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АКТИВНОСТЬ TRK СИСТЕМЫ ПОГЛОЩЕНИЯ К* У АНАЭРОБНО 
ВЫРАЩЕННЫХ МУТАНТОВ Е. COL1 С UNC-ДЕЛЕЦИЕП

A. б. ВАСИЛЯМ, Е. С. Of ЛНД/КЛНЯН. А. .4. ТРЧУПЯП

Ереванский госукиверситет. кафедра физиологии растений, кафедра биофизики н 
лаборатория биофизики субклеточных структур

Показано, что поглощение К" у анаэробно выращенных мутантов Е. 
сбН с unc-делецией в Отсутствие I'jI ©—АТФ'азы осуществляется через 
Trk систему, идна.чи в отличи-; сч предшественника не подавляется < 
мощыо N.N’—лнциклогехсп.гкарСодлнмида и нс проИбхрдит в об!
2Н՜ выводимых из клетки, В то Же время АТФззная активное!:, пколи- 
рованкых мембран этих мутантов существенно ниже, че-: ՛.
ника, и к отличие от него нс подавляется с помощью ДИКД и ие зави­
сит от концентрации К ' в среде, АГФазиая лктивносп» у предшествен­
ника подавляется с помощью ДЦКД. но нс зависит от концентрации 
К’ в среде при анаэробном рост Счктерий, н лрнсугствлц niirp.-iT.i, В то 
же время при таком росте АТФазк. i акшвнос ь му.анга с пш д-.м- 
ей также ниже к не зависит от к>'.-щенграции К в среде. Слета;, вывод 
о том. что Trk систем; может работать от.:“льн> и в ՛•.. i.ihi.ix в згсуг- 
стннс 1’,!Ч—АТФазы, но не обладает ХТФчзяой активностью.

8ո<յր Լ տրված, որ անաԼրրր u/այմ աններում աճեցված Ա. COli-/> HliC-r/ճ՛ 
Հեց հայով մ ոտոանտների մոտ К -/> կրր/նրռմբ կ ա ս։ Uiր վ ո ui f Trk համակարգի 
միջոցրվ, սակայն ի ւորււրրերո։ք>յուն իր նախնու, արն չի րսրգելտ կվում
ցիկչռ հե րրւիւկաորւէ/յիիմիէքով (Դ8ԿԳ) և չի իրագործվում Ptiko զարս բերվող 
ЗН -ով փոխանակս ամ ր։ Միևնույն մսւմրսնակ ւսչւ; մ ուտան ան եւ ՚ ից րսն՜քԱւրոՎած 
մ հմբրանների ИЫЬ-Ш ղԱՀյքէն ակտրվոլր') ունր շա/ո փորր ր, բան Նախնիքր մոտ, b 
ր սէէսրրերուվ}չոէն >/ւ ար/քերսկվում ԴճհԴ֊ի միջոցով ու կախված մ իջավայրում 
К ՚ -ի կոնցենւորացիաւիցր },ախնու Աէ/Տւ-րսդահին ակւոիվո.ի!յոէնր։ արցեՀակվում Լ 
Դ8հԴ-ի միջոցով, բայց կախվւսր) չԼ միէավայրում К ի կոնցԼԼ արսրցիայիր նիտ. 
րատի աոկայոէք) յամր բակտերիաների ա;՜.մ ան մամանակէ ՄիհնՈէՀն ժամանակ 
այղ ամման ղեպքոլմ ԱՈՇ^քեչեցիայէէվ մ ո ւ՚տ սմււոն!/ ր ի մ ոս։ Ահ2ւ-ւէւղային ակտի֊

նույնպես փոքր ( և կախված էկ միջ:ր:վա ւրամ К -/> կւէնցենտրա/յիա- 
չիցւ Եզրակացված Լէ է>ր Tl'k համակարզր կարող ( ւյՈքրծէ-ջ աոանձին նաև մու֊ 
ւոանտներոէմ Г 1/,Ե!ե֊աղի բարակաjiritijnulր, բայց օժտված 1>,ԵՏ>՝ազային 
ակտիվությամ բւ

The К՜ uptake in anaerobically grown E. coll mutants WHh nnc-dc 
letion In the absence of die FjFjj-ATPose has been <ho\n to be carried 
oni by the Trk system, but unlike its preeurlor it is noi InhibilCd by 
N.N'-d'.cycloiiexylcarbodli mide (DCCD) oud not exchanged for 2H' e.-.- 
trtided irom the cell. At the same time. ATPase activity of Isolated 
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membranes from these mutants is too small and n t inhibited by D-CCl) 
and И dies no՛ dcpeid on es ernal K՜ concentration. ATPase activity in 
pre urior is inhibited by D'CD. but it does not depend on external Kr 
concentration upon growth ot bacteria tn the presence cf nitrate. At the 
name lime, upon Hits growth ATPaie activity in the mutan. with unc-de- 
Irllutt Is small too and toes not depend un external K՜ concentration.
Tf.e Trk system I» concluded .0 can upvrate separately .n mutants in the 
absence ol ihe F։b’u—ATPase howe«ci it i.a> no A. Past activity.

Trli система—ЛТФазхаг. акгинн^тъ —луганш с ипс—</с.1сцией—анаэробно с1ь.- 
рищецные бактерии.

Большинство бактерий интенсивно накапливает К+ до высокого гриди- 
сити этих катионов между клеткой и средой [I. 11 — 12, 16], 1акоена­

копление К+, необходимого для роста оик.с, п: [», 16], регуляции .
гора клетки [I. 6] и активности ряда ключей ^.pMv:.։»i. t 
biymei шляется noepeju ibum соволуиносчн • *»: -ртлих c»i.cic.m, .кц., >

• и так из, ; ■ тема иогл щ
|(К* [4, 12, 16]. Эта конститутивная uiaciin :.ь.м. шя К -Нлнофьд. .. 
■Который нуждается Для Проявления (.Lueli .. ч|, О III К,1>. В >лч.мн J.VU 
ынческом протонном 1| ........................ ’ jll. 13. 16]
/шм ДрИ служит, । t рее всего, движущей силой для транспорта К .. 
А1Ф является аллостерическим ргулпг<шо՛։ .л. износги этого ipaiic- 
pojiiHoio белка. Вместе с тем в каше՝, .шбир * рни были получены 
фак; ы, свидетельствующие и юм. . ՛..-................. . анаэробно выра-
ШСШ1Ы.Х бактерии м ...........................

ГФазой и формировать суперкомплекс. функционирующий как Н 
К--насос [1, 10, 11, 14. 15]. Такой н.л:.֊ обменивает 2:1՜ клет’.л на 
один К* среды и облад г АТФа
центраиии К+ в среде. Было показано, что ДЦКД-чувствительиая АТФ- 
азная активность протопластов анаэробно выращенных бактерии су 
ществеино возрастает при увеличении концентраник К՜ в среде и такой 
феномен исчезает пр: ;А :tx к ос-
тановке F։F0—АТФазы и Ггк системы сэответстцнно [10] Более того, 
К+—зависимая ДЦКД ' уаствительная АТФазпая активность обнару- 
•жнвается также в изолированных мембранах и препаратах FtFo—АТФ- 
азы иззаиаэробно, но не аэробно вы:. шейных бактерий [14 — 15].

Непосредственнее пзанмодействне F։Fo—АТФазы с Тгк системой и 
их объединение в :упсрК1»чплскс, работающий как единый механизм — 
Н’—К*—насос, представляется достаточно понятным, однако меха­
низм и регуляция такого прямого рзаим.- •действия остаются неясными. 
К тому же, недавно обнаружены колирующие Trk систему новые гены. 

■Находящиеся в различных участках хромосомы E.coli [4], роль кот<- 
рых требует изучения. Нужна ли F:F0—АТФ ՛. активности Trk
системы и определяет ли она АТФлзную активность, зависимую от К՜ ? 
Л может Trk система работает самостоятельно и обладает АТФазной 
активностью?



В настоящей работе сделана попытка найти ответы на поставлен­
ные вопросы,

Материал и методика. Бактерии. В работе истолковали .мутанты Е. coll с ипс- 
делспнен (табл. ՛.) выведенные преф. Н. Элстайном в лаборатории молекулярной ге- 
иегнки и клеточной биологии Чикагского университета. США.

Е" гащивание бактерий. Бактерии выращивали в колбах, залитых пептонной сре- 
лой с глюкозой [5]. в iv’iciiac 9—15 ч при 37СС. В ряде экспериментов для получе- 
кия бактерий, осуществляющих нитратное дыхание [9]. и среду добавляли IU мМ 
нитрата натрия. Количество бактерий в единице объема определяли колориметрически 
и кодером колоний после высева суспензии из твердые среды.

Иао.шровакне мембран. Мембраны изолирован и путем осмотического лизиса сфс- 
роплаетик, полученных после обработки клеток с помощью лизоцима (Boehringer. 
Германия! :о мс.иду Кэблка |«] Мембраны бактерий, осуществляющих нитратное 
дыхание выделяли по тому же методу и модификации Конингса и Кэбака [9]. Коли­
чество белка определяли колориметрически с помощью реагента—бкеннхроннновой ки­
слоты пр •.'.стоду фирмы -Pierce». США.

Тран.nopt катионов. Перенос катионов через мембраны бактерий изучали путем 
определения их активности и среде с помощью ноноселслгннных электродов. Определе­
ние кинетических констант и стехиометрии И4՜—К• — об .сна не отличалось от ранее 
Описанного 15. II].

ЛТФаина.ч активно ,-ь. Of АГФазно:: активности судили ио высвобождению неор­
ганического фосфата |Ф,<) III.еле реакции .мембран (50֊ 80 М-Г) с 5 мМ АТФ-Трнс 
(Sigma. США) в 50 мМ Тряс НС! буфере (pH 7,5). содержащ! .. 2.5 мМ сульфата маг­
ния и хлористый калий. В случае с мембранами из бактерий, осуществляющих нитрат­
ное дыхание, добавляли HI м’1 ф рмиатл и 10 мМ нитрата натрия., Реакцию иниции­
ровали введением \Т<1» и остпнавливали в отбираемых во временя (через 15 или 30 
мин) пробах г п- мощью 5'", nor i л-лецнлеу.-.ьфата натрия (Sigma). Фц определяли 
спект)>1>ф.»томстриЧ|'ски пи мет ;у Йоргенсена и Петерсон • [7] Величину ДЦКД-чув- 
СТПИ1СЛ1.НОЙ А:Ф:<‘:‘ й ан г.: иное г;՛ р;ктч ть-ватл k:ik разность между значениями АТФ- 
ujiioii активности в отсутствие и присутствии ДЦКД (Sigma), при этом мембраны 
инкубировали с реагентом в течение 10—15 мни.

Результаты обрабатывали статистически е определением средней величины я стан­
дартной ошибки

Результаты и обсуждение, Анаэробно выращенные Е. coli при пе­
ренесении в свежую среду с глюкозой и умеренным содержанием К՛ и 
при положительном осмотическом шоке интенсивно выводят Н* из кле­
ток с помощью F|Fn—АТ.Фазы и накапливают К. через Тгк систему 
При этом такое поглощение К՜ имеет Кш порядка 2 мМ и непродолжи­
тельно во временя Оно подавляется с помощью ДЦКД. Стехиометрия 
ДЦКДщунствительного ионного обмена равна 211՜.'К՜ (табл. 2). В от­
личие от такого характерного для дикого типа [3,5,11] и прелшествеч 
ника (табл. 2) поглощения Iv. анаэробно выращенные мутанты Е. coli 
с imc-дслеиней в тех же условиях накапливают К+ менее интенсивно, 
поглощение К՜ имеет такую же величину К,п. но не подавляется с по­
мощью ДЦКД (табл. 2). Все это свидетельствует о том. что Тгк систе­
ма может функционировать в мутантах с ипс-делёцпей и что ДЦКД.- 
чувствительность этой системы поглощения К՜ связана с F|Fo—АТФа* 
зон.

Нами было показано, что АТФазная активность мембран, изолиро­
ванных из анаэробно выращенных бактерий, зависит от концентраи՛ и 
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К՜ вереде [1-1'|. Действительно, как суммарная, гак и ДЦКД-чувстви­
тельная АТФазвая активность изолированных мембран не только ди- 
юго тина, но и trkG мутанта существенно, почти в 2 раза, возрастает 
с увеличением концентрации К+ в среде от нуля до 100 мМ (табл 3). 
И если такая активность определяется Г։Г0֊ ЛТФазой, объединенной 
с Trk системой в суперкомплекс, а не самой Trk системой, то она 
должна исчезнуть при ппс делении, ведущей к отсутствию F։Fo—АТФ- 
азы Действительно, АТФазная активность мембран из IrkG мутанта 
с unc-делецией существенно ниже, чем у предшественника (табл. 3, ср. 
£. coli ТК2685 и Е. coll FRAG И б).

Таб г.՝ца I. Харак тер и-пика б. с И, использованных в работе

Штамм . Генотип Литература

ТК2076 nial lacZ .isdA irp pyrF kdp «о 5 ’.taDJ Hl
ТКЖ5 TK 2>75 irk 392 Hl
FRA09) IncZ gal kdpABC5 IrkOI Hl
FRAGH5 FRAG90 del (uiu) ♦»
ERAG1 16 FRAGlW lil> >S2 d 1 i.da dt ••

* Есе шг ммы г ж.’ i ia I I.

1Ипмм:-1 выделен i п оф В. Эиста i i jm hi i > rexvsno oft i«i e-
тик .՛ и к т.'Шб# бяр О йл Чяк н екого у пае • п

Тлбища 2. 'ХарИкая-рис ::л ?ил:лощ՛ и К . н ՛ • .ыршцвнн-АХ .'-г /ячл-
лгии Е. coti с и .г- 1е п- и ՛

1 io. .Т’Н'.еине ՝.՝.' 1 :? t
Д.'фек’п .Г։ п i Г:к ей •■՝ • Стсхппчернк 1Г-К - -

Штамм игсутсгауюшии-----------------------------------------------мена, чуистшсс чини о
белок [• . !.*U< i-'ivH- к ДЦКД, 1.5 мМ

’ m ՝ ’■ 1 сТпнтсльмость

• Из трех экспериментов.

TK207G предшественник 2.1 4֊ 2.0+0.1 •
ткШ TrkG 2 1 4֊ 2.0+0. ։
FRA0H5 FjF0-AT'I’j a 2.9 — —

• Из трех экспериментов.
>*

TuC iu:pi 3. АТФ.;лн<>1 ՛.՛, •i сноспи/ изолированных мембран анаэробно вырл-
щтных мутгн'пзз E. c . ՝ inc и-лер f.-:.՛ tip- . ; . ч.■!՛.՛. ttt'ix хочцактрациях К"

Штамм
Дефектны i it in 
о сутствуютп;։ 

лок
Козцептрбния К 

U среде, мМ

Alа<гни- 
н։сгь, мМоль

Фн /мпн.мг белка 
Cvs мар лая

ДЦКД-чувстзн- 
тельиая

TK2C85 TrkG 0 о7.Я±1.4- 29 7-0 3 (100%)
5 74.0+3.2 4О.З+о 3 (136%)

100 £0.0+3.2 56.3+0.9 (190%)

FRAG1I6 TrkG 0 12.6+0.4 1.5+0.8
FjFo-АТФ- 5 11.2+0.4 0.0+0.2
аза 100 14.9+1.0 0.4+0.2
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Такая низкая ЛТФазная активность незначительно возрастает с 
увеличением концентрации К՜* п среде и не чувствительна к ДШ<Д.> 
Эти данные указывают па то. что, во-первых, К -зависимая и ДЦКД- 
чувствнтельиая ЛТФазная активность определяется F.F0 -АТФазой в, 
во-вторых, сама Тгк система не обладает ЛТФазной активностью.

Обсуждение результатов, полученных при анализе мутантов бак­
терий, всегда связано с определенными трудностями. Поэтому было бы 
правильнее также показать, что, по предположению [3] отдельно ра­
ботающая Тгк система и Е, coli, осуществляющих нитратное дыхание, 
не обладает ЛТФазной активностью. На самом деле, ЛТФазная актив­
ность мембран бактерий, выращенных в присутствии нитрата натрия, 
имеет такое же .шаиение. кек и ЛТФазная активность мембран из ана­
эробно выращенных бактерий, осуществляющих гетероферментативное 
молочнокислое брожение, Однако как суммарная, так и ДЦКД-чувст- 
вительная ЛТФазная активность не зависит от концентрации К՛ вере­
де (табл. I), Более того, ЛТФазная активность мембран мутанта с 
ипс-делепней, выращенного в присутствии нитрата натрия, значитель­
но ниже и не зависит от концентрации К՜ в среде (табл. 4). Необходи­
мо отметить, что ЛТФазная активность протопластов анаэробно вы­
ращенных бактерий, определенная ранее [10]. нс з. зисела от концен­
трации ионов натрия, так что присутствие последних не сказывается на 
изучаемом эффекте. .а и сами ионы натрия не переносятся через Тгк 
систему [4. 10. IG]

Таблица 4. АТФазная анпиинпспи- нзатррванных мембран, выращенных в при- 
rymemsufi нишрапщ натрия мутантов Е coil с tiac-th .’.ецией при различных 
кон центра ииях К *

Штамм
Дефекты։։ или 
отсутствующий 

белок
К<. н ie:i։[ а (ня К 1 

в среде, м И

Л ГФазная активность мМрль 
Фн /инн.у.г белка

суммарная ДЦКД-чунствнсгммарнтя тельная

Т К 268 5 TrkG 0 47.1 ±15» 32.1+1.6 (100%)

5 44.5+18 29.5+1.3 (92%)
100 4' 1+12 23.4+1.3 (73%)

FRAOI16 TrkG 0 8 3+04 0.3+0.1
F.F.-АТФ- 5 8.0+04 0.2+0.1
аза 109 8.0+02 0.2+0 1

* Из трех экспериментов.

Таким образом, совокупность результатов указывает на очень важ­
ный и принципиальный факт. Тгк система может работать отдельной 
в анаэробно выращенных бактериях в отсутствие Е։Р(1 АТФазы и не 
обладает собственной ЛТФазной активностью. Мы подтверждаем, что 
ДПКД ■ узствительная ЛТФазная активность, возрастающая с увеличе­
нием концентрации К , определяется Р։Р0—ЛТФазой и Тгк систем։ !, 
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которые могут взаимодействовать друг с трутом внутри мембраны и 
формировать суперкомплекс.

Авторы благодарят проф. В Эпстайна за выведение мутантов бак 
тернй и проведение части исследований в лаборатории молекулярной 
генетики и клеточной биологии Чикагского университета, США.
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О ВЗАИМОСВЯЗИ НЕДОСТАТОЧНОСТИ ЦИНКА ( 
ПАТОГЕНЕЗОМ ЯЗВЕННОГО ПРОЦЕССА 

. / • • •
Л', л. ЕРЗИНКЯН. 3, -L ТРАП КПП. С. .7. ГОЕЕПЖАШПП.ТИ

Ниучлп-ирдкгитсс-.ии ’лсдитш. •> |й центр. Москва

Установлено гасгроп;>огекп։вПои дейстпис сульфата kiihk.i при зкелери 
ментальном ульцероп-пезе. Обсужд^нь м.схатпми поаникнонелнк д֊?ф’ дт 
та цинка в организме. Показана азаимосоиз։, н-досттотаостн цепка с 
патогенезом язвенного ripciuccc.i

Հայտնաբերված Լ ‘/’^ւֆասք/է ւ}ւսսաւէոք4րո։"1>կս>իվ <ս,ղղհtjntflչո.նր iu;i-
հեարակսյնորեն ստեղ^վէս .՝ /n^Ayxrij ՚ ւ> ս.ւաՆ:սկ ւ կՀաձ ևն 1{քւն(ւքւ պա՛
կասի uintupfffiliub d!.fi։:aliftriillrSp^ ո;՚էյա Նք ր,մ րւմ ւ Bn/jtj l։ mpijiui) որււկա.
սի ե իւույւսյին Աքրոց՚սի պատ Որյ1նեղի փրէխւս цшр\ կաս pt

The gastroproiec ։• aitloti Oi .i . suliair я- e peHnenial ulceroge 
nesis Is revejk'd ihe me.hanisms ni the ott/jn of link dehrlie in orga­
nism a/e discussed Th՛: correlatl <it ni zji.c de iciu and the pjt-.ogcnesis 
of ulcer process is shown

Язвенный процесс - цннн.
37


	32
	33
	34
	35
	36
	37

