилизации фермента на поверхности 
раздела [21].

Данные изменения активности Липазы I и количества модифицированных кар
боксильных групп, полученного по включению глицина, показаны на рис. 4. При практически 
полной потере активности в данном ферменте модифицировалось 11 карбоксильных групп. 
При условии псевдопервого порядка реакции получаем, что для проявления активности необ
ходимо не менее трех групп (рис. 5). По всей вероятности, карбоксильные группы необходимы 
для поддержания активной структуры. С помощью моделирования молекулярной динамики 
кутиназы показано, что водородная связь между Азр и Шз активного центра необходима для ее 
каталитического действия [22]. По данным, полученным в последние годы для липаз семей
ства Ккйотисог тгекег, электростатические взаимодействия не только вблизи активного цен
тра, но и удаленные от него значительно влияют на активность [23].

Время, мин
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Рис. 4. Определение ко
личества модифициро
ванных карбоксильных 
групп при инактивации 

Липазы I карбодиимидом 
(рН 5.0)

0

Количество модифицированных СООН-групп

Рис. 5. Стехиометрия 
ингибирования Ли
пазы I карбодиими- 

дом (рН 5.0)

Для выяснения механизма действия ЕБС на липазу были определены кинетические 
параметры гидролиза трибутирина и триолеина (табл. 2).
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Таблица 2
Кинетические параметры гидролиза некоторых субстратов  

нативной и модифицированной Липазой I (рН 5.0)

Фермент Утах, рмоль-мин-1-мг-1 Км, рмоль
(Утах / Км), 
мин-1-мг-1

Трибутирин
Нативный 3 5 -6 ±1-4 786±31 4 5 -3 х 10-3
Модифицированный 18.6±0.9 11 54±58 16 .1Х10-3

Триолеин
Нативный 167 .3 ±6 .7 3 5 2 ± 1 4 0 .4 7 5
Модифицированный 92.9±2.8 417±20 0.223

У  модифицированного фермента изменились оба параметра. При этом изменение зна
чений Ушах мало отличались на обоих субстратах, что свидетельствует об участии одного и того 
же активного центра в катализе. Км на трибутирине увеличилось в 1.47, а на триолеине -  
в 1.18 раз. Соответственно в большей степени на трибутирине уменьшилась каталитическая 
эффективность -  в 2.8 раз против 2.15 на триолеине. Это приводит к выводу, что карбоксиль
ные группы отвечают за создание активной конформации фермента при связывании с опреде
ленным субстратом. Это согласуется с данными мутагенеза липазы 81аркйососсиз кугсиз и ли- 
пазы/ацилтрансферазы Аеготопаз куёгоркйа, в которых замена активного Авр на С1и приво
дила к различной потере активности в зависимости от природы субстрата [24, 25]. Исследова
ние инактивации панкреатической липазы карбодиимидами привело к предположению, что 
карбоксильные группы выполняют структурную роль -  при адсорбции на гидрофобной по
верхности раздела ими стабилизируется активная конформация фермента. Существует и про
тивоположное сообщение о том, что Авр не участвует в сродстве липазы с субстратом [26].

З акл ю чен и е

Таким образом, проведенный комплекс исследований показал, что, несомненно, ЕБС в 
присутствии сложного эфира модифицирует карбоксильные группы в Липазе I и не вызывает 
образования внутримолекулярных связей. Судя по кинетическим параметрам, карбоксильные 
группы отвечают как за формирование фермент-субстратного комплекса, так и за его распад. 
На разных субстратах значения Утах изменились в одинаковой степени, что свидетельствует об 
участии одного и того же активного центра в катализе. Различия в КМ на на трибутирине и на 
триолеине показывают, что карбоксильные группы отвечают за создание активной конформа
ции фермента при связывании с определенным субстратом.

С п и сок  л и тер атур ы

1. Ко11ег Ж , Ко1аПикийу Р. Е. М есЬ аш зт ой асйоп ой сийпазе: сЬ етю а1 тойййсайоп ой 1:Ье са1а1уйс 
М ай сЬагас1епзйс Юг зеппе Ьуйго1азез // В ю сЬ ет1з1:гу. -  1982. -  Уо1. 21. -  Рр. 3083-3090.

2. БотЪагйо Б. Са1а1уйс ргорегйез ой тойййей Ь и т а п  рапсгеайс сагЪохуЬс-ез1:ег Ьуйго1азе // 
В ю сЫ т. ВюрЬуз. Ас!а. -  1982. -  Уо1. 700. -  Рр. 75-80.

3. ^а§е^ 8., ^ е т 1е̂ 1:Ье  ̂С., Со1г Р. ^^ра8е ой 8 Шркг1ососсиз кугсиз: апа1уз1з ой 1Ье са1а1уйс М ай Ъу зйе- 
й1гес!ей ти !а§еп ез1з / / РЕМ8 М 1сгоЪю1. ЬеП. -  1 9 9 2 . -  Уо1. 100. -  Рр. 249-254.

4. Нуип-Йип Ктооп, А т а й а  Ке1, Н агик Мйзиги е! а1. Ы епййсайоп ой Ше Ы зййте апй азрагйс айй 
гез1йиез еззепйа1 йог еп гута й с  асЙУЙу ой а йатШ у 1.3 Ьразе Ъу зйе-й1гес1:ей ти !а§еп ез1з // РЕВ8 ЬеП. -  
2000. -  Уо1. 483. -  № 2-3. -  Рр. 139-142.

5. Каг1аизказ К. Й. Е1ис1йайп§ зП исМ ге-тесЬ аш зт ге1айопзЫрз ш  Иразез: ргозрес!з йог ргеййсйп§ 
апй еп §тее п п §  са1айуйс ргорегйез / / Тгепйз ВюйесЬпо1. -1994. -  Уо1. 12. -Р р . 464-472.

6. 81ер1отусез ггтозиз С Б 8 (Б) Иразе: Ргойисйоп, Ье1его1о§оиз оуегехргеззюп апй зйис1:иге-з1:аЪШ1у 
ге1айопзЫр / Б. Уф аИ ра, М. А Ь га т 1с, I. Безсгс е! а1. // Роой ТесЬпо1. ВюйесЬпо1. -  2003. -  Уо1. 41. -  №1. -  
Рр. 8 9 - 9 3 .

7. Бегетоепйа 2 .8 ., Бегетоепйа Б., Бойзоп С .С . ТЬе сгуз!а1 апй т о 1еси1аг зйгисйиге ой !Ье Ккгготисог 
тгекег М асу1§1усепйе Ьразе а! 1,9-А ге8о1ийоп // ^. Мо1. Вю1. -  1992. -  Уо1. 227. -  Рр. 818-839.

8. Сиггеп! рго§гезз ш  сгуз1:аЦо§гарЫс зМййез ой пето Ьразез йгот Й1атеп !ои з йип§1 / Б. Бегетоепйа, 
Б. 8тоепзоп, К. Сгееп е! а1. // Ргойеш Е п §тееп п §. -  1 9 9 4 . -  Уо1. 7 . -  №4. -  Рр. 551- 5 5 7 .

9. Негг§агй 8., С 1Ъаз С.Й., 8 иЪ гатап1а т  8. Ко1е ой ап е1ес1гоз1ай с пе!тоогк ой гез1йиез ш  !Ье еп гута й с 
асйоп ой йЬе Ккгготисог тгекег Ьразе йатйу // В ю сЬ ет1зйу. -  2000. -  Уо1. 39. -  №11. -  Рр. 2921-2930.

10. Рипйсайоп апй сЬагасйпгайоп ой а ге§юзресййс йразе йгот АзрегдШиз Ыггеиз / К.Р. Уайау, 
К.8. Ка)епйга, К. Сир!а, Ж 8 . Баййзоп // ВюйесЬпо1. Арр1. В1о сЬ е т. -  1998. -У о 1. 28. -  №3. -  Рр. 243-249.

11. ТЬе сгуз!а1 зйисМ ге ой БасгНиз зиЪШгз Ира8е: А  тйш тай а/Р-Ьуйго1азе йо1й е п гу т е  / С. уап Роий- 
егоуеп, Т. Еддег!, К.-Е. йаедег, В.Ш. Б укзй а // й. Мо1. В1о1. -  2001. -  Уо1. 309. -  №1. -  Рр. 215-226.



108 НАУЧНЫЕ ВЕДОМОСТИ 1”д  Серия Естественные науки. 2014. № 3 (174). Выпуск 26

12. Сойп Б. У., Берге2-Веаис1а1г Р., АЛоисйе М. еГ а1. Ехр1опп§ Гйе асйуе зйе сауйу о4 й и та п  рапсге- 
айс Йразе // В ю сй ет. апй Вюрйуз. Еез. Сошшип. -  2008. -  V. 370. -  № 3. -  Р. 3 9 4 - 3 9 8 .

13. Уео 8.-Н., Такиуа Ы., УазиЫго У. Рипйсайоп апй сйагасГеп2айоп о4 ГегГ-ЪиГу1 езГег-йуйго1у2т§ 
Йразе Й о т  БигккоЫегга зр. УУ 62 // ВюзсБ, ВюГесйпоБ В ю сй ет. -  1998. -У о 1. 62. -  № 12. -  Рр. 2312-2317.

14. Ргойисйоп, рипйсайоп апй сйагасГеп2айоп о4 ап ехГгасейи1аг Нразе Й о т  М исог кгетакз /. кге- 
шакз / А. Ню1, М .Б. ,1оп2о, Б. БгиеГ, Б. С о те а и  // Е п 2уте М 1сгоЪ. Тесйпо1. -  1999. -  ^ 1. 25. -  № 1-2. -  
Рр. 80 -87.

15. Шагзйе1 А., Р1опап 4 . СотриГег з1т и 1айопз о4 еп 2 уте саГа1уз1з: й п й т §  оиГ чйаГ Ьаз Ъееп 
орйт12ей Ъу паГиге // Ргос. ЫаГ1. Асай. 8сБ Б8А. -  1998. -  ^ 1. 95. -  Рр. 5 9 5 0 - 5 9 5 5 .

16. Шагзйе1 А. Е1есГгозГайс о п § т  о4 Гйе саГа1уйс ротоег о4 еп 2утез апй Гйе го1е о4 ргеог§аш2ей асйуе 
зйез // Т  Вю1. С й е т . -  1998. -  ^ 1. 273. -  Рр. 27035-27038.

17. Рипйсайоп, сйагасГеп2айоп, апй сгузГаШ 2айоп о4 Гтоо Гурез о4 йразе й о т  Ккггориз пгуеиз / 
М. Койпо, Ш. Ки§1т 1уа, У. НазЫтоГо, У. МопГа // В1о1с1. 81аГесй. В1о сй ет . -  1 9 9 4 . -  № 6 ,Уо1. 58. -  Рр. 1007
1012.

18. Петрова Л.Л., Казанина Г.А., Селезнева А.А. Применение рН-статного метода для изучения 
ферментативного действия липазы РепгсгШит зр. // Прикл. биохим. и микроб. -  1977 . -  Т. 13. -  № 5. -
С. 758.

19. Варфоломеев С.Д., Гуревич К.Г. Биокинетика: Практический курс. -  М.: ФАИР-ПРЕСС, 1 9 9 9 . -
720 с.

20. Койег Ш., Ко1аГГикийу Р. Е. М есй аш зт о4 асйоп о4 сийпазе: сй етю а1 тойгйсайоп о4 Гйе саГа1уГ1с 
Гпай сйагасГег1зГ1с & г  зеппе йуйго1азез // В ю с й е т1зГгу. -  1982. -  ^ 1. 21. -  Рр. 3083-3090.

21. БотЪагйо Б. СаГа1уйс ргорегГ1ез о4 тойгйей й и та п  рапсгеаГ1с сагЪохуйс-езГег йуйго1азе // 
В1осй1т .  В1орйуз. АсГа. -  1982. -  ^ 1. 700. -  Рр. 75-80.

22. Баи Е.У., Вгшсе Т.С. Сопзедиепсез о4 ЪгеаИп§ Гйе Азр-Н1з йуйго§еп Ъопй о4 Гйе саГа1уйс Гпай: ей 
йсГз оп Гйе зГгисГиге апй йупатю з о4 Гйе зег1пе езГегазе сийпазе // Вюрйузюа1 Лоигпай -  1 9 9 9 . -  ^ 1. 77. -  
Рр. 85-98.

23. Неп §агй 8., С 1Ъаз С. Т , 8 иЪ гатап1а т  8. Ко1е о4 ап е1есГгозГайс пеГтоогк о4 гез1йиез ш  Гйе еп2у- 
т а й с  асйоп о4 Гйе Ккгготисог тгекег йразе 4а тП у // В1о с й е т 1зГгу. -  2000. -  ^ 1. 39. -  №11. -  
Рр. 2921-2930.

24. Сйап§ Е.-С., Сйеп Т С ., 8йато Т -Р . 8Гийут§ Гйе асйуе з1Ге роскеГ о4 8 Шрку1ососсиз кугсиз йразе 
Ъу зйе-ййесГей тиГа§епез1з // В1о сй ет . В1орйуз. Еез. С о т т и п . -  1996. -  Vо1. 229. -  №1. -  Рр. 6-10 .

25. В ги тй к МЛ., Виск1еу Т Т . Ы епййсайоп о4 Гйе саГа1уйс Гпай о4 Гйе йразе/асу1-Ггапзйгазе й о т  
Аеготопаз куйгоркйа  // Т  ВасГепо1о§у. -  1996. -  №7. ^ 1. 178. -  Рр. 2060-2064.

26. ^а§е^ 8., ^ е т 1е̂ Гйе  ̂ С., СоГг Р. ^^ра8е о4 ЯШркМососсиз кугсиз: апа1уз1з о4 Гйе саГа1у11с Гпай 
Ъу з1Ге-й1гесГей тиГа§епез1з / / РЕМ8 МюгоЪюБ БеГГ. -  1 9 9 2 . -  ^ 1. 100. -  Рр. 249-254.

ТНЕ К01Е ОГ САКВ0ХУ1СК0УР8 1И ТНЕ САТД1УТ1С АСТЮТТУ ОГ 11РА8Е I ВИШиЗ 0ЯУШШ3

8. А. З0е1атоиа 1,
У. А. Тугйп 2
1 Уотопегк Ъгапск о/Киззгап ИптетзИу 
о/Бсопотгсз патеЛ
арег С. V. Р1еккапоу, 67А К. Магх 81, 
Уотопегк, 394036, Киззга
2 Мозсои> 8Ше ИтуетзИу о/Роой 
РтодисИоп, 11 Уо1око1атзкое зкоззе, 
Мозсощ 125080, Киззга

Б-тай: зке1ат@тай.ги

СагЪоху1 дгоир тГегрозйюп т  саГа1уйс асйоп о5 Празе I Ккггориз 
огугае 1403 18 ргоуей тейй Гйе йе1р о5 1пасГ1УаГей сагЪойпт1йе (ЕБС) оуег 
а пис1еорй11е -  §1у с т е  еГйу1 езГег. Тйе а т т о  ас1й апа1у8^8 о5 т о й 1йей еп- 
2уте йаз йГзсоипГей Гйе роззШШГу о5 Гугоз1пе апй йГзГГйГпе геасйоп те1Гй 
ЕБС, апй аЪзепсе о5 асГ1У1Гу гезГогаГ1оп те1Гй йуйгосху1а т 1пе -  ГйаГ о5 зег- 
1пе. 11 сагЪоху1 дгоирз йауе Ъееп т о й 1йей 1п ргасГ1са11у с о тр 1еГе 1озз о5 
еп2уте асГ1У1Гу; 4 -  ипйег сопй1Г1оп о5 Гйе рзеийо-йгзГ огйег о5 йуй^о1у 8̂ 8 
геасГ1оп. К1пеГ1с гезеагсй о5 Гг1о1е1п апй Гг1йиГ1г1п йуйгойзГз йауе зйотеп 
ГйаГ Vт а x  оп ЪоГй зийзГгаГез ййТегей а йГГ1е, апй Км  оп Гг1йиГ1г1п йаз 1п- 
сгеазей 1п 1.47, апй оп Гпо1е т  - 1п 1.18 й тез. ГГ Гйе еййепсе о5 сагЪоху1 
дгоир 1пГегасГ1оп т  Гйе сгеаГ1оп о5 еп2уте асйуе соп^огтаГГоп ге1аГей Го 
сегГа1п зиЪзГгаГе.

Кеу тоогйз: йразе, Ккггориз, сагЪоху! дгоирз.
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