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Дiя iнгiбiторiв карбоангiдрази на ензиматичну
активнiсть iзольованої тилакоїдної CF1 АТФази

(Представлено академiком НАН України К.М. Ситником)

Дослiджено дiю iнгiбiторiв карбоангiдрази — ацетазоламiду (АА) i етоксизоламiду (ЕА)
на ферментативну активнiсть iзольованого чинника спряження CF1 — каталiтичної
частини АТФ-синтазного комплексу хлоропластiв. Фермент видiляли з хлоропластiв
шпинату, обробляючи їх 1 мМ ЕДТА. Показано, що карбоангiдразна активнiсть CF1,
визначена в розчинi за прискоренням утворення CO2 в реакцiї дегiдратацiї гiдрокарбона-
ту, становить 73 мкмоль CO2·(мг бiлка · хв)−1 i майже в 30 разiв перевищує АТФазну
активнiсть ферменту. АА i ЕА iнгiбують як АТФазну, так i карбоангiдразну актив-
нiсть CF1. I50 для Ca2+-АТФазної реакцiї, що каталiзується iзольованим CF1 у розчинi,
становить 2 мкМ для АА i ЕА. АТФазна активнiсть дещо зростає при збiльшеннi кон-
центрацiї ЕА. 50% iнгiбування карбоангiдразної активностi досягається за наявностi
2 мкМ АА i 12 мкМ ЕА. Зроблено висновок, що i водорозчинний АА, i жиророзчинний
ЕА пригнiчують як АТФазну, так i карбоангiдразну активнiсть ферменту при близь-
ких i вiдносно низьких концентрацiях. Функцiональна роль виявленої карбоангiдразної
активностi може полягати в полегшеннi перенесення протонiв, якi поглинаються або
видiляються в реакцiї синтезу або гiдролiзу АТФ вiдповiдно.

Ключовi слова: карбоангiдраза, гiдролiз АТФ, ацетазоламiд, CF1 АТФаза, фотосинте-
тичнi мембрани хлоропластiв.

CF1 AТФаза є водорозчинним ензимом, який входить до складу АТФ-синтазного комплексу
фотосинтезуючих (тилакоїдних) мембран хлоропластiв i мiстить каталiтичнi i регуляторнi
центри, що беруть участь у синтезi АТФ [1]. Як i каталiтичнi частини мiтохондрiальних
i бактерiальних АТФ-синтаз, CF1 AТФаза складається з п’яти типiв субодиниць у стехiо-
метричному спiввiдношеннi α : β : γ : δ : ε ∼ 3 : 3 : 1 : 1 : 1 [2–4]. Пiсля вiдокремлення вiд
мембрани CF1 AТФаза втрачає здатнiсть каталiзувати синтез АТФ, але зберiгає АТФазну
активнiсть [3].
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CF1 AТФаза хлоропластiв є водорозчинним ензимом i може бути вiддiлена вiд тилако-
їдних мембран при їх обробцi ЕДТА. На вiдмiну вiд iнших F1 АТФаз, АТФазна активнiсть
iзольованого CF1 є латентною (прихованою), тобто вона вiдсутня в iзольованого ензиму та
iндукується при нагрiваннi, обробцi тiоловими сполуками, трипсином або детергентами [5].
Значна активацiя АТФазної активностi досягається також при додаваннi до реакцiйного
середовища деяких оксоанiонiв — бiкарбонату, борату, фосфату i деяких iнших [6]. Екзо-
генний бiкарбонат здатен також стимулювати синтез АТФ у тилакоїдах [7].

Нещодавно ми виявили, що iзольована CF1 AТФаза здатна також каталiзувати реакцiю
взаємоперетворення форм карбонатної кислоти CO2 + H2O ↔ HCO−

3 + H+, тобто виявляє
карбоангiдразну активнiсть [8].

Функцiональна роль цiєї активностi лишається невизначеною, але було висунуто при-
пущення про її можливу участь у полегшеннi протонного перенесення крiзь CF1 AТФазу,
з яким пов’язанi реакцiї синтезу i гiдролiзу АТФ у мембранному полiпептидному комплексi
АТФ-синтази.

Мета дослiдження полягала у визначеннi ензиматичної активностi iзольованої CF1

AТФази та вивченнi її реакцiї на присутнiсть специфiчних iнгiбiторiв карбоангiдрази —
ацетозоламiду (АА) i етоксизоламiду (ЕА).

Карбоангiдразну активнiсть iзольованого ензиму визначали в розчинi за швидкiстю
утворення СО2 за наявноствi бiкарбонату за допомогою iнфрачервоного газового аналiзу.

Хлоропласти видiляли зi свiжого листя шпинату як описано ранiше [7] i руйнували
протягом 10 хв у гiпотонiчному середовищi, що мiстило 50 мМ трис -НСl (pH 7,8) i 10 мМ
NaCl.

Тилакоїди двiчi промивали гiпотонiчним середовищем, переосаджували протягом 10 хв
при 15 000 g та використовували для видiлення препарату чинника спряження за методом
Лiєна i Рекера [3] та Степанової i Нiкифорової [9] з деякими модифiкацiями. Усi операцiї
по iзоляцiї тилакоїдiв i CF1 виконували при 0–4 ◦C. Концентрацiю протеїну визначали за
Лоурi [10].

Чистоту отриманого препарату CF1 оцiнювали за результатами електрофорезу зi змiще-
нням заряду як описано ранiше [8]. Субодиничний склад CF1 аналiзували пiсля вiзуалiза-
цiї полiпептидних зон ПААГ ДДС-денатуруючого електрофорезу в модифiкованiй системi
Леммлi [8]. Полiпептиднi зони виявляли за допомогою барвника кумассi R-250.

Латентний iзольований ензим активували нагрiванням, для чого препарат (1,5–2,0 мг)
вносили в розчин, що мiстить 10 мМ АТФ, 5 мМ дитiотрейтолу i 25 мМ трис-HCl (pH ∼ 7,9),
10 мМ СаСl2. Сумiш помiщали на водяну баню з температурою 60 ◦C та термостатували
протягом 3 хв, пiсля чого переносили в посудину з водою кiмнатної температури. Са2+-АТФ-
азну активнiсть визначали при 26 ◦C за кiлькiстю утвореного неорганiчного фосфору в ре-
акцiйному середовищi, що мiстило 15 мМ трис-HCl, pH 7,9, 5 мМ АТФ та 5 мМ СаСl2,
i виражали в мкмоль Фн · (мг протеїну · хв)−1 [9]. Кiлькiсть Фн у пробi визначали методом
Лоурi та Лопеса в модифiкацiї Скулачова [11].

Швидкiсть карбоангiдразної реакцiї за наявностi iзольованого CF1 i в контролi визна-
чали за кiлькiстю СО2, який утворюється при дегiдратацiї бiкарбонату, в зачиненiй комiрцi
iнфрачервоного газового аналiзатора (IФГА) (S151, “Qubit Systems Inc.”, Канада) при 20 ◦C
в потоцi повiтря з постiйним вмiстом СО2 (610 ppm). Реакцiйне середовище (2 мл) мiстило
2,5 мМ бiкарбонату натрiю i 50 мМ трис-HCl (pH 7,6).

Згiдно з результатами електрофоретичного роздiлення iзольованого CF1 (рис. 1), у пре-
паратi присутнiй практично один полiпептидний комплекс з молекулярною масою близь-
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Рис. 1. Електрофореграма нативного бiлка (безбарвний нативний електрофорез зi змiщенням заряду): очи-
щений чинник спряження СF1

Рис. 2. Денситограма, отримана шляхом сканування ПААГ гелю, пiсля вiзуалiзацiї полiпептидних зон,
роздiлених за наявностi ДДС натрiю. (Денситограма виконана за допомогою програмного запезпечення
ImageJ)

ко 440, що, за даними робiт [2, 4], вiдповiдає значенням, характерним для чинника CF1.
Аналiз субодиничного складу за даними електрофоретичного роздiлення денатурованого
комплексу за наявностi ДДС натрiю показав присутнiсть п’яти типiв полiпептидiв (рис. 2)
з молекулярною масою 60 кДа (α-субодиниця), 56 кДа (β-субодиниця), 39 кДа (γ -субоди-
ниця), 20,5 кДа (δ-субодиниця), 14,7 кДа (ε-субодиниця). Це також вiдповiдає лiтературним
даним [2–4] i пiдтверджує, що отриманий препарат є чинником спряження CF1.
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Рис. 3. Вплив iнгiбiторiв карбоангiдрази (КА) ацетазоламiду (АА) i етоксизоламiду (ЕА) на CA2+-АТФазну
активнiсть iзольованого чинника спряження

Рис. 4. Вплив iнгiбiторiв карбоангiдрази (КА) ацетазоламiду (АА) i етоксизоламiду (ЕА) на карбоангiдразну
активнiсть iзольованого чинника спряження

АТФазна активнiсть препарату CF1 за наявностi iонiв Са2+ пiсля теплової активацiї ста-
новила близько 3,5 мкмоль · (мг протеїну · хв)−1 (рис. 3). Активований ензим iнкубували за
умов зростаючих концентрацiй (вiд 1 мкМ до 1 мМ) iнгiбiторiв карбоангiдрази — АА i ЕА.
Встановлено, що швидкiсть реакцiї Са2+-залежного гiдролiзу АТФ знижувалася в мiру пiд-
вищення концентрацiї АА i ЕА (див. рис. 3). Концентрацiя АА i ЕА, яка викликала 50%
iнгiбування АТФазної реакцiї, становила близько 2 мкМ. При зростаннi концентрацiї ЕА
швидкiсть реакцiї гiдролiзу АТФ дещо пiдвищувалася, чого не спостерiгалося при пiдви-
щеннi концентрацiї АА.

Наявнiсть карбоангiдразної активностi в iзольованому препаратi CF1 тестували, визна-
чаючи кiлькiсть утвореного СО2 в розчинi гiдрокарбонату натрiю (рис. 4). Швидкiсть де-
гiдратазної реакцiї значно зростала порiвняно з контролем i за наявностi CF1 становила
близько 73 мкмоль · (мг протеїну · хв)−1, тобто карбоангiдразна активнiсть iзольованого
CF1 перевищувала майже в 30 разiв його Са2+-АТФазну активнiсть. Iнгiбiтори карбоан-
гiдрази ефективно пригнiчували швидкiсть дегiдратазної реакцiї, причому водорозчинний
АА бiльшою мiрою, нiж жиророзчинний ЕА. 50% iнгiбування реакцiї дегiдратацiї бiкарбо-
нату досягалося при концентрацiї близько 2 мкМ АА i 12 мкМ ЕА.

Таким чином, визначення карбоангiдразної активностi в iзольованого чинника спряжен-
ня CF1 у розчинi показало, що поряд зi здатнiстю прискорювати гiдролiз АТФ цей комплекс
також ефективно каталiзує перетворення форм карбонатної кислоти, причому обидвi фун-
кцiї CF1 пригнiчувалися специфiчними сульфанiламiдними iнгiбiторами карбоангiдраз-аце-
тазоламiдом i етоксизоламiдом у мiкромолярних концентрацiях. Чутливiсть iзольованого
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CF1 до сульфанiламiдiв виявилася значно вищою порiвняно з мембранними реакцiями на
рiвнi тилакоїдiв. Так, Москвин зi спiвавт. [12] показали, що карбоангiдразна активнiсть ти-
лакоїдних мембран та їх фрагментiв пригнiчується за наявностi близько 1 мМ АА або ЕА.

Було показано також, що свiтлозалежний синтез АТФ в тилакоїдах iнгiбується за на-
явностi 500 мкМ АА, тобто при концентрацiї в 250 раз вищiй за I50 для Са2+-АТФазної
реакцiї, яку каталiзував iзольований CF1 в розчинi (див. рис. 3).

Роботами останнiх рокiв визначено, що в хлоропластах локалiзовано декiлька карбоангi-
драз α-i β-типу [13]. За кiлькiстю хлоропластнi карбоангiдрази β-типу значно переважають
α-тип, хоча точна локалiзацiя i функцiональне значення цих ензимiв до цього часу не вiдомi.

Встановлено наявнiсть карбоангiдразної активностi в двох мiсцях пiгмент-бiлкового ком-
плексу фотосистеми II (ФСII): 1 — поблизу комплексу фотосистеми I, 2 — в люменальному
просторi тилакоїдiв [12–14]. Нещодавно в мутантних рослинах з нокаутом гена, що кодує
α-КА4, був зареєстрований пiдвищений вмiст крохмалю в листках при значному збiльшен-
нi кiлькостi та розмiру крохмальних зерен. За умов варiювання вмiсту СО2 в середовищi
було показано, що вiд рiвня експресiї α-карбоангiдрази 4 (α-КА4) залежить ефективний
квантовий вихiд ФС II i параметри фотохiмiчного i нефотохiмiчного гасiння флуоресценцiї
хлорофiлу.

Автори прийшли до висновку, що роль α-КА4 полягає в прискореннi доставки прото-
нiв для активацiї вiолоксантин деепоксидази i структурних перебудов у свiтлозбиральних
комплексах [14]. Були також отриманi данi про взаємозв’язок рiвня експресiї рiзних кар-
боангiдраз. Так, у мутантiв, якi не мiстили α-КА4, iстотно збiльшувався рiвень експресiї
генiв iнших карбоангiдраз, α-КА2 i високоекспресивних β-КА1 i β-КА2. Цей факт свiдчить
на користь припущення про участь тилакоїдних карбоангiдраз у забезпеченнi мембранного
транспорту вiд комплексiв, що генерують протони, до центрiв їх трансмембранної транс-
локацiї.

Трансмембранний вихiд протонiв крiзь повний комплекс CF1CF0 забезпечує циклiчнi
конформацiйнi перебудови АТФ-синтази тилакоїдiв, сполученi iз синтезом АТФ.

Наведенi в данiй роботi результати пiдтверджують наявнiсть карбоангiдразної актив-
ностi в каталiтичнiй частинi АТФ-синтазного комплексу, що, як i активнiсть iнших кар-
боангiдраз, виявилася чутливою до дiї специфiчних iнгiбiторiв сульфанiламiдної природи,
причому реакцiя гiдролiзу АТФ, каталiзуюча CF1, також пригнiчувалася при таких самих
концентрацiях цих iнгiбiторiв. Це може свiдчити про участь ендогенної карбоангiдразної
активностi в забезпеченнi функцiонування АТФ-синтазного комплексу i його каталiтичної
частини — фактору CF1. Функцiональна роль знайденої карбоангiдрази може полягати
в полегшеннi перенесення протонiв, що поглинаються або вивiльняються в реакцiї синтезу
або гiдролiзу АТФ вiдповiдно.
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Действие ингибиторов карбоангидразы на энзиматическую
активность изолированной тилакоидной CF1 АТФазы

Изучено действие ингибиторов карбоангидразы — ацетазоламида (АА) и этоксизоламида
(ЭА) на ферментативную активность изолированного сопрягающего фактора CF1 — ката-
литической части АТФ-синтазного комплекса хлоропластов. Фермент выделяли из хлоро-
пластов шпината, обрабатывая их 1 мМ ЭДТА. Показано, что карбоангидразная актив-
ность CF1, которую определяли в растворе по ускорению образования CO2 в реакции деги-
дратации бикарбоната, составляет 73 мкмоль CO2 · (мг белка · мин)−1 и почти в 30 раз
превосходит АТФазную активность фермента. АА и ЭА ингибируют как АТФазную, так
и карбоангидразную активность CF1. I50 для Ca2+–АТФазной реакции, катализируемой изо-
лированным CF1 в растворе, составляет 2 мкМ для АА и ЭА. АТФазная активность не-
сколько возрастает при увеличении концентрации ЭА. 50% ингибирование карбоангидразной
активности достигается в присутствии 2 мкМ АА и 12 мкМ ЕА. Сделан вывод, что и водо-
растворимый АА, и жирорастворимый ЭА подавляют как АТФазную, так и карбоангидра-
зную активность фермента при близких и относительно низких концентрациях. Функци-
ональная роль обнаруженной карбоангидразной активности может состоять в облегчении
переноса протонов, поглощающихся или выделяющихся в реакции синтеза или гидролиза
АТФ соответственно.

Ключевые слова: карбоангидраза, гидролиз АТФ, ацетазоламид, CF1 АТФаза, фотосинте-
зирующие мембраны хлоропластов.

A.P. Khomochkin, A.V. Semenikhin, E.K. Zolotareva

M.G. Kholodhy Institute of Botany of the NAS of Ukraine, Kiev
E-mail: membrana@ukr.net

Effect of carbonic anhydrase inhibitors on enzymatic activity of isolated
thylakoid CF1 ATPase

We studied the effect of carbonic anhydrase inhibitors — acetazolamide (AA) and ethoxyzolami-
de (EA) — on the enzymatic activity of the isolated coupling factor CF1 — a catalytic part of
ATPsynthase complex of chloroplasts. The enzyme was isolated from spinach chloroplasts after
their extraction with 1 mM EDTA. Carbonic anhydrase activity CF1, which was determined in a
solution by the acceleration of the formation of CO2 in the bicarbonate dehydration reaction, was
73 µmol CO2 · (min · mg protein)−1 and almost 3 times more than the ATPase activity of the
enzyme. Acetazolamide and ethoxyzolamide inhibit both the ATPase and carbonic anhydrase acti-
vities of CF1. I50 for Ca2+-ATPase reaction catalyzed by isolated CF1 in solution was 2 µM for
AA and EA. ATPase activity increased somewhat with the concentration of EA. 50% inhibition of
the carbonic anhydrase activity was achieved in the presence of 2 µM AA and 12 µM EA, respecti-
vely. Thus, water-soluble AA and liposoluble EA inhibit both the ATPase and carbonic anhydrase
enzyme activities at similar and relatively low concentrations. The functional role of the discovered
carbonic anhydrase activity may consist in facilitating the transfer of protons uptaken or released
in the reactions of ATP synthesis or hydrolysis, respectively.

Keywords: carbonic anhydrase, hydrolysis of ATP, acetazolamide, CF1 ATPase, photosynthetic
membranes of chloroplasts.
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