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ВПЛИВ КОНЦЕНТРАЦIЇ ХОЛЕСТЕРИНУ
НА ФОТОЦИКЛ БАКТЕРIОРОДОПСИНУУДК 358.9

В роботi за допомогою методу спектроскопiї з роздiленням в часi проведено дослiджен-
ня фотоциклу мембранного бiлка бактерiородопсину в залежностi вiд концентрацiї хо-
лестерину в мембранi дипальмiтоїфосфатидилхолiну (ДПФХ). Показано, що темпера-
турнi залежностi констант швидкостей переходiв бактерiородопсину мiж промiжни-
ми станами задовольняють рiвняння Ейрiнга. Доведено, що додавання холестерину в
мембрану ДПФХ приводить до прискорення фотоциклу бактерiородопсину.
К люч о в i с л о в а: лазерний фотолiз, лiпiднi мембрани, фотоцикл, бактерiородопсин,
холестерин.

1. Вступ

Лiпiднi мембрани є важливим компонентом живих
органiзмiв, оскiльки вони регулюють безлiч проце-
сiв, необхiдних для пiдтримання життєдiяльностi
кожної клiтини та її органел. Саме тому значна ча-
стина робiт з бiофiзики присвячена дослiдженню
фазових переходiв у лiпiдних мембранах в зале-
жностi вiд температури та тиску [1–4], вивченню
структурних характеристик рiзних лiпiдних фаз
[5, 6], впливу рiзноманiтних домiшок на властиво-
стi мембран [7–11], а також вимiрюванню динамi-
чних характеристик одно- та багатокомпонентних
мембран [12, 13].

Серед найбiльш важливих функцiй лiпiдної
мембрани є забезпечення функцiонування мем-
бранних бiлкiв. Вважається, що саме лiпiдна мем-
брана регулює дiяльнiсть бiлкiв [14], в тому числi
за рахунок змiни свого фазового стану та компо-
нентного складу. Дослiдження лiпiд-бiлкових вза-
ємодiй є досить актуальною задачею, адже це до-
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помагає бiльш глибоко зрозумiти механiзми фун-
кцiонування мембранних бiлкiв.

Одним найбiльш поширених компонентiв клi-
тинних мембран еукарiотiв є холестерин, кiлькiсть
якого сягає 20–30 мольних вiдсоткiв [15]. Надли-
шок холестерину в органiзмi призводить до розви-
тку жовчекам’яної хвороби, порушує обмiн речо-
вин, сприяє утворенню рiзноманiтних вiдкладень в
органiзмi. Останнi дослiдження показують, що са-
ме надлишковий холестерин бере активну участь
у формуваннi амiлоїдних бляшок, якi є причиною
хвороби Альцгеймера [15, 16]. З точки зору стру-
ктурної будови лiпiдної мембрани, холестерин вiдi-
грає роль своєрiдного модифiкатора лiпiдної фази
[15, 17–19]. Збiльшення його кiлькостi в мембранi
призводить до бiльш щiльної упаковки молекул у
лiпiдному бiшарi [20].

Зважаючи на роль холестерину у життєдiяльно-
стi живих органiзмiв, було вирiшено дослiдити йо-
го вплив на процес функцiонування мембранних
бiлкiв. Як об’єкт дослiдження було вибрано бiлок
бактерiородопсин (БР), який є однiєю з найбiльш
вивчених фотоактивних протонних помп [21]. Пе-
рекачування протонiв вiдбувається внаслiдок се-
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рiї конформацiйних переходiв БР. При цьому ви-
дiляють п’ять промiжних форм БР, кожна з яких
характеризується максимумом поглинання свiтла
певної довжини хвилi. Вимiрювання фотоциклу
(часiв переходiв бiлка крiзь кожну з промiжних
форм) є прямим методом визначення впливу зовнi-
шнiх умов на процес функцiонування бiлка [22–24].

Дана робота присвячена застосуванню методу
лазерного флеш фотолiзу для дослiдження фото-
циклу БР, вбудованого у везикули дипальмiтоїл-
фосфатидилхолiну (ДПФХ) з рiзною концентра-
цiєю холестерину в них.

2. Матерiали та методи

2.1. Приготування зразкiв

Для дослiдження кiнетики БР в залежностi вiд лi-
пiдного складу оточуючої мембрани, було пригото-
вано чотири зразки везикул на основi ДПФХ, з рi-
зним вмiстом холестерину – 0, 6,5, 18 та 35 моляр-
них вiдсоткiв. ДПФХ та холестерин були отриманi
вiд компанiї Avantes polar lipids, та використовува-
лись без додаткової очистки. Сумарна маса лiпiду
(ДПФХ та холестерину) в кожному зразку стано-
вила 20 мг. Отриманi лiпiднi сумiшi були розчи-
ненi в 1 мл трифторетанолу, з невеликою часткою
(менше 1%) хлороформу з метою отримання го-
могенних лiпiдних сумiшей. Розчини були ретель-
но розмiшанi, та витриманi при кiмнатнiй темпе-
ратурi декiлька годин. Пiсля цього органiчнi роз-
чинники були випаренi в такий спосiб, аби в ко-
жному з чотирьох резервуарiв утворились лiпiднi
плiвки, якi витримувались двi доби в вакуумнiй
камерi для остаточного видалення з них органi-
чних розчинникiв.

Для первинної очистки БР був виготовлений
фосфатний буфер з рiвнем кислотностi pH= 6,94
та вмiстом натрiєвої солi з молярною концентра-
цiєю 20 мМоль, що є природними для БР. З ме-
тою очищення розчин бiлку (концентрацiя близько
8 мг/мл) тричi промивався фосфатним буфером з
подальшим центрифугуванням протягом 90 хви-
лин з прискоренням, еквiвалентним 20000 г. Вида-
лення лiпiдних залишкiв нативної мембрани з бiл-
кового розчину проводилось шляхом додавання до
нього детергенту октил–бета–глюкозиду (ОБГ) та
повторного центрифугування.

Таким чином, пiсля очищення було отримано
бiлковий розчин, в якому молекули БР солюбiлi-

зованi детергентом ОБГ. Цей розчин було додано
в посудини, де знаходились висушенi лiпiднi плiв-
ки, якi були виготовленi ранiше. В кожному з чо-
тирьох зразкiв молярне спiввiдношення загальної
кiлькостi лiпiдiв до бiлку становило 300 : 1. Для ви-
далення детергенту iз кожного зразка було вико-
ристано неполярний адсорбент – Bio–Beads SM–2
Resin (компанiя Bio–Rad, США), який широко ви-
користовується для селективного видалення орга-
нiчних речовин з водних систем. Маса адсорбента
в 20 разiв перевищувала масу детергенту в кожно-
му з розчинiв.

На фiнальному етапi були отриманi чотири зраз-
ки з рiзною концентрацiєю холестерину – воднi си-
стеми з лiпiдними везикулами з вбудованими в них
молекулами бiлка БР. Для гомогенiзацiї зразкiв
було проведено їх екструзiю – продавлення через
фiльтр з дiаметром пор 100 нм, що було зроблено з
метою отримання везикул невеликого розмiру, якi
були б прозорi в видимому дiапазонi свiтла.

2.2. Лазерний флеш фотолiз

Метод лазерного флеш фотолiзу полягає у вимi-
рюваннi пропускання свiтла певної довжини хвилi
крiзь зразок в залежностi вiд часу. Дослiдження
були проведенi на власноруч створенiй установцi,
блок-схема якої наведена на рис. 1.

Кварцева кювета зi зразком розмiщувалася на
спецiальному штативi Quantum (Норвегiя), все-
рединi якого пiдтримувалась задана температура
з точнiстю до 0,05 ∘С. Для збудження фотоци-
клу БР використовувався Nd :YAG лазер Brilli-
ant B французької компанiї Quantel у поєднаннi з
оптичним параметричним осцилятором MagicPri-
sm компанiї Opotec (Карлсбад, США), що генеру-
вав лазерний промiнь з дiаметром 6 мм та змiн-
ною довжиною хвилi (400–700) нм з шириною iм-
пульсу 4 нс. За джерело зондуючого випромiнен-
ня було використано ксенонову лампу Hamamatsu
(Японiя) потужнiстю 75 Вт у поєднаннi з моно-
хроматором MSH–150 компанiї LOT (Германiя).
Детекторна система складалась iз фотоелектрон-
ного помножувача R12829 та двох осцилографiв
DSO–X4022A фiрми Keysight з шириною полоси
пропускання 200 МГц.

3. Результати та їх обговорення

Для дослiдження особливостей кiнетики бактерiо-
родопсину в залежностi вiд компонентного скла-
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Рис. 1. Блок-схема установки лазерного фотолiзу

Рис. 2. Часова залежнiсть оптичної густини зразка бакте-
рiородопсину з концентрацiєю холестерину 35% в мембранi
за температури 10 ∘С для рiзних значень довжини хвилi
зондуючого випромiнення: 410 нм (квадрати), 550 нм (три-
кутники), 610 нм (круги)

ду лiпiдної мембрани були пiдготовленi чотири ти-
пи лiпосом з рiзною кiлькiстю холестерину. Кожен
зразок вимiрювався методом лазерного флеш фо-
толiзу в дiапазонi довжин хвиль зондуючого ви-

промiнення вiд 330 нм до 730 нм з кроком 10 нм
при температурах 10 ∘С, 20 ∘С, 30 ∘С, 40 ∘С. Вимi-
рювання пропускання вiд часу для кожного зразка
при кожному значеннi довжини хвилi було незале-
жно проведено 25 разiв з метою зменшення стати-
стичної похибки.

В результатi експерименту для кожного зраз-
ка було отримано набiр iз 41 залежностей – змiн
оптичної густини бiлка вiд часу. На рис. 2 наведе-
нi характернi часовi залежностi оптичної густини
Δ𝑂𝐷𝜆 зразка бактерiородопсину з концентрацiєю
холестерину 35% в мембранi за температури 10 ∘С
та рiзних значень довжини хвилi зондуючого ви-
промiнення: 410 нм (квадрати), 550 нм (трикутни-
ки), 610 нм (кружечки).

Для визначення констант 𝑘𝑖 швидкостей пере-
ходу мiж промiжними станами БР набiр залежно-
стей Δ𝑂𝐷𝜆 за кожної температури було описано
сумою п’яти експоненцiйних функцiй (за кiлькi-
стю промiжних станiв БР):

Δ𝑂𝐷𝜆(𝑡) =

5∑︁
𝑖=1

𝐴𝑖𝜆𝑒
−𝑘𝑖𝑡. (1)

Аналiз експериментальних даних виконувався
за допомогою програми MEXFIT [25]. Перевiрка
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якостi аналiзу здiйснювалась шляхом спiвставлен-
ня модельних кривих з вiдповiдними експеримен-
тальними результатами. Дана методика бiльш де-
тально описана в роботi [21].

В результатi пiдгонки експериментальних даних
для кожного зразка при заданiй температурi бу-
ло отримано набiр констант швидкостi, якi опи-
сують фотоцикл БР. Аналiз залежностей значень
констант швидкостей вiд оберненої температури
1/𝑇 ∘ K показує, що вони змiнюються за законом
Ейрiнга:

ln(𝑘𝑖) = ln

(︂
𝑅

𝑁𝐴ℎ

)︂
+

Δ𝑆𝑖

𝑅
− ln

(︂
1

𝑇

)︂
− 1

𝑇

Δ𝐻𝑖

𝑅
, (2)

де 𝑅 – унiверсальна газова стала, ℎ – стала План-
ка, 𝑁𝐴 – число Авогадро, Δ𝑆𝑖 та Δ𝐻𝑖 – вiдповiдно
ентропiя та ентальпiя активацiї. На рис. 3 наведе-
но приклад такої залежностi для констант швид-
костей зразка бактерiородопсину з концентрацiєю
холестерину 35% в мембранi. Права шкала на гра-
фiку вiдображає час напiвпереходу 𝜏𝑖, який пов’я-
заний з константою переходу 𝑘𝑖 спiввiдношенням
(𝜏𝑖 = ln(2)/𝑘𝑖).

Порiвнюючи отриманi в результатi експеримен-
ту часовi залежностi змiн оптичних густин зразкiв
з рiзним вмiстом холестерину в мембранi, можна
вiдзначити, що тривалiсть фотоциклу БР зменшу-
ється зi збiльшенням холестерину в мембранi. В
таблицi представлено значення часiв напiвперехо-
дiв БР мiж промiжними станами за температури
20 ∘С для рiзних концентрацiй холестерину в мем-
бранi. За лiтературними даними [21] тривалiсть
фотоциклу БР в його природнiй мембранi за тем-
ператури 20 ∘С не перевищує 25 мс. Натомiсть три-
валiсть фотоциклу БР в мембранi ДПФХ за вiд-
сутностi холестерину збiльшується до 120 мс (див.
таблицю, колонка 𝜏5). Збiльшення концентрацiї хо-
лестерину в мембранi призводить до пришвидше-
ння фотоциклу БР i за наявностi 35% холестерину
перехiд БР в найбiльш пiзнiй промiжний стан вiд-
бувається за 70 мс.

Слiд зазначити, що холестерин не входить до
складу бактерiальних мембран, тобто не є приро-
дним компонентом для бiлка БР. Враховуючи це,
з високою долею iмовiрностi можна стверджува-
ти, що пришвидшення фотоциклу БР не пов’язане
з його безпосередньою взаємодiєю з холестерином.
Тому основною причиною змiни кiнетики фотоци-

Рис. 3. Залежнiсть констант швидкостей переходiв мiж
промiжними станами зразка бактерiородопсину з концен-
трацiєю холестерину 35% вiд оберненої температури

клу є змiна структури самої мембрани, яка вiдбу-
вається в результатi додавання до неї холестерину.

В роботi [26] автори дослiджували вплив бакте-
рiородопсину на температуру головного фазового
переходу в фосфолiпiдних мембранах з використа-
нням методу диференцiальної скануючої калори-
метрiї. Було показано, що для мембран димери-
стоїлфосфатидилхолiну (ДМФХ) при додаваннi до
них бактерiородопсину спостерiгалось збiльшення
температури головного фазового переходу на 5 ∘С.
Автори пояснюють це явище з точки зору спiввiд-
ношення розмiрiв гiдрофобної частини бактерiоро-
допсину та товщини лiпiдної мембрани. Гiдрофо-
бна частина бактерiородопсину має бiльшу товщи-
ну, це викликає штучне збiльшення товщини мем-
брани навколо бiлка, що можливо лише при ма-

Порiвняння часiв напiвпереходiв
бактерiородопсину у промiжнi стани
за температури 20 ∘С для рiзних
концентрацiй холестерину в мембранi

Концентрацiя
холестерину,
молярнi %

𝜏1,
мкс

𝜏2,
мкс

𝜏3,
мкс

𝜏4,
мкс

𝜏5,
мкс

0 1.5 60 1300 27 000 120 000
6,5 1,5 70 840 23 000 100 000

18 1,6 70 8500 16 000 82 000
35 1,4 7 1300 14 000 70 000
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Рис. 4. Бактерiородопсин в лiпiднiй мембранi ДПФХ
за вiдсутностi холестерину (зверху). Збiльшення товщини
мембрани навколо бiлка за рахунок формування доменiв
(знизу)

ксимально витягнутих лiпiдних хвостах. Тому для
розплавлення хвостiв лiпiдних молекул, якi зна-
ходяться навколо бiлка, потрiбно бiльше енергiї,
нiж для молекул, що не межують з бiлком. Авто-
ри зазначають, що ефект збiльшення температури
головного фазового переходу в присутностi бакте-
рiородопсину спостерiгався також для мембран на
основi ДПФХ, але рiзниця температур була мен-
шою, оскiльки такi мембрани мають бiльшу тов-
щину, нiж мембрани ДМФХ.

Оскiльки описана лiпiд-бiлкова взаємодiя є до-
сить сильною, то очевидно, що вона впливає не
тiльки на лiпiд, а i на бiлок. Тому сповiльнення фо-
тоциклу БР за вiдсутностi холестерину можна по-
яснити рiзницею товщини лiпiдного бiшару ДПФХ
та гiдрофобної частина бiлка (рис. 4, зверху)

Натомiсть, додавання навiть невеликої кiлько-
стi холестерину в мембрану призводить до утво-
рення в нiй доменiв [13], товщина яких є бiль-
шою, нiж товщина однокомпонентної мембрани
[20]. Розташування доменiв навколо молекул БР
зменшує локальну рiзницю товщин гiдрофобної
частини бiлка та мембрани, зменшуючи в такий
спосiб силу лiпiд-бiлкової взаємодiї (рис. 4, знизу),
та пришвидшує фотоцикл БР. Оскiльки резуль-
тати проведених дослiджень вiдображають усере-
днений фотоцикл усього ансамблю молекул у роз-
чинi (а не фотоцикл однiєї окремої молекули БР),
то поступове збiльшення концентрацiї холестерину
призводить до поступового збiльшення швидкостi
фотоциклу.
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INFLUENCE
OF CHOLESTEROL CONCENTRATION
ON BACTERIORHODOPSIN PHOTOCYCLE

S u m m a r y

The photocycle of the membrane protein bacteriorhodopsin

in Dipalmitoylphosphatidylcholine(DPPC)/Cholesterol mem-

branes with various cholesterol concentrations has been stud-

ied using the time-resolved spectroscopy method. The temper-

ature dependences of the rate constants of bacteriorhodopsin

transitions between transient states are shown to satisfy the

Eyring equation. It is proved that the growth of the cholesterol

concentration in the DPPC membrane accelerates the bacteri-

orhodopsin photocycle.
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