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В обзоре рассмотрены способы, посредством которых липидная фаза мембраны 
может регулировать работу иентранспортирующпх систем—Са2+ - и Ха-Ь-насосов. 
Конкретизированы понятия «микровязкость» и «гидрофобный объем» липидного би
слоя и показано, что эти параметры взаимосвязаны и играют существенную роль в 
регуляции межбелковых взаимодействий в олигомерных ансамблях транспортных 
АТРаз. Приведены доказательства в пользу того, что АТР в милимолярных концен
трациях модифицирует взаимоотношения между транспортными АТРазами и липид
ным бислоем, устраняя контроль за работой ферментов со стороны липидной фазы.

Рассмотренные закономерности, в обшем. должны иметь место в случае различ
ных мембранных структур, в том числе и в нервной ткани.

В конце 60-х—начале 70-х годов сформировалась гипотеза, сог
ласно которой биологические мембраны представляют собой липид
ный бислой со встроенными в него молекулами интегральных белков 
(«мозаичная структура»). Одновременно были разработаны методы 
выделения мембранных белков [1—3]. Первым крупным успехом в 
развитии этого направления явилась очистка интегрального белка ми
тохондриальной мембраны—цитохромоксидазы [4]. Позднее в виде 
изолированных белок-липидных комплексов удалось получить целый 
ряд других мембранных белков, в том числе и транспортные АТРэзы: 
Na* К+-АТРазу [5] и Са2*-АТРазу из мембраны саркоплазматиче
ского ретикулума [6]. Было установлено, что для проявления актив
ности мембранных ферментов необходимо присутствие липидов: их 
удаление приводит к агрегации белка, сопровождающейся потерей 
ферментативной активности. Минимальное количество фосфолипидов, 
необходимое для поддержания белка в активном состоянии, состав
ляет 25—30 моль фосфолипидов/моль белка.

На основании этих опытов была сформулирована концепция ан
нулярных (пограничных) липидов, связанных с интегральным белком 
и играющих специфическую роль в его функционировании. Опа была 
подтверждена экспериментами, в которых установлено структурирую
щее воздействие белка на состояние липидного бислоя (это, в част-
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пости, было показано методами ЭПР-спектроскопии). Кроме того,, 
была обнаружена корреляция между критическими температурами для 
ферментативной активности мембранных белков и состояния их ли
пидного окружения. Основываясь на этой концепции, неудачи, возни
кавшие при реконструкции функций отдельных мембран в случае 
встраивания белков в липосомы из индивидуальных липидов (чаше 
всего лецитина), исследователи объясняли отсутствием специфического! 
липидного окружения [7, 8].

Однако стали появляться факты, не соответствовавшие концепции 
аннулярных липидов. Так, оказалось, что гидролитическая активность 
\а+, 1<*--АТРазы может быть восстановлена самыми разными фос
фолипидами кислой природы [9]. После удаления липидов Са2՜- 
АТРазу можно было реактировать как кислыми фосфолипидами, так 
и различными детергентами, причём степень реактивации хорошо кор
релировала с величиной гидрофильно-липофильного коэффициента для 
используемых детергентов [10, 11].

Для характеристики белок-липидных взаимодействий использо
вали физические методы (ЭПР-спектроскопшо. протонный ЯМР, флуо
ресцентную спектроскопию), получая противоречивые результаты. Так, 
измерение поляризации флуоресценции зондов, погружённых в бислой, 
позволяет оценить подвижность порядка 10s—1010 с՜1, данные про
тонной и дейтериевой Я.ЧР-спектроскопии—106— Ю’° и Ю4—105 с՜1 
соответственно, в то время как ЭПР-спектроскопия характеризует 
движение с частотой 10:—10’ с՜1. Все это не позволяло сделать од
нозначного вывода о роли аннулярных липидов в функционировании 
мембранных ферментов.

Измеряя подвижность фосфолипидов в мембране саркоплазмати
ческого ретикулума, Chapman и соавт. установили, что обмен между 
аннулярными и общими липидами бислоя происходит с частотой боль
шей, чем 10’ с՜1 (то есть, один оборот за 0.001 с) [12]. Число оборо
тов мембранных ферментов оценивается в 10՜ с՜’. Это означает, что 
превращение одной молекулы субстрата происходит за 0,01 с. Таким 
образом, расчёт времени жизни аннулярного слоя липидов показывает, 
что за время превращения ферментом одной молекулы субстрата слой 
липи'юв вокруг него успевает многократно смениться. Эти факты застави
ли сомневаться в том, что именно аннулярный слой липидов специфиче
ским образом регулирует активность мембранных ферментов, скорее 
всего, на неё влияет состояние всей (или значительной части) липид
ной фазы мембраны.

Результаты опытов по реактивации меморанных ферментов раз
личными детергентами и липидами позволяют считать, что главная 
функция липидов заключается в создании определенного гидрофобного 
окружения вокруг белка, без которого невозможно поддержание натив
ной՜ конформации фермента. Степень реактивации Са2+-АТРазы, нап
ример. существенным образом зависит от толщины липидного бислоя, 
в который этот фермент встраивается, а при оптимальной толщине 
бислоя—от вязкости (упорядоченности) липидного окружения [13].
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Это обусловлено, по-видимому, тем, что для осуществления ферментатив
ной реакции молекула белка должна обладать определённой подвиж
ностью в плоскости мембран (так называемая вращательная подвиж
ность). Для Са'-’~-АТРазы вращательная подвижность, соответствую

щая оптимальной активности фермента, характеризуется величиной 
времени корреляции~5-10 ’с [14]. Снижение вращательной подвиж
ности (увеличение времени корреляции до-8 -10 -! с) при встраивании 
АТРазы в упорядоченный бислой, состоящий из дипальмитоиллецитипа 
при той же температуре (0°) приводило к почти полному ингибирова
нию ферментативной активности [14]. В этих условиях добавление де
тергента активировало Са2+ -АТРазу не за счёт её солюбилизации 
(Са2+ -АТРаза остается встроенной в мембранные фрагменты), а бла
годаря изменению микровязкости гидрофобного окружения, что восста
навливало вращательную подвижность почти до исходного уровня. Та
кого рода факты заставляют по-новому взглянуть на дискуссию, 
развернувшуюся в последнее время, по поводу причт.ы вызываемых 
температурой переходов в мембранных ферментах.

Эти исследования начались с экспериментов, в которых была уста
новлена корреляция между влиянием температуры па ферментативную 
активность и состоянием окружающего белок бислоя. Было показано, 
в частности, что графики Аррениуса для Са2+ -АТРазы имеют такой 
же вид, как и для параметров, характеризующих состояние бислоя 
(измерения проводили с использованием метода ЭПР-спектроскопии и 
спиновых меток, погружённых в бислой на различную глубину [15]). 
Авторы, обнаружившие это явление, предположили, что липиды бислоя 
при изменении температуры претерпевают фазовый переход, который 
резко изменяет ферментативную активность мембранных белков. Од
нако последующие эксперименты с использованием других физических 
методов (ЯМР-спектроскопии, дифракции рентгеновских лучей) пока
зали, что липиды в мембране саркоплазматического ретикулума оста
ются жидкими даже при температуре 5°, хотя подвижность их жирно- 
кислых цепей менялась с её понижением [16].

В последнее время появилась другая точка зрения, согласно кото
рой изменения конформации мембранных ферментов при изменении 
температуры возникают сами по себе, а не вызываются изменением со
стояния бислоя [17, 27]. Эта гипотеза подтверждалась тем, что исполь
зование некоторых апробированных методов (например, регистрация 
поляризации флуоресценции липидного зонда дифенил гексатриепа) не 
обнаруживало критических изменений в упорядоченности липидов 
в мембране саркоплазматического ретикулума при температурах 10— 
40° [18]. С другой стороны, это предположение было подтверждено 
результатами экспериментов, в которых наблюдали зависевшее от 
температуры изменение конформации солюбилизированной Са2г- 
АТРазы при температуре 20—22° [17].

Подробный анализ итогов работ такого рода показал, что эту 
проблему нельзя считать решённой. Действительно, солюбилизпрован- 
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пые препараты мембранных ферментов часто содержат значительное 
количество мембранных липидов (до 30 моль липидов/моль белка), а 
в цитированной выше работе Andersen и соавт. [17] содержание липи
дов в солюбилизированных препаратах АТРазы проверено не было. 
Определение параметров, характеризующих состояние нового липид- 
детергентного окружения солюбилизированного белка, проводили лишь 
в редких случаях, и тогда в них выявлялась корреляция между темпе
ратурами, при которых изменялась конформация солюбилизированного 
белка и свойства его гидрофобного окружения.

Анализируя состояние этой проблемы, мы пришли к заключению, 
что в настоящее время описаны как собственно термоиндуцированные 
изменения конформации мембранных ферментов (например, Саг՜ 
АТРазы при 38—40° [15]), так и конформационные переходы, вызы
ваемые изменением состояния (упорядоченности) липидного окружения 
(например, Na+, |<+-АТРазы при температуре 20° [19]). Для цито- 
хромоксидазы описаны оба случая [20—22]. Что касается вызванного 
температурой изменения конформации Са 2'!-АТРазы при температу
ре 20°, то этот вопрос нельзя считать окончательно решённым. Однако 
мы полагаем, что имеющиеся в настоящее время экспериментальные 
факты свидетельствуют о согласованных изменениях в области 20° 
как подвижности (упорядоченности) углеводородных цепей липидов, 
так и конформации Са2+-АТРазы. Поскольку известно, что в неко
торых случаях эта согласованность может нарушаться (см. далее), 
мы склонны считать, что регуляция ферментативной активности Са2՜- 
АТРазы может осуществляться за счёт изменения состояния окружаю
щего белок липидного бислоя. В настоящем обзоре рассмотрены соб
ственные экспериментальные данные, подтверждающие эту концепцию.

Для оценки состояний липидной фазы в мембране саркоплазматиче
ского ретикулума нами были избраны два независимых подхода, рекомен
дуемых в литературе [23—25]. Один из них связан с изменением поляри
зации флуоресценции дифеиилгсксатриеиа (ДФГ). После преинкуба
ции ДФГ с мембранными ферментами он обнаруживается преимущест
венно в области, занятой гидрофобными (жирнокислотными) цепями ли
ни юв хотя при наличии большого количества белка и высокой кон
центрации ДФГ этот зонд может связываться и с гидрофобными об
ластями белка [24]. Однако при соблюдении определённых ограни
чений поляризация флуоресценции ДФГ характеризует плотность упа
ковки углеводородных цепей бислоя. Второй подход заключается в ре
гистрации поведения другого флуоресцентного зонда-пирена, который 
также располагается между цепями жирных кислот. Столкновение 
возбужденной и невозбужденной молекул пирена приводит к образова
нию эксимера флуоресцирующего в иной области, чем мономер. Сте
пень эксимернзашш пирена зависит от того, насколько велика вероят
ность встречи его молекул в гидрофобном участке мембраны, что. в 
свою очередь, определяется не только плотностью упаковки жирно- 
кислотных цепей липидов, но и концентрацией пирена в данном участ-

83



ке. Изменение плотности упаковки липидов сопровождается измене
нием так называемого «гидрофобного объёма» мембраны, доступного 
для пирена, а, значит, и изменением активной концентрации пирена. 
Таким образом, степень эксимеризации пирена характеризует два 
взаимосвязанных, но неодинаково изменяющихся параметра—плот
ность упаковки углеводородных цепей липидов и гидрофобный объём 
бислоя [23, 25]. В эксперименте степень эксимеризации оценивают по 
соотношению пиков флуоресценции, присущих мономерной и эксимер
ной формам пирена. При сравнении графика Аррениуса для поляри
зации флуоресценции ДФГ и эксимеризации пирена в мембранах сар
коплазматического ретикулума с графиком для ферментативной актив
ности Са 2: -АТРазы, локализованной в этих мембранах (рис. 1), ока-

Рис. 1. График Аррениуса для гидролиза АТР Са+?-АТРазой (а), по
ляризации флуоресценции дифенилгексатриена (б) и эксимеризации пи
рена, выражаемой соотношением флуоресценции эксимерной и мономер

ной форм (1Э/1М) (в) в мембранах саркоплазматического ретикулума. По 
оси абсцисс—1/Т.10՜՜3, по оси ординат—\0. мкмоль Р;/.мг белка/мнн. 
Подробности проведения экспериментов опубликованы ранее [41, 44, 50]

залось, что последний похож на график, описывающий температурную 
активность эксимеризации пирена: оба процесса зависят от температу
ры нелинейно, и на обоих графиках обнаруживается перегиб в одной 
и той же (в пределах точности измерения) области температур (20°). 
В то же время, зависимость поляризации флуоресценции ДФГ в коор
динатах Аррениуса была строго линейной, что согласуется с литера
турными данными [18]. Поскольку последняя величина характеризует 
плотность упаковки углеводородных цепей в бислое, можно заключить, 
что в исследуемом интервале температур (10—40°) нс происходило 
критического изменения состояния мембранных липидов.

Поскольку графики, описывающие температурную зависимость 
поляризации флуоресценции ДФГ и эксимеризации пирена, различают
ся, вероятно, появление перегиба на графике Аррениуса, для реакции 
эксимеризации пирена связано с изменением не плотности упаковки 
углеводородных цепей, а другого параметра, влияющего на степень эк
симеризации,—гидрофобного объёма бислоя. Сходство графиков Арре
ниуса для параметров эксимеризации пирен-1 и для активности фер
мента также свидетельствует о корреляции между изменениями фер- 
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ментативной активности Са-т-А1Разы и гидрофобного объёма липид
ного бислоя, что согласуется с полученными ранее данными о влиянии 
толщины мембраны и площади гидрофобных контактов фермента с 
липидным окружением на его активность [13].

Зависимость ферментативной активности мембранных белков от 
состояния (упорядоченности) липидного бислоя продемонстрирована 
и на другой понтранспортирующей системе—\’а+, К+-АТРазе. Эта 
проблема была обсуждена нами ранее |19]. График Аррениуса для 
активности-\’а + , К+-АТРазы аналогичен таковому для Са2?-АТРазы 
(рис. 1, а). Изучение состояния липидов в препаратах 1\’а + , К’АТР- 
азы с использованием различных физических методов показало, что 
имеется корреляция между графиками Аррениуса для ферментативной 
активности и для параметров, характеризующих состояние бислоя. 
Необходимо отметить, что для препаратов К’а +, К+-АТРазы измене
ние состояния бислоя при температуре 20° регистрируется с использо
ванием двух флуоресцентных методов, примененных нами и для ис
следования Са2* -АТРазы саркоплазматического ретикулума—поляри
зации флуоресценции ДФГ и степени экенмеризации пирена. По-види- 
мому, в плазматической мембране, в отличие от мембраны ретикулума, 
в области 20° одновременно изменяется как гидрофобный объем, так и 
плотность упаковки липидов в бислое. Более того, различные воздей
ствия, изменяющие плотность упаковки липидов, аналогичным обра
зом изменяли и графики Аррениуса как для ферментативной актив
ности, так и для параметров, характеризующих физическое состояние 
бислоя.

Важным фактором, регулирующим плотность упаковки липидов в 
бислое, является содержание в нем холестерина, изменение концентра
ции которого приводит к изменению плотности упаковки липидов, что, 
в свою очередь, может отразиться на активности встроенных в мемб
рану ферментов. Удобным объектом для изучения этих взаимоотно
шений являются эритроциты. В норме содержание холестерина в мемб
ране эритроцитов колеблется, причём обнаруживается . корреляция 
между активностью №+, К+-АТРазы эритроцитарных мембран и со
держанием в них холестерина: чем выше количество холестерина и, 
соответственно, выше микровязкость бислоя, тем ниже ферментатив
ная активность [26]. Исследование больных атеросклерозом пока
зало, что такая корреляция характерна и для эритроцитов пациентов 
с разной тяжестью заболевания. Мембрана эритроцитов контактирует 
с липопротеидами крови, являющимися переносчиками холестерина. 
Липопротеиды низкой плотности встраивают холестерин в мембраны, 
а липопротеиды высокой плотности извлекают его оттуда. Таким об
разом, содержание холестерина в мембране эритроцитов определяется 
как его содержанием в крови, так и соотношением в пей указанных ли
попротеидов. Удалось создать модель зависимости активности Ыа +, 
К ‘ -АТРазы от состояния мембраны, инкубируй эритроциты в среде 
с липопротеидами низкой, а затем высокой плотности. В первом слу
чае имело место ингибирование ферментативной актигности. которое 
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почти полностью устранялось после обработки эритроцитов липопро
теидам!) высоко։։ плотности (рис. 2). Аналогичные эксперименты был։? 
поставлены и с Са 2 -АТРазой саркоплазматического ретикулума: уве
личение количества холестерина в мембране вызывало пропорциональ
ное снижение активности этого фермента [28].

державня холестерина в мембранах [26] (мкмоль Р; /мг белка/ч. 10-2, 
по осн ординат), а—корреляция между удельной активностью и соотно
шением холестернн/фосфолнпцды (по осн абсцисс мкг/мг) в эритроцитах 
пациентов с разной степенью выраженности атеросклероза, б—уровень 
активности Ха+, К~-АТРазы в нормальных эритроцитах, после их прсип- 
кубаиии с липопротеидами низкой плотности и последующей инкубации 
обработанных таким образом эритроцитов с липопротеидами высокой 
плотности: по оси абсцисс—время инкубации эритроцитов с липопротеи

дами. проводимой перед определением активности фермента

Таким образом, изменение, по крайней мерс, двух параметров, ха
рактеризующих бислой—его структурной упорядоченности (микровяз
кости) и гидрофобного объёма.-может влиять на активность мембран
ных ферментов. Существует два способа, с помощью которых может 
осуществляться такое регуляторное влияние. Во-первых, изменение 
плотности упаковки липидного бислоя может сказаться па собственной 
подвижности молекулы белка. Во-вторых, что нс исключает первый 
способ регуляции, многие мембранные белки образуют олигомерные 
комплексы, и изменение состояния липидной фазы, по-видпмому, отра
жается на характере межбелковых взаимодействий в них.

Данные о формировании олигомерных комплексов транспортных 
•ХТРаз получены с использованием различных методов (некоторые из 
них представлены в таблице). Однако физиологическое значение олиго-
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меризаиии пока по выяснено. Первоначально были высказаны сообра
жения. что ионные насосы способны осуществлять транспортную функ
цию лишь в олигомерном состоянии [19, 29]. Однако в настоящее 
время появились данные о том, что мономер Са2՜-насоса также мо
жет транспортировать ионы [30]. Предполагалось также, что в олнго-

Таб.шца
Доказательства олигомерной организации транспортных АТРаз

Способ опре
деления функ
ционально ак

тива ՝й единицы
Обнаруженный феномен Интерпретация Ссылки

Метол молеку
лярной мишени

Электронно- 
микроскопи
ческий анализ

Индуктивно- 
резонансный 
.межбелковый 
перенос

Использование 
сшивающих 
агентов

Кинетические 
исследования

.Мг Са- -АТРазы вдвое пре
вышает её размеры, опре
делённые методом электро
фореза в присутствии доде
цилсульфата; то же обнару
жено для Ха + , К4-АТРазы

С аАТРаза в мембране об
разует глобулы, размер ко
торых в 2—4 раза превы
шает Мт индивидуальной мо
лекулы; то же обнаружено 
для Ха+, К+-АТРазы

Молекулы Са2+-АТРазы, .ме
ченные флуорофорами. сос
тавляющими допорпо-акцеи- 
торную пару, при реконст
рукции в липосомы демонст
рируют способность к резо
нансной миграции энергии

Образование межбел ко в 1,1 х 
сшивок в мембранном препа
рате Ха՝-, К+-АТРазы почек 
зависит от уровня их фос
форилирования

в» по АТР для Ма+, К+-АТР- 
азы головного мозга в опти
мальных условиях равен 3,1 
֊3,6. а по ГГР, ОТР, иТР-1; 
количество участков связы
вания Ха+, К-; -АТРазой но
чек разных лигандов (АТР 
уабаина, ванадата) вчетверо 
отличается от количества 
центров фосфорилирования 
фермента

Ингибирование Саг+-АТРазы 
саркоплазматического рети
кулума реагентами на-СООН 
п -ЬП группы осуществляет
ся кооперативно, так что К։ 
в 2—4 и более раз превы
шает величину константы мо
дификации соответствующих 
групп фермента

В мембране транспорт
ные АТРазы образуют 
димеры

.Молекулы транспортных 
АТРаз образуют в мем
бране олигомерные ан
самбли

При реконструкции мо
лекулы АТРазы спон
танно ассоциируют в 
олигомерные ансамбли

Х’а + , Кт-АТРаза являет
ся тетрамером с функ
ционально неравноцен
ными протомерами

Ха и, К4-АТРаза головно
го мозга функционирует!
как тетрамер при гид
ролизе АТР; при ис
пользовании других 
субстратов протомеры 
комплекса работают, 
независимо; Ха+, К+- 
АТРаза почек пред
ставляет собой олиго
мер, содержащий 4 
функционально разли
чающихся протомера 

При взаимодействии с
ингибиторами Са2+-
АТРаза выступает как 
олигомер, состоящий 
из 2—4 и более про
томеров

[19,29, 
32-36]

[37]

[38]

|19]
[39]
134|

мерном состоянии ионные насосы более устойчивы по отношению к 
температурным и другим внешним воздействиям. Но проведённые не
давно эксперименты показали, что увеличение содержания липидов в 
мембране со встроенной в неё Са2!՜-АТРазой, приводившее к диссз- 
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ниацин олигомерных комплексов, напротив, повышало термостабиль
ность этого фермента [31]. Скорее всего, как в случае_с водораство
римыми ферментами, образование олигомеров необходимо для более 
тонкой регуляции ферментативной активности транспортных ЛТРаз. 
В связи с этим можно выяснить, какие факторы влияют па взаимодей
ствие белков в олигомерном комплексе и какие параметры в работе 
ионных насосов затрагиваются при этих изменениях.

Однако прежде мы вернёмся к вопросу, на что влияет изменение 
состояния липидной фазы: на свойства (подвижность) каждой белко
вой) субъединицы или па их взаимодействие? В настоящей ситуации, ког
да практически нет данных о функциональном значении олигомерной 
конструкции транспортных ЛТРаз, последний вопрос требует экспери
ментальной проверки. Мы попытались провести её с использованием 
Са2+ -АТРазы саркоплазматического ретикулума, измеряя вращатель
ную подвижность этого фермента, меченного эритрозином или N-3-пи- 
ренилмалеимидом [40, 41]. Эксперименты были проведены совместно 
с сотрудниками Лондонского университета С. Restall, Р. Quinn и Ch. 
Stubbs.

При использовании Са2;՜ -АТРазы, меченной N-3-пирспилмалеими- 
дом. измеряли поляризацию флуоресценции, характеризующую вра
щательную подвижность молекулы (или той её части, к которой прик
реплена метка) в диапазоне 10е с՜՜1. Оказалось, что в широком ин
тервале температур (от 8 до 42°) существенных изменений этот параметр 
нс претерпевает (рис. 3, а). Однако в области 15—35° можно было за
метить слабое, но повторявшееся от эксперимента к эксперименту 
снижение поляризации флуоресценции. Предполагая, что этот факт 
отражает определенные структурные перестройки белка, вызванные 
изменением температуры, мы обратились к методу флаш-фотолиза, 
позволяющему определить вращательную подвижность белка в диа
пазоне 10s—Ю3 с՜1 (особенности метода флаш-фотолиза, разобран
ные в лаборатории D. Chapman, подробно описаны ранее [-10]). В 
этой серии экспериментов была измерена быстрая компонента времени 
корреляции (ti), характеризующая подвижность молекулы в мнкросе- 
кундной временной шкале. В этих опытах наблюдается существенное 
изменение подвижности белка в области температур 15—35э, что мож
но объяснить изменением как подвижности мономера Са2+ -АТРазы, 
так и четвертичной структуры фермента (переходом из олигомерного 
в мономерное или другое менее ассоциированное состояние) (рис. 3, б).

В экспериментах с Na 4, К+-АТРазой мы использовали другой 
подход. Известно, что протомер этого фермента состоит минимум из 
двух субъединиц: а-субъедишшы с Мг 100 кД, имеющей АТР-связы- 
ваюший центр, и р-субъеднницы—гликопротеида с Мг-~45 кД. Экспе
рименты последних лет (в частности, опыты со сшивающими агента
ми) свидетельствовали, что Na4՜, Кь-АТРаза образует и более слож
ные олигомерные комплексы (а; р2) [42]. Определяя зависимость 
Na + , К+ -АТРазной активности от концентрации АТР при различных 
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температурах и рассчитывая величину пн мы обнаружили, что с пони
жением температуры величина этого коэффициента уменьшалась с 
3. 4 до 1, 0 [19]. Поскольку каждая а-субъединица содержит только 
один ATP-связывающий центр, величина пн, равная 3,4, может свиде
тельствовать о взаимодействии в процессе гидролиза АТР 4 «-субъеди
ниц, что соответствует (при температурах выше 20°) структуре При

Рис. 3. Определение вращательной подвижности Са2+ -ЛТРазы сарко
плазматического ретикулума разными способами, и—измерение поляри
зации флуоресценции (Р) препаратов, Са2~-ЛТРаза которых ковалентно 
помечена N-3-пиренплмалеимидом (приведена также структура метки 
и формула расчета Р); условия экспериментов опубликованы ранее [44]. 
б—измерение поляризации (анизотропии) флуоресценции эритрозиновой 
метки, ковалентно связанной с Са'2+-АТРазой тех же препаратов ретику
лума: пример записи одной кривой, полученной методом флаш-фотолиза, 
и измерение величины Т| ПРН Разных температурах в контроле (1) н в 
присутствии 2 мМ АТР (2) Величины -г рассчитаны нз эксперимен

тальных кривых с помощью машинной обработки [40]

температуре ниже 20° величина п„ близка к 1, что свидетельствует об 
отсутствии взаимодействия между протомерами. Необходимо отметить, 
что резкое изменение величины пн наблюдается в области 20՜. то есть 
при той температуре, которая резко сказывается на плотности упа
ковки липидов в бислое. Эти данные свидетельствуют о том, что состоя
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ние бислоя может регулировать взаимодействия между__протомсрам1г 
в олигомерном комплексе.

Одновременно с этим было замечено, что реакция гидролиза АТР 
Na+, К+-АТРазой нелинейна во времени. Через 1,5—3 мин после на
чала реакции скорость уменьшалась и сохраняла постоянное значение 
на протяжении последующих 15—20 мин. График Аррениуса для на
чальной фазы реакции имел перегиб при 20°, причину которого мы об
суждали выше. Вторая фаза гидролиза характеризуется линейным 
графиком Аррениуса [43]. Авторы, обнаружившие это явление, пред
положили, что существуют две изоформы фермента с различной вели
чиной У. А.

Аналогичная особенность характерна и для Са2 + -АТРазы. Ско
рость гидролиза АТР этим ферментом изменяется во времени так же,, 
как и в случае с Na+, К -АТРазой. График Аррениуса для гидролиза 
АТР (как и для аккумуляции Са2+) в начальной фазе реакции имеет ти
пичный вид, обсужденный ранее (рис. 1, а). Температурная зависимость 
второй фазы реакции в координатах Аррениуса была линейной (рис. 
4, б). Нелинейность гидролитической и Са 2+-транспортирующей ак
тивностей во времени проявлялась лишь в температурном интервале 
15—35°, то есть в той области, в которой было обнаружено изменение 
подвижности Са2+ -АТРазы [44].

Рис. 4. Температурная зависимость тушения флуоресценции триптофаниль- 
ных радикалов Са։+-ЛТРазы ретикулума (а) в контроле (1) и в при
сутствии 1,5 мМ АТР (2) или GTP (3) и активности Са2+-АТРазы (в 
мкмоль Са -F /мг белка/мин, по оси ординат) тех же препаратов (б), из
меренной по начальной скорости до и после преинкубации фермента с 

1,5 мМ АТР (-/- и -2- соответственно)

Эти факты позволили нам предположить, что после взаимодействия 
Са2 + -АТРазы с АТР происходило медленное изменение конформации 
фермента, причем в новом конформационном состоянии фермент, 
по-видимому, не обладал чувствительностью к изменению фазового со
стояния бислоя. Нельзя исключить, что это изменение конформации пред- 
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•ставляст собой переход фермента в иное олигомерное состояние, 
происходящее под влиянием АТР.

Мы обратили, внимание на тот факт, что перегибы на кривых, опи
сывающих нарастание количества продукта ферментативной реакции 
ео времени (как для Na +, К4-АТРазы, так и для Са2+-АТРазы) 
появляются лишь в том случае, если в качестве субстрата используют 
АТР в мнлимолярных концентрациях. Другие субстраты транспортных 
АТРаз—GTP, ITP, UTP, как и АТР в низких концентрациях,—гидро
лизуются линейно.

Эти данные вновь обращают внимание на значение АТР, как мо
дификатора транспортных АТРаз, впервые отмеченное в конце 60-х 
годов для Na +, К+-АТРазы J. Skou, который сравнивал гидролиз 
двух субстратов: АТР и ацетилфосфата. Оба вещества представляют 
собой макроергические соединения, способные обеспечивать образование 
промежуточного фосфорилированного производного Na+։ К*-АТРазы. 
Однако активный транспорт ионов был обнаружен лишь в том случае, 
когда фермент использовал в качестве субстрата АТР, ацетнлфосфат 
же гидролизовался «вхолостую». Skou [45] заключил, что АТР яв
ляется не только субстратом Na+, К+-АТРазы, но и модифицирует 
фермент, причем другие соединения, гидролизуемые Na+, К+-АТРазой, 
модифицирующим действием не обладают.

Позднее было установлено, что гидролиз АТР транспортными 
АТРазами не описывается уравнениями Михаэлиса-Ментен, в то время 
как UTP, GTP, ITP и ацетилфосфат гидролизуются теми же фермента
ми в соответствии с классической «гиперболической» кинетикой [19, 
34, 46]. Это подтверждало, что АТР проявляет дополнительное, моди
фицирующее действие. Однако как осуществляется этот_эффект АТР— 
путем непосредственного влияния нуклеотида на белок или посредст
вом его воздействия на липидный бислой мембраны—оставалось неяс
ным. Выбрать одну из этих возможностей мы могли лишь после срав
нительного исследования действия АТР на липидный бислой и на кон
формацию фермента (например, Са24-АТРазы).

Для этой работы были использованы, различные флуоресцентные 
методы: поляризация флуоресценции ДФГ, эксимеризация пирена, 
флуоресценция дансильного радикала, ковалентно связанного с фос- 
фатидилэтаноламином бислоя, флуоресценция пиренильного радикала, 
ковалентно связанного с Са 2+ -АТРазой, а также собственная флуорес
ценция Са2+-АТРазы. Следует отмстить, что различные области мемб
раны характеризовались неодинаковым температурным поведением. 
Если в гидрофобной части бислоя вызванные температурой перестрой
ки происходили при 20 » то поверхности бислоя и молекулы Са2 
АТРазы характеризовались наличием двух критических температур. 
15 fi 35°. В гидрофобной области белка мы не обнаружили резких кон
формационных перестроек в интервале температур 8—40° [47].

Во всех перечисленных случаях АТР нс оказывал влияния па тер
моиндуцированные перестройки мембраны. Мы предположили, что 
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ATP изменяет характер белок-липидных взаимодействий, вследствие 
чего, невзирая на изменения, происходящие в бислое, не происходят 
конформационные сдвиги белка, сказывающиеся на активности фер
ментативного белка, то есть он перестает реагировать па изменения, 
происходящие в гидрофобной области липидного бислоя.

Для подтверждения этой концепции мы использовали метод индук
тивно-резонансного переноса энергии с остатков триптофана, находя
щихся в гидрофобной части молекулы Са2+-АТРазы, на пирен, лока
лизованный между углеводородными цепями липидов [41]. Оказалось, 
что эффективность переноса энергии, измеряемая по тушению собствен
ной флуоресценции белка (донора энергии) при добавлении к мембра
нам ретикулума пирена (акцептора энергии) почти не изменялась при 
снижении температуры от 40 до 20° (рис. 4, а). Дальнейшее пониже
ние температуры сопровождалось уменьшенном эффективности пере
носа. Так, если в интервале температур от 40 до 20° интенсивность 
флуоресценции белка была снижена па 60—65%> то при температуре 
18° эффективность переноса составляла лишь 40%, а при 10—12°— 
25—30%. Резкое снижение эффективности переноса энергии при темпе
ратурах ниже 20° может быть обусловлено уменьшением доступности для 
молекул пирена триптофанилов белка вследствие образования в этих 
условиях тесных белковых ассоциатов [23, 33, 41, 47].

В присутствии АТР в высоких концентрациях эффективность туше
ния собственной флуоресценции Са 2+-АТРазы в области высоких тем

ператур не изменялась. Однако резкого снижения эффективности пе
реноса, наблюдаемого в среде без АТР при температурах ниже 20°, в 
этом случае не происходило (рис. 4, а). Добавление в кювету 1,5—3 мМ 
АТР приводило к тому, что при температурах от 8 до 40° степень ту
шения флуоресценции составляла 60—70% [41]. Низкие концентрации 
АТР (10—100 мкМ) или 1,5—2,5 мМ GTP такого действия не оказы
вали.

Снижение эффективности переноса энергии в среде- без АТР при 
низких температурах свидетельствует об уменьшении белок-липидных 
контактов в мембране, причем АТР препятствует такому изменению.

В независимых экспериментах по изучению конформации ՛ С а2՛1 
АТРазы с использованием SH-реагснтов в нашей лаборатории рыло 
установлено, что АТР менял конформацию фермента, по-видимому, из
меняя его четвертичную структуру [34].

Суммируя вышеизложенное, мы можем заключить, что действие 
АТР направлено на изменение конформации транспортных АТРаз (воз
можно, их четвертичной структуры), что приводит к изменению харак
тера белок-липидных взаимодействий и освобождает фермент от конт
роля со стороны липидной части мембраны.

Подтверждением этого вывода являются эксперименты, в которых 
определяли температурную зависимость Na ' , Кг -АТРазы после об: 
работки препарата фосфолипазой С. Такая обработка приводила к 
выпрямлению температурной зависимости в координатах Аррениуса, 
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по нс устраняла индуцируемого температурой изменения состояния 
бислоя (график Аррениуса для параметра, характеризующего подвиж
ность углеводородных цепей бислоя, сохранял перегиб). Другими сло
вами, обработка мембран фосфолипазой С не влияла на характер от
вета липидной фазы на изменение температуры, но приводила к нару
шению бслок-липидпых взаимодействий таким образом, что Na՜՜, К+- 
АТРаза переставала на них реагировать [48]. Этот факт еще раз 
подтверждает, что конформация белка изменяется не непосредственно 
под влиянием температуры, а в результате изменения состояния ли
пидной фазы. Таким образом, олигомерная организация ионных насо
сов предоставляет возможность для регуляции ферментативной ак
тивности за счет изменения плотности упаковки липидов в мембране- 
или гидрофобного объема липидного окружения.

В заключение следует сказать, что рассмотрение межбелковых 
взаимодействий в качестве механизма регуляции работы мембранных 
ферментов не ограничивает роль липидов мембраны лишь созданием 
определенной специальной среды, в которой функционирует фермент, 
а отводит им решающее место в обеспечении приспособительной реак
ции клетки [49].

Авторы признательны акад. С. Е. Северину (МГУ) за плодотворную 
дискуссию, проф D. Н. Chapman (Лондонский университет) за предостав
ленную возможность проведения ряда экспериментов в его лаборато
рии, а также коллегам С. Restall, Ch. Stubbs и Р. Quinn, с кото
рыми были проведены и обсуждены эти эксперименты.

MEMBRANE LIPIDS AS REGULATORS OF PROTEIN-PROTEIN 
INTERACTIONS

BOLDYREV A. A„ LOP1NA O. D„ PROKOPIEVA V. D.
Chair of Biochemistry, I. V. Lomonosov State University, Moscow

Paper reviews the means by which membrane lipid phase may re
gulate the work of Na+ and Ca2*- pumps. The categories of “microvis- 
cosity“ and “hydrophobic volume4 are defined. It’s demonstrated that 
these two categories are interconnected, temperature is of polar effect 
on them and they are essential for the regulation of protein-protein in
teractions in the oligomeric conformations of transport ATPa^es. Evi
dence is brought that ATP abolishes the control of lipid phase on the 
operation of transport ATPases.
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