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Известно, что у.-ф. свет оказывает сильное ингибирующее действие 
на белки. Формально белковая фотоинактивация представляет собой «од- 
аоударный», одноквантовый процесс (‘, 2) и обусловлена разрушением в 
глобуле триптофановых и циотиновых остатков (2~4). Характерно также, 
что у.-ф. чувствительность белков контролируется их исходной конфор­
мацией (5). Вполне очевидно, что у.-ф. чувствительность белка может из­
мениться после его ассоциации с биологической мембраной. С одной сто­
роны, белки обладают иной конформацией в мембран-связанном состоянии, 
и с другой — мембранные белки, как правило, плотно связаны с липидной 
компонентой, способной к фотохимическим превращениям. Кроме того, 
эритроцитарные мембраны могут существовать в различных конфор­
мационных состояниях с обратимыми переходами между ними (6~8), в ходе 
которых изменяется конформация мембранных белков. В свою очередь, 
фотохимические события в окружении активных молекул фермента в 
мембране — также конформационно-активны и могут оказывать влияние 
на каталитические свойства мембранных ферментов.

В настоящей работе изучалось влияние у.-ф. света на каталитические 
свойства Са2+-АТФазы - фермента, прочно ассоциированного с эритроци­
тарной мембраной (9). Эритроцитарные тени получали по методу Вольфа

Рис. 1. Зависимость поперечного се­
чения инактивации (о) мембранной 
Са2+-АТФазы от температуры. Облу­
чение светом 282 нм в кювете тол­
щиной 0,5 см. Концентрация белка 
в образцах 0,02 мг/мл. Состав среды: 
20 мМ трис-HCl буфер. pH 7,1; 60 мМ

Уа+, 2 мМ Mg2+, 43 мкМ Са2+

(9). Активность Са2+-АТФазы определяли с помощью специальной фото­
метрической системы, состоящей из перистальтического насоса, фотомет­
ра и самописца, позволяющей регистрировать изменение концентрации 
неорганического фосфора в системе. Ферментативная активпость оцени­
валась по скорости образования pH в ходе гидролиза АТФ. Для поддер­
жания постоянного уровня свободного Са“+ использовалась буферная си­
стема, содержащая 0,4 мМ ЭДТА — Mg2+ и 0,4 мЛ7 ЭДТА — Са2+ (!0).

У.-ф. облучение теней проводилось ксеноновой лампой ХВО-250 с ин-
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Влияние температуры, ионного состава и pH среды на фоточувствительность 
мембранной Са2+-АТФазы

Таблица 1

Ионный состав и pH среды

Поперечное сечение инактивации, 
сг-107 эрг-’-см2

— 10° —20° —35°

4,4 0,52

4.9 0,57

3,2 1,1

4,0 0,97

3.9 0,43

Примечание, Эритроцитарные мембраны (концентрация по белку 0,02 мг/мл) суспен­
дировались в указанных средах,и облучались у.-ф. светом Ц=282 нм) в кювете с толщиной 
0,5 см. Для определения активности тени переводились в среду, содержащую 20 иМ трис-HCl. 
pH 7,1; 100 мМ Na+, 72,5 мк М Са2+, 2 мМ Mg2+.

I. 60 мМNa+; 2 мМ Mg2+; 43 мкЛ/ Са2+; 2,3 3.4
20 мЛ/ трис-HCl буфер, pH 7,1

II. 60 мЛ/ Na+; 2 мМ Mg2+; 43 мкЛ/ Са2+;
20 мЛ/ трис-HCl буфер, pH 8,1

2;8 3,7

III. 60 мЛ/ Na+; 2 мЛ/ Mg2+; 20 мЛ/ трис-HCl 
буфер pH 8,1

3,7 3,1

IV. 2 мЛ/ Mg2+; 43 мкЛ/ Са2+; 20 мЛ/ трис-HCl 
буфер pH 8,1

3,9 ' 3,7

V. 60 мЛ/ Na+; 43 мкЛ/ Са2+; 20 мЛ/ трис-HCl 
буфер pH 8,1

1,7 3.3

терференционными светофильтрами (лмакс=282 нм, 7’=5,5%; Д%о,5=1О нм; 
Аыакс=253 нм, 7’=13%; А%=9 нм) в термостатируемой кварцевой кювете 
с постоянным перемешиванием. Интенсивность облучения измерялась 
радиометром YS 1—65, расчет интенсивности падающего света проводился 
по Моровитцу (и). В качестве показателя фоточувствительности Са2+- 
АТФазы использовалось поперечное сечение инактивации (о), определив 
мое согласно Сетлоу и Дойл (2). У.-ф. облучение эритроцитарных теней 
сопровождается инактивацией мембранной Са2+-АТФазы. Как п для изо­
лированных ферментов, процесс инактивации подчиняется кинетике реак­
ции первого порядка и его скорость не зависит от интенсивности света 
облучения. Это означает, что и в составе мембраны ферменты также инак­
тивируются по одпоквантовому, одноударному механизму. В то же время 
фоточувствительность Са2+-АТФазы, по всей видимости, зависит от ли­
пидного окружения. После эвакуации из среды растворенного кислорода 
скорость инактивации уменьшается и это особенно заметно при облуче­
нии светом с длиной волны 254 нм, где липиды уже сами начинают по­
глощать свет. Известно, что при у.-ф. облучении эритроцитарных мембран 
ее липиды окисляются и образующиеся продукты могут инактивировать 
находящиеся в комплексе с ними ферменты (12), в том числе и Са2+- 
АТФазу. Уже этот факт позволяет предполагать зависимость фоточувст- 
вителыюсти этого фермента от структурного состояния всей мембраны, 
поскольку эффективность фотоокисления липидной фазы может контро­
лироваться неспецифическими мембрапотропнымп воздействиями, темпе­
ратурой (12).

На рис. 1 изображена зависимость фоточувствительностп Са2+-АТФазы 
от температуры. Полученная кривая имеет S-образпую форму с точкой 
полуперехода около 18°. В общих чертах она коррелирует с другими дан­
ными (6_s), указывающими на то, что в области 15—25° в эритроцитар­
ной мембране происходит структурный переход. Ранее было показано, что 
конформация мембранных белков (данные кругового дихроизма) и кине­
тическое поведение Са2+-АТФазы сильно зависят от pH и ионного соста­
ва среды (13). Оказалось, что эти факторы влияют как на уровень фото- 
чувс-твительности Са2+-АТФазы, так и на ее температурную зависимость
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Рис. 2. Зависимости Эди — Хофсти для мембранной Са2+- 
АТФазы в интактных (а) и у.-ф. облученных (б — 5) эри­
троцитарных тканях. Облучение светом 282 нм, концент­
рация белка в образцах 0,07 мг/мл. Кривые соответствуют 
следующим дозам у.-ф. облучения: б-4,8-Ю5; в-9-Ю5; 

г - 1,9- 10s; д — 2,28- 10е эрг/см2

(табл. 1). Из табл. 1 видно, что о немного выше при pH 8,1 чем 7,1 (в пре­
делах оптимума активности). Однако величина п,0/о36 остается неизмен­
ной. Удаление какого-либо существенного для активности иона (Са2+, 
Mg2+, Na+) сопровождается изменением температурной зависимости. 
В отсутствие Na+ o10/o35 почти равно 1, а удаление Са2+ приводит к об­
ратному эффекту — о10/о35 становится большим 1.

Итак, приведенные данные подтверждают предположение, что струк­
турное состояние эритроцитарной мембраны оказывает влияние на кон­
формацию и фоточувствительность связанной с ней Са2+-АТФазы. Более 
прямой аргумент для такого вывода получеп из кинетических измерений 
Са2+-АТФазы после у.-ф. облучения эритроцитарных теней. Вследствие 
однокваптового необратимого характера фотоинактивации, после облуче­
ния белковых молекул в растворе можно наблюдать только уменьшение 
скорости ферментативной реакции, по не как это имеет место в случае 
неконкурентного ингибирования. Однако ассоциированная с мембраной 
Са2+-АТФаза обнаруживает более сложное поведение. На рис. 2 изобра­
жены зависимости Эди-Хофстп для Са^-АТФазы после облучения эри­
троцитарных теней различными дозами ультрафиолетового света. Для доз 
4,8-10° и 9-10° эрг/см2 сохраняется линейная зависимость с одной и той 
же точкой пересечения для облучения и контрольного образцов. при 
этом постепенно уменьшается от 33 до 25 мкЖ При более высоких дозах 
линейность, одпако, нарушается. В противоположность этому, для зави­
симости V от У/[Са2+] линейность сохраняется для всех исследованных 
доз у.-ф. света. Полученные прямые параллельны и дают величину кон­
станты диссоциации Са2+— 3,0-106 М (рис. 3).
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Рис. 3. Зависимость V=f (V/[Са2+]) для 
мембранной Са2+-АТФазы в интактных 
(а) п у.-ф. облученных (б, в) эритроци­
тарных тенях. Условия облучения и 
концентрация белка те же, что в рис. 2. 
Прямые соответствуют следующим до­

зам: б- 9-105; в - 2,28-Ю6 эрг/см2

Наблюдаемая кинетическая кар­
тина (рис. 2) соответствует случаю 
«неконкурентного поведения» (15) и 
указывает на то, что фотохимические 
события в окружении (но за преде­
лами) активных молекул Са2+- 
АТФазы каким-то специфическим об­
разом влияют на сродство субстрата 
к ферменту. Как известно, Умакс и 
Км могут быть выражены следующим 
образом: Fm3S=E0^, Км= (fc-1+/c2)/&i, 
где к-, — константа скорости образова­
ния фермент — субстратного компле­
кса, k2, - константы скорости рас­
щепления фермент — субстратного 
комплекса в прямой и в обратной ре­
акциях соответственно. Если принять, 
что снижение Етах параллельно 
уменьшению концентрации активно­
го фермента, то к2 должна остаться 
неизменной. Отсюда изменение Км 
может быть обусловлено или умень­

шением ki или увеличением k_t. Наиболее вероятно, что после у.-ф. об­
лучения изменяется kt ■ константа скорости образования фермент - суб­
стратного комплекса.

С другой стороны, взаимодействие фермента с Са2+, существенным 
для расщепления фермент — субстратного комплекса (8), протекает после 
облучения с прежней эффективностью, что объясняется его значительно 
меньшими размерами по сравнению с АТФ и, следовательно, отсутствием 
жестких стерических требований.

Итак, полученные данные указывают на тесную зависимость структур­
ных, биохимических и каталитических свойств Са2+-АТФазы от структур­
ного состояния эритроцитарной мембраны.
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