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Исследовано участие АТРазы мембран синаптических пузырьков мозга крыс V 
активном транспорте Н+, который измеряли с помощью флуоресцентного амина 
акридиноранжа. АТР-зависимый транспорт Н+ устранялся Х-этилмалсимидом (ХЕМ), 
а АТРазиая активность разделялась на два компонента, отличающихся по чувстви
тельности к ингибитору.

Основной компонент (74%) чувствителен к КЕМ .и идентифицирован как 
Н+-АТРаза на основании следующих критериев: а) совместная с 1Н-насосом очист
ка во время выделения мембран; б) идентичная с ним чувствительность к КЕМ; 
в) избирательная стимуляция активности в присутствии С1“ или разобщителей; 
г) близость характеристик к таковым Н4-насоса—К1Н для \lg-ATP (0,64 мМ) !£ 
рН-оптнму.м (6.0). Найдено, что максимальные градиенты pH генерируются при 
pH 7.5—8.0, где активность Н+-насоса сильно лимитируется низкой концентра
цией II1.

Минорный компонент АТРазной активности полностью устойчив к действию 
ХЕМ к проявлял Кт для М^-АТР = 0.10 мМ и широкий рН-оптимум в щелочной 
области.

Кислая среда внутри синаптических пузырьков (СП) нервной ткани, 
необходимая для поддержания их нормальных функций (активности ло
кализованных там ферментов, процессов сопряженного транспорта ме
диаторов и их предшественников), поддерживается мембранным Н+-на- 
сосом за счет энергии АТР [1, 2]. Н+-насос СП отличается от Н+-на- 
сосов классического митохондриального типа устойчивостью к олигоми
нину, меньшей чувствительностью к дициклогексилкарбодиимиду и вы
сокой чувствительностью к ЭДЕМ [1]. Этими свойствами он близок к 
протонным насосам секреторных гранул и других органелл кислого ком
партмента клетки: лизосом, эндосом, «одетых» везикул и аппарата 
Гольджи [3].

Транспорт Н+ через мембрану СП является АТР-зависимым, что 
предполагает участие соответствующей Н+-АТРазы. Механизм сопря
жения между гидролизом АТР и транслокацией не может быть 
выяснен без кинетической характеристики обеих активностей—АТРазной 
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и транслоказной. Однако АТРазная активность СП. особенно в неочи
щенных препаратах [1, 4]. явно гетерогенна, а применяемые ингибито
ры в большинстве случаев недостаточно специфичны.

В настоящей работе исследовали возможность применения NEM 
для избирательного выявления активности Н+-АТРазы мембран СП. 
В низких концентрациях NEM полностью блокирует транспорт Н+ [1J 
и частично ингибирует АТРазную активность [5, 6]. Результаты пока
зывают, что в выбранной нами системе измерения NEM проявляет 
свойства специфического ингибитора Н+-АТРазы. Идентификацию 
NEM-чувствительного компонента в качестве Н+-ЛТРазы подтверждает 
совместное с активностью Н+-насоса обогащение в процессе очистки 
мембран СП и идентичность их функциональных и кинетических свойств.

Необходимой частью работы было изучение кинетических свойств 
Н+-насоса. При этом потребовалось уточнить существующие методиче
ские подходы, основанные на использовании проникающих слабых ос
нований, в частности флуоресцентного амина акридиноранжа (АО). 
Проведенный кинетический анализ показал, что система транспорта 
Н* в СП активируется субстратом транспорта—Н+, причем максималь
ная активация наблюдается при pH 6,0. В то же время градиент pH 
(ДрН) достигает максимальной величины в физиологической, слабоще
лочной области pH 7,5—8,0.

Материалы и методы

Очищенные мембраны СП мозга получали после осмотического 
шока неочищенной фракции синаптосом, применяя условия центрифу
гирования, предложенные в работе March, Thornton [7]. Ткань целого 
мозга крыс массой 200—250 г промывали в среде выделения (0,32 М 
сахароза, 10 мМ трис-НС1, pH 7,4 при 4 ) и размельчали за 4 «хода» 
тефлонового пестика в стеклянном гомогенизаторе (зазор 0,2 мм, ско
рость вращения 500 об/мин) в 6 8 объемах среды. Гомогенат центри
фугировали 10 мин при 1000 g, супернатант сливали, а осадки повторно 
гомогенизировали и центрифугировали. Объединенные супернатанты 
центрифугировали 10 мин при 10000 g. Полученный осадок неочищен
ных синаптосом суспендировали в 8 объемах бидистиллированной воды 
и гомогенизировали в том же гомогенизаторе (3 «хода» пестика, 
1500 об/мин). Последовательным 11снтРиФугированием лизата (55000 g, 
60 мин, снова 55000g, 60 мин и 100000g, 75 мин) получали три осадка 
субклеточных фракций Ф|, Фг и Фз соответственно. Последняя фракция 
представляла собой очищенные мембраны СП. Осадки суспендировали в 
среде выделения до концентрации белка 2-—4 мг/мл „ хранили неболь
шими аликвотами при —20° в течение 1—2 недель.

Активность Н+-насоса измеряли методом непрерывной регистрации 
трансмембранного ДрН с помощью флуоресцентного слабого основания 
АО [1, 8]. Измерения проводили в кварцевых кюветах спектрофлуоро
метра «Hitachi MPF-4» (Япония) при длинах волн возбуждения и 
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испускания 491 и 530 им соответственно. Среда измерения (конечный 
объем 2 мл) содержала 2 мкМ АО в 150 мМ КС1, 20 мМ НЕРЕЗ/трис 
pH 7,4 при 25°. После 4 мин преинкубации белка (8—15 мкг/мл для 
Фз) инициировали транспорт Н՜ добавлением 1 мМ Мд-АТР (экви
молярная смесь М£ЗО< и трис-АТР, pH 7,4) и после снижения флуо
ресценции АО до стационарного уровня добавляли 10 мкл 2М 
(ЫН^гЗС^ для обращения флуоресцентного ответа (рис. 1). Устраняя 
АрН, добавление соли аммония позволяет точно определить исходный 
уровень флуоресценции (Ер) с учетом изменения, вызванного иеспецифн- 
чески.м (такой же эффект оказывает АВР) взаимодействием зонда с 
АТР в момент внесения последнего [1].

Величину У. А. Н^-насоса в стандартных условиях измерения выра
жали из относительной величины изменения флуоресценции АО. Ско
рость транспорта принимали равной начальной скорости тушения флуо
ресценции АО (—с!Е/(К, диапазон линейности—до 25 мкг белка/мл) 
в мин“|’*мг՜1, а величину стационарной аккумуляции Н4՜—отношению 
потушенной флуоресценции зонда к непотушенной (Ео—Е)/Е, диапазон 
линейности—до 13 мкг белка/мл) в мг՜’. Эти величины пропорцио
нальны изменениям концентрации Н~ внутри везикул при поддержании 
постоянного pH среды [8].
Измерение АТ Разных и АМ Разной активностей. Общую М£2+-АТРаз- 
ную активность измеряли при инкубации белка (15—25 мкг/мл) в те
чение 30 мин в присутствии 2 мМ М&-АТР в такой же среде, что и 
тля транспорта Н+, только без АО (pH 7,4 при 37°). В части опытов 
вместо КС1 среда содержала 1ЧаС1 либо 0,3 М сахарозу. Олигомицин- 
чувствитсльную АТРазную активность определяли как активность, ин
гибируемую 0,5 мкг/мл олигомицином, а ЫЕМ-чувствительную—как ак
тивность, ингибируемую 0,2 мМ ХЕМ. Ха4՜, Кл-АТРазную активность 
определяли как разность в отсутствие и в присутствии 1 мМ уабаина 
в среде, содержащей 2 мМ М£-АТР, 130 мМ ЫаС1. 20 мМ КС1, 20 мМ 
НЕРЕЗ/трис (pH 7,4 при 37°).

Активность кислой АМРазы (кислой 5'-нуклеотидазы, маркера ли
зосом) [9] измеряли при инкубации белка (0,8 мг/мл) в течение 
30 мин в присутствии 5 мМ М§-АТР (эквимолярная смесь и
•ИзгАМР) в 0,1 М Ма+-ацетатном буфере (pH 5,0 при 37 ).

АМР- и АТРазные реакции инициировали добавлением субстратов 
(конечный объем 1 мл) после 20 мин преинкубации белка в присут
ствии или в отсутствие ингибиторов и ионофоров- Реакции останавли
вали и определяли содержание образовавшегося при гидролизе суб
стратов Р1 добавлением 1 мл свежеприготовленного реактива, состоя
щего из следующих компонентов: 10%-ный ДДС-Ха, 2 М ацетатный 
буфер, приготовленный титрованием трисом до pH 4,3 0,1 М Си8О<, 
2%-ный молибдат аммония и 10%-ная аскорбиновая кислота в соот
ношении 1:8:0,1:1:0,2. Реактив стабилен на льду 30—40 мин после до
бавления аскорбата. Через 25 мин при комнатной температуре (или 
при 37° в тех случаях, когда необходимо предупредить выпадение осад
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ка ДДС-К) измерял» экстинцию проб при 735 нм? Содержание Pi 
рассчитывали, исходя из прироста экстинции, вызванного присутствием 
в инкубировавшихся параллельно «холостых» (белок добавляли после 
остановки реакции) пробах 200 нмоль КН2РО4 в полной среде инку
бации, включающей АТР или АМР, которые, как и KCI, занижают 
окраску ([10] к собственные данные), обусловленную восстановлением 
фосфомолибдатного комплекса.
Материалы. Использовали АО. NEM, олигомицин, карбонилцианид 
Ш-хлорфенилкарбазон (CI-CCP), валиномицин и сахарозу фирмы 
«Serva» (ФРГ), неорганические соли квалификации х. ч. Олигомицин, 
CI-CCP и валиномицин добавляли в пробы из спиртового раствора так, 
что конечная концентрация этанола составляла 0,5%, и столько же 
спирта добавляли в контрольные пробы. Трис-АТР получали пропуска
нием раствора Na^ATP («Reanal», Венгрия) через колонку с катионо- 
обменником Dowex 50w Х2 в Н“-форме. Элюат нейтрализовали трисом, 
и концентрацию АТР определяли спектрофотометрически, принимая 
значение £259= 15400 М՜1 - см՜՜1՜.

Результаты исследования

Флуоресцентные ответы АО, наблюдавшиеся при последовательном 
добавлении СП и Mg-АТР в среду измерения (рис. 1), были анало
гичные тем, которые описаны для неочищенной фракции СП мозга [1]. 
Отличия сводятся к двум моментам: во-первых, величина У. А. транс
порта Н+ в очищенных препаратах в 3 4 раза выше; во-вторых, эндо
генный градиент pH (ДрН), который проявляется в тушении флуо
ресценции АО при добавлении СП (подробнее см. [1]), в очищенных 
мембранах значительно ниже и в отсутствие АТР полностью рассеи
вается за 3—4 мин, в отличие от 15 мин для неочищенной фракции. 
Последнее обстоятельство, очевидно, вызвано длительным пребыванием 
везикул в гипоосмотической среде в процессе выделения, в чем при
меняемый нами метод отличается от исходной процедуры March, 
Thorton [7]- Вследствие этого наши препараты представляют собой 
«тени» или мембраны СП с вымытым в процессе выделения содержи
мым. Такие препараты удобны для исследования транспорта Н+, гак 
как буферной емкостью внутривезикулярного объема «теней» можно пре
небречь, что упрощает интерпретацию такого параметра, как аккумуля
ция Н+.

Для уточнения локализации И’-насоса и оценки чистоты препара
тов на всех стадиях очистки, следующих за осмотическим шоком гру
бой фракции синаптосом, измеряли активности транспорта Н+, раз
личных АТРаз и маркерных ферментов наиболее вероятных примесей. 
Из табл. 1 видно, что маркер митохондрий—олигомицинчувствительная 
АТРаза полностью удаляется в процессе очистки. Кроме того, в от
сутствие АТР добавление 1 мМ NADH не вызывало подкисления ве
зикул (не показано), что служит дополнительным указанием на отсут
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ствие «вывернутых наизнанку» внутренних мембран митохондрий—суб
митохондриальных частиц. Величина У. А. маркера плазмалеммы— 
Ыа+, К^-АТРазы значительно снижалась в ходе очистки. Возможно, 
что неполное удаление плазмалеммы вызвано прогрессирующе։։ везя- 
куляризацией поверхностной мембраны синаптосом при гипотонической 
обработке. Величина У. А. лизосомного маркера—кислой АМРазы была 
низкой во всех фракциях порядка на два ниже, чем в очищенных лизо
сомах [9], а с учетом распределения белка основная часть фермента 
сосредоточена во фракции крупных частиц Фь

Рис. 1. Изменения флуоресценции акридинораяжа при последовательном 
добавлении мембран СП и Л^-АТР. Стрелками указаны моменты до
бавления СП (12,5 мкг белка/мл). Мд-АТР (1.0 мМ) и (КН.|)25О4 

(10 мМ)
Рис. 2. Ингибирующее действие МЕМ на транспорт Н+ (1) и АТРазную 
активность (2) мембран СП в стандартной КО-содсржащсй среде. Кри
вая /—общая для скорости транспорта (О) и аккумуляции и+ (ф;

В отличие от маркерных ферментов митохондрий, плазмалеммы и 
лизосом, величина У. А. АТР-зависимого транспорта Н4՜ резко возра
стала в процессе очистки (табл. 1). Это показывает, что Н+-насос дей
ствительно является компонентом мембраны СП. В то время как общая 
АТРазная активность нс проявляла корреляции с каким-либо маркер
ным ферментом, что объясняется ее суммарным характером, наблю
далась положительная корреляция между транспортом И՜ и ХЕМ-чув- 
ствитсльным компонентом АТРазной активности.

На рис. 2 представлены концентрационные зависимости ингибирую
щего действия .ХЕМ па транспорт Н* и АТРазную активность мембран 
СП. Полное ингибирование транспорта Н+ и максимальное торможение 
АТРазной активности (на 74% в КС1-содержащей среде) наблюдается 
при 0,2 мМ ЫЕМ, и дальнейшее повышение концентрации ингибитора 
не приводит к дополнительному ингибированию АТРазной активности. 
Полумаксимальное торможение транспорта Н+ и чувствительного к ин
гибированию компонента АТР-азной активности наблюдалось при 13 
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и 12 мкМ ХЕМ соответственно. Такие же результаты были получены 
при определении АТРазной активности в сахарозной среде. Когда ин
гибитор добавляли после АТР, степень торможения транспорта Н+ 
значительно снижалась, достигая максимально 15—20%. Защита суб
стратом от ингибирования тиоловыми реагентами описана для многих 
SH-зависимых ферментов. Полученные результаты позволяют предпо
ложить. что только основной, NEM-чувствительный компонент АТРаз
ной активности связан с транспортом Н* и может быть отождествлен 
с Н*-АТРазой.

Таблица Г
Удельная активность маркерных ферментов и транспорта 

протонов в субклеточных фракциях Ф.. Ф2. Ф3

Активность
Фракция

Ф։ Ф: Ф3

Общая АТРазная, мкмоль-
•мг-։-ч-։ 43,3+4,5 32.7+2.7 37.8+1.3

Олнгоминипчувствитсльная
0,6+1.0АТРаза, мкмоль-мг—։• ч-։ 21,6+3,9 0,0+0.7

№ ЕМ-чувствительная АТРаза,
16,7+2.4мкмоль•мг~1 • ч —։ 6.2+1.8 28,3+1,6

ЭДа+, К + -АТРаза. мкмоль-
44.7+5,0• м г -։ • ч —1 58,8+5,4 7.1+1,5

Кислая АМРаза, мкмоль-
0,32+0.07• мг՜ ։-ч—։ 0,30+0,10 0,22+0,06

Транспорт Н+։ скорость,
3.2+0.7 14.2+7,6мин՜’■ мг—1 45,5+3,1

аккумуляция, мг—1 5,8+0,5 29.2+11,6 77,5+2,2
Выход белка, мг г сырой ткани 7,15+2,11 0.38+0.18 0,20+0,04

Примечание. Представлены данные 4—5 опытов. О размерностях величин тран
спорта Н+ см. раздел «Методы исследования».

АТРазиая активность мембран СП стимулировалась в присутствии 
КС! или ХаС1 (табл. 2). Очевидно, стимуляция обусловлена С1՜, сопря
женный перенос которых обеспечивает электронейтральность транспорта 
Н+ [1]. В присутствии ХЕМ активация АТРазной активности не наб
людается, следовательно, это свойство присуще только ХЕМ-чувстви- 
тельному компоненту.

Разобщители устраняют АрН либо создавая высокую проводимость 
для Н+ в мембране (протонофор С! -ССР), либо связывая Н+ при 
аккумуляции внутри везикул в ответ на АрН (проникающие слабые 
основания). В обоих случаях, нарушая сопряжение между гидролизом 
АТР и транспортом ионов, разобщители вызывают стимуляцию 
Н+-АТРаз, работающих в их присутствии «вхолостую». На рис. 3 
показано действие двух разобщителей —протонсфора С1-ССР и вали- 
номицина на транспорт Н՜ в мембранах СП. В согласии с предыдущими 
данными [1], валиномицин. который обычно проявляет свойства ^-спе
цифического ионофора, более эффективно устранял транспорт Н+ в 
присутствии ХаС1, чем КС!. Для обоих разобщителей характерно, что 
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значительно более высокие концентрации требовались для торможения 
скорости транспорта, чем аккумуляции Н+. Величины Ко.։ равнялись 
для С1 -ССР 0.50 и 0.20 мкМ. а для валиномицина—0,85 и 0,35 мкМ 
в присутствии КС1 и 0.35 и 0,10 мкМ в присутствии ЭДаС! соответственно.

Оба ионофора-разобщителя, а также представитель проникающих 
слабых оснований—ХНз, добавленный в виде раствора (МИ^оЗО.։, на
рушая сопряжение с транспортом Н+, избирательно стимулировали 
(табл. 2) ИЕМ-чувствительную АТРазную активность, не влияя на 
активность, -проявляющуюся в присутствии МЕМ (К'ЕМ-резистентный 
компонент). Стимуляция наблюдалась в сахарозной и в КС1-содержа- 
щей средах, то есть в условиях электрогенного и электронейтрального 
транспорта Н+ соответственно.

Таблица 2

АТРазиая активность, %

Изменения АТРазной активности мембран СП при 
воздействии хлоридов и разобщителей в присутствии 

и в отсутствие К’ЕМ

Условия опыта
без NEM +NEM

сахароза 100 36+2
сахароза 4֊ CI-CCP 119+5- ЗбтЗ
сахароза-т-валккомицип 134+10” 36+2

KCI 145+6- 36+3
KCI+CI-CCP 168+9** 36+3
KCR(NH,).SO։ 170+14” 37-»-3
KCI •[-палиномицян 183+16*- 36+3

NaCl 152+7» 407-4
NaCl ; валиномкцин 190+14” 39+3

Примечание. Концентрации: 300 мМ сахароза. 150 мМ KCI, 150 мМ NaCl, 
10 мкМ CI-CCP. 2 мкМ валнномиции .10 мМ (NH4)2SO4, 0.2 мМ NEM. За 100% 
принята активность в сахарозной среде в отсутствие NEM и разобщителей. Пред
ставлены данные 6 (с CI-CCP) или 3 (с сульфатом аммония и валияомицнном) опы
тов. >:р<0,005 по сравнению с сахарозной средой, **р<0.01 по сравнению с отсут
ствием разобщителя

Оба компонента АТРазной активности проявляли гиперболические 
зависимости от концентрации Мд-АТР, а линеаризация в координатах 
Хейнса-Вулфа (см. [11]) показала, что они сильно отличаются по 
сродству к субстрату (рис. 4). ИЕМ-чувствительиыи компонент харак
теризуется величиной Кт 0,64 мМ, а соответствующая величина для 
ЫЕМ-резистентного компонента составляет 0,10 мМ. Исследование по
добной зависимости активности Н+-насоса с помощью флуоресцентного 
зонда АО показало, что она описывается кривой сложной, негиперболи
ческой формы, причем увеличение концентрации М§-АТР выше 1 мМ 
вызывало снижение флуоресцентных ответов. Это вызвано усилением 
взаимодействия зонда с АТР при увеличении концентрации последнего, 
поэтому были применены особые методические приемы, которые будут 
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описаны в отдельной публикации, с помощью которых установили, что 
величина Кт Н^-насоса близка величине Кт ИЕМ-чувствительного ком
понента.

Исследования рН-зависимостсй двух компонентов АТРазиой актив
ности показали (рис. 5. а), что МЕМ-чувствительный компонент прояв
ляет четкий пик активности при pH 6,0. Стимуляция активности в- 
присутствии КС1 наблюдалась во всем исследованном диапазоне pH. 
В то же время активность ХЕМ-резистентного компонента была мак
симальной в щелочной области.

Рис. 3. Влияние протоиофора С1-ССР (°) и валиномицина (6) на транс
порт Н+ в мембранах СП (в %). Измерения проводили в присутствии 
150 мМ КС1 (1, 2) или ХаС! (3. 4). Представлены средние величины 
скорости транспорта (1, 3) и аккумуляции Н+ (2, 4) из трех опытов

АТР-зависимые флуоресцентные ответы АО, которые отражают 
транспорт Н+, проявляли особую зависимость от pH, будучи макси
мальными при pH 7,5—8,0 (рис. 5, б, кривые 7 и 2). Обычно считается, 
что эта зависимость тождественна рН-зависимости Н+-насоса. На са
мом деле, согласно известному уравнению [8։ 12], флуоресцентные от
веты пропорциональны величине трансмембранного градиента концен
трации Н+:

Ко-г
Р “ [Н+].х V» П>

где индексы |П и ех относятся к внутри- н вневезикулярному объемам 
(V) соответственно. Активность Н+-насоса, конечно, следует выражать 
не с помощью термодинамического параметра [Н+]!<1/|Н + ]«х. а кинети
ческого—количества переносимых через мембрану ионов. Поэтому ве
личина аккумуляции Нг будет пропорциональна достигаемой в стацио
нарном состоянии концентрации Н՜*՜ внутри везикул:
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(Н+■ V։„ =[Н 4 ]„ • V„ • (Fo— F)/ F (2)
Учитывая, что при одинаковой концентрации белка Vin и Vex постоян
ны, удельную величину аккумуляции Н+ можно выразить как

[Н ' ~const [Н ]«-tF0—F)/F (3).

Такой же подход справедлив и в отношении скорости транспорта 
Н4՜. Дифференцируя уравнение (3) с учетом того, что для начальных 
изменений флуоресценции (Fo—F)/F можно заменить на (Fo—F)/Fo, 
получим:

d[H ’ ];,Jt ——const [Н ]„-dF dt (4).

Таким образом, при варьировании pH среды оба параметра—скорость 
и величину флуоресцентных ответов—следует умножать на концентра
цию Н+ в среде измерения.

Рис. 4. Зависимости скорости (V) АТРазиых реакций от концентрации 
MgrATP (s) в координатах Хейнса-Вулфа. ХЕМ-чувствитсльную (1. 2։ 
и ХЕМ-рсэистектнуга (3. 4) АТРазные активности измеряли з присут
ствии 150՝ мМ KCI (I и 5.0 или 300 мМ сахарозы. (2. 4. ф ). Дан- 

ныс для 3 и 4 представлены одной обшей прямой

Чтобы представить данные на одном рисунке, - не меняя масштаба, 
воспользуемся тем, что величина [Н+]сх при изменении pH среды иа 
0,5 единиц каждый раз изменяется в 10” ’ раз, то есть в ) 10 раз. Вы
брав подходящую экспериментальную точку в качестве начальной для 
отсчета величины флуоресцентных ответов в остальных точках, отли
чающихся на П-0.5 единиц pH, достаточно разделить (при повышении 
pH) или умножить (при снижении pH) на п-10 раз. На рис. 5, б при
ведены полученные таким способом кривые, построенные при выборе 
pH 6,5 и pH 5,5 для начала отсчета (кривые 4 и 5. из которых видно. 
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что максимальная аккумуляция Н+ наблюдается при pH 6.0. Точно 
такой же результат получен и для скорости транспорта (кривая 3). 
Таким образом. рН-зависимости Н+-насоса и ЭДЕМ-чувствительной 
АТРазы практически одинаковы ,и их активность в широком диапазо
не стимулируется повышением концентрации Н4՜ в среде.

Рис. 5. рН-Зависимости АТРаэных активностей (а) и Н+.։։асос։ 
мембран СП: а—\ЕМ-чувгтвитсльная (I. 2) и ХЕМ-рсзнетснтная (3. 4) 
активности в присутствии 150 мМ КС! (1 и 3. О) или ^00 мМ саха
розы (2, и 7. ). Результаты для 3 и 7 представлены одной общей кри
вой; б—скорость генерации (1)н величина (2) стационарного градиента 
концентрации Н*; скорость (3) и величина (4. 3) стационарной акку
муляции Н՜1 в относительных единицах (см. текст) при выборе для начала 
отсчета точек рЫ 6.5 (3. 7) или pH 5,5 (3). Измерен»։ • проводили при 
25е. используя в качестве буферов .МЕ5/трис в диапазоне pH 5,0—6.5 и 
11ЕРЕ8/трис в диапазоне pH 7.0—9.0 при суммарной концентрации бу

ферных компонентов 40 мМ

Обсуждение результатов

Анализ распределения маркерных ферментов, проведенный в настоя-- 
шей работе, подтверждает локализацию Н՜-насоса в мембране СП моз
га. Правда, мы не исследовали распределение «одетых» везикул, однако 
удельные величины АТРазной активности и транспорта Н4՜ в них на 
порядок ниже, чем в мембране СП [3]- К тому же было показано, что 
в использованном нами режиме центрифугирования «одетые» везикулы, 
имеющие большие размеры и плотность, удаляются на промежуточных 
стадиях выделения СП [7]. Явное отличие в распределениях активности 
Н+-насоса и маркера плазмалеммы, вопреки недавнему утверждению 
[13], свидетельствует об отсутствии связи Н^-насоса с синаптической 
мембраной.

Отдифференцировать активность АТРазы, ответственной за транс
ворт Н (без солюбилизации, в нативной мембране СП), можно лишь 
с помощью специфических ингибиторов. Свойства такого ингибитора 
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проявляет МЕМ: активность, не связанная с транспортом Н+, рези- 
стента к его действию, а активности №а+, К4՜- и Са2+странспортиой 
АТРаз, проявляющих к нему известную чувствительность, не могли 
проявиться без добавления Ма+ или Са24՜ в среду измерения. Ингиби
рование соответствующей АТРазы полностью объясняет действие ЫЕМ 
на транспорт Н+, и нет никаких оснований предполагать его косвенное, 
«разобщающее» действие [14]. Такой вывод подтверждается защитным 
Эффектом АТР и отсутствием расхождений в действии МЕМ на два 
параметра активности Н^-насоса (рис. 2). Действие разобщителей как 
раз характеризуется такими расхождениями—скорость транспорта более 
устойчива, чем величина аккумуляции (рис. 3).

Функциональные свойства МЕМ-чувствительной АТРазы полностью 
соответствуют идентификации ее в качестве Нт-транспортнон АТРазы. 
Они включают: а) подверженность действию разобщителей: 6) стимуля
цию активности анионом хлора: в) совпадение кинетических характери
стик с таковыми Н+-насоса.

Действие разобщителей не требует особого комментария, за исклю
чением валиномицина. Даже не касаясь отсутствия специфичности это
го ионофора в отношении К*, объяснить его действие стимуляцией 
электрогенного входа катионов невозможно, так как в присутствии С1՜ 
мембранный потенциал не мог образоваться. К тому же такой потен
циал (положительный внутри) должен был привести к торможению 
АТРазпой активности, а наблюдается, наоборот, стимуляция. Так что 
механизм разобщающего действия валиномицина в наших опытах ос
тается непонятным. Подобные эффекты в отношении АТР-зависимого 
транспорта АХ наблюдали в интактных, не подвергшихся осмотиче
скому шоку, СП электрического органа ската [15]. Аномальные эффек
ты валиномицина наблюдали также в других мембранных системах [16].

Стимуляция активности Н+-АТРазы хлоридом, впервые отмечен
ная в хромаффинных гранулах (ХГ) надпочечников [17]. наблюдается 
при всех экспериментальных условиях—во всем исследованном диапазо
не pH и концентраций М^-АТР. в присутствии и в отсутствие разеб- 
щителей. Возможно, она отражает более общее свойство Н~-АТРазы, 
чем просто потребность в проникающем анионе для поддержания элек
тронейтральности. Иначе трудно объяснить, почему стимуляция наблю
дается в присутствии разобщителей (табл. 2).

Имеющиеся в литературе (на материале секреторных гранул) дан
ные о кинетических свойствах Н+-насоса основаны исключительно на 
изучении генерации мембранного потенциала. Были получены очень 
низкие сценки Кы для М?-АТР [14. 18]. тогда как рН-зависимость 
в ряде работ характеризовалась максимумом в районе pH 6—6.5 [18— 
20]. Однако применение термодинамических параметров для изучения 
кинетики в общем случае неприемлемо, о чем свидетельствует анализ 
поведения термодинамического (АрН) и кинетического (активность) 
пгараметров при варьировании pH среды. Разработанный нами для это
го случая чисто кинетический способ выражения активности Нг-насоса 
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из флуоресцентных ответов АО легко распространяется и на другие 
методы. Например, изотопные, основанные на аккумуляции слабых ос
нований или слабых кислот, если вместо (Ио—Е)/Е использовать от
ношение концентраций С;п Ссх. Скорость проникновения незаряженной 
формы АО не лимитирует даже при низких pH, когда се количество 
сильно уменьшается, так как изменения флуоресценции быстро обратимы 
и не наблюдается отличия между рН-профилями скорости и величины 
аккумуляции.

Найденные таким способом кинетические характеристики Н^-иасо- 
са совпадают с таковыми Н+-АТРазы (рН-оптимум 6,0 и Кт для 
Мё-АТР 0.64 мМ). Это является независимым подтверждением спра
ведливости примененного подхода, а также исключает возможность при
сутствия более чем одной АТРазы со сходной чувствительностью к 
№ЕМ. Кинетические характеристики Н+-АТРазы находят подтвержде
ние в ряде работ, где изучали общую АТРазную активность СП мозга 
[6], ХГ [19, 21] и секреторных гранул нейрогипофиза [20], что обус
ловлено давно известным для ХГ [22] преобладанием в ней ИЕМ-чув- 
ствительного компонента. Правда, иногда сообщали характеристики, 
близкие таковым Х'ЕМ-резистентного компонента. Однако в этих рабо
тах препараты СП хранили [5] или ХГ подвергали длительной обра
ботке [23] при 4°, а это, как известно [5]. приводит к быстрой инакти
вации ЭДЕМ-чувствительной АТРазы. ,

Различия в проявлении кинетических и термодинамических пара
метров, отмеченные выше, имеют непосредственное отношение к анализу 
сопряженных транспортных процессов. Так, жестко сопряженный транс
порт Н՜ и С1". способный вызвать осмотический лизис и выход содер
жимого, характеризуется в ХГ оптимумом pH 5,8—6,2 и К11։ для 
Мё-АТР 0,6 мМ .[24], а сопутствующие изменения объема—близкой ве
личиной Км 0.5 мМ [25]. что совпадает с описанной выше кинетикой 
Н^-нлсоса. Другая ситуация наблюдается при непрямом сопряжении, 
когда транспорт Н+ создает движущую силу (в термодинамическом 
смысле) для сопряженного процесса. АТР-зависимый транспорт кате
холаминов [26] и АХ [15] в СП резко возрастает с повышением pH 
среды и достигает максимума в районе pH 7,5—8.0. повторяя рН-за- 
висимость генерации ДрН, отмеченную в настоящей работе. Таким об
разом, характер рН-зависимости (зависимость от концентратии Мё-АТР’ 
не была описана для двух последних процессов) может служить пря
мым указанием на механизм сопряжения—кинетический (прямой) или 
термодинамический (косвенный)*

Кинетический анализ показывает, что активность как Н^-насоса, 
так и Н^-АТРазы проявляет двухфазную зависимость от концентра
ции II՜. Наблюдаемая при повышении концентрации Н+ до 1 мкМ ак
тивация свидетельствует. во-первых, что генерация ДрН обусловлена 
транслокацией Н+ внутрь везикул (а не ОН изнутри) и, во-вторых, 
что фермент, осуществляющий эту транслокацию, можно классифициро
вать как Н+-стимулируемую М&2+-зависимую АТРазу. Активность 
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фермента в физиологических условиях лимитируется низкой концентра
цией Н+ в цитоплазме, зато при этом с минимальными энергетическими 
затратами поддерживается максимальная величина ДрН для обеспечения 
биоэнергетики везикул.

В отличие от NEM-чувствительной, NEM-резистентная АТРаза, 
по-видимо.му, является пру.месньпи компонентом в препаратах СП, так 
как ее активность снижается в процессе очистки. Похожая ситуация 
наблюдается при анализе распределения ХГ в градиентах плотности [22]. 
NEM-резистентная АТРаза может использовать в качестве субстрата 
Са2+-АТР (неопубликованные данные), который не поддерживает транс
порт Н+ [1]. Кинетические характеристики ее близки к таковым низко- 
аффинной Cas~/Mg2+-ATPa3bi синаптических мембран мозга, что ука
зывает на вероятное происхождение этой активности в препаратах мемб
ран СП.

Нч-ATPase OF BRAIN SYNAPTIC VESICLE MEMBRANES.
IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF AN 

H!-TRANSPORT SYSTEM

MELNIK V. 1., GLEBOV R. N.

Research Institute of General Pathology and Pathophysiology, 
USSR. Academy of Medical Sciences. Moscow

The involvement of an ATPase of brain synaptic vesicle membra
nes in the active H "-transport as monitored with a fluorescent weak 
base, acridine orange, has been studied. The ATP-dependent H+-trans- 
port was abolished by N-ethylmaleimide (NEM) while the ATPase ac
tivity was resolved into two components differing in their sensitivity 
to the inhibitor.

A major component (74%) was sensitive to NEM and was identi
fied as an H -ATPase on the basis of the following criteria: a) copu
rification with the H‘■•pump during isolation of the membranes, b) their 
identical sensitivities towards NEM, cl selective stimulation of the ac
tivity by the presence of Cl՜ or uncouplers, d) similarity of characte
ristics to those of the H -pu.np, i. e., K,„ for Mg-ATP of 0.64 mM 
and pH-optimum 6 0. Maximal pH gradients were generated at pH 
7,5—8,0, where the activity of the H + -purnp was found to be severely 
limited by a low H concentration.

A minor component of the ATPase activity "’as completely resis
tent to NEM and exhibited a K„, of 010 mM and a broad pH-optimum 
in the alkaline range.
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