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Актуальність проблеми.

Проблема тонких регуляторних механізмів,які забезпечують 

трансмембранну передачу сигналу, знаходиться в центрі уваги біо­

хіміків та молекулярних біологів.Це відноситься до QTP-зв’язуючих 

білків (G-білків), які здійснюють координацію дії позаклітинних 

ефекторів з внутрішньоклітинними мессенджерами. Модуляція їх ак­

тивності відбувається як за рахунок нековалентних впливів гуані- 

новими нуклеотидами - GTP та GDP - і йонами магнію 

(Higashijlma,l987), кальмодуліном (Katada,1987), так і за рахунок 

ковалентної модифікації фосфорилюванням (Lewis,1990) та ADP-рибо- 

зилюванням (Ueda,1985).

Са2+-канали можуть бути стратегічно важливими місцями, які 

зв’язують поза- та внутрішньоклітинні події, оскільки кальцій є 

універсальним регулятором фізіологічної поведінки клітини.

Внутрішньоклітинні осциляції концентрації йонів кальцію, які 

регулють і скорочувальну активність гладеньких м’язів, запуска­

ються, в тому числі, агоніст-індукованими змінами функціональної 

активності і G-білків (Birnbaumer,1990). Вплив агоніста може бути 

нівельовано ADP-рибозилюванням G-біл'ків за допомогою бактеріаль­

них токсинів (Gilman,1987). Однак ряд клітин містять эндогенну 

ADP-рибозилтрансферазу (Коц,і990; Ueda,1985; Peterson,1990), що 

припускає втягнення цих регуляторних механізмів до широкого кола 

метаболічних та функціональних процесів.

Гетерогенність G-білків (Birnbaumer,l990) - ще один фак­

тор, який визначає складність регуляторних процесів та координова- 

ність їх дій.

Дослідження частіше всього проводяться з використанням аго- 

ністів саме для відокремлення певного типу G-білка. Другий зкспе- 

риментальний шлях - виділення індивідуальних субодиниць G-білків 

та вивчення їх впливу на активність вторинних посередників в 

штучних ліпідних системах. Дані вивчення впливу внутрішньоклітин­

них модуляторів активності G-білків та індукованих ними змін ак­

тивності систем(и) вторинних месенджерів в літературі відсутні.

Виходячи з вищесказаного уявлялось, що вивчення GTP-залежних 

механізмів транспорту кальцію дозволить наблизитися до розуміння 

функціональної спрямованості та доцільності дії внутрішньоклітин­

них активаторів та Інгібіторів активності G-білків.



Мета та завдання дослідження.

Метою роботи було вивчення біохімічних механізмів GTP-залеж- 

ної регуляції функції системи, яка па:ивно транспортує кальцій, 

в плазматичних мембранах гладеньких м’язів міометрію.

Для досягнення цієї мети вирішувались слідуючі завдання:

1) Вивчити вплив зндогенних модуляторів - гуанінових нуклеотидів, 

йонів магнію та мембранозв’язаного кальмодул.іну на пасивний 

транспорт кальцію в сарколемі міометрію.

2) Охарактеризувати вплив зкзогених модуляторів активності G-біл­

ків - фтороапюмінату та ADP-рибозилювайня коклюшним токсином - 

на пасивний транспорт кальцію.

3) Визначити спектр G-білків в плазматичній мембрані міометрію 

свині за допомогою ADP-рибозилювання коклюшним та холерним токси­

нами.

4> Дослідити кінетичні характеристики зв'язування та гідролізу GTP 

плазматичними мембранами міометрію.

Наукова новизна роботи.

В представленій роботі доказана принципова' можливість 

регуляції пасивного транспорту кальцію в плазматичній мембрані 

міометрію за допомогою GTP-залежних реакцій поза агоністіндукова- 

ної активації системи.

Встановлено, що сарколема міометрію містить два типи G-бІл- 

ків.які ADP-рибозилються холерним та коклюшним токсинами, причо­

му, субстрат холерного токсину в тканині гладеньких м’язів Іденти­

фіковано вперше.

Показано, що регуляторною компонентою G-білків в відношеній 

структури.яка пасивно транспортує кальцій,є с< - субодиниця, а вг 

-двомірний комплекс,який утворюється під час активації G-білків, 

мабуть, не впливає на пасивний транспорт кальцію в сарколемі міо­

метрію.

Доказано, що інгібіторна регуляція пасивного ' транспорту 

кальцію здійснюється «-субодиницею Gi/Go-білка, чутливого до 

коклюшного токсину.

На основі кіь.тичного аналізу зкспериментальних даних проде­

монстрована просторова роз’єднаність сайтів зв’язування GTP та

на плазматичній мембрані міометрію.
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Теоретична та практична значимість роботи.

Одержані результати свідчать про те, що в клітинах гладень­

ких м’язів міометрію існує GTP-модулюєма система регуляції пасив­

ного транспорту кальцію, незалежна від активації рецепторів, яка 

здатна різнонаправлено міняти пасивні потоки кальцію через плаз­

матичну мембрану в залежності від фізіологічних вимог та/або 

умов в клітині.
Экспериментам ні дані можуть бути використані для цілеспря­

мованого пошуку внутрішньоклітинних аналогів фізіологічної дії 

QTP, а також активаторів зндогенних ADP-рибозилтрансфераз з метою 

розробки фармакологічно та фізіологічно адекватних регуляторів 

скорочувальної активності гладеньких м'язів міометрію.

Апробація роботи. Результати досліджень та основні висновки 

були представлені на Міжнародному симпозіумі "Структура и функции 

регуляторних полипептидов" (Москва, 1992); на VI Українському бі­

охімічному з'їзді (Київ, 1992); на наукових семінарах Інституту 

біохімії ім.О.В.Палладіна АН України.

Публікації. З теми дисертації опубліковано 6  робіт.

Структура та об’єм роботи. Дисертація складається з вступу, 

огляду літератури (4 розділи), опису методів дослідження (1 роз­

діл), викладу та обговорення одержаних результатів (1 розділ), 

заключения, висновків та списку використаної літератури (206 дже­

рел, з яких 19 вітчизняних та 187 закордонних). Робота викладена 

на 135 сторінках машинописного тексту, Ілюстрована 16 малюнками 

та 14 таблицями.

Методи дослідження.

Эксперимента проводили на плазматичних мембранах міометрію свирі, 

які виділяли за методом, який було розроблено в відділі (Кондратюк, 

1986).

Пасивний транспорт кальцію в фракції переважно інвертованих 

везикул сарколеми міометрію вивчали за допомогою ізотопного мето­

ду (Костерин,1983; Кондратюк,1986). Радіоактивність визначали на 

рідинному сцинтиляційному спектрометрі "Bekman" (США). Аналіз кі­

нетики пасивного транспорту кальцію проводили з використанням ме­

тоду Альгранаті (Algranati,1963).

-  З  -
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Для вивчення впливу гуанінових нуклеотидів, АТР, йонів алю­

мінію, магнію та фториду, а також комплексного йону фтороалюміна- 

ту на пасивний транспорт кальцію в середовище пасивного транс­

порту вносили слідуючі кінцеві концентрації досліджуваних модуля­

торів:

1) (ЮР - 0,1-1,0-10,0-100,0 мкМ; 1 мМ;

2) GTP - 0,1-1,0 мМ І АТР - .1,0 мМ в присутності 2 мМ Mg2+;

3) Mg2+; - 1,0 мкМ; 0,1-1,0-10,0 ММ;

4) Al3+ - 10,0 мкМ;

5) F' - 1,0 и 10,0 мМ;

6 ) AIF4 " - в відношенні Al3 +/F~ - 1/100 (10 мкМ А13+ плюс

1 мМ F") і . в відношенні Al3 +//F" - 1/1000 (10 мкМ А13+

плюс 10 мМ F~).

ADP-рибозилювання коклюшним токсином плазматичних мембран 

міометрію проводили за методом Рибейро-Нето (Rlbeiro-Neto,1985) в 

модифікації (Коц,1990) з послідуючим вивченням пасивного транс­

порту кальцію згідно вищезгаданого методу (Кондратюк,1986).

Вивначення ВТРазної активності нативних та ADP-рибозильова- 

них коклюшним токсином плазматичних мембран міометрію проводили 

за методом Лібмана (Liebman,1990).

Зв’язування GTP з плазматичною мембраною міометрію проводили 

за методом Брандта (Brandt,1986). Для аналізу кінетики зв’язуван­

ня GTP з сарколемою міометрію та нуклеотидного обміну використову­

вали перетворення Скетчарда та модель Фергусона (Ferguson,1986).

Визначення субстратів холерного . та коклюшного .токсинів в 

плазматичній мембрані міометрію з допомогою ADP-рибозплювання 

згаданими токсинами проводили за методом Коца (Коц.1990) з допо­

могою [3 2 P]-NAD+, синтезованого за методом Кассела 

(Casse1,1978),з поелідуючим электрофорезом в градієнті поліакри- 

ламідного геля в присутності додецилсульфату натрію за методом 

Леммлі;(Laemmlі,1970) та авторадіографії білкових смуг.

Зкспериментальні дані оброблювали методами варіаційної ста­

тистики.
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ОСНОВНІ РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ.

1 . Ідентифікування субстратів бактеріальних токсинів в сар­

колемі міом< трію свині.

малюнок 1 .

Электрофореграма субст­

ратів коклюшного (1-3) та 

холерного (4-6) токсинів 

в плазматичній мембра­

ні міометрію.

ADP-рибозилюванням з допомогою [3 ZP)-NAD+ в присутності хо­

лерного та коклюшного токсинів в плазматичній мембрані міометрію 

ідентифіковано два білкових субстрати з молекулярними масами 42 и 

40 кДа, відповідно (малюнок 1).Припускається, що це а -субодиниці 

Gs- та Gi/Go-білків.

Зндоґенну АОР-рибо&илтрансферазну активність (в присутності 

тільки NAD+ та GTP) в плазматичній мембрані міометрію виявити не 

вдалося, можливо, l&'-sa її позамембранної локалізації.

2 . Характеристика GTP-зв’язуючих сайтів плазматичної мембра­

ни міометрію.

Слідуючим кроком в наших дослідженнях стало визначення кіне­

тичних характеристик процесу, який запускав активацію G-білків, а 

саме, - зв’язування ЗТР.

Криві зв’язування GTP в середовищі,яке містить Mg2f, та в 

позбавленому магнію, показано на малюнку 2 .

З представлених даних видно, що кількість місць зв’язування 

(Вшач) в середовищі без магнію в низькоафінному сайті в 3,6 рази

- 5 -
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специфічне зв'язування, пмоль

малюнок 2. Вплив 10 мМ Mgs+ на зв’язування GTP плазматичними 

мембранами міометрію. Специфічне зв’язувзння в середо­

вищі без магнію (оі - ліва шкала, в середовищі'з Mg2+, 

(•) - права шкапа.

перевищує кількість місць зв’язування в високоафінному сайті 

'таблиця і). Це дозволило нам умовно позначити високоафінний сайт 

як GTP-зв'язуючий сайт,ADP-рибозильований холерним токсином, а 

низькоафінний сайт - як GTP-зв’язуючій сайт, АОР-рибозильоЕаний 

коклюшним токсином. Подібне припущення основуется на відомому 

факті : олігомерний Gi-білок - субстрат коклюшного токсину - зв’­

язує GTPv S в 4 рази більше, ніж олігомерний Gs - субстрат холер­

ного токсину (Ferguson,1986)

Спорідненнігть високо- та низькоафінного сайтІЕ сарколеми 

.'іометрію зростає в присутності Mg"f, (таблиця 1). Можливо, це 

зв’язано з тим. шо за відсутності экзогенного Mg2f, один GTP не 

Еикликас дисоціації субодкниць GTP-зв'язуючих сайтів міометрію, 

що і Еизначае знижену афінність гетеротримірного комплексу до



Таблиця 1.

ВПЛИВ ЙОНІВ МАГНІЮ НА Vmax ТА Kd ЗВ’ЯЗУВАННЯ GTP 

В ВИСОКО- ТА НИЗЬКОАФІННОМУ САЙТАХ САРКОЛЕМІ МІОМЕТРІЮ 

(дані на 1 мг мембранного білку).

[ Mg2+,3.: високоафінний сайт : ниаькоафінний сайт

мМ Bmax, Kd, Вшах, Kd,

пмоль HM пмоль мкМ

0 9,80 t 1,80 39,61 t 0,39 35,51 ± 4,49 0,16 ± 0,02

10,0 1,56 t 0,12 4,7V t 0,43 4,94 ± 0,08 0,064 ± 0,002

GTP. Таким чином, рівниця в Kd для зв'язування GTP в високо- та 

низькоафінному сайтах міометрію відображають їх структурну - за­

лежну від йонів магнію - різницю в процесі функціонування.

Для визначення характеру впливу йонів магнію на зв’язування 

GTP з плазматичними мембранами були одержані кінетичні парамет­

ри,які характеризують цей процес, - Киї та Vmax (таблиця 2).

Таблиця 2.

ВПЛИВ ЙОНІВ МАГНІЮ НА ЗНАЧЕННЯ Km ТА Vmax 

ЗВ’ЯЗУВАННЯ GTP З ПЛАЗМАТИЧНИМИ МЕМБРАНАМИ МІОМЕТРІЮ 

В ВИСОКО- ТА НИЗЬКОАФІННОМУ САЙТАХ 

(дані на 1 мг мембранного білку).

[Mg2+J,: високоафінний сайт : нигькоафінний сайт

мМ Km, Vmax, Кш, Vmax,

НМ пмоль мкМ пмоль

0 17,85 і 2,95 2,74 t 0,35 0,31 і 0,07. 35,95 t 2,92

10,0 12,84 ± 6.32 0,69 ± 0,27* 0,30 ± 0,08 6,51 t 0,77*

*р<0,05

г-у-бз



Km, як для високо-, так і для низькоафінного сайтів, не за­

лежить від наявності в середовищі Mg2+. Разом з тим, в присутнос­

ті 10 мМ Mg2+, відбувається достовірне зниження Ушах в обох сай­

тах. На основі цих кореляцій можна зробити висновок про неконку- 

рентно-модулюючий вплив йонів магнію на зв’язування GTP з плазма­

тичною мембраною міометрію, причому, сайти зв’язування GTP та 

Mg2 +,мабуть, просторово роз’єднані.

Швидкість зв'язування GTP з плазматичними мембранами міомет­

рію досить низька (таблиця 3), що може бути пояснено наявністю 

эндогенно-зв'язаного з «х-субодиницею GDP, оскільки відомо, що 

швидкість ассоціації GTP з G-білками обмежується швидкістю дисо­

ціації эндогенного GDP від G-білку (Hlgashijlma,1987).

Таблиця 3.

ВПЛИВ ЙОНІВ МАГНІЮ НА ВЕЛИЧИНУ КОНСТАНТИ ШВИДКОСТІ 

ЗВ’ЯЗУВАННЯ GTP В ВИСОКО- ТА НИЗЬКОАФІННОМУ САЙТАХ 

САРКОЛЕМИ МІОМЕТРІЮ.

CMg2+], : високоафінний сайт, : низькоафінний сайт,

мМ хв' 1 хв' 1

0 0,060 ± 0 , 0 0 2 0,035 і 0,001

1 0 , 0 0,048 ± 0,003 0,019 ± 0,001

Для 81-білку константа швидкості зв’язування 

GTP е середовищі без магнію становить 0,041 t 0,005 хв-1 (Fer­

guson, 1986), за другими даними - коливається для різних субти- 

пів Gi-білків від 0,025 до 0,192 хв-1 (Carty,1990).

Як видно з таблиці 3 в присутності конів магнію константа 

швидкості зв’язування GTP знижується в 1,4-1,8 рази і для високо-

і для-низькоафінного сайтів, що задовільно узгоджується з опублі­

кованими даними про зниження аналогічного параметра в 1,2-1,3 ра­

зи для Go-білк” (Higashijima,1987) та індивідуальних cti- та 

•.<о-субодиниць (Ferguson, 1986).

Для плазматичних мембран міометрію константа швидкості дисо­

ціації GTP в середовищі без магнію становила 0,052 * 0,002 хв"1 

для еисокоафінного сайту та 0,034 ± 0,001 хв'1 для низькоафінно-
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го,що в останньому випадку не протирічить даним літератури 

(Ferguson,1980) длй.йі-білку : 0,028 ± 0,003 хв"1.

Таким чином, одержані результати звйзування GTP з сарколемою 

міометрію свідчать про те, що GTP-зв'язуючі сайти на плазматичній 

мембрані міометрію дійсно існують, стабілізуються в присутності 

гуанінових нуклеотидів та Mg2'*' і, мабуть, просторово відділені 

від сайтів зв'язування Mg£l\

у. Вплив гуанінових нуклеотидів, АТР та Mg~+ на пасивний 

транспорт кальцію в сарколемі міометрію.

Гуаніноьі НУКЛЄОТИДИ, АТР и Mg2+ відносяться до Групи ЭНЦО- 

генних модуляторів активності ЄТР-6 Ь*л&уючих білків,які змінюють 

їх Функціонування незалежно бід рецептор-діючих агоністів.

Проведені дослідження показали, що зкзогенний GDP, взятий в 

широкому діапазоні концентрацій, не впливає на пасивний транспорт 

кальцію (малюнок 3),що свідчить про те, що GDP-лігандована форма 

G-білка - незалежно від його типу - ‘неактивна в регуляторному 

відношенні.

нмоль Са2+/мг білку-сек

малюнок 3. Вплив гуанінових нуклеотидів на початкову швидкість 

пасивного виходу кальцію з інвертованих 

везикул сарколеми міометрію:

1 - 1  ілМ GTP 3 - контроль

2 - 0,1 мМ GTP 4 - 0 , 1  МКМ-0,1 мМ GDP

- 9 -
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Відомо,шо механізм активаці'і-інактивації а-субодиниці G-біл- 

ку.який регулюється процесами зв’язування та гідролізу GTP 

(Gilman,1987), вимагає присутності йонів магнію. Під час викорис­

тання в якості модулюючого активність G-білків агента йонів маг­

нію, ми одержали двухфазну криву (матонок 4), яка свідчить про 

наявність двох типів місиь зв’язування даного катіону а мембран­

ними структурами міометрію.

нмоль 'а- /мг білку.сек

Таблиця 4.

ВПЛИВ GTP ТА АТР В ПРИСУТНОСТІ ЙОНІВ МАГНІЮ НА ПОЧАТКОВУ 

ШВИДКІСТЬ ПАСИВНОГО ТРАНСПОРТУ КАЛЬЦІЮ В ВЕЗИКУЛАХ 

САРКОЛЕМИ МІОМЕТРІЮ.

[GTPІ, мкМ [ATPІ, МКМ : початкова швидкість виходу, 

нмоль Са2 + мг білку-сек

п 0 0,5у і 0,04

0 1,0 ОМ ± 0,04

0,1 0 0,78 ± 0,03

1,0 1,0 1,16 ± 0,09
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Відомо,mo *3-6ілни в плазматичних мембранах багатьох тканин 

тісно асоційовані ? нуклеотиддіфосфокіназою, здійснюють трансфос- 

форилювання эндогенного GOP на «-субодиниШ G-білку (Otero, 1990) 

за рахунок ATP або GTP < He 1 Фис he1,1990).

Одержані нами результати про активуючу дію GTP та АТР на па­

сивний транспорт кальцію в сарколемі міометрію (малюнок 4, табли­

ця 4.) свідчить на користь припущення про можливість асоціації 

G-білків тканин гладеньких м’язів міометрік з нуклеотиддифосфокі- 

назою та пояснює активацію G-білків сарколеми міометрію незалежно 

від агоністів-індукуючих активацію рецепторів.

4. Вплив йонів алюмінію, фториду та комплексного йона фтора- 

люмінату на пасивний транспорт кальцію.

Ряд 6 -білків можуть активуватися сумішю фторид-йонів та йо­

нів алюмінію,які дають комплексний йон фтороалюмінату (AIF4 ') 

(Inoue, 1990; Higashi.1 Ima, 1987). при цьому відбувається дисоціація 

«-субодиниці G-білка від Вї-димера (Kohnken,1989), а при цьому 

ds-субодиниця, але не «і/ «о, переходить в рогчинну фирму та ди­

соціює від мембрани (Скурат,1989). Таким чином концентрація 

вг-димерного комг.„.ексу в мембрані зростає.Відомо, що в»~димер 

дашийі модулювати ряд систем вторинних месенджерів, не залежно 

від . «-субодиниць (Katada,i987; ВіпіЬаиггег, Г90) та зв’язувати 

кальмодулін плазматичних мембран (Katada, 1987) .  в цьому з в ’ я з к у  

виникав питання про 8ї- залежну регуляцію пасивного транс­

порту кальцію в сарколемі міометрію.

Для цього ми позбувались від мембранозв’язаного кальмодуліну 

шляхом обробки везикул сарколеми міометрію 1 мМ ЭГТА в присутнос­

ті 0,2 М NaCl (Кондратюк, 1988). Вивчення пасивного виходу каль­

цію з везикул,які містять та які не містять кальмодулін, дозволяє 

зробити припущення, про інгібуючу дію эндогенного кальмодуліну на 

активність структури,яка паскою транспортує кальцій .Цей вплив 

може бути зумовлений взаємодією кальмодуліну з Вї-димером Gi/Go- 

білку та/або взаємодією кальмодуліну з канальною структурою. Для 

визначення ролі вг-субодиниць G-білків в моду., яці ї транспорту 

кальцію в сарколемі міометрію ми. вивчили вплив комплексного йону 

фтороатомінату на цей процес.

Эксперимента показали, що окремої мМ F", 10 мкМ А13+ та їх

коме.нація не чинять впливу на пасивний транспорт кальцію, неза-
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лежно від присутності в мембрані кальмодулі ну, в той час як 10 мМ 
F~ інгібує його в 3,6 рази в порівнянні з контролем (таблиця 5) 

для везикул з кальмодуліном,можливо, за рахунок присутності эндо­
генного АІ3+ в тканині ( Anderson,1991). Фтороалюмінат в відно­

шенні Al3+/F- - 1/1000 повністю Інгібує пасивний вихід кальцію з 

везикул сарколеми міометрію,

Таблиця 5.

ПОЧАТКОВА ШВИДКІСТЬ ВИХОДУ КАЛЬЦІЮ 

З ІНВЕРТОВАНИХ ВЕЗИКУЛ САРКОЛЕМИ МІОЬЕТРІЮ,

ЯКІ МІСТЯТЬ ТА НЕ МІСТЯТЬ КАЛЬМОДУЛІН, ПІД ВПЛИВОМ 

ФТОРИД-ЙОНУ, ЙОНУ АЛЮМІНІЯ ТА ФТОРОАЛКМІНАТ.У.

C F " ] ,  мМ : 

0

СА13+], м» 

0

її :  пйчао
. НМОЛІ
везт

• каль»
•

0,69

гкова швид 

Са2+/мг 

сули 3 

юдуліном

± 0.02

кість виходу 

білку*сек 

ї везикули без 

: кальмодуліну

0,90 ± 0,03

10,0 0 0,23 і 0,09* 0

0 0,01 0,59 і 0,02 0,92 ± 0,01

10,0 0,01 0 0

*р<0,05

незалежно від присутності в мембрані кальмодуліну (таблиця 5). 

Інгібування забезпечується блокуванням бТРазної активності

о(і/«о-субрдиниць G-Сілку плазматичної мембрани міометрію Із-за 

відсутності субстрату для реакції, оскільки активація G-білку 

комплексним йоном фтсроалюмінату здійснюється за рахунок його 

взаємодії г эндогенним GDP на сс-субодиниці, що Імітує эфект GTP 

(Deterre,1987).

Таким чином, інгібуючий вплив активованих фтороалюмінатом 

G-білків на пасивну проникність сарколеми міометрію для кальцію, 

мабуть, не залежить від присутності в мембрані кальмодуліну,який 

має зв'язуючу Вї-димер здатність.

Відповідно, індивідуальні зт-субодиниці G-білку не є регуляторним
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компонентом системи,яка пасивно транспортує кальцій в міометрП 

сама по собі.

5. Вплив ADP-рибовилювання коклюшним токсином плазматичних 

мембран міометрію на пасивний транспорт кальцію в них.

нмоль Са2+/мг білку-сек

малюнок 5. Вплив цистеїн-специфічного ADP-рибовилювання

коклюш..им токсином сарколеми міометрію на пасив­

ний транспорт кальцію в них :

1 - контроль

2  - дослід з 1 0  мкг/мл токсину

3 - дослід з 10 мкг/мл токсину+0,5 мМ п-хлормеркурій-

бензоат

4 - контроль + 0,5 мМ п-хлормеркурійбензоат

ADP-рибозилювэлня коклюшним токсином G-білків, чутливих до 

нього, приводить до зміни активності аденілатциклази, фосфоліпази 

С, канальних структур. Рахують, що G-білки - субстрати коклюшного 

токсину втягуються в зниже”чя концентрації внутрішньоклітиного 

кальцію (Gilman,1987).

Одержані результати свідчать про те, що ADP-рибозилювання 

коклюшним токсином везикул сарколеми міометрію Bej,j до суттєвого 

інгібування пасивних потоків кальцію через мембрану (малюнок Б).

В результаті зкспериментів з варіюванняі.' концентрації кок­

люшного токсину та часу інкубації везикул з ним можна константу- 

ватк.що під час інкубації везикул ( 2 мг/мл білку плазматичних
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мембран) а 1 0  мкг/мл коклюшного токсину на протязі 1 години від­

бувається повне ADP-рибоаилювання всіх сайтів G-білку - субстрату 

цього токсину в сарколемі міометрію.

Відомо,шр:а) коклюшний токсин ADP-рибозилює тільки зв'язані 

а плазматичною мембраною G-білки (Jacobson,1990)j б) ковалентна 

модифікація відбувається на залишку цистеїну (Bockaert,1987). Для 

доказу того, що і в тканині гладеньких м’язів міометрію ADP-рибо- 

зшповання коклюшним токсином носить цистеїн-специфічний характер, 

ми вивчили дію 0,6 мМ п-хлормеркурійбензоату (п-ХМБ) - який, як 

відомо, реагує з 5Н-групами білків - на процеси ADP-рибозилювання 

коклюшним токсином та вплив самого п-ХМБ на пасивний транспорт 

кальцію (малюнок 6 ). Очевидно,що сам п-ХМБ не проявляяє впливу на 

вихід кальцію з везикул плазматичних мембран міометрію. Лри цьому 

модифікація п-ХМБ білку відбуваєті :я на залишку цистеїну,який 

звичайно ADP-рибозилюється коклюшним токсином,наслідком чого є 

нездатність та/або неможливість коклюшного токсину приєднувати 

ADP-рибозу від NAD+ до залишку цистеїну «і/сю-білку. При цьому 

транспорт кальцію відновлюється до контрольного рівня (малюнок

5).
Таким чином, суттєве інгібування пасивного транспорту каль­

цію в сарколемі міометрію під впливом ADP-рибозилюваня коклюшним 

токсином свідчить про те, що один is механізмів регуляції систе­

ми, яка пасивно транспортує кальцій в міометрії .здійснюється че­

рез G-білок, чутливий до коклюшного токсину.

6 . Характеристика GTPa3 H0 l активності сарколеми міометрію.

Необхідність (ЗТРазної активності «-субодиниці G-білку дикту­

ється необхідністю в його інактивації.

Ми показали, что Інгібування коклюшним токсином GTPasHOi ак­

тивності везикул сарколеми міометрію суттєво (в 5,5 рази)в порів­

нянні з немодифікованими ADP-рибозою везикулами (малюнок 6 ).

Оскільки інгібування GTPasHOi активності плазматичних мемб­

ран міометрію відбувається за відношення концентрацій коклюшного 

токсину та мембрагінюго білку 1 /2 0 0 , а саме таке їх співвідно­

шення викликає максимальне інгібування пасивного транспорту каль­

цію в сарколемі міометрію, ми припускаємо, що саме інгібування 

СТРазної активності G-білку плазматичних мембран міометрію, чут­

ливого до коклюшного токсину, змінює активність кальцій-транспор-
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туючої системи в міометрії. 

неорганічний фосфат, пмоль

малюнок 6 .

Активність ЄТРази натив- 

них (1) та ADP-рибозильо- 

ваних коклюшним токси­

ном (2 ) плазматичних 

мембран міометр .) за ін­

кубації їх з 10 нМ Сг-3 2 РЗ- 

QTP.

Розраховане згідно експериментальних даних значення Km 

ЄТРазної реакції для нативних плазматичних мембран складає

0,15 ± 0,02 IV..!, а для ADP-рибозильованних коклюшним токсином - 

22,51 ± 1,00 мкМ. Це свідчить про те, що афінність ADP-рибозиль- 

ованного G-білку до GTP зростає.

Таким чином, цистеїн-специфічна ковалентна модифікація 

G-білку - субстрату коклюшного токсину в міометрії - по-різному 

впливає на просторову організацію GTP-зв’язуючого сайту та сай­

ту,який приймає участь в гідролізі GTP. Зв’язано це,можливо, з 

конформаційними перебудовами в ADP-рибозильованному Сілку та його 

стабілізацією в цьому стані (Winslow,1986).

ЗАКЛЮЧЕНИЯ

Зміна концентрації кальцію в цитозолі є важливою регулятор­

ною компонентою,яка забезпечує контроль скорочувальної активності 

міометрію. Рецептор-опосередкована регуляція контрактильної ак­

тивності гладеньких м’язів забезпечується GTP- зв'язуючими білка­

ми.

Ми показали, що і в відсутності агоніста має місце GTP-за- 

іежна регуляція пасивного транспорту кальцію в сарколемі міомет-
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Эксперимента,які демонструють активацію пасивного транспорту 

кальцію (в присутності GTP, АТР та й нів магнію), свідчать на ко­

ристь втягування а-субодиниці G-білку сарколеми міометрію в 

мол.масою 42 кДа (субстрат холерного токсину) в регуляції актив­

ності канальної структури, а також про можливе втягування в цей 

процес нуклеотиддифосфокінази плазматичних мембран міометрію.

Інгібування пасивних потоків кальцію в сарколемі міометрію 

досягається за використанням в якості модуляторів активності 

G-білків фторид-йону, комплексного йона фтороалюмінату та ADP-ри- 

бозилювання коклюшним токсином. Мабуть, інгібіторна регуляція па­

сивних потоків кальцію забезпечується «-субодиницєю G-білка сар­

колеми міометрію 1 з мол.масою 40 кДа (субстрат коклюшного токси­

ну).
Одержані зкспериментальні дані дозволяють уявити собі сліду­

ючу модель активації GTP-зв’язуючих сайтів сарколеми міометрію за 

відсутності агоністів (малюнок 7).

В присутності GTP (АТР) та Mg2+ зфективність впливу «і- GTP- 

цг - та «і-GDP- вї -форм G-білку - субстрату коклюшного токсину з 

молекулярною масою 40 кДа на транспортний процес одинакова і,ма­

буть, якраз • і визначав базальний транспорт кальцію. Активація 

канальної структури здійснюється, швидше всього, активованою

«s-GTP-субодиницею G-білку - субстрату холерного токсину з моле­

кулярною масою 42 кДа.

В присутності фтороалюмінату «s-субодиниця дисоціює з плаз̂ 

матичної мембрани в цитозоль. Інгібування пасивного транспорту

кальцію викликається «1-GDP-A1F4- йї -субодиницєю за рахунок бло­

кування її GTPasHO'i активності. Можливо, збільшення концентрації 

вільних вг-димерних комплексів в плазматичній мембрані також про­

являє модулючий эфект на транспорт кальцію.

За ADP-рибоаилювання коклюшним токсином Gi/Go-білку інгібу­

вання пасивного транспорту кальцію забезпечується «і- GDP-ADP-ри- 

боэо- m  - модифікованим тримером, а as-GTP-субодиниця визначає 

незначний транспорт кальцію,який все-таки відбувається за кова­

лентної модифікації G-білку - субстрату коклюшного токсину.

ВИСНОВКИ

і. Экзогенний GDP, який забезпечує гетеротримерний стан
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G-білків, не здійснює впливу на пасивний транспорт каяьцію в сар­

колемі міометрію свині,що свідчить про функціональну неактивність 

QDP-лігандовано! форми G-білку, незалежно рід його типу. Экзоген- 

ні GTP та АТР активують пасивний транспорт кальцію.

2. Двохфазний характер впливу йонів магнію на пасивний 

транспорт кальцію свідчить про наявність двох типів місць зв'язу­

вання цього катіону з мембранними структурами міометрію.

3. Фторид-йон та комплексний йон фтороалюмінату,які необо­

ротно активують G-білки, інгібують пасивний транспорт кальцію в 

сарколемі міометрію.

4. Br-димерний комплекс G-білків,який утворюється за їх ак­

тивації та зв’язує кальмодулін плазматичних мембран, неактивний в 

регуляторному плані по відношенню до структури міометрію,яка па­

сивно транспортує кальцій .

5. Ковалентна модифікація ADP-рибозилюванням за допомогою 

коклюшного токсину G1/Go-білків сарколеми міометрію, чутливих до 

нього, веде до інгібування пасивного транспорту кальцію.

6 . GTPasHa активність ADP-рибоаильованих коклюшним токсином 

плазматичних мембран міометрію суттєво Ш ’ібується в порівнянні з 

нативними мембранами.

7. На плазматичній мембрані міометрію виявлено два типи місць 

зв’язування GTP, які, мабуть, просторово розділені з сайтами зв’я­

зування магнію.

8 . Ідентифіковані субстрати бактеріальних токсинів в плазма­

тичній мембрані міометрію,які відповідають «-субодиницям Gs-білку 

(субстрат холерного токсину, молекулярна маса 42 кДа) та Gi/Go- 

білку (субстрат коклюшного токсину, молекулярна маса 40 кДа).

ВЫВОДЫ

1. Экзогенный GDP, обеспечивающий Сетеротримерное состояние 

G-белков, не оказывает влияния на пассивный транспорт кальция в 

сарколемме мометрия свиньи, что свидетельствует о функциональной 

неактивности GDP-лигандированной форме G -белка, независимо от его 

типа. Экзогенные GTP и АТР активируют Пассивный транспорт каль­

ция.

2. Двухфазный характер влияния ионов магния на пассивный 

транспорт кальция свидетельствует о наличии двух типов мест свя­

зывания этого катиона с мембранными структурами миометрия.
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3. Фторид-ион и комплексный ион фтороалюмината, необратимо 

активирующие G-белки, ингибируют пассивный транспорт кальция в 

сарколемме миометрия.

4. вг-димерный комплекс 8 -белтов, образующийся при их акти­

вации и связывающий кальмодулин плазматических мембран, неактивен 

в регуляторном плане по отношению к пассивно транспортирующей 

кальций структуре миометрия.

5. Ковалентная модификация ADP-рибоз. лированием с помощью 

коклюшного токсина Gi/Go-белков сарколеммы миометрия, чувстви­

тельных к нему, ведет к ингибированию пассивного транспорта каль­

ция.

5. ЄТРазная активность ADP-рибозилированных коклюшным токси­

ном плазматических мембран миометрия существенно ингибируется по 

сравнению с нативными мембранами.

7. На плазматической мембране миометрия обнаружено два типа 

мест связывания QTP, которые, по-видимому, пространственно разде­

лены с сайтами связывания магния.

8 . Идентифицированы субстраты бактериальных токсинов в плаз­

матической мембране миометрия, которые соответствуют «-субъедини­

цам Gs-белка (субстрат холерного токсина, молекулярная масса 42 

кИа) и Gi/Go-белка (субстрат коклюшного токсина, молекулярная мас­

са 40 кДа).
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