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1. Функціональні особливості та різноманітність біологічних мембран

Біологічні мембрани є найважливішими компонентами клітини, що відокремлюють клітину від зовнішнього середовища. Цілісність мембран є необхідною умовою існування клітини як єдиного цілого. Крім того, майже у всіх еукаріотичних клітинах існують органели, кожна з яких має свою мембрану. 
Мембрани відповідальні за виконання багатьох найважливіших функцій клітини. Узгоджене функціонування мембранних систем – рецепторів, ферментів, транспортних механізмів – допомагає підтримувати гомеостаз клітини і в той же час швидко реагувати на зміни зовнішнього середовища. 
Складна структура мембран дозволяє їм забезпечити багато фундаментальних процесів життєдіяльності, що неможливо для окремих макромолекул та інших надмолекулярних комплексів. 
До основних функцій мембран можна віднести: 

· відмежування клітини від навколишнього середовища і формування внутрішньоклітинних компартментів (відсіків);
· контроль і регулювання транспорту величезної різноманітності речовин через мембрани;
· участь у забезпеченні міжклітинних взаємодій, передаванні всередину клітини сигналів;
· створення структурних, біофізичних умов для організації мембранозв’язаних мультиферментних комплексів (ферментних ансамблів), що реалізують життєво важливі клітинні функції (наприклад, електронотранспортних ланцюгів у мембранах мітохондрій);
· перетворення енергії харчових органічних речовин в енергію хімічних зв’язків молекул АТФ.
Основні принципи структурної організації всіх мембран однакові, проте одна з найхарактерніших особливостей – величезна їх різноманітність. Мембрани органел еукаріотичних клітин унікальні за своїм складом і за характером виконуваних функцій.
Плазматична мембрана 

Плазматична мембрана, що оточує кожну клітину, визначає її величину, забезпечує транспорт малих і великих молекул із клітини в клітину, підтримує різницю концентрацій іонів по обидва боки мембрани. Мембрана бере участь у міжклітинних контактах, сприймає, посилює і передає всередину клітини сигнали зовнішнього середовища. Із мембраною зв’язані багато ферментів, що каталізують біохімічні реакції. 

Ядерна мембрана 

Ядерна оболонка складається із зовнішньої і внутрішньої ядерних мембран. Ядерна оболонка має пори, через які РНК проникають із ядра в цитоплазму, а регуляторні білки – із цитоплазми в ядро. 

Внутрішня ядерна мембрана містить специфічні білки, що мають ділянки зв’язування основних поліпептидів ядерного матриксу – ламіну А, ламіну В і ламіну С. Важлива функція цих білків – дезінтеграція ядерної оболонки в процесі мітозу. 

Мембрана ЕПР 

Мембрана ЕПР має численні складки та вигини. Вона утворює безперервну поверхню, що обмежує внутрішній простір, який має назву порожнини ЕПР. Шорсткий ЕПР зв’язаний із рибосомами, на яких відбувається синтез білків плазматичної мембрани, ЕПР, апарату Гольджі, лізосом, а також білків, що секретуються. Ділянки ЕПР, що не містять рибосом, називають гладким ЕПР. Тут відбувається завершальний етап біосинтезу холестерину, фосфоліпідів, реакції окиснення власних метаболітів і чужорідних речовин за участі мембранних ферментів – цитохрому Р450, цитохром Р450 редуктази, цитохром b5 редуктази і цитохрому b5. 

Апарат Гольджі 

Апарат Гольджі – важлива мембранна органела, що відповідає за модифікацію, накопичення, сортування і спрямовування різних речовин у відповідні внутрішньоклітинні компартменти, а також за межі клітини. Ферменти комплексу Гольджі глікозилтрансферази, глікозилюючи білки за залишками амінокислот серину, треоніну або амідною групою аспарагіну, завершують утворення складних білків – глікопротеїнів. 

Мітохондріальні мембрани 

Мітохондрії – органели, оточені подвійною мембраною, що спеціалізуються на синтезі АТФ шляхом окисного фосфорилювання. Особливістю зовнішньої мітохондріальної мембрани є вміст великої кількості білка порину, що утворює пори в мембрані. Завдяки порину зовнішня мембрана проникна для неорганічних іонів, метаболітів і навіть невеликих молекул білків (менше 10 кДа). Для більших білків зовнішня мембрана непроникна, це дозволяє мітохондріям утримувати білки міжмембранного простору від витоку в цитозоль. 

Для внутрішньої мембрани мітохондрій характерний високий вміст білків (близько 70 %), що виконують здебільшого каталітичну і транспортну функції. Транслокази мембрани забезпечують вибіркове перенесення речовин із міжмембранного простору в матрикс й у зворотному напрямку, ферменти беруть участь у транспорті електронів (ланцюг перенесення електронів) і синтезі АТФ. 
Мембрана лізосом 

Мембрана лізосом відіграє роль “бар’єра” між активними ферментами (більше 50), що забезпечують реакції розщеплення білків, вуглеводів, жирів, нуклеїнових кислот і рештою клітинного вмісту. Мембрана містить унікальні білки, наприклад АТФ-залежну протонну помпу (насос), що підтримує кисле середовище (рН 5), необхідне для дії гідролітичних ферментів (протеаз, ліпаз), а також транспортні білки, що дозволяють продуктам розщеплення макромолекул залишати лізосому. Більшість білків лізосомальної мембрани сильно глікозильовані, а вуглеводні складові, що знаходяться на внутрішній поверхні мембрани, захищають їх від дії протеаз. 
2. Моделі будови біомембран
Біологічні мембрани – це “ансамблі” ліпідних і білкових молекул, що утримуються разом за допомогою нековалентних взаємодій. Крім того, в мембранах є вуглеводи, неорганічні солі та вода.
Незважаючи на відмінності у співвідношенні окремих хімічних компонентів і функціональні особливості різних типів клітинних мембран, принцип молекулярної архітектури для всіх біомембран, очевидно, приблизно однаковий. 

У 1925 р. Е. Гортер і Ф. Грендел припустили, що основу мембрани становить подвійний шар ліпідів – біліпідний шар.    У 1931 р. Дж. Даніелі та Г. Даусон, спираючись на відомі на той час експериментальні дані, запропонували першу просторову модель будови клітинної мембрани типу “сандвіча”, або “бутербродну” модель, яка згодом була дещо вдосконалена    Дж. Робертсоном. Принцип побудови такої мембрани відносно нескладний. Внутрішній прошарок мембрани становить подвійний шар ліпідів, полярні голівки яких обернені назовні. Суцільні шари білкових молекул прилягають із обох боків до полярних голівок ліпідів. Така модель пояснювала, чому через клітинну мембрану добре проходять сполуки, розчинні в ліпідах, і не проникають гідрофільні речовини. Вибіркова проникність для окремих гідрофільних молекул пояснювалася тим, що у бімолекулярному шарі ліпідів є “розриви”, або пори, які вистелені шаром білкових макромолекул. Через них можуть проходити різні водорозчинні сполуки залежно від розмірів пор, які регулюються зовнішніми факторами. Тривалий час вважалося, що всі мембрани побудовані за цим принципом. Звідси й назва – “унітарна” модель мембрани. 
Однак поступово накопичувались аргументи проти “бутербродної” моделі: 
· з’явилися відомості про глобулярність плазматичної мембрани; 
· виявилося, що структура мембрани при електронній мікроскопії залежить від способу її фіксації; 
· плазматична мембрана може розрізнятися за структурою навіть в одній клітині, наприклад у голівці, шийці та хвості сперматозоїда; 
· “бутербродна” модель термодинамічно не вигідна – для підтримки такої структури потрібно затрачати велику кількість енергії, і “протягнути” речовину через мембрану дуже складно; 
· кількість білків, що зв’язані із мембраною електростатичними зв’язками, дуже невелика, здебільшого білки дуже важко виділити з мембрани, оскільки вони занурені в неї.
На сьогодні загальноприйнятою моделлю будови мембран є рідинно-мозаїчна, запропонована у 1972 р. С. Сингером і       Дж. Ніколсоном. Згідно із цією моделлю основу (матрицю) мембрани також становить подвійний ліпідний шар, однак білки по відношенню до цього шару розміщені по-різному. Вивчення біологічних мембран показало, що одні білки міцно зв’язані з мембраною, інші легко відділяються під час обробки водно-сольовим розчином. Перші з них називають внутрішніми, іноді структурними, другі – зовнішніми білками. Серед внутрішніх білків можна виділити такі, що на різну глибину занурюються в гідрофобну частину ліпідного матриксу із зовнішнього або внутрішнього боку мембрани. Проте є білки, або білкові компоненти, що пронизують наскрізь мембрану, їх часто називають інтегральними. Білки поверхневого шару прикріплюються до полярних голівок фосфоліпідів за допомогою електростатичних сил або через молекули структурно зв’язаної води. Білки, занурені в ліпіди, належать на відміну від поверхневих до амфіпатичних. Їх занурена частина утворює з ліпідами мембран гідрофобні зв’язки, а виступаючі частини контактують із полярними “голівками” ліпідів і взаємодіють із молекулами води. Інтегральні мембранні білки також містять гідрофобні й гідрофільні частини молекул, перші вступають у взаємодію з гідрофобними частинами ліпідних молекул, другі розміщуються в поверхневих шарах мембрани. Чергування ділянок білків та ліпідів і дає “мозаїчну” картину мембрани. Більша частина фосфоліпідів представлена переривчастим бімолекулярним шаром, полярні групи яких перебувають у контакті з водою або білками. Полярні групи амінокислот білків, глікопротеїнів і гліколіпідів також знаходяться на поверхні мембрани. Взагалі ця модель передбачає високий рівень специфічної взаємодії між компонентами мембрани і, відповідно, забезпечує термодинамічний принцип мінімуму вільної енергії системи. Передбачається також асоціація двох або кількох субодиниць інтегральних білків із утворенням специфічних агрегатів усередині мембрани. У таких агрегатах між білковими субодиницями можуть утворюватися гідрофільні пори (канали).

Ліпіди всередині мембрани перебувають у “рідкому” стані, що забезпечує їх значну рухливість. У свою чергу, ця якість зумовлює динамічність мембрани. Для ліпідів мембран характерна обертальна дифузія, тобто вільне обертання навколо своєї осі; латеральна дифузія – переміщення в одному ряду бішарової структури; обмін між рядами – фліп-флоп (такі перескоки трапляються рідко). Молекули білків також можуть переміщуватися латерально у площині мембрани. Для них характерні трансглобулярні конформаційні переходи. Можливо також, що білкові молекули обертаються навколо перпендикулярних і паралельних площині бішару осей, що може мати велике значення при функціонуванні макромолекул і мембран у цілому. Однак білкові молекули не абсолютно вільно переміщуються у площині мембрани, оскільки можуть існувати взаємодії між окремими білковими молекулами і, крім того, між білками мембран і цитоскелетом клітини, структурними білками, мікрофіламентами, мікротрубочками, що примикають до мембрани зсередини. У свою чергу, розміщення білкових молекул у мембрані впливає на розподіл й орієнтацію ліпідних молекул залежно від спорідненості конкретних білків і ліпідів. 
3. Хімічний склад біологічних мембран
Основу мембрани становить подвійний ліпідний шар, у формуванні якого беруть участь фосфоліпіди та гліколіпіди. Ліпідний бішар утворений двома рядами ліпідів, гідрофобні радикали яких заховані всередину, а гідрофільні групи звернені назовні й контактують із водним середовищем. Білкові молекули “розчинені” у ліпідному бішарі (рис. 1). 

Відносна кількість ліпідних і білкових молекул варіює у складі різних мембран (від 1/5 – білок + 4/5 – ліпіди до 3/4 – білок + 1/4 – ліпіди). Вуглеводи містяться у формі глікопротеїнів, гліколіпідів і становлять 0,5–10 % речовини мембрани. [image: image1.png]-CH-
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Рисунок 1 – Поперечний розріз плазматичної мембрани
3.1. Структура та властивості ліпідів мембран
Мембранні ліпіди – амфіфільні (амфіпатичні) молекули, тобто в молекулі є як гідрофільні групи (полярні “голівки”), так і аліфатичні радикали (гідрофобні “хвости”), що довільно формують бішар (рис. 2). 
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Рисунок 2 – Схематичне зображення біліпідного шару мембрани
У більшості еукаріотичних клітин ліпіди становлять близько 30–70 % маси мембрани. У мембранах наявні ліпіди трьох головних типів – фосфоліпіди, гліколіпіди та холестерол. 

Ліпідний склад мембран різний, вміст того чи іншого ліпіду визначається різноманітністю функцій, виконуваних цими ліпідами в мембранах. 

Фосфоліпіди. Усі фосфоліпіди можна розділити на 2 групи – гліцерофосфоліпіди та сфінгофосфоліпіди (рис. 3). Гліцеро-фосфоліпіди відносять до похідних фосфатидної кислоти. Найбільш поширені гліцерофосфоліпіди мембран – фосфатидилхоліни та фосфатидилетаноламіни. У мембранах еукаріотичних клітин виявлена величезна кількість різних фосфоліпідів, причому вони розподілені нерівномірно по різних клітинних мембранах. Ця нерівномірність стосується розподілу як полярних “голівок”, так і ацильних залишків. 

Кожен гліцерофосфоліпід, наприклад фосфатидилхолін, представлений декількома десятками фосфатидилхолінів, що відрізняються один від одного будовою залишків жирних кислот (рис. 3(а)). 
На частку гліцерофосфоліпідів (полярна група – інозитол) припадає лише 2–8 % усіх фосфоліпідів, що містяться в клітинній мембрані еукаріотів. Інозитол у складі фосфатидилінозитолів може бути фосфорильований по С4 (фосфатидилінозитол-4-монофосфат) або С4 і С5 (фосфатидилінозитол-4,5-бісфосфат). 

До складу фосфатидилінозитол-4,5-бісфосфатів входять переважно ацильні залишки стеаринової або пальмітинової (за першим положенням гліцеролу) та арахідонової (за другим положенням) жирних кислот. 

Специфічні фосфоліпіди внутрішньої мембрани мітохондрій – кардіоліпіни (дифосфатидилгліцероли) побудовані на основі гліцеролу і двох залишків фосфатидної кислоти. Вони синтезуються ферментами внутрішньої мембрани мітохондрій і становлять близько 22 % від усіх фосфоліпідів мембрани. 

У плазматичних мембранах клітин у значних кількостях містяться сфінгомієліни (рис. 3(b)). Сфінгомієліни побудовані на основі цераміду – ацильованого аміноспирту сфінгозину. Полярна група складається із залишку фосфорної кислоти та холіну, етаноламіну або серину. Сфінгомієліни – головні ліпіди мієлінової оболонки нервових волокон. 
[image: image3.png]Thikokariice
Mosak it
mpocrip

T rimpetin

minsHca

Tinpogobia
DUTAHKE

Tlepudepurmit
Ginok

Turrorumasva





Рисунок 3 – Схема будови фосфоліпідів:
(а) – фосфатидилхолін (гліцерофосфоліпід); 
(b) – сфінгомієлін (сфінгофосфоліпід)
Гліколіпіди. У гліколіпідах гідрофобна частина представлена церамідом (рис. 4). Гідрофільна група – вуглеводний залишок, приєднаний глікозидним зв’язком до гідроксильної групи біля першого вуглецевого атома цераміду (рис. 5). Залежно від довжини та будови вуглеводної частини розрізняють цереброзиди, що містять моно- або олігосахаридний залишок, і гангліозиди, до ОН-групи яких приєднаний складний, розгалужений олігосахарид, що містить N-ацетилнейрамінову кислоту (NANA). 
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Рисунок 4 – Хімічна формула цераміду
Полярні “голівки” глікосфінголіпідів знаходяться на зовнішній поверхні плазматичних мембран. У значних кількостях гліколіпіди містяться в мембранах клітин мозку, еритроцитів, епітеліальних клітин. Гангліозиди еритроцитів різних індивідуумів розрізняються будовою олігосахаридних ланцюгів, що проявляють антигенні властивості. 
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Рисунок 5 – Схема будови гліколіпідів:
Gal – галактоза; Glc – глюкоза; NANA – N-ацетилнейрамінова, або сіалова, кислота
Холестерол. Холестерол є у всіх мембранах клітин тварин. Його молекула складається із жорсткого гідрофобного ядра і гнучкого вуглеводневого ланцюга, єдина гідроксильна група є полярною “голівкою” (рис. 6). 
Молекула холестеролу розміщена в ліпідному шарі мембрани паралельно до аліфатичних ланцюгів молекул фосфо- і гліколіпідів. Гідроксильна група холестеролу контактує з гідрофільними “голівками” цих ліпідів. 
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Рисунок 6 – Холестерол

Для тваринної клітини середнє молярне відношення холестерол/фосфоліпіди дорівнює 0,3–0,4, але в плазматичній мембрані це співвідношення набагато вище (0,8–0,9). Наявність холестеролу в мембранах зменшує рухливість жирних кислот, знижує латеральну дифузію ліпідів і білків, і тому може впливати на функції мембранних білків. 

У складі мембран рослин холестеролу немає, а є рослинні стероїди – ситостерол і стигмастерол. 
3.1.1. Трансмембранна асиметрія ліпідів 

Кожна мембрана клітини замкнена, тобто має внутрішню і зовнішню поверхні, що розрізняються за ліпідним і білковим складом – цю особливість мембран називають трансмембранною (поперечною) асиметрією. 

Ліпідна асиметрія виникає передусім тому, що ліпіди з більш об’ємними полярними “голівками” прагнуть перебувати у зовнішньому моношарі, оскільки там площа поверхні, яка припадає на полярну “голівку”, більша. Фосфатидилхоліни та сфінгомієліни локалізовані переважно в зовнішньому моношарі, а фосфатидилетаноламіни та фосфатидилсерини здебільшого у внутрішньому. Холестерол є в обох шарах мембрани. 
Ліпіди в деяких біологічних мембранах із досить великою частотою мігрують із одного боку мембрани на інший, тобто здійснюють “фліп-флоп” (від англ. flip-flop – переміщення)  (рис. 7). Переміщення ліпідних молекул ускладнюють полярні “голівки”, тому ліпіди, що знаходяться на внутрішньому боці мембрани, мають відносно високу швидкість трансмембранної міграції порівняно з ліпідами зовнішнього боку мембрани, що мігрують повільніше або взагалі не здійснюють “фліп-флоп”–переміщення.
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Рисунок 7 – Типи рухів ліпідних молекул у бішарі мембран
3.1.2. Плинність мембран 

Для мембран характерна плинність (“текучість”), здатність ліпідів і білків до латеральної дифузії. Швидкість переміщення молекул залежить від мікров’язкості мембран, що, у свою чергу, визначається відносним вмістом насичених і ненасичених жирних кислот у складі ліпідів. Мікров’язкість менша, якщо в складі ліпідів переважають ненасичені жирні кислоти, і більша при високому вмісті насичених жирних кислот. 

“Текучість” мембрани зумовлена цис-конформацією подвійних зв’язків ненасичених жирних кислот. Ацильні (аліфатичні) залишки ненасичених жирних кислот мають так звані “злами”, що перешкоджають дуже щільній упаковці молекул у мембрані й роблять її більш пухкою, а отже й більш “текучою”. На плинність мембран також впливають розміри вуглеводневих “хвостів” ліпідів, зі збільшенням довжини яких мембрана стає більш “текучою”. 
3.1.3. Функції мембранних ліпідів 

Фосфо- і гліколіпіди мембран, крім участі у формуванні ліпідного бішару, виконують ряд інших важливих функцій. Ліпіди формують середовище для функціонування мембранних білків, які набувають у ньому нативну конформацію. Виділені з мембран ферменти, позбавлені ліпідного оточення, як правило, не виявляють каталітичної активності. 

Деякі мембранні ліпіди – попередники вторинних посередників при передачі гормонального сигналу. Так, фосфатидилінозитол-4,5-бісфосфат (ФІФ2) під дією ферменту фосфоліпази С гідролізується до інозитол-1,4,5-трифосфату (ІФ3) – регулятора кальцієвого обміну в клітині й діацилгліцеролу (ДАГ) – активатора протеїнкінази С. 
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ДАГ, ІФ3, протеїнкіназа С і Са2+ – учасники інозитолфосфатної системи передачі гормонального сигналу. 

Крім того, деякі ліпіди виконують “якірну” функцію, наприклад до фосфатидилінозитолів через олігосахарид можуть приєднуватися специфічні білки зовнішньої поверхні клітини. Фосфатидилінозитол із приєднаним до нього олігосахаридом (гліканом) називають фосфатидилінозитолгліканом. Зв’язок білків із цією молекулою (гліканом) здійснюється через фосфоетаноламін. Прикладом такого “заякореного” білка є ацетилхолінестераза, що каталізує гідроліз ацетилхоліну в синаптичній щілині. Цей фермент фіксується на постсинаптичній мембрані, ковалентно приєднуючись до фосфатидилінозитолглікану. Під дією фосфоліпази С може відбуватися відділення білків від зовнішньої поверхні клітини.
Ліпіди можуть бути алостеричними активаторами мембранних ферментів. Наприклад, р-гідрокси-бутиратдегідрогеназа, що бере участь в окисненні кетонових тіл, локалізована на внутрішній мембрані мітохондрій. Каталітична активність ферменту виявляється лише за наявності фосфатидилхоліну. 

Фермент протеїнкіназа С каталізує реакції фосфорилювання білків за амінокислотними залишками серину і треоніну. У неактивній формі протеїнкіназа С знаходиться в цитозолі. Однак після стимуляції клітини (підвищення в клітині концентрації кальцію) фермент швидко активується іонами кальцію і виявляється зв’язаним із мембраною. Функціонально активна протеїнкіназа С – комплекс, що містить мономер ферменту, молекулу діацилгліцеролу, один або більше іонів Са2+ і чотири молекули фосфатидилсерину. 

3.2. Білки мембран 

3.2.1. Функції мембранних білків
Якщо основна роль ліпідів у складі мембран полягає в стабілізації бішару, то білки відповідають за функціональну активність мембран. Одні з них забезпечують транспорт певних молекул та іонів, інші є ферментами, треті беруть участь у зв’язуванні цитоскелета з позаклітинним матриксом або служать рецепторами для гормонів, медіаторів, ейкозаноїдів, ліпопротеїнів, оксиду азоту (NO). При цьому мембранні ліпіди створюють середовище, необхідне для дії цих білків. 

На частку білків припадає від 30 до 70 % маси мембран. Так, у мієліні найбільш високим вмістом білка (аж до 75 %) характеризуються мембрани, що функціонують як перетворювачі енергії, зокрема внутрішні мембрани мітохондрій. 

Різноманітність функцій мембранних білків, більшість яких визначають функціональну активність мембран, показана в  табл. 1.

Таблиця 1 – Класифікація білків біомембран залежно від їх функцій (за Я. Кагавою)
	Функції
	Мембранні білки

	1. Каталізатори метаболізму
	Ферменти: оксидоредуктази, трансферази, ізомерази, лігази, ліази.

Інші: переносники електронів (цитохроми, білки з негемовим залізом та ін.)

	2. Транспорт
	Переносники: рухливі переносники.

Канали, нерухливі мембранні пори й селективні фільтри.

Ворота: специфічна ворітна система.

Насоси: механізм активного транспорту

	3. Рухливість
	Мікротрубочки.

Мікрофіламенти.

Війки, білок динеїн, мікроворсинки

	4. Рецепція й передача інформації
	Хеморецептори: рецептори гормонів та ін.

Рецептори світла: родопсин.

Антитіла та інші речовини, пов'язані з імунітетом

	5. Збереження структури
	Волокнисті білки: колаген та ін.

Інші: глікокалікс


3.2.2. Особливості будови та розміщення мембранних білків
Мембранні білки, що контактують із гідрофобною частиною ліпідного бішару, повинні бути амфіфільними. Ті ділянки білка, що взаємодіють із вуглеводневими ланцюгами жирних кислот, містять переважно неполярні амінокислоти. Ділянки білка, що знаходяться в області полярних “голівок”, збагачені гідрофільними амінокислотними залишками. 

Білки мембран різняться за своїм розміщенням у мембрані. Вони можуть глибоко проникати у фосфоліпідний бішар або навіть пронизувати його – інтегральні білки (трансмембранні) (рис. 8). 
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Рисунок 8 – Інтегральні білки, вбудовані в ліпідний бішар
Інтегральні білки, як правило, мають великі гідрофобні ділянки, розміщені всередині мембрани. Такі білки можна виділити з мембрани лише шляхом її руйнування за допомогою екстракції детергентами.

Інші білки можуть різними способами прикріплятися до мембрани – поверхневі білки (периферичні). На відміну від інтегральних периферичні білки легко відокремлюються від мембран під час дії сольових розчинів, зміни рН тощо. При цьому в молекулах периферичних білків залишки гідрофільних амінокислот займають положення на поверхні білкової глобули. Міцність зв’язування білків з ліпідним бішаром варіює в широких межах. 
Поверхневі білки часто прикріплюються до мембрани, взаємодіючи з інтегральними білками або поверхневими ділянками ліпідного шару. 

Наприклад, низка травних ферментів, що беруть участь у гідролізі крохмалю та білків, прикріплюється до інтегральних білків мембран мікроворсинок кишечника. Прикладами таких комплексів можуть бути сахараза-ізомальтаза та мальтаза-глікоамілаза. Можливо, зв’язок цих травних ферментів із мембраною дозволяє з високою швидкістю гідролізувати субстрати і засвоювати продукти гідролізу клітиною. 
Полярні або заряджені домени білкової молекули можуть взаємодіяти з полярними “голівками” ліпідів, утворюючи іонні та водневі зв’язки. Крім того, безліч розчинних у цитозолі білків за певних умов можуть зв’язуватися з поверхнею мембрани на нетривалий час. Іноді зв’язування білка – необхідна умова прояву ферментативної активності. До таких білків, наприклад, відносять протеїнкіназу С, фактори згортання крові. 

Деякі білки зв’язуються з мембраною за допомогою гідрофобного мембранного “якоря”. Ця структура зазвичай виявляється як послідовність неполярних амінокислотних залишків. Прикладом такого білка є цитохром b5 мембрани ЕПР, який бере участь в окисно-відновних реакціях як переносник електронів. Деякі мембранні білки використовують як “якір” ковалентно зв’язані з ними жирні кислоти (мірістинову – С14 або пальмітинову – С16) чи фосфоліпіди. Білки, зв’язані з жирними кислотами, локалізовані здебільшого на внутрішній поверхні плазматичної мембрани. Міристинова кислота приєднується до N-кінцевого гліцину з утворенням амідного зв’язку. Пальмітинова кислота утворює тіоефірний зв’язок із цистеїном або складноефірний зв’язок із залишками серину і треоніну. 

Невелика група білків може бути “заякореною” за допомогою ковалентно приєднаного до С-кінця білка ліпіду фосфатидилінозитолглікану. Цей “якір” – часто єдина сполучна ланка між білком і мембраною, тому під час дії фосфоліпази С цей білок відділяється від мембрани. 

Деякі з трансмембранних (інтегральних) білків пронизують мембрану один раз (глікофорин), інші мають кілька ділянок (доменів), що послідовно перетинають бішар (адренорецептор, рецептор інсуліну, транспортер глюкози ГЛЮТ-1). 
Трансмембранні домени, що пронизують бішар, мають конформацію α-спіралі. Полярні залишки амінокислот звернені всередину глобули, а неполярні контактують із мембранними ліпідами. Такі білки називають “вивернутими” порівняно з розчинними у воді білками, де більшість гідрофобних залишків амінокислот заховані всередину, а гідрофільні розміщені на поверхні. Радикали заряджених амінокислот у складі цих доменів позбавлені заряду і протоновані (-СООН) або депротоновані (-NH2). 

Глікозильовані білки. Поверхневі білки або домени інтегральних білків, розміщені на зовнішній поверхні всіх мембран, майже завжди глікозильовані. Олігосахаридні залишки можуть бути приєднані через амідну групу аспарагіну або гідроксильні групи серину і треоніну (рис. 9). 

Олігосахаридні залишки захищають білок від протеолізу, беруть участь у впізнаванні лігандів або адгезії. 
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Рисунок 9 – Схематичне зображення глікопротеїну, вбудованого в ліпідний бішар мембрани (наприклад,  глікофорин А мембрани еритроцитів)
3.2.3. Латеральна дифузія білків

Деякі мембранні білки переміщаються вздовж бішару (латеральна дифузія) або повертаються навколо осі, перпендикулярно до його поверхні. Наприклад, фермент фосфоліпаза А2, зв’язуючись із цитоплазматичною поверхнею мембрани, може латерально переміщуватися по поверхні бішару і гідролізувати кілька тисяч фосфоліпідів за хвилину доти, поки не відокремиться від мембрани.

Латеральна дифузія інтегральних білків у мембрані обмежена, це пов’язано з їх великими розмірами, взаємодією з іншими мембранними білками, елементами цитоскелета або позаклітинного матриксу. 

Білки мембран не здійснюють переміщень із одного боку мембрани на інший (“фліп-флоп” – перескоки), подібно до фосфоліпідів. 

3.3. Вуглеводи мембран
У клітинних мембранах міститься від 0,5 до 10 % вуглеводів у формі гліколіпідів і глікопротеїнів. Потрібно відзначити, що залишки цукрів у плазматичних мембранах локалізовані      лише на зовнішньому боці мембрани. Можливо, що вуглеводні групи служать для орієнтування глікопротеїнів у мембрані. Маючи яскраво виражені гідрофільні властивості, залишки цукрів у глікопротеїнах чи гліколіпідах розміщуються на поверхні мембрани. Вуглеводні компоненти мембранних глікопротеїнів сприяють підтриманню асиметрії біологічних мембран. 

Вуглеводи на поверхні клітини можуть відігравати також важливу роль у міжклітинному розпізнаванні. Від розпізнавання клітинами одна одної залежать такі, наприклад, процеси, як формування тканин шляхом взаємодії різних клітин або розпізнавання чужорідних клітин імунною системою вищих організмів. 

Вуглеводи володіють потенційною можливістю до створення великого структурного різноманіття. Так, набір вуглеводів на поверхні клітин має величезну кількість варіантів тому, що:            1) моносахариди можуть з’єднуватись один з одним через будь-яку зі своїх гідроксильних груп; 2) зв’язок за С-1 може бути як α-, так і β-конфігурації; 3) можливе інтенсивне галуження ланцюга. 
4. Види транспорту речовин через біологічні мембрани
Живі системи на всіх рівнях організації – відкриті системи. Тому транспорт речовин через біологічні мембрани – необхідна умова життя. Із перенесенням речовин через мембрани пов’язані процеси метаболізму клітини, біоенергетичні процеси, утворення біопотенціалів, генерація нервового імпульсу та ін. Порушення транспорту речовин через мембрани призводить до різних патологій.
Існує 2 види транспорту – пасивний та активний (рис. 10).
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Рисунок 10 – Види транспорту речовин через мембрани
Пасивний транспорт не пов’язаний прямо з витратою хімічної енергії та здійснюється внаслідок дифузії речовин за електрохімічним градієнтом. Активний транспорт – перенесення речовин проти їх електрохімічного градієнта, відбувається за рахунок використання хімічної енергії АТФ. 

Розрізняють такі види пасивного транспорту речовин у клітинах і тканинах: дифузія, осмос, фільтрація. 
Дифузія – основний механізм пасивного транспорту речовин, обумовлений наявністю концентраційного градієнта. 

Будь-яка молекула може пройти через ліпідний бішар, однак швидкість пасивної дифузії речовин, тобто переходу речовини з області з більшою концентрацією в область з меншою, може сильно відрізнятися. Для деяких молекул це займає такий тривалий час, що можна говорити про їх практично непроникність для ліпідного бішару мембрани. Швидкість дифузії речовин через мембрану залежить головним чином від розміру молекул і їх відносної розчинності в жирах. 
Розрізняють декілька видів дифузії: 

· проста дифузія – мимовільний фізичний процес проникнення речовини з області вищої в область меншої концентрації внаслідок теплового хаотичного (броунівського) руху молекул; 

· обмежена дифузія: коли іон, що проходить через мембрану, піддається впливу заряджених груп білків, що знаходяться в каналі та обмежують швидкість надходження речовини у клітину; 

· полегшена дифузія: речовина самостійно дифундує через мембрану. На поверхні мембрани молекули речовини з’єднуються з молекулами переносника й у вигляді комплексу проникають у клітину. Далі молекули речовини звільняються, а молекули переносника дифундують до зовнішньої поверхні мембрани і зв’язуються з молекулами нової речовини. 

Найлегше проходять простою дифузією через ліпідну мембрану малі неполярні молекули, такі як О2, стероїди, тиреоїдні гормони, а також жирні кислоти. Малі полярні незаряджені молекули – СО2, NH3, Н2О, етанол, сечовина – також дифундують із досить великою швидкістю. Дифузія гліцеролу йде значно повільніше, а глюкоза практично не здатна самостійно пройти через мембрану. 
Для всіх заряджених молекул, незалежно від розміру, ліпідна мембрана непроникна. Транспорт таких молекул можливий завдяки наявності в мембранах або білків, що формують у ліпідному шарі канали (пори), заповнені водою, через які можуть проходити речовини певного розміру простою дифузією, або специфічних білків-переносників, які, вибірково взаємодіючи з певними лігандами, полегшують їх перенесення через мембрану (полегшена дифузія). 
Осмос і фільтрація. Для клітинних мембран характерна напівпроникність, тобто здатність пропускати одні речовини (зокрема воду) і не пропускати інші. Молекула води проходить крізь клітинні стінки внаслідок відмінностей гідростатичного тиску та осмосу. Осмос – це процес переміщення молекули води через напівпроникну мембрану з області меншої концентрації розчиненої речовини в область більшої. Сила, що викликає рух розчинника, називається осмотичним тиском. Осмотичний тиск розчину залежить від кількості розчинених іонів і температури. Перенесення води може також здійснюватися шляхом фільтрації. Фільтрація – це процес проникнення рідини через пори будь-якої перегородки під дією гідростатичного тиску. 

Крім пасивного транспорту речовин, у клітинах є білки, що активно перекачують певні розчинені у воді речовини проти їх градієнта, тобто з меншої концентрації в область більшої. Цей процес, названий активним транспортом, здійснюється завжди за допомогою білків-переносників і відбувається з витратою енергії. Первинно-активним називається транспорт, що здійснюють транспортні АТФ-ази за рахунок енергії гідролізу АТФ. Вторинно-активний транспорт – це процес, джерелом енергії для якого є градієнт іонів, що виник, наприклад, у ході первинно-активного транспорту.

4.1. Будова та функціонування білкових каналів
Канали в мембрані формуються інтегральними білками, що “пронизують” ліпідний бішар, утворюючи пору, заповнену водою. Стінки каналу “вистилаються” радикалами амінокислот цих білків. Канали зазвичай побудовані із чотирьох, п’яти або шести білкових субодиниць (рис. 11). 
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Рисунок 11 – Схематичне подання мембранних каналів
Якщо канали розрізняють речовини лише за розміром і пропускають усі молекули менші за певну величину, за градієнтом концентрації, тобто служать фільтрами, то їх називають “неселективні канали”, або “пори”. Такі пори є в зовнішній мембрані мітохондрій, де молекули білка порину утворюють широкі гідрофільні канали. Через них можуть проходити всі молекули з молекулярною масою 10 кДа і менше, зокрема і невеликі білки. 
Селективні канали, як правило, беруть участь у перенесенні певних іонів. Іонна селективність (вибірковість) каналів визначається їх діаметром і будовою внутрішньої поверхні каналу. Наприклад, катіонселективні канали пропускають лише катіони, оскільки містять багато негативно заряджених амінокислотних залишків. Відкриття або закриття селективних каналів регулюється або зміною концентрації специфічних регуляторів, таких як медіатори, гормони, циклічні нуклеотиди, NO, G-білки, або зміною трансмембранного електрохімічного потенціалу. Вплив регуляторного фактора викликає конформаційні зміни каналоутворювальних білків, канал відкривається й іони проходять по градієнту концентрації. Транспорт речовин через канали не призводить до конформаційних змін білків і залежить лише від різниці концентрацій речовин по обидва боки мембрани. Тому швидкість транспорту речовин через такі канали може досягати 106–108 іонів за секунду. 
4.2. Полегшена дифузія речовин
У мембранах клітин існують білки-транслокази. Взаємодіючи зі специфічним лігандом, вони забезпечують його дифузію (транспорт із області більшої концентрації в область меншої) через мембрану. На відміну від білкових каналів, транслокази в процесі взаємодії з лігандом і перенесення його через мембрану зазнають конформаційних змін. Кінетично перенесення речовин полегшеною дифузією нагадує ферментативну реакцію. Для транслоказ існує насичувальна концентрація ліганду, при якій всі центри зв’язування білка з лігандом зайняті, і білки працюють із максимальною швидкістю Vmax. Тому швидкість транспорту речовин полегшеною дифузією залежить не лише від градієнта концентрацій ліганду, що переноситься, а й від кількості білків-переносників у мембрані.
Існують транслокази, що переносять лише одну розчинну у воді речовину з одного боку мембрани на інший. На рис. 12 наведена схема функціонування ГЛЮТ-1 – транслокази, що переносить молекулу глюкози через мембрану еритроцита. Молекула глюкози зв’язується переносником на зовнішній поверхні плазматичної мембрани. Відбувається конформаційна зміна, і центр переносника, зайнятий глюкозою, виявляється відкритим усередину клітини. Внаслідок конформаційних змін переносник втрачає спорідненість до глюкози, і молекула вивільняється в цитозоль клітини. Відділення глюкози від переносника викликає конформаційні зміни білка, і він повертається до початкової конформації. Такий простий транспорт називають “пасивним уніпортом”.
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Рисунок 12 – Полегшена дифузія (уніпорт) глюкози в еритроцити за допомогою переносника ГЛЮТ-1
Деякі транслокази можуть одночасно переносити дві різні речовини за градієнтом концентрацій – так звані ко-транспортери. Якщо транспорт обох речовин відбувається в одному напрямку, то процес носить назву пасивного симпорту, а якщо в протилежних напрямках – пасивного антипорту   (рис. 13). 
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Рисунок 13 – Типи полегшеної дифузії за участі переносників (транслоказ)
Прикладом транслокази, що працює за механізмом пасивного симпорту, є ко-транспорт амінокислот і Na+ у клітини кишечника. Прикладом антипорту є Na+/K+-насос, що викачує Na+ із клітин та закачує K+ у клітини.
4.3. Будова та функціонування білків-переносників, що здійснюють активний транспорт
Перенесення деяких лігандів (іонів, глюкози, амінокислот) через мембрани відбувається проти градієнта концентрації і пов’язаний із витратою енергії (активний транспорт). 
Перенесення деяких неорганічних іонів іде проти градієнта концентрації за участі транспортних АТФ-аз (іонних насосів) – первинно-активний транспорт. Усі іонні насоси одночасно служать ферментами, здатними до автофосфорилювання й автодефосфорилювання. АТФ-ази різняться за іонною специфічністю, кількістю іонів, що переносяться, напрямком транспорту. Внаслідок функціонування АТФ-ази іони, що переносяться, накопичуються з одного боку мембрани. Найбільш поширені в плазматичній мембрані клітин людини Nа+, К+-АТФ-аза, Са2+-АТФ-аза і Н+, К+-АТФ-аза слизової оболонки шлунка.

Na+, К+-АТФ-аза. Цей фермент-переносник каталізує АТФ-залежний транспорт іонів Na+ і K+ через плазматичну мембрану. Nа+, К+-АТФ-аза складається із субодиниць α і β; α – каталітична велика субодиниця, a β – мала субодиниця (глікопротеїн). Активна форма транслокази – тетрамер (αβ)2 (рис. 14). 
Три іони натрію зв’язуються специфічним центром транслокази. Зміна конформації транслокази, викликана приєднанням 3Na+, призводить до активації каталітичної субодиниці й збільшення спорідненості активного центру до субстрату (АТФ). Унаслідок АТФ-азної реакції вивільняється молекула АДФ, а фосфатний залишок залишається зв’язаним із ферментом: відбувається реакція автофосфорилювання за карбоксильною групою аспарагінової кислоти, внаслідок чого змінюються заряд і конформація транслокази, вона закривається із внутрішнього боку мембрани і відкривається із зовнішнього, зменшується спорідненість до іонів натрію і вони дисоціюють від переносника. Відкрита із зовнішнього боку мембрани Na+, К+-АТФ-аза має специфічний центр зв’язування для 2К+. Приєднання двох іонів калію до фосфорильованої транслокази викликає зміну конформації і появу автофосфатазної активності. Відбувається реакція автодефосфорилювання, що призводить до відщеплення фосфатної групи у позаклітинне середовище, внаслідок чого змінюються заряд і конформація транслокази, вона закривається із зовнішнього боку мембрани і відкривається із внутрішнього, зменшується спорідненість до іонів калію і вони дисоціюють від Na+, К+-АТФ-ази, а АТФ-аза повертається до вихідного конформаційного стану. 
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Рисунок 14 – Будова та функціонування Nа+, К+-АТФ-ази

Na+, К+-АТФ-аза відповідає за підтримання високої концентрації К+ у клітині й низької концентрації Na+. Оскільки Na+, K+-АТФ-аза викачує три позитивно заряджені іони, а закачує два, то на мембрані виникає електричний потенціал із від’ємним значенням на внутрішній частині клітини по відношенню до її зовнішньої поверхні. На перекачування іонів Na+ і К+ використовується більше 30 % АТФ, що утилізується клітиною на свої потреби у стані спокою. 
У нейронах трансмембранний градієнт концентрацій цих іонів необхідний для реалізації елементарного акту нервової діяльності, яким є виникнення і поширення нервового імпульсу. Роль пускового фактора відіграють найчастіше особливі натрієві канали, які в спокої не проникні для іонів, але миттєво відкриваються у відповідь на дію нейромедіатора або іншого подразника. Локальне надходження у клітину навіть малої порції катіонів (декілька тисяч іонів Na+ за одну мілісекунду) викликає стрибкоподібну деполяризацію мембрани, що означає зміну потенціалу спокою потенціалом дії. Очевидно, в таких каналах повинні бути певні “ворота”, що швидко “відчиняються” під дією подразника, проте майже відразу знову “зачиняються”, зупиняючи потік іонів. У цьому разі закриття “ворітних каналів” відбувається під впливом потенціалу дії, що виникає. Зміна трансмембранного електричного потенціалу в зоні виникнення імпульса створює відповідну різницю зарядів уздовж мембрани, тобто відносно суміжних її ділянок. У них через це також відкриваються “ворота” для Na+ і відбувається стрибок трансмембранного потенціалу. Таким способом потенціал дії поступово охоплює всю решту поверхні клітини та її відростків. Локальний зсув мембранного потенціалу у біомембрані відразу ж компенсується роботою Na+, K+-насоса, що повертає стан готовності до виникнення і проведення нових імпульсів. На цю роботу нейрони використовують до 70 % синтезованої ними АТФ. 

Система Na+,K+-насоса і ворітних каналів діє не лише у нервовій, а й в інших збудливих тканинах, зокрема у м’язовій.
Са2+-АТФ-аза. У цитозолі клітин, що знаходяться у стані спокою, концентрація Са2+ становить ~ 10-7 моль/л, тоді як поза клітиною вона дорівнює ~ 2 10-3 моль/л. Підтримує таку різницю в концентрації система активного транспорту іонів кальцію; її основні компоненти – кальцієві насоси – Са2+-АТФ-ази та      Na+, Ca2+-обмінники.

Са2+-АТФ-аза локалізована не лише в плазматичній мембрані, а й у мембрані ЕР. Фермент складається з десяти трансмембранних доменів, що пронизують клітинну мембрану. Між другим і третім доменами знаходяться декілька залишків аспарагінової кислоти, що беруть участь у зв’язуванні кальцію. Ділянка між четвертим і п’ятим доменами має центр для приєднання АТФ та автофосфорилювання за залишком аспарагінової кислоти. Са2+-АТФ-ази плазматичних мембран деяких клітин регулюються білком кальмодуліном. Кожна з Са2+-АТФ-аз плазматичної мембрани та ЕР представлена кількома ізоформами. 

Послідовність подій у процесі роботи Са2+-АТФ-ази цитоплазматичної мембрани є такою: 1) із ділянкою АТФ-ази, звернутої до цитозолю, зв’язуються два іони кальцію, внаслідок чого змінюються заряд і конформація ферменту (АТФ-ази), що, у свою чергу, призводить до підвищення спорідненості             до АТФ та активації автофосфорилювання; 2) внаслідок автофосфорилювання АТФ-аза закривається з боку мембрани і відкривається із зовнішнього; 3) відбувається зниження спорідненості центрів зв’язування до іонів кальцію і вони відокремлюються від АТФ-ази, 4) автодефосфорилювання активується іонами магнію, в результаті Са2+-АТФ-аза втрачає фосфорний залишок і два іони Мg2+, після чого АТФ-аза повертається до початкового конформаційного стану. 

Одна з причин порушення роботи Са2+-АТФ-ази – активація перекисного окиснення ліпідів (ПОЛ) мембран. Окисненню піддаються як ацильні залишки жирних кислот у складі фосфоліпідів, так і SH-гpyпи в активному центрі ферменту. Порушення структури ліпідного оточення та структури активного центру призводить до зміни конформації АТФ-ази, втрати спорідненості до іонів кальцію і здатності до автофосфорилювання. АТФ-аза перестає викачувати іони кальцію із цитозолю клітини, підвищується концентрація внутрішньоклітинного кальцію, Са2+ посилює м’язове скорочення, зростає тонус м’язової стінки, що призводить до підвищення артеріального тиску. Не останню роль порушення функціонування Са2+-АТФ-ази відіграє у розвитку атеросклерозу, раку, імунних патологій. 

Перенесення деяких розчинних речовин проти градієнта концентрації залежить від одночасного або послідовного переносення іншої речовини за градієнтом концентрації в тому самому напрямку (активний симпорт) або в протилежному (активний антипорт). Такий процес носить назву вторинно-активного транспорту. 
У клітинах людини іоном, перенесення якого відбувається за градієнтом концентрації, найчастіше служить Na+. Прикладом такого типу транспорту може служити Na+, Са2+-обмінник плазматичної мембрани (активний антипорт), іони натрію за градієнтом концентрації переносяться в клітину, а іони Са2+ проти градієнта концентрації виходять із клітини. 

За механізмом активного симпорту відбуваються всмоктування глюкози клітинами кишечника і реабсорбція з первинної сечі глюкози, амінокислот клітинами нирок. 

4.4. Перенесення через мембрану макромолекул та частинок
Траспортні білки забезпечують переміщення через клітинну мембрану полярних молекул невеликого розміру, але вони не можуть транспортувати макромолекули, наприклад білки, нуклеїнові кислоти, полісахариди або ще більші частинки. Механізми, за допомогою яких клітини можуть засвоювати такі речовини або видаляти їх із клітини, відрізняються від механізмів транспорту іонів і полярних сполук. 

Перенесення речовини із середовища в клітину разом із частиною плазматичної мембрани називають “ендоцитоз”. Виділяють два типи ендоцитозу залежно від розміру пухирців (везикул), що формуються: піноцитоз та фагоцитоз. 
Поглинання рідини і розчинених у ній речовин за допомогою невеликих пухирців (діаметром близько 0,15 мкм) називають “піноцитоз”. Засвоєння речовин механізмом ендоцитозу (піноцитозу) характерне для всіх клітин. Піноцитозні пухирці спочатку переносяться до ендосом, далі до лізосом. Утворені внаслідок дії лізосомальних ферментів продукти гідролізу транспортуються через лізосомальну мембрану в цитозоль для повторного використання. 
Шляхом іншого типу ендоцитозу, який називають “фагоцитоз”, клітини можуть поглинати тверді частинки (мікроорганізми, уламки клітин). При цьому утворюються великі щільні ендоцитозні пухирці – фагосоми. Діаметр утворених при фагоцитозі везикул (фагосом) становить близько 0,25 мкм. Фагосоми зливаються безпосередньо з лізосомами і формують фаголізосоми. 
Цикл ендоцитозу починається в певних ділянках плазматичної мембрани, що мають назву “облямовані ямки” (рис. 15). На частку облямованих ямок припадає всього 1–2 % загальної площі мембрани. Білок клатрин утворює ґратчасті структури, зв’язані із заглибленнями на поверхні плазматичної мембрани. Облямовані ямки втягуються в клітину, звужуються біля основи, відокремлюються від мембрани, утворюючи облямовані пухирці (піноцитозні пухирці). Час життя облямованих ямок нетривалий, вони формуються протягом хвилини, потім здійснюють цикл ендоцитозу. 
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Рисунок 15 – Послідовність подій під час утворення облямованого пухирця з облямованої ямки
Речовини у складі піноцитозних пухирців не змішуються з іншими макромолекулами клітини. Вони закінчують свій шлях у лізосомах, а мембранні компоненти пухирців, що містять клатрин, повертаються в плазматичну мембрану. 

Ендоцитоз, що відбувається за участі рецепторів, убудованих в облямовані ямки, дозволяє клітинам поглинати із позаклітинної рідини специфічні речовини (рис. 16). Це так званий рецептор-залежний ендоцитоз (опосередкований рецепторами ендоцитоз). При цьому макромолекули або частинки зв’язуються рецепторами і накопичуються в облямованій ямці. Везикули швидко втрачають клатринову оболонку, після чого клатрин повертається в плазматичну мембрану, щоб сформувати нову облямовану ямку. Потім відбувається злиття пухирця з ендосомою, у складі якої тепер знаходяться поглинена речовина, мембранні компоненти облямованої ямки та рецептор. Кисле середовище ендосоми (підтримуване АТФ-залежними протонними помпами) спричиняє дисоціацію більшості білково-рецепторних комплексів. Таке розділення дає можливість спрямовувати білки та рецептори до різних пунктів призначення. Рецептор-вмісні пухирці, що вивільняються з ендосом, повертаються у плазматичну мембрану. Білки розщеплюються лізосомальними ферментами, а продукти розщеплення вивільняються в цитозоль. 
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Рисунок 16 – Рецептор-залежний ендоцитоз
Прикладом рецептор-залежного ендоцитозу може служити надходження в клітину холестеролу в складі ліпопротеїнів низької густини (ЛПНГ). Кількість рецепторів у облямованій ямці плазматичної мембрани варіює залежно від потреби клітини в холестеролі. Порушення структури рецепторів ЛПНГ (мутації в гені) не дозволяє їм вбудовуватися в плазматичну мембрану в область облямованої ямки. Положення рецептора поза облямованою ямкою не знижує його комплементарності до ЛПНГ, але ендоцитоз комплексу рецептор-ЛПНГ не відбувається. 

Макромолекули, наприклад білки плазми крові, пептидні гормони, травні ферменти, білки позаклітинного матриксу, ліпопротеїнові комплекси, синтезуються в клітинах і потім секретуються у міжклітинний простір або кров. Але мембрана непроникна для таких макромолекул або комплексів, їх секреція відбувається шляхом екзоцитозу. Процес виведення макромолекул, при якому внутрішньоклітинні секреторні пухирці зливаються з плазмолемою, і їх вміст виводиться з клітини називають “екзоцитоз”.

Особливість екзоцитозу в тому, що речовини, які секретуються, локалізуються в пухирцях і не змішуються з іншими макромолекулами або органелами клітини. У ході екзоцитозу вміст секреторних пухирців виділяється в позаклітинний простір, коли вони зливаються з плазматичною мембраною. 
В організмі є як регульований, так і нерегульований шляхи екзоцитозу. Нерегульована секреція характеризується безперервним синтезом білків, що секретуються, упакуванням їх у транспортні пухирці в апараті Гольджі й перенесенням до плазматичної мембрани для секреції. Прикладом можуть служити синтез і секреція колагену фібробластами для формування міжклітинного матриксу.
Для регульованої секреції характерні зберігання приготованих на експорт молекул у транспортних пухирцях і їх злиття з плазматичною мембраною лише при впливі на клітину специфічного стимулу. За допомогою регульованої секреції відбуваються виділення травних ферментів у період перетравлення їжі, а також секреція гормонів, нейромедіаторів та інших біологічно активних речовин. Прикладом такого типу секреції є викид пептидного гормону інсуліну в кров після вживання їжі. Стимулом до секреції інсуліну, що зберігається в секреторних гранулах β-клітин острівців Лангерганса підшлункової залози, є підвищення концентрації глюкози в крові та β-клітинах. 
5. Участь мембран у міжклітинних взаємодіях
У плазматичній мембрані еукаріотичних клітин міститься безліч спеціалізованих рецепторів, які, взаємодіючи з лігандами, викликають специфічні клітинні відповіді. Одні рецептори зв’язують сигнальні молекули – гормони, нейромедіатори, другі – поживні речовини та метаболіти, треті – беруть участь у клітинній адгезії. Цей клас містить рецептори, необхідні для впізнавання клітинами одна одної і для їх адгезії, а також рецептори, відповідальні за зв’язування клітин із білками позаклітинного матриксу, такими як фібронектин або колаген. 

Здатність клітин до специфічного взаємного впізнавання і адгезії важлива для ембріонального розвитку. У дорослої людини адгезивні взаємодії “клітина-клітина” і “клітина-матрикс” продовжують залишатись істотними для підтримки стабільності тканин. У численному сімействі рецепторів клітинної адгезії найбільш вивченими є інтегрини, селектини і кадгерини. 
Інтегрини – суперсімейство гомологічних рецепторів клітинної поверхні для молекул міжклітинного матриксу, таких як колаген, фібронектин, ламінін та ін. Будучи трансмембранними білками, вони взаємодіють як із позаклітинними молекулами, так і з внутрішньоклітинними білками цитоскелета. Завдяки цьому інтегрини беруть участь у передачі інформації з позаклітинного середовища в клітину, визначаючи таким чином напрям її диференціювання, форму, мітотичну активність, здатність до міграції. Передача інформації може йти й у зворотному напрямку – від внутрішньоклітинних білків через рецептор у позаклітинний матрикс. 
Ідентифіковано приблизно 20 різних членів сімейства рецепторів у різних типах клітин. Приклади деяких інтегринів: 1) рецептори для білків позаклітинного матриксу. Вони зв’язуються з глікопротеїновими компонентами позаклітинного матриксу, зокрема з фібронектином, ламініном і вітронектином; 2) інтегрини тромбоцитів (IIb і IIIa) беруть участь в агрегації тромбоцитів, що відбувається під час згортання крові;                3) лейкоцитарні білки адгезії. Для того щоб мігрувати до місця інфекції і запалення, лейкоцити мають вступити у взаємодію з ендотеліальними клітинами судин. Ця взаємодія може опосередковувати зв’язування Т-лімфоцитів із фібробластами під час запалення. 

Інтегрини – гетеродимери, а кожна субодиниця (α, β) містить один трансмембранний домен. Індивідуальні інтегрини строго специфічні. Центр зв’язування інтегринів утворений позаклітинними доменами α- і β-субодиниць. Інтегрини розпізнають і зв’язуються з білками, що містять певну амінокислотну послідовність -Арг-Глі-Асп-, наявну в ряді матриксних білків (фібронектині, фібриногені, ламініні, колагені I типу та інших). Ефект зв’язування посилюється за наявності іонів Са2+ і Mg2+. 

Кадгерини та селектини – сімейства трансмембранних Са2+-залежних глікопротеїнів, що беруть участь у міжклітинній адгезії. 
Кадгерини різних тканин дуже подібні, гомологічні амінокислотні послідовності становлять 50–60 %. Кожен рецептор має один трансмембранний домен. За відсутності Са2+ конформація кадгеринів змінюється і вони стають доступними для протеолітичних ферментів, які їх розщеплюють. Найбільш повно охарактеризовані три групи кадгеринових рецепторів:    Е-кадгерин знаходиться на поверхні багатьох клітин епітеліальних і ембріональних тканин; N-кадгерин локалізований на поверхні нервових клітин, клітин серця і кришталика; Р-кадгерин розташований на клітинах плаценти та епідермісу.

Кадгерини відіграють важливу роль при початковій міжклітинній адгезії, на стадіях морфо- та органогенезу. Вони забезпечують структурну цілісність і полярність тканин, особливо епітеліального моношару. 

У сімействі селектинів найбільш добре вивчені три білки:  L-селектин, Р-селектин та Е-селектин. Позаклітинна частина селектину складається із 3 доменів: перший домен представлений 2–9 блоками амінокислотних залишків, що повторюються (комплементрегуляторний білок), другий – домен епідермального фактора росту (ЕФР), третій – N-кінцевий лектиновий домен. Селектини L, Р, Е розрізняються кількістю блоків у комплементрегуляторному білку. Лектини – сімейство білків, що специфічно взаємодіють із певними послідовностями вуглеводних залишків у складі глікопротеїнів, протеогліканів і гліколіпідів позаклітинного матриксу. Вуглеводні структури – полівалентні лінкерні молекули, які можуть бути сульфатовані, фукозильовані й сіалізовані, тобто можуть містити залишки сірчаної кислоти, фукози та сіалової кислоти. Зв’язування лігандів із рецепторами відбувається в області N-кінцевого лектинового домену.
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Рисунок 17 – Способи взаємодії між молекулами клітинної поверхні в процесі міжклітинної адгезії
На рис. 17 показані три можливі способи участі кадгеринових і селектинових рецепторів у міжклітинній адгезії: а) рецептори однієї клітини можуть зв’язуватися з такими самими рецепторами сусідніх клітин (гомофільне зв’язування); б) рецептори однієї клітини можуть зв’язуватися з рецепторами іншого типу сусідніх клітин (гетерофільні зв’язування);             в) рецептори клітинної поверхні сусідніх клітин можуть зв’язуватися один з одним за допомогою полівалентних лінкерних молекул.
6. Передавання сигналів через клітинні мембрани           за допомогою специфічних рецепторів та ефекторних систем
Важлива властивість мембран – здатність сприймати і передавати всередину клітини сигнали із зовнішнього середовища. “Впізнавання” сигнальних молекул здійснюється за допомогою білків-рецепторів, що вбудовані в клітинну мембрану клітин-мішеней або перебувають у клітині. Клітину-мішень визначають за здатністю вибірково зв’язувати дану сигнальну молекулу за допомогою рецептора. Реакції клітин-мішеней відрізняються залежно від сигналів, що надходять і можуть впливати на метаболізм, секрецію речовин, диференціацію, клітинний ріст і поділ. 
Якщо сигнал сприймається мембранними рецепторами, то схему передачі інформації можна подати так: 

· взаємодія рецептора із сигнальною молекулою (первинним посередником);
· активація мембранного фермента, що відповідає за утворення вторинного посередника;
· утворення вторинного посередника цАМФ, цГМФ, ІФ3, ДАГ або Са2+;
· активація посередниками специфічних білків, переважно протеїнкіназ, які, у свою чергу, фосфорилюючи             ферменти, впливають на активність внутрішньоклітинних процесів. 

Незважаючи на величезну різноманітність сигнальних молекул, рецепторів і процесів, які вони регулюють, існує всього декілька механізмів трансмембранної передачі інформації: з використанням аденілатциклазної системи, інозитолфосфатної системи, каталітичних рецепторів, цитоплазматичних або ядерних рецепторів.
6.1. Властивості сигнальних молекул
Сигнальними молекулами можуть бути неполярні й полярні речовини. Неполярні речовини, наприклад стероїдні гормони, проникають у клітину, проходячи через ліпідний бішар. Полярні сигнальні молекули в клітину не проникають, але зв’язуються специфічними рецепторами клітинних мембран. Така взаємодія викликає ланцюг послідовних подій у самій мембрані та всередині клітини. До полярних сигнальних молекул відносять гормони білково-пептидної природи (наприклад, глюкагон, інсулін, паратиреоїдний гормон), нейромедіатори (наприклад, ацетилхолін, гліцин, γ-аміномасляна кислота), фактори росту, цитокіни, ейкозаноїди.
6.2. Характеристика різних типів рецепторів
За локалізацією розрізняють мембранні, цитоплазматичні та ядерні рецептори. За іншою класифікацією всі рецептори можна розділити на ті, що швидко реагують (у межах мілісекунд), і ті, які повільно відповідають, у межах кількох хвилин або навіть годин, що характерно для гормонів, які передають сигнал на внутрішньоклітинні рецептори. 
Рецептори першого типу – інтегральні олігомерні білки, що містять субодиницю, яка має центр для зв’язування сигнальної молекули і центральний іонний канал. 

Рецептори другого типу, локалізовані в мембранах і не зв’язані з каналами, розділяють на 2 великі групи: каталітичні рецептори, що володіють власною тирозин-кіназною або гуанілатциклазною активністю, і рецептори, що взаємодіють через G-білок із мембранним ферментом. Зв’язування ліганда (наприклад, гормону) із рецептором на зовнішньому боці клітинної мембрани призводить до зміни активності цитоплазматичного ферменту, який, у свою чергу, ініціює клітинну відповідь, тобто через мембрану переноситься інформація, а не заряди або які-небудь розчинені молекули. 

У разі цитоплазматичних рецепторів через мембрану проходить гормон, а інформація про наявність гормону в клітині за допомогою рецептора передається в ядро. 

Різні клітини організму залежно від виконуваних ними функцій мають певний набір рецепторів. У мембрані однієї клітини може бути більше десятка різних типів рецепторів. Взаємодіючи з рецептором, позаклітинні хімічні посередники впливають на метаболізм та функціональний стан (проліферація, секреція і т. д.) клітин-мішеней. 

Рецептори адреналіну (адренорецептори) розрізняють за розподілом в організмі – центральні й периферичні. Центральні адренорецептори, локалізовані в різних ділянках мозку, беруть участь у регуляції функцій ЦНС, периферичні – контролюють роботу внутрішніх органів. 

Усі адренорецептори класифікують за двома типами – α- і β-, але кожен тип має декілька підтипів, найбільш поширені з них – α1-, α2-, β1- і β2-рецептори. Залежно від свого анатомічного розташування клітини одного типу, наприклад гладко-м’язові клітини судин або адипоцити, містять різні типи рецепторів. 

Незважаючи на значну подібність між α- і β-рецепторами та їх підтипами, вони кодуються різними генами. Адренорецептори належать до сімейства білків, що мають 7 трансмембранних      α-спіралей (які прийнято називати доменами). Довжина N- і     С-кінців, а також довжина 1–4 доменів відрізняється у різних типів і підтипів рецепторів. 

Адренорецептори – глікопротеїни, що містять у своєму складі різні вуглеводні фрагменти. Глікозилюванню піддаються розташовані у ділянці N-кінця залишки аспарагінової кислоти. 

β-Адренорецептори зустрічаються практично у всіх тканинах організму. Кількість β-адренорецепторів, що припадає на клітину, варіює від 300 до 4000. 

Центр зв’язування адреналіну утворений амінокислотними залишками третього, п’ятого і шостого доменів. Інший функціонально важливий центр – ділянка взаємодії із G-білками, які беруть участь у формуванні клітинної відповіді. Залишки серину і треоніну в ділянці третього внутрішнього домену і      С-кінця адренорецептора можуть фосфорилюватися під дією протеїнкінази А чи специфічною кіназою β-адренорецептора. Фосфорилювання призводить до зміни конформації рецептора і зниження спорідненості до G-білка або запобігає зв’язуванню з G-білком (рис. 18). 
α-Адренорецептори розрізняють за локалізацією (наприклад, гепатоцити мають α1-рецептори, адипоцити – α2-адрено-рецептори) і механізму трансформації біологічного сигналу. Ефекторні системи, пов’язані з α1- і α2-адренорецепторами, містять G-білки різного типу – Gplc-білки (G-білок стимулювальний) і Gi-білки (G-білок інгібуючий) і відповідно ферменти – фосфоліпазу С або аденілатциклазу. 
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Рисунок 18 – Мембранна організація β2-адренорецептора:
1 – фрагмент рецептора, що бере участь у зв’язуванні         Gs-білка; 2, 3 – ділянки можливого фосфорилювання протеїнкіназою А (2) і кіназою β-адренорецептора (3);                 4 – ділянка глікозилювання; 5 – ділянка зв’язування адреналіну 

Рецептори з тирозинкіназною активністю. Тирозинові протеїнкінази – ферменти, що фосфорилюють специфічні білки за тирозином, розділяють на 2 типи – мембранні (рецепторні) та цитоплазматичні. Внутрішньоклітинні тирозинові протеїнкінази беруть участь у процесах передачі сигналу в ядро. Рецепторні тирозинові протеїнкінази беруть участь у трансмембранній передачі сигналів. 

Прикладом рецепторної тирозинової протеїнкінази може служити рецептор інсуліну (рис. 19). 
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Рисунок 19 – Активація рецептора інсуліну
Рецептор інсуліну – тирозинова протеїнкіназа, що фосфорилює білки за ОН-групами тирозину. Рецептор складається з двох     α- та двох β-субодиниць, пов’язаних дисульфідними зв’язками і нековалентними взаємодіями, α- і β-субодиниці – глікопротеїни з вуглеводною частиною на зовнішньому боці мембрани. Поза мембраною на її поверхні знаходяться α-субодиниці. Центр зв’язування інсуліну утворений N-кінцевими доменами             α-субодиниць. β-субодиниці пронизують мембранний бішар і не беруть участі у зв’язуванні інсуліну.
Каталітичний центр тирозинової протеїнкінази знаходиться на внутрішньоклітинних доменах β-субодиниць. За відсутності гормону інсулінові рецептори не виявляють тирозинкіназної активності. Приєднання інсуліну до центру зв’язування на        α-субодиницях активує фермент, причому субстратом служить сама тирозинова протеїнкіназа (β-субодиниці), тобто відбувається фосфорилювання β-субодиниці за кількома тирозиновими залишками. Фосфорилювання β-субодиниць відбувається за механізмом міжмолекулярного трансфосфорилювання, тобто один β-ланцюг фосфорилює інший β-ланцюг тієї самої молекули рецептора. Це, у свою чергу, призводить до зміни субстратної специфічності тирозинової протеїнкінази; тепер вона здатна фосфорилювати інші внутрішньоклітинні білки. Активація й зміна специфічності обумовлені конформаційними змінами рецептора інсуліну після зв’язування гормону та автофосфорилювання. 

Ключовий білок, що фосфорилюється тирозиновою протеїнкіназою, – субстрат інсулінового рецептора-1 (від англ. insulin receptor substrate, IRS-I). Фосфорильований IRS-I активує ферменти, наприклад тирозинову фосфопротеїнфосфатазу, і білки, що беруть участь у регуляції клітинних процесів. Дефосфорилювання рецептора під дією тирозинової фосфопротеїнфосфатази повертає його в неактивний стан. Спорідненість рецептора до інсуліну знижується під час його фосфорилювання протеїнкіназою А за амінокислотними залишками серину і треоніну. 

Рецептори з гуанілатциклазною активністю. Гуанілатциклаза каталізує утворення цГМФ із ГТФ – одного з важливих посередників внутрішньоклітинної передачі сигналу. 
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Гуанілатциклаза знаходиться в клітині як у мембранозв’язаному стані, так і в цитозольному. Співвідношення цих двох форм ферменту в різних тканинах різне. Наприклад, у клітинах тонкого кишечника 90 % гуанілатциклази знаходиться в мембранах, а в легенях і печінці – лише 20 %. Цитозольна і мембранозв’язана гуанілатциклази розрізняються не лише за локалізацією, а й за молекулярною масою, активністю, способом регуляції. 

Цитозольна форма гуанілатциклази складається із двох субодиниць (α і β) і містить у своєму складі простетичну групу – гем. Із гемом зв’язується активатор цієї форми гуанілатциклази – оксид азоту (NO), що утворюється з аргініну під дією ферменту синтази оксиду азоту. Мембранозв’язана гуанілатциклаза – трансмембранний глікопротеїн. Внутрішньоклітинний домен гуанілатциклази проявляє каталітичну активність, позаклітинний домен є рецептором. Приєднання активатора до рецептора викликає зміну конформації в мембранному і цитозольному доменах і, як наслідок, активацію гуанілатциклази. У тканинах людини           є 3 типи мембранозв’язаних гуанілатциклаз, в активації яких беруть участь специфічні регулятори – передсердний натрійуретичний фактор (ПНФ), натрійуретичний пептид із мозку і кишковий пептид гуанілін. 

У клітинах тканин виявлені 3 основні типи внутрішньоклітинних рецепторних білків, з якими взаємодіє цГМФ: цГМФ-залежна протеїнкіназа (протеїнкіназа G), цГМФ-регульовані іонні канали і цГМФ-регульована фосфодіестераза, специфічна до цАМФ (каталізує перетворення цАМФ у АМФ). 

цГМФ відіграє важливу роль у регуляції Са2+-гомеостазу в різних типах клітин. Підвищення концентрації цГМФ приводить до зниження концентрації Са2+ як унаслідок активації Са2+- АТФ-аз, так і за рахунок пригнічення рецепторзалежного надходження цього іона в цитоплазму клітини. Ці ефекти опосередковані дією протеїнкінази G на мембранні білки, що беруть участь в обміні Са2+. 

6.3. Роль G-білків як трансдукторів сигналів
G-білки (гуаніннуклеотид-зв’язувальні білки) – універсальні посередники під час передавання сигналів від рецепторів до ферментів клітинної мембрани, що каталізують утворення вторинних посередників гормонального сигналу. G-білки зв’язують гуанінові нуклеотиди (ГТФ або ГДФ) і володіють ГТФ-азною активністю, тому вони здатні повільно каталізувати гідроліз зв’язаного ГТФ до ГДФ. G-білки є периферичними мембранними білками, що розташовані на внутрішній поверхні плазматичної мембрани. Існує два класи G-білків – гетеротримерні та мономерні. Лише клас гетеротримерних білків залучений у сигнальні процеси через гормональні рецептори. Гетеротримерні G-білки складаються з α, β і γ-субодиниць. Склад димерів βγ незначно різниться в різних тканинах, але в межах однієї клітини всі G-білки, як правило, мають однаковий комплект βγ-субодиниць. Тому G-білки прийнято розрізняти за їх α-субодиницям. Виявлено 16 генів, що кодують різні α-субодиниці G-білків. 

Кожна α-субодиниця у складі G-білка має специфічні центри: 

· зв’язування ГТФ або ГДФ; 

· взаємодії з рецептором;
· зв’язування з βγ-субодиницями;
· фосфорилювання під дією протеїнкінази С;
· взаємодії з ферментом аденілатциклазою або фосфоліпазою С. 

У структурі G-білків відсутні α-спіральні домени, що пронизують мембрану. G-білки відносять до групи “заякорених” білків. 

G-білки функціонують як молекули, здатні ніби “перемикатися” та існувати у двох станах: ГДФ-зв’язана форма (неактивна) і ГТФ-зв’язана форма (активна). Комплекс Gαβγ зазвичай містить ГДФ, зв’язаний із α-субодиницею; цей комплекс неактивний. Коли гормон-рецепторний комплекс взаємодіє із Gαβγ, G-білок набуває конформаційних змін, перетворюючись на активну форму. Зміна конформації G-білка знижує спорідненість α-субодиниці до молекули ГДФ і збільшує до ГТФ. Заміна ГДФ на ГТФ в активному центрі G-білка викликає дисоціацію Gα-ГТФ із комплексу Gαβγ. Циклічний процес активації та дезактивації G-білків проілюстровано на рис. 20.
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Рисунок 20 – G-білковий цикл
Активована α-субодиниця G-білка (α-ГТФ) взаємодіє зі специфічним білком клітинної мембрани і змінює його активність. Такими білками можуть бути ферменти аденілатциклаза, фосфоліпаза С, фосфодіестераза цГМФ, Nа+-канали, К+-канали. 
Наступний етап циклу функціонування G-білка – дефосфорилювання ГТФ, зв’язаного з α-субодиницею, причому ферментом, що каталізує цю реакцію, є сама α-субодиниця. Дефосфорилювання призводить до утворення комплексу α-ГДФ, який не комплементарний специфічному білку мембрани (наприклад, аденілатциклазі), але має високу спорідненість до βγ-протомерів. G-білок повертається до своєї неактивної форми – αβγ-ГДФ. При подальшій активації рецептора і заміні молекули ГДФ на ГТФ цикл повторюється знову (рис. 20). Таким чином, α-субодиниці G-білків здійснюють човниковий рух, переносячи стимулювальний або інгібуючий сигнал від рецептора, який активований первинним посередником (наприклад, гормоном), на фермент, що каталізує утворення вторинного посередника. 
Багато гормонів діє, використовуючи цАМФ-залежний сигнальний шлях. У такому разі інтегральним білком плазматичної мембрани, з якими взаємодіє G-білок, є фермент аденілатциклаза, що каталізує реакцію утворення вторинного посередника цАМФ із АТФ (рис. 21).
Розрізняють два типи рецепторів за їх здатністю зв’язуватись із G-білками. Стимулювальні білки (Gs) активують аденілатциклазу та збільшують внутрішньоклітинний рівень цАМФ, тоді як інгібуючі G-білки (Gі) пригнічують активність аденілатциклази.
Деякі форми протеїнкіназ можуть фосфорилювати                α-субодиниці G-білків. Фосфорильована α-субодиниця не комплементарна до специфічного білка мембрани, наприклад аденілатциклази або фосфоліпази С, тому не може брати участі у передаванні сигналу. 
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Рисунок 21 – Участь G-білка у передаванні гормонального сигналу
6.4. Аденілатциклаза
Фермент аденілатциклаза каталізує перетворення АТФ у цАМФ:[image: image24.png]T'opmonpenenTopHIi
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Аденілатциклаза виявлена у всіх типах клітин. Фермент належить до групи інтегральних білків клітинної мембрани, він має 12 трансмембранних доменів. Позаклітинні фрагменти аденілатциклази глікозильовані. Цитоплазматичні домени аденілатциклази мають два каталітичні центри, що відповідають за утворення цАМФ – вторинного посередника, який бере участь у регуляції активності ферменту протеїнкінази А. На активність аденілатциклази впливають як позаклітинні, так і внутрішньоклітинні регулятори. Позаклітинні регулятори (гормони, ейкозаноїди, біогенні аміни) здійснюють регуляцію через специфічні рецептори, які за допомогою α-субодиниць    G-білків передають сигнали на аденілатциклазу. Gs-білок під час взаємодії з аденілатциклазою активує фермент, Gі-білок інгібує фермент. У свою чергу, аденілатциклаза стимулює прояв ГТФ-фосфатазної активності α-субодиниць. Із 8 вивчених ізоформ аденілатциклази 4 – Са2+-залежні (активуються Са2+). Регуляція аденілатциклази внутрішньоклітинним кальцієм дозволяє клітині інтегрувати активність двох основних вторинних посередників цАМФ і Са2+.

6.5. Фосфоліпази

Фосфоліпази – ферменти класу гідролаз, що каталізують катаболізм гліцерофосфоліпідів. Розрізняють фосфоліпази секреторні, що входять до складу панкреатичного соку, і клітинні фосфоліпази. Клітинні фосфоліпази А1, A2, D, С різняться за специфічністю до групи, яку вони        відщеплюють.
Фосфоліпаза С – фермент, що гідролізує фосфоефірний зв’язок у гліцерофосфоліпідах. У клітинах людини ідентифіковано 10 ізоформ фосфоліпази С, що різняться за молекулярною масою, локалізацією, способом регуляції, субстратною специфічністю. У структурі всіх ізоформ фосфоліпази С відсутні гідрофобні домени, які могли б забезпечити їх взаємодію з мембраною. Однак деякі форми фосфоліпази С зв’язані з мембраною за допомогою “гідрофобного якоря” – ацильного залишку міристинової кислоти або за рахунок взаємодії з поверхнею бішару. Каталітична активність усіх ізоформ фосфоліпази С залежить від іонів кальцію. 
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Більшість фосфоліпаз С є специфічними щодо фосфатидилінозитолів і практично не гідролізує інші типи фосфоліпідів. Активний фермент може гідролізувати до 50 % від загальної кількості фосфатидилінозитолів клітинної мембрани. При гідролізі фосфатидилінозитол-4,5-бісфосфату (ФІФ2) утворюються продукти діацилгліцерол (ДАГ) та інозитол-1,4,5-трифосфат (ІФ3), які є вторинними посередниками в трансмембранній передачі сигналу інозитолфосфатним   шляхом.


6.6. Протеїнкінази
Усі полярні сигнальні молекули, що діють на клітину-мішень через мембранні рецептори, здійснюють свою біологічну функцію шляхом фосфорилювання специфічних білків і ферментів, що регулюють метаболізм у клітині. Фосфорилювання змінює (збільшує або зменшує) їх активність. Каталізують фосфорилювання білків (протеїнів) протеїнкінази за гідроксильними групами амінокислот серину, треоніну, тирозину. Протеїнкінази можуть бути субодиницею мембранного рецептора, наприклад тирозинова протеїнкіназа рецептора інсуліну, активність якої регулюється гормоном. Інша група – протеїнкінази, що регулюються вторинними посередниками гормонального сигналу (цАМФ, цГМФ, Са2+, ДАГ), наприклад протеїнкіназа А, протеїнкіназа С, протеїнкіназа G, кальмодулінзалежні протеїнкінази та ін.
6.6.1. Протеїнкінази А
Протеїнкінази А (цАМФ-стимульовані) беруть участь у аденілатциклазній системі передачі сигналу. Протеїнкіназа А складається із 4 субодиниць R2C2 – двох регуляторних субодиниць (R2) і двох каталітичних (С2). Комплекс R2C2 нe володіє ферментативною активністю (неактивна протеїнкіназа). 
Комплекс R2C2 різними способами прикріплюється до мембрани. Деякі форми протеїнкінази А “заякоряються” за допомогою аліфатичного залишку міристинової кислоти каталітичних субодиниць. У багатьох тканинах протеїнкіназа А пов’язана із “заякореним” білком AKAPS. AKAPs має центр зв’язування для регуляторних субодиниць протеїнкінази А. За допомогою білка AKAPS протеїнкіназа А зв’язується з мембраною в області локалізації ферментів, що каталізують утворення цАМФ (аденілатциклаза) або його гідроліз (фосфодіестераза), а також білків, у регуляції активності яких фермент бере участь, наприклад потенціалзалежні Са2+-канали. 
Регуляторні субодиниці протеїнкінази А мають специфічні центри для зв’язування цАМФ. Приєднання цАМФ до регуляторних субодиниць (по 2 молекули цАМФ зв’язуються з кожною R субодиницею) призводить до зміни конформації регуляторних субодиниць та зниження спорідненості до каталітичних субодиниць (С2), відбувається дисоціація комплексу (рис. 22). 
Вивільнені субодиниці С – це активна форма протеїнкінази А, яка каталізує реакції фосфорилювання білків за амінокислотами серину і треоніну. Каталітичні субодиниці у різних типів протеїнкіназ А не ідентичні, вони різняться насамперед специфічністю щодо білків-субстратів. 
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Рисунок 22 – Активація протеїнкінази А цАМФ
6.6.2. Протеїнкінази С
Протеїнкінази С беруть участь в інозитолфосфатній системі передачі сигналу. Фермент складається із двох функціонально різних доменів – регуляторного і каталітичного. Регуляторний домен містить 2 структури (“цинкові пальці”), утворені фрагментами пептидного ланцюга, що багаті на амінокислоту цистеїн, і містять 2 іони цинку. “Цинкові пальці” беруть участь у зв’язуванні діацилгліцеролу (ДАГ). Інший фрагмент регуляторного домену має високу спорідненість до іонів Са2+. Підвищення концентрації кальцію в цитозолі збільшує спорідненість протеїнкінази С до фосфатидилсерину (ФС) мембрани. Транслокація протеїнкінази С до мембрани дозволяє ферменту зв’язатися з ДАГ, який ще більше підвищує спорідненість протеїнкінази С до іонів кальцію. Протеїнкіназа С активується Са2+, ДАГ і ФС (рис. 23). 
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Рисунок 23 –  Регуляція активності протеїнкінази С
Каталітичний домен має центр, що зв’язує АТФ і білок-субстрат. Активна форма ферменту протеїнкінази С фосфорилює білки за амінокислотними залишками серину і треоніну. Зниження концентрації іонів кальцію в клітині порушує зв’язок протеїнкінази С із ФС і ДАГ, фермент переходить у неактивну форму і відокремлюється від мембрани. 
6.6.3. Протеїнкінази G
На відміну від протеїнкінази А протеїнкіназа G є не у всіх тканинах, її виявляють у легенях, мозочку, гладких м’язах і тромбоцитах. Ізоформи протеїнкінази G можуть бути зв’язані з мембраною або знаходитися в цитоплазмі. Розчинна протеїнкіназа G складається із двох ідентичних субодиниць, кожна з яких має два центри для зв’язування цГМФ. Приєднання цГМФ до регуляторних центрів викликає конформаційні зміни субодиниць і підвищує каталітичну активність ферменту. Протеїнкіназа G, подібно протеїнкіназі А і С, специфічна щодо певних білкових субстратів, які вона фосфорилює за залишками серину і треоніну.
6.7. Фосфодіестерази
Фосфодіестерази – ферменти, що каталізують перетворення цАМФ або цГМФ у неактивні метаболіти АМФ або ГМФ. 
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Фосфодіестерази, знижуючи концентрації вторинних посередників, розривають ланцюг перетворень, викликаних активатором рецептора. 
Фосфодіестерази є у клітинах тканин у двох формах: у формі розчинного білка і мембранозв’язаного. Форми фермента, зв’язані з мембраною, у різних тканинах становлять 5–40 %.      В одній і тій самій тканині можуть бути різні форми фосфодіестерази, що відрізняються за спорідненістю до субстратів, молекулярною масою, зарядом, регуляторними властивостями та локалізацією в клітині. 

Фосфодіестерази циклічних нуклеотидів не володіють абсолютною специфічністю, тому, як правило, одна й та сама форма фермента здатна гідролізувати як цАМФ, так і цГМФ. Однак швидкості гідролізу цих двох нуклеотидів під дією однієї і тієї самої фосфодіестерази можуть значно відрізнятися. Це залежить від того, яка фосфодіестераза наявна в клітині – більш специфічна по відношенню до цАМФ чи більш специфічна до цГМФ, від співвідношення концентрацій цАМФ і цГМФ у клітині і від дії регуляторів фосфодіестерази.
У більшості тканин наявна фосфодіестераза-1, більш специфічна до цАМФ, що активується Са2+, комплексом 4 Са2+-кальмодулін і цГМФ. 


6.8. Аденілатциклазна система

За участі аденілатциклазної системи реалізуються ефекти різних за своєю природою сигнальних молекул – гормонів, нейромедіаторів, ейкозаноїдів. Функціонування системи трансмембранної передачі сигналів забезпечують білки: Rs-рецептор сигнальної молекули, що активує аденілатциклазу, і Ri-рецептор сигнальної молекули, що інгібує аденілатциклазу; Gs-білок, що стимулює аденілатциклазу, та Gi-білок, що інгібує аденілатциклазу; ферменти аденілатциклаза (АЦ) і протеїнкіназа А (ПКА) (рис. 24). 
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Рисунок 24 – Каскадна система підсилення гормонального сигналу
Послідовність подій, що приводять до активації аденілатциклази, є такою: 

· зв’язування активатора аденілатциклазної системи, наприклад гормону (Г) із рецептором (Rs), викликає зміну конформації рецептора і збільшення його спорідненості до Gs-білка. У результаті утворюється комплекс [Г][R] [G-ГДФ]; 

· приєднання [Г][R] до G-ГДФ знижує спорідненість         α-субодиниці Gs-білка до ГДФ і збільшує спорідненість до ГТФ. ГДФ заміщується на ГТФ; 

· це викликає дисоціацію комплексу. Субодиниця α, що відокремилась, і зв’язана з молекулою ГТФ, має спорідненість до аденілатциклази: [Г][R][G-ГТФ] → [Г][R] + α-ГТФ + βγ; 

· взаємодія α-субодиниці з аденілатциклазою приводить до зміни конформації фермента та його активації, збільшується швидкість утворення цАМФ із АТФ; 

· конформаційні зміни в комплексі [α-ГТФ][АЦ] стимулюють підвищення ГТФ-фосфатазної активності               α-субодиниці. Відбувається реакція дефосфорилювання ГТФ, і один із продуктів реакції – неорганічний фосфат (Pi) відділяється від α-субодиниці, а комплекс [α-ГДФ] зберігається; швидкість гідролізу визначає час проведення сигналу; 

· утворення в активному центрі α-субодиниці молекули ГДФ знижує його спорідненість до аденілатциклази, але збільшує спорідненість до βγ-субодиниць. Gs-білок повертається до неактивної форми; 

· якщо рецептор зв’язаний з активатором, наприклад гормоном, цикл функціонування Gs білка повторюється. 

Активація протеїнкінази А (ПКА) відбувається таким  чином.
· Молекули цАМФ можуть зворотно з’єднуватися з регуляторними субодиницями ПКА. 

·  Приєднання цАМФ до регуляторних субодиниць (R) викликає дисоціацію комплексу С2R2 на комплекс цАМФ4-R2 і С+С. 

· Активна протеїнкіназа А фосфорилює специфічні білки за серином і треоніном, в результаті змінюються конформація і активність фосфорильованих білків, а це призводить до зміни швидкості та напряму регульованих ними процесів у клітині. 

· Концентрація цАМФ у клітині може регулюватися, вона залежить від співвідношення активностей ферментів аденілатциклази і фосфодіестерази. 
Передача сигналу від мембранного рецептора через G-білок на фермент аденілатциклазу служить прикладом каскадної системи підсилення цього сигналу. Одна молекула, що активує рецептор, може “включати” кілька G-білків, і потім кожен активує кілька молекул аденілатциклази з утворенням тисяч молекул цАМФ. На цьому етапі сигнал посилюється у 102–103 разів. Утворені молекули цАМФ “включають” інший фермент – протеїнкіназу А, посилюючи сигнал ще у 1000 разів. Фосфорилювання ферментів протеїнкіназою А ще більше підсилює сигнал, у результаті сумарне посилення дорівнює 106–107 разів. Таким чином, за механізмом каскадного посилення одна молекула регулятора здатна змінити активність мільйонів інших молекул. 
Однак для будь-якої із систем трансмембранної передачі сигналу клітина має іншу систему, що пригнічує цей сигнал. Кожен із етапів у ферментному каскаді знаходиться під контролем спеціальних механізмів, що пригнічують цей сигнал. Наприклад, тривала дія гормону призводить до десенсибілізації мембранних рецепторів: вони або інактивуються, або разом із гормоном занурюються в клітину шляхом ендоцитозу. Внаслідок десенсибілізації рецепторів ступінь активації аденілатциклазної системи знижується. Якщо в клітині тривалий час підвищена концентрація цАМФ (підвищена активність протеїнкінази А), може відбуватися фосфорилювання кальцієвих каналів, що призводить до підвищення концентрації Са2+ у клітині. Кальцій активує Са2+-залежну фосфодіестеразу, що каталізує перетворення цАМФ у АМФ. Унаслідок інактивації протеїнкінази А (R2C2) знижується швидкість фосфорилювання специфічних ферментів. Завершує “вимкнення” системи фосфопротеїнфосфатаза, що дефосфорилює фосфопротеїни. 


6.9. Інозитолфосфатна система
Функціонування інозитолфосфатної системи трансмембранної передачі сигналу (рис. 25) забезпечують: R (рецептор), фосфоліпаза С, Gplc – білок, що активує фосфоліпазу С, білки та ферменти мембран і цитозолю. Послідовність подій, що призводять до активації фосфоліпази С, є такою: 

· зв’язування сигнальної молекули, наприклад гормону з рецептором (R), викликає зміну конформації і збільшення спорідненості до Gplc-білка; 

· утворення комплексу [Г][R][Gplc-ГДФ] призводить до зниження спорідненості α-протомера Gplc-білка до ГДФ і збільшення спорідненості до ГТФ. ГДФ замінюється на ГТФ;
· відбувається дисоціація комплексу: α-субодиниця, що відокремилася, є зв’язаною з молекулою ГТФ і набуває спорідненості до фосфоліпази С; 

· α-ГТФ взаємодіє з фосфоліпазою С й активує її. Під дією фосфоліпази С відбувається гідроліз ліпіду мембрани фосфатидилінозитол-4,5-бісфосфату (ФІФ2); 

· унаслідок гідролізу утворюється і виходить у цитозоль гідрофільна речовина інозитол-1,4,5-трифосфат (ІФ3). Інший продукт реакції діацилгліцерол (ДАГ) залишається в мембрані й бере участь в активації ферменту протеїнкінази С (ПКС);
· інозитол-1,4,5-трифосфат (ІФ3) зв’язується специфічними центрами Са2+-каналу мембрани ендоплазматичного ретикулума, це призводить до зміни конформації білка і відкриття каналу – Са2+ надходить у цитозоль. За відсутності в цитозолі ІФ3 канал закритий; 
· підвищення концентрації Са2+ у цитозолі клітини збільшує швидкість взаємодії Са2+ із неактивним цитозольним ферментом протеїнкіназою С (ПКС) і білком кальмодуліном, таким чином сигнал, прийнятий рецептором клітини, роздвоюється; 

· зв’язування протеїнкінази С з іонами кальцію дозволяє ферменту вступати в кальцій-опосередковану взаємодію з молекулами “кислого” фосфоліпіду мембрани, фосфатидилсерину (ФС). Діацилгліцерол, займаючи специфічні центри в протеїнкіназі С, ще більше збільшує її спорідненість із іонами кальцію; 

· на внутрішньому боці мембрани утворюється ферментативний комплекс – [ПКС][Са2+][ДАГ][ФС]-активна протеїнкіназа С, що фосфорилює специфічні білки за серином і треоніном. 
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Рисунок 25 – Інозитолфосфатна система трансмембранної передачі сигналу
У клітинах багатьох тканин наявний білок кальмодулін,     що функціонує як внутрішньоклітинний рецептор Са2+, він має  4 центри для зв’язування Са2+. Комплекс [кальмодулін]-[4Са2+] не володіє ферментативною активністю, але взаємодія комплексу з різними білками і ферментами призводить до їх активації. 
Як і більшість систем трансмембранної передачі сигналів, інозитолфосфатна система має не лише механізм посилення, а й механізм пригнічення сигналу. Наявні в цитозолі інозитол-1,4,5-трифосфат (ІФ3) і діацилгліцерол (ДАГ) у мембрані можуть унаслідок серії реакцій знову перетворюватися на фосфатидилінозитол-4,5-бісфосфат (ФІФ2). Ферменти, що каталізують відновлення фосфоліпіду, активуються фосфорилюванням протеїнкіназою С. 
Концентрація Са2+ у клітині знижується до вихідного рівня під час дії Са2+-АТФ-аз цитоплазматичної мембрани й ендоплазматичного ретикулума, а також Na+/Ca2+- і Н+/Са2+-транслоказ (активний антипорт) клітинної та мітохондріальної мембран. Функціонування транслоказ Са2+ і Са2+-АТФ-аз може активуватися: 

· комплексом [кальмодулін][4Са2+]; 
· протеїнкіназою А (фосфорилюванням); 
· протеїнкіназою С (фосфорилюванням). 

Зниження концентрації Са2+ у клітині й діацилгліцеролу в мембрані призводить до зміни конформації протеїнкінази С, зниження її спорідненості до фосфатидилсерину, фермент дисоціює в цитозоль (неактивна форма). Фосфорильовані протеїнкіназою С ферменти і білки під дією фосфопротеїнфосфатази переходять у дефосфорильовану форму. 

6.10. Передача сигналу за допомогою внутрішньоклітинних рецепторів
Передача сигналу жиророзчинних стероїдних гормонів і тироксину можлива лише під час проходження цих гормонів через плазматичну мембрану клітин-мішеней (рис. 26). Рецептори гормонів можуть перебувати в цитозолі або ядрі. Ядерні та цитозольні рецептори стероїдних і тиреоїдних гормонів містять ДНК-зв’язувальний домен, що характеризується наявністю двох структур “цинкових пальців”. 

Послідовність подій, що приводять до активації транскрипції, є такою: 

· гормон проходить через подвійний ліпідний шар клітинної мембрани;
· гормон взаємодіє з рецептором (R), унаслідок чого змінюється конформація рецептора; 
· комплекс гормон-рецептор проходить у ядро, взаємодіє з регуляторною нуклеотидною послідовністю в ДНК – енхансером або сайленсером;
· доступність промотора для РНК-полімерази збільшується (під час взаємодії з енхансером) або зменшується (під час взаємодії з сайленсером); 
· відповідно збільшується або зменшується швидкість транскрипції структурних генів; 
· збільшується або зменшується швидкість трансляції;
· змінюється кількість білків, що можуть впливати на метаболізм та функціональний стан клітини. 
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Рисунок 26 – Передача сигналу на внутрішньоклітинні рецептори
Ефекти гормонів, що передають сигнал через внутрішньоклітинні рецептори, не можна спостерігати відразу, оскільки на перебіг процесів транскрипції та трансляції потрібні години. 


7. Штучні фосфоліпідні мембрани

Штучні мембрани одержують із фосфоліпідів у різний спосіб. Унаслідок збовтування або обробки ультразвуком суспензії фосфоліпідів у воді утворюються сферичні бішарові везикули, які називаються ліпосомами (діаметром 200–2000 Å). Ліпосоми можуть складатися з одного (одноламелярні) або декількох (мультиламелярні) бішарів фосфоліпідів, що чергуються з водним простором. 
Під час створення штучних мембран можна варіювати вміст різних ліпідів у їх складі. Це дозволяє проводити систематичне дослідження впливу ліпідного складу мембран на ту або іншу функцію. Наприклад, можна одержати везикули виключно з фосфатидилхоліну або, навпаки, із суміші фосфоліпідів відомого складу із залученням гліколіпідів і холестеролу. Можна створювати мембрани із ліпідів із різними залишками жирних кислот. Це дозволяє провести дослідження впливу жирнокислотного складу на певні функції мембран (наприклад, на транспорт). 

У везикули можна вбудовувати очищені мембранні білки або ферменти. Це дозволяє виявити, які молекули (наприклад, специфічні ліпіди або допоміжні білки) необхідні для реконструкції функції очищених білків. 

Штучні фосфоліпідні мембрани використовують для скринінгу мембранотоксичної дії біологічно активних речовин, вони також можуть бути використані як модель для вивчення електричних властивостей мембрани, її проникності, а також для інших експериментальних досліджень. Наприклад, під час введення у штучні фосфоліпідні мембрани деяких активних речовин (валіноміцину, динітрофенолу, пентахлорфенолу та ін.) вони у багатьох відношеннях відтворюють властивості тканин нервового волокна. 
На сьогодні все більшого значення набуває можливість використання фосфоліпідних везикул для доставки в клітину лікарських засобів. Це має низку переваг: 

· введення речовин усередину ліпосом захищає їх від дії ферментних систем організму; 
· ліпосоми формуються з природних фосфоліпідів, у зв’язку з чим вони легко включаються в обмінні процеси в організмі і є практично нешкідливими; 

· завдяки здатності ліпосом взаємодіяти з мембранами клітин стає можливим уведення всередину клітин речовин, які не проникають крізь клітинну мембрану або мають обмежену проникність;
· унаслідок обмеженої проникності ліпосом можливе їх використання для дозованого надходження лікарського препарату і зниження його токсичності; 

· ліпосоми можна застосовувати для спрямованого транспорту біологічно активних молекул до певних органів і тканин (зокрема транспорт хіміопрепаратів до пухлин). Для цього в мембрани ліпосом необхідно вбудувати молекули, які впізнаються специфічними рецепторами плазматичної мембрани клітин-мішеней. Терапевтичний ефект такого способу доставки ліків повинен бути досить значним. ДНК, вбудована всередину ліпосом, очевидно, є менш чутливою до нуклеаз; це необхідно враховувати при генній терапії.
8. “Пероксидний стрес” та системи антиоксидантного захисту


Ненасичені жирні кислоти, що входять до складу ліпідів клітинних мембран, легко піддаються процесу перекисної деструкції – ПОЛ (перекисне окиснення ліпідів). Тому реакція мембрани на пошкодження називається “пероксидний стрес”.

В основі ПОЛ лежить вільнорадикальний механізм. Вільний радикал – це молекула (або її частина), що має на зовнішній орбіталі неспарений електрон. Вільні радикали постійно утворюються в клітині, наприклад при перенесенні електронів в окисно-відновних реакціях. 

Утворення вільного радикала ненасиченої жирної кислоти (R•) ініціюється вільними радикалами кисню (О2•, ОН•), які забирають від жирної кислоти атом водню СН2-групи, розміщеної між спряженими подвійними зв’язками:
[image: image37.png]AxTieHa TTKA



[image: image38.png]Heaicrupra [TKA.




Вільний радикал жирної кислоти взаємодіє з молекулярним киснем з утворенням перекисного радикала жирної кислоти (RО2•), що потім відновлюється у перекис жирної кислоти – ROOH. 

Процес ПОЛ у нормі відбувається на стаціонарному рівні, що підтримується системами антиоксидантного захисту. Саме таким чином руйнуються клітинні мембрани старіючих клітин і біомембрани у вогнищах запалення. Однак інтенсифікація процесу ПОЛ для клітини є катастрофою. Високореакційні вільні радикали, перекиси жирних кислот і навіть кінцеві продукти ПОЛ (наприклад, малоновий діальдегід) сприяють утворенню міжмолекулярних зшивків (білок-ліпід, ліпід-ліпід), обмежують рухливість мембранних білків і порушують їх функції. У мембрані утворюються гідрофобні пори, що призводить до вивільнення кальцію (порушення скорочувальної здатності серцевого м’яза та виходу лізосомних ферментів (автоліз клітини). Зменшується запас антиоксидантів, зокрема вітамінів антиоксидантної дії (вітаміни Е, А, С), відбувається окиснення SH-груп білків, пептидів і найважливіших небілкових сполук (наприклад, ліпоєвої кислоти, пантотенової кислоти, KoA-SH та ін.). Частково відбувається роз’єднання процесу окисного фосфорилювання, що призводить до енергетичного голоду тканин. Усі ці процеси в кінцевому підсумку призводять до загибелі клітини. Продукти ПОЛ вважаються ендогенними радіотоксинами і канцерогенами. Дія радіації супроводжується масовою іонізацією молекул на шляху прямування радіоактивної частинки за рахунок “вибивання” електрона із зовнішньої орбіталі молекули. Електрони захоплюються киснем з утворенням О2• та інших вільних радикалів кисню. При радіолізі мембран утворюються радикали жирних кислот R•, RО•, RО2•. 


Неконтрольоване утворення вільних радикалів кисню та інтенсифікація процесів ПОЛ спостерігається під час паління, при ракових захворюваннях, ішемії, гіпероксії, старінні тощо. 
Для захисту від дії активних форм кисню в організмі існують ферментативна та неферментативна антиоксидантні системи. Головними ферментними антиоксидантами є: 
· супероксиддисмутаза (СОД), що каталізує реакцію дисмутації супероксидного радикала кисню; 

· каталаза і пероксидаза, що каталізують розщеплення перекису водню. У каталазній реакції субстратом і донором водню служать молекули Н2О2, а у пероксидазній – донором водню є органічний перекис;

· система глутатіону, що забезпечує катаболізм перекисів ліпідів, перекисно-модифікованих нуклеотидів і стероїдів. Так, глутатіонпероксидаза бере участь у знешкодженні Н2О2, а глутатіонредуктаза відновлює окислений глутатіон, використовуючи кофермент НАДФН∙Н+. Трипептид глутатіон використовується як відновник у реакції розпаду гідроперекисів ліпідів, він функціонує як субстрат для глутатіонпероксидази і глутатіонтрансферази. 
До неферментативних антиоксидантів належать:

· жиророзчинні вітаміни Е, D, А, К;
· убіхінон (коензим Q);

· органічні кислоти, особливо вітамін С, цитрат;

· трипептид глутатіон та інші SH-вмісні сполуки;

· флавоноїди (наприклад, рутин чайного листа, ягід чорноплідної горобини, буряка);
· деякі гормони у фізіологічних концентраціях (естрогени, тироксин і адреналін);

· комплексони (феритин, трансферин, АДФ);

· меланіни;

· хітини.

Навіть нетривала недостатність неферментативних антиоксидантів, особливо вітамінів, призводить до стійких і незворотних пошкоджень клітинних мембран. 
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