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ЛОКАЛИЗАЦИЯ и МЕХАНИЗМЫ АТР-ЗАВИСИМОГО 
ТРАНСПОРТА КАЛЬЦИЯ В ФОТОРЕЦЕПТОРАХ (ПАЛОЧКАХ) 

СЕТЧАТКИ ПОЗВОНОЧНЫХ

БЕРМАН А. Л., АЗИМОВА А. М.

Исследовали способность различных фрагментов фоторецепторов сетчатки 
позвоночных —наружных и внутренних сегментов палочек к ATP-зависимому транс
порту Са2-։-.

При исследовании кинетики ATP-зависимого накопления Са2+ везикулами 
плазматических мембран фоторецепторов сетчатки позвоночных было установлено, 
что в присутствии АТР фрагменты мембран внутренних сегментов накапливали око
ло 20 нмоль Са2+/мг белка; в то время как фрагменты мембран наружных сегмен
тов такой способностью не обладали. Сделан вывод, что ATP-зависимый транспорт 
Са2+ локализован в плазматических мембранах внутреннего сегмента палочки и от
сутствует в фоторецепторных мембранах дисков наружных сегментов.

В присутствии ионов натрия и калия ATP-зависимое накопление Са2+ фраг
ментами внутреннего сегмента подавлялось в присутствии строфантина, ингибитора 
Na + , К+-АТРазы. Па основании полученных данных предполагается, что активный 
транспорт Са2+ плазматическими мембранами внутреннего сегмента обеспечивается 
работой Mg2+, Са2+-АТРазы, а также в присутствии ионов натрия и калия путем 
Na+/Ca2+ обмена.

Некоторые исследователи полагают, что Са2+ играет роль вну
триклеточного медиатора в механизме возбуждения фоторецептора сет
чатки позвоночных, в частности, передает возбуждение от поглотившей 
квант света молекулы родопсина, расположенного в мембранах дисков 
наружного сегмента палочки (НСП), на ионные каналы, локализован
ные в наружной плазматической мембране (ПМ) фоторецептора [1, 2]. 
В этой так называемой «кальциевой» гипотезе о механизме возбужде
ния фоторецептора позвоночных постулируется, что в мембранах ди
сков НСП должна быть локализована кальциевая помпа, которая под
держивает градиент Са2*՜ на фоторецепторной мембране дисков НСП 
[1, 2]. В то же время результаты экспериментальных исследований, 
посвященных изучению системы активного транспорта кальция во 
фракции фоторецепторных мембран (ФМ) дисков НСП, крайне про
тиворечивы [3—9]: одни исследователи находят во фракции НСП 
активность Mg2+, Са2+-АТРазы [3,4], которая, как предполагают, 
обуславливает активное накопление Са2+ мембранами дисков НСП, а 
также наблюдают во фракции НСП способность в присутствии АТР 
накапливать кальций ]5—8], другие исследователи находят, что 
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м„2+> Са2"-АТРаза локализована в палочках сетчатки в ПМ вну
треннего сегмента и отсутствует в ФМ дисков [9].

В настоящей работе проведено сравнение способности различных 
фракций ПМ фоторецепторов сетчатки позвоночных—НСП и ВСП 
(внутренних сегментов палочек) к АТР-зависимому накоплению каль
ция а также изучены особенности системы ого активного транспорта в 
палочках сетчатки. Мы полагали, что таким образом можно будет бо
лее однозначно ответить на вопрос, в какой же части фоторецептора 
(в области внутреннего или наружного сегментов) локализован каль
циевый насос и охарактеризовать некоторые свойства Са2 +-транспор
тирующей системы ПМ фоторецепторов.

Материалы и методы

на двух субфракциях ПМ палочек сетчат-Исслеловзния проведены н< д >исследив и мембранах которой преимущественно содер- 
ки быка: фракц։ • _ _ которых преимущественно локали-ЖЙТСЯ РО^'НИ. н фраки-и ВСП.

зована На՛, к а ’ „ го 101 Определение белка производи-методу, описанному нами ранеОпр Д °
ли по модифицированному^ фоторецептора сетчатки к НСП или
сти различных субфракнии I фракции НСП таким
ВСП судили по биохимическим маркерам. ' 1

п пли фракции ВСП —На+, К+-АТРаза и маркером являлся родопсин, а дл> 11

водили на

сукцинатдегидрогеназа [10]. авИСИМОГО накопления Са2+ про-
Опыты по-изучению фоторецептора, полученных об

водили на вывернутых ве^^1^впОТО,ническим шоком в 6 мМ трис-НС1 
работкой фракций ВСП и ’ 19] Для изучения АТР-зависи-1 10 мин при +4 [1^1- а*буфере pH 7,4 в течение

„„кубационную среду, содержащую: мого накопления Са2+ применяли и^ 5х10-з м CaQ2 (06
20 мМ трис-HCl буфера (pH ' > Ь белка. Объем инкубационной 
мкКи 45Са), 2 мМ АТР и 100 2 ‘ сорбированного кальция опре-
среды составлял 5 мл. Количссг цЛИ в отсутствие АТР. АТР-за- 
деляли в такой же среде, но приразность между общим на- 
висимое накопление Са2+ опредсл Зо° в .гечСние 15 мин и ад- 
коплением Са2+ в присутствии г промежуток времени, 
сорбированным кальцием за то։ & инкубационную смесь добав-

Для изучения Na+/Ca2+ в этОм случае ATP-зависимое на
лили 100 мМ NaCl и 10 мМ ' ость между общим накоплением 
копление Са2+ определяли |<аК фантИна „К“ и при наличии этого 
Са2+ в присутствии АТР без С1Р бационной среде (0,2 мМ). 
ингибитора Na՜1՜, К+-АТРазы в vi в инкубационную смесь, прогре-

Фракцию НСП или ВСП вн инкубировали при 30° в тече-
тую до 30°, пробы (100—200 мъ^ пензию фильтровали через мем- 
ние 1, 5, Ю и 15 мин, после ‘и 1 45__0>6 мкм) м промывали один раз 
бранные фильтры (размер пор > трис-НС1 буфера (ipH 7,4). К.о- 
охлажденным до 4֊4° раствором • 
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личество накопленного .кальция выражали в нмоль/мг белка. Фракции 
ИСП и ВСП хранили в жидком азоте.

Результаты и обсуждение

Возможность образования в определенных условиях замкнутых, вы
вернутых наизнанку везикул из фрагментов ПЛА нервной ткани [12], 
способных накапливать Са2+ в присутствии АТР, позволила нам ис
следовать ATP-зависимый транспорт Са2+ во фракциях НСП и ВСП.

Исследование влияния концентрации Са2+ на АТР-зависимое 
накопление этого катиона фрагментами плазматических мембран ВСП 
фоторецепторов показало, что по мере возрастания концентрации каль
ция происходило увеличение ATP-зависимого накопления Са2+, при
чем максимального значения АТР-зависимое накопление катиона до
стигало при концентрации Са2+, равной 50 мкМ; при дальнейшем по
вышении концентрации катиона АТР-зависимое накопление Са21՜ 
уменьшалось (рис. I). В то же время АТР-зависимое накопление Са2+ 

ГдИСа'З.

Рис. 1. Влияние концентрации Са2 + на 
АТР-зависимое накопление Саг+ фрак
циями НСП и ВСП сетчатки. По оси 
абсцисс—концентрация Са2 + (Л1 в лога
рифмическом масштабе); по осп орди
нат—АТР-зависимое накопление Са2+ 
фракциями НСП (/) и ВСП (2) сетчатки. 
Среда инкубации: 20 мМ трис-буфера 
(рЧ 7,4) 2 мМ М8С12, 2 мМ АТР, инкуба

ция— 15 мин при 30°

отсутствовало во фракции фрагмен
тов ПМ НСП: небольшой концен
трационный максимум АТР-зависи- 
мого накопления Са2+ во фракции 
НСП был статистически недостове
рен, составлял менее 2% от того 

Рис. 2. Влияние концентрации Pi на 
АТР-зависимое накопление Са2-*- 
мембранами НСП (/) и ВСП (2) сет
чатки. Среда инкубации: 20 мМ трис- 
буфера (pH 7,4) 2 мМ MgClj, 2 мМ

АТР, 5Х10-5 CaCI,

количества катиона, которое адсорбировалось мембранами НСП в 
отсутствие АТР (рис. 1), и мог быть обусловлен незначительной при
месью фрагментов ВСП во фракции НСП.

Чтобы убедиться, что наблюдавшееся увеличение содержания 
Са2+ во фракции ВСП в присутствии АТР было обусловлено накоп-
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лением катиона внутри замкнутых мембранных везикул, в следующей 
серии опытов исследовали влияние различных концентраций Р, на 
величину АТР-зависимого накопления Са2+ (рис. 2). Оказалось, что 
для фракции ВСП с увеличением концентрации Р։ АТР-зависимое 
накопление Са2+ увеличивалось, в то время как во фракции ПСП ника
кого АТР-зависимого накопления Са2 не наблюдали независимо от 
присутствия или отсутствия Pi в среде инкубации (рис. 2). Таким об
разом, наблюдавшаяся нами зависимость накопления Са2+ в присут
ствии АТР фракцией ВСП от концентрации Р| (рис. 2) свидетельству
ет, по-видимому, о том, что увеличение концентрации кальция во фрак
ции ВСП в присутствии АТР было обусловлено накоплением катиона в 
замкнутых мембранных везикулах.

Рис. 3. Кинетика адсорбции и АТР-зависимого накопления Са’+ фрак
циями НСП (/) и ВСП (2) сетчатки: а, а'—в отсутствие АТР при зцо. б 
6'—в присутствии АТР при 30°; в—в присутствии А 1 Р при (у>. (2реда 

инкубации та же, что и на рис. 2, концентрация Р; —

■ики АТР-зависимого накопления Са2+При исследовании кинет г агмеНтов мембран НСП или ВСП, бы- 
везикулами, образованными фрагменты мембран ВСП па
ло установлено, что в прич 1С 2() нм0ЛЬ Са2+/мг белка, в то время 
капливают в течение 5 М1П’ °Лне накапливают Са2+ в этих же усло- 
как фрагменты мембран 1Ю фрагментОв фракции НСП со-
виях (точнее, это накопление^ белка (рис. 3) и могло быть обус- 
ставляло менее 0,5 нмоль >а примесью мембран ВСП). Наблю-
ловлено незначительной, меН^ накопление Са2* мембранными фраг- давшееся нами АТР-зависим 
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ментами фракции ВСП не было обусловлено митохондриями ВСП, так 
как олигомицин (ингибитор митохондриальной АТРазы) не подавлял 
ATP-зависимое накопление Са2* фрагментами ВСП (рис. 4).

Сопоставляя результаты настоящей работы (рис. 1—4) с ранее по
лученными данными о наличии Mg2*՜, Са2ь-АТРазы во фракции ВСП 
и отсутствии этого фермента во фракции мембран ПСП [9], можно за
ключить, что замкнутые везикулы, образованные из фрагментов ПМ 
ВСП, обладают способностью в присутствии АТР и Mg2՜*՜ накапли
вать Са2*՜ в результате работы Mg2*, Са2~-АТРазы. Фоторецепторные 
мембраны дисков фракции ПСП, согласно полученным результатам, 
такой способностью накапливать Са2՜*՜ в присутствии АТР не обладают. 
Можно предположить, что наблюдавшаяся другими авторами способ
ность фракции ПСП активно накапливать Са2*՜ в присутствии АТР 
[5—8] могла быть обусловлена незначительной примесью во фракции 
фрагментов ВСП.

Рис. 4. Влияние олнгомицина на АТР-зависнмое накопление Са'-+ фраг
ментами мембран фракции ВСИ сетчатки: а—инкубация без олигоми- 
цина, <7—инкубация в присутствии олнгомицина. Среда инкубации та же, 

что на рис. 2

Особый интерес представляют результаты, которые свидетельству
ют о том, что во фрагментах ВСП, помимо М§2+, Са2+-АТРазы, по- 
видимому, имеется и другой механизм транспорта Са2՜*՜, так называ
емый Па+/Са2*՜ обменный механизм накопления Са2*՜ [12, 13]. Как 
видно из результатов, представленных на рис. 5, в присутствии На*՜ 
и К *■ АТР-зависимое накопление Са2*՜ фрагментами мембран ВСП 
полностью подавлялось строфантином „К“ (0,2 мМ)—специфическим 
ингибитором Па*՜, К՜*-АТРазы.

Как известно, фракция ВСП обладает высокой активностью 
На՜*՜, К+-АТРазы [9, 10]. В присутствии АТР, Мд2*՜, а также На*՜ и К , 
натриевый насос создает и поддерживает градиент концентрации Па՜*՜ 
на замкнутых везикулах, образованных из ПМ ВСП; возможно, что 
энергия, заключенная в этом градиенте, используется для накопления 
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Саг+ внутри везикул. Подобный механизм сопряженного АТР-зависи- 
мого транспорта Са2+ в замкнутые везикулы ПМ был описан ранее 
для других тканей [14, 15],

, к- па ДТР-зависимое накопление Са։+Рис. 5. Влияние строфанти - сетчатки в присутствии Na+ и
везикулами мембран ПСП (/) ' ' |Т АТР; б, б'—в присутствии
К + : а, «'-среда инкубации '^.рсо^) „ строфантина .к- мМ). 
2 мМ АТР; в-в ПР*“У™ С1 ։о мМ KCI. в остальном так же, как
Среда инкубации. 100 мМ^ температура 3(Г

„Л1,и.,Р нами данные позволяют заключить,Таким образом, полу՛ > АТР-зависимый транспорт Са2 +
что в палочках сетчатки позвон а фОТОрецептора и отсутствует
локализован в ПМ вн£Р*Кне™ С Q такЖе предположить, что в ВСП 
в мембранах дисков НСП. Можно такл

гя2+ может поддерживаться двумя сетчатки АТР-зависимый транспорт Са Са2>-АТРазы и, кро-
различными механизмами: за счет работы &
ме того, путем Na+/Ca®+ обменного механизма.

LOCALIZATION AND MECHANISMS
TRANSPORT OP CALCIUM IN RETINAL RODS OF XLRILBRATLS

BERMAN A. I-., AZIMOVA A. M.
1 пк,chemistry USSR Academy Institute of Evolutionary Physiology and Bl

of Sciences, Leningrad
. ol retinal rods (ROS andThe ability oi outer and inner segmen

RIS) to the АТР-dependent ranspor of Ca membranes 0| ROS
ned inside out, closed vesicles obtained iron i 
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and RIS fractions were incubated at 30° or 0° in the presence of 2 mM 
ATP, Ca2+, 2 mM MgCI» to which 100 mM NaCI, 10 mM KC1 and inor
ganic phosphate were added if needed.

A study of kinetics of ATP-dependent accumulation of Ca2+ by the 
vesicles has shown that the RIS-vesicles accumulated about 20 nmoles 
of Ca2+ per mg of protein in the presence of ATP, whereas ROS- vesic
les were incapable of ATP-dependent Ca2+ accumulation.

It has been demonstrated that the ATP-dependent Ca2+ accumula
tion hy RIS-vesicles, most likely, takes place due to activity of the 
RIS Mg2՜, Ca2+-ATPase when Na+ and К *՜ were absent and due to 
Na+/K+ exchange when Na1 and K+ were present in the incubation, 
medium. It is concluded that ATP-dependent transport of Ca2+ is loca
lized in the RIS plasmic membranes but not in those of ROS.
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