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На изолированных хлоропластах гороха (Риит sat jvum) проведено экспериментальвое иссле­

лованис КИН!:1"ИКИ фотоиндуцированного сигиала ЭП Р 1, отражающего нзмеиснис степени

воссгановлеиности Р700 - фотоактивного пигменга фотосистемы 1, при различных концен­

трациях экзогенного феррелоксина. Предложена кинетическая модель ЦИКЛИчесКО" о форредок­

СИНЗ8ВИСИМОГО электронного транспорта вокруг фотосистемы 1. Построена многочастичная

м одель , позволяющая осуществлять «прям ое моделирование пропессов персноса электрона

в муяьтифермеитных комплексах и ограниченной диффузии подвижных переносчиков в 0 1'­

дельных компартментах системы (стромв, люмен, внутримембранное пространство) . Сравнение

резУЛЬТ8ТОВ кинетического И прямого моделирования указывает на важную po.'lЬ простран­

ственной организации системы в формировании кинетики редокс-преерещеиий Р700 .

!C'IJO'(l' iJbll' слова: фотосистема / . цик/ruЧl'l"КUЙ

.AUfOгO'Шсти'UfйЖ .AClНИJlЬ. ферреtЮкcuн ,

Кроме линейного фотосинтетического

транспорта электронов от воды на NA D PH в

хлоропластах высших растений и водорослей

существует циклический электронный транс­

порт, который представляет собой чувствитель­

иый к антимицину А перенос заряда с акцеп­

торной стороны фотосистемы 1 (PS 1) в пул

хиноиов . Физиологический смысл циклического

транспорта электронов заключается в генера­

иии дополнительного протонного градиента , а

также в предотвращении окислител ьного стрес ­

са при больших интенсивносгях света . Резуль­

таты проведенных экспериментальных исследо­

ваний, в том числе ингибиторного анализа ,

свидетельст вуют об участии в циклическом

траиспорте молекул пластохинона (PQ) и ци­

тохромного bJJ комплекса [рис. 1) (1 -4) .

Характеристики циклического транспорта в

изолированных хлоропластах в сильной степени

зависJIТ ОТ концентрации добавленного ферре-

Сокрешения . PS I - фотосистем а 1, Fd - ферредоксни.

PQ - пластохинон . FQR - фeppQОКСНII - ХН IЮН-ре..1УJnаla .

FNR - ферре.зОКCIlн .NАDРН-ре.1)'КТ818 , Ре - плвет оциа­

ННН .

ЭJU!К",fЮНJiый транспорт. кинетическая .voдi'AЬ,

доксива (Fd), ЧТО указывает на участие молеш

ЭТОГО подвижного переносчика в данном про­

цессе . Однако возникает вопрос о механиэва

переноса электрона с Fd , который являете

гидрофильным переносчиком и локалиэоваи I

строме, на пластохинон. гидрофобные МО.1СКУ­

ЛЬ! которого локализованы в тилакоилной MCIt­

бра не (см . рис . 1). В ряде работ [4- 7] Быlоo

предложено несколько схем взаимодействия , I

том числе с участием гипотетического мембран

нога фермента ферредоксин-хннон-редуктаза

(FQR) (изображен на рис. 1), который до на·

стоящего времени не идентифицирован . Оле

из предположений состою' 8 том , что в рол

белка, обладающего Fd-PQ-реДУКТа3110Й ВКТИ&­

иостъю, может выступать фсррсдоксмн­

NADPH -реДУlП3за (FNR) . однако существуют

аргументы как за , так н против ланиого преь

положения [1 ,2.5,8).

Нами провсдено эксперимент ал ьное иссяе

доваиие кинетики фотоипдуцироваииого сиг ив­

;13 ЭПР 1. соответствующего изменению степенв

восстановлсниости Р700 - фотоактивного пм­

мента фотосистемы 1, при различных коицен­

грациях добавлснного фсррсдоксина. во вре-
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Рве, 1. Органиэация циклического транспорта электронов в хлоропластах , Показены мембрана тилвкоида и

компоненты цсгш ЦЗТ: комплексы PSI, r 'QR. FNR 11 комплекс питохромов bJf, 11также подважные переносчики

элетрона Ре, Fd 11 Q . Знаки вопроса отмечают вероятные " ), 11 переаосв :JJIек1рОНО8 , где МСХ8Н1fЗloI транспорта

не ~"oв.1CН _

IКЮIО~ диапазоне 0,1- 10 с . Построен ряд ки­

ветических моделей. моделирующих процессы

в зтов временном диапазоне и соответствующих

ра11ИЧИЫМ схемам взаимодействия участников

везического Ре-зависимого 1р3НСПОрта вокруг

фотосистемы I С целью выбора адекватной схе­

КЫ, описывающей совокупность эксперимен­

тальных данных. Построена многочастичная

водель. которая позволяет осуществлять «пря ­

lЮtИ моделирование пропессов персноса элек­

трона 8 мультиферментных комплексах и ог­

раниченной диффузии подвижных переносчи­

108 8 отдельных компартментах системы (стро­

1f3, люмен , внутримембранное пространство) .

Сравнение результатов кинетического и прямо­

го моделирования указывает на важную роль

лространствеШIОЙ организации системы в фор­

вирева нии кинетики редокс-преврагпенмй

Р700+ •

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Гилакоиды гороха (Pisum гаигит L., сорт

Совершенство) выделяли из листьев 1 2-luteвны�x

проростко в В среде, содержашей 0,4 М сахарозу ,

3.М MgCl, . 2 мМ ко, I мМ ЭДТА. 30 мм

HEPES, рН 7,8. и хранили замороженными в

видком азоте с добавлением 20% глицерина .

Перед эксперимеfПОМ тилакоиды отмывали в

среде. содержащей 0,2 М сахарозу , 6 мМ MgCI2,

30 мМ трици н. рН 7.6. Ферредоксин выделяли

ID листьев гороха [9]. Кинетику свегоиндуци -
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рованного сигнала ЭПР I (g = 2.0025) Р700+

регистрировали с помощью радиоспектрометра

Зссангиметрового диапазона (РЭ-I307, НТО

ЛИ). соединенного с компьютером . Нанапли­

вали и усредняли 10 сигналов. Свет галогенсвой

лампы КГМ -300 поступал к кювете через сис­

тему тепловых фильтров. Реакционная смесь

объемом 0,1 мл содержала 50 мМ трицин, рН

7,5, 5 мМ MgC12, 6 мм глюкозу, 2 ям хлорид

аммония . 400 ед/мл каталазы. 40 мкМ Fd (если

не указано иначе) и тилакоиды (0,1 мг Хл) .

Образовани е пула восстановленого ферредок­

сина. необход имого для функ ционирования

ЦИК.1ИЧССКОГО тра нспорта электронов. осушест­

вляли путем освещения тилакоидов в реакци ­

онной смеси в течение 30 с интенсивным белым

светом . До его выключения добавляли днуров

до 10 мкм концентрации для ингибирования

поступления электронов от фотосистемы 11.
Анаэробные усло вия создавали. обдувая реак­

ционную среду аргоном и добавляя 4 ед}М:1

глюкозооксидаэы. Добавки. влияние которых

исследовали . 8НОСИЛИ после диурона . Подго­

ловленную таким образом реакционную смесь

освещали в течение 1.5 с . регистрируя кинетику

свеюиндуцированных изменений окислительно­

воссгановитеяьного состояния Р700. Кинетику

темновой релаксации сигнала анализировали

методом нелииейной регрессии с помощью про­

граммы Mathcad 7.
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A(t). ОТН.ед .

1

1, с

р8с:. 1. Кинетические кривые фотоиндуцнрованнoro

сагнаяа ЗПР I катмов-ралнквла Р700 8 геенсге

д.'lИ двух различных КОНIICНТJ>4ЦНЙ жэогениого фер­

редоксина. Сплошные JDlННН - пpcдcraВЛС2ШС кри­

вых темнового восстансеяенмя фотоокисленного

Р700· в виде сум мы двух убывающих экспонент:

A(t) :; A.cxP(-k jt ) + A2cxp(--k2/) , где A t • А2 - 8"'­
плитувы быстрой и медленной компонент восств­

новления соответственно. 1.: г - 1.:2 - псжазагелн жс­

поеенг быстроа н M~ctlHoA КОМnOНСПТ соогвет­

С'ПСННО (cw. таблиuу); '1 - отношение концетрацнн

лобевзевного Fd к концензрецнн PSI.

РЕЗУЛЬТАТЫ ЭКСПЕРИМЕНТА

Примеры типичной экспериментальной ки­

иетики сигнала ЭПР 1 представлены на рис. 2.
При включении света наблюдали быстрое воз­

растание амплитуды сигнала ЭПР 1. т.е . окис­

ление Р700. с выходом се зна чения на стацио­

нарвый уровень. Кинетика восстановления по-

сле выключения света хорошо аппроксимирс­

валась двумя экспонентами. В таблице преъ

ставлены полученные при разложении эксперв

меитальных кривых на две экспоненты карав­

теристики быстрой и медленной фаз ВОССТ3110&­

пения Р700· при разных концентрациях добав­

ленного ферредоксина : значения амплитуд и

показатели экспонент каждой из фаз и вкяа

быстрой фазы в суммарный СИГНал. Из таблмца

видно , что характерное время быстрой КОМПО­

ненты составляло около 200 мс, время медлее­

ной компоненты варьировало в пределах 2-5
с . При увеличении концентрации Fd увеличь

вался относительный вклад быстрой компонен­

ты в восстановление Р700· , при этом ее харак­

териос время (величина , обратная показагели

экспоненты) менялось незначитсльно . В то :u
время при увели чении концентрации побавлее­

ногс Fd показатель экспоненты медленной кое­

поненты увеличивался, т.е. процесс воссга ное­

пения Р700· . которому соответствует медленная

фаза , ускоря.лся . Амплитуда и вклад медленноё

фазы уменьшались при увеличении концентра­

IIИИ добавленного Fd. это подтверждает вы­

сказанное е [7] предположение о том, что Мед­

ленная фаза восстановления Р700 , по-видимому

представля ет собой процесс «довосста новле

ния » Р700 от разнородного донорного окруже­

ния . для формальной интерпретации получсе­

ных экспериментальных данных использовав

метод кинетического моделирования .

ОПИСАНИЕ КИН ЕТИЧ ЕСКОЙ МОДЕЛИ
И РЕЗУЛЬТАТЫ МОДЕЛИРОВАНИЯ

Кинетика сигнал а ЭПР 8 изучаемой экспе

рименгальной системе определяется сяедующи

ми пропессами . Фотосистема 1 под лейетвие

Зависимость параметров кинетики темнового восстановления фотоокисленного Р700+ в тилакоидах гороха

в анаэробных условиях от концентрации добавленного ферредоксина

Коицempация

добеваенногс
А, . Onl.ед. k. , е-! A z, отн.ед. k

2
, с- ! A 1/(A 1 + AJ

ферредоксина.
Т . , С т2' С

"КЛ

О 0,240 6,85 0, 146 0,361 0,181 5,5 1 0,33

5 0,166 4,93 0,203 0,276 0,218 4,57 0,35 •10 0,458 4,49 0,222 0, 192 0,5 14 1.94 0,74

15 0,593 4,28 0,233 0, 163 0,428 2,33 0 ,80

~20 0,656 4,23 0,236 0, 159 0,464 2,15 0,86

Примечеане . А , и 141 - вмпаитулы быстрой и меддettиоо фаз сигнала соогеетствевно . ~ , И k1 - показатеяв эксновеп;

т . н Т1 - характерные времена быСУ1ЮЙ и яеляеинои фаз снrnала . Послецний ст олбец - вклад быстрой фазы I
сум марный сигнал .

БИОфИЗИКА том 48 вып. з 200J
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Пул неспецифических электронных вкцепгоров

рк. 3. Схема кинетической модели циклического транспорта электронов вокруг фотосистемы 1. Прямоуголь­

ннка",н обозначены комплексы PSI. FQR н цмтохромный Ь6if-комплекс. Р700 - пигменг реакЦИОННОГО центра

фотоснcreмы 1, А - обобщенный акцептор, R - центр Риске, Ь - высокопотенциальный цитохром Ьt, . Fd ~

ферредОl<СИИ , Ре - пластоцивнин . Q - пластохинон . Q- - - пяастошнол, Q.. - семмхинов на а-сейте комплекса

цитохромов (у внешней поверхности мембраны) . Стрелками показевы ПУТН элестроивого транспорта . k ,r.o ko~, o

110 "'0 k l • - константы скоростей соответствующих реакций гереноса электрона . ПУНКТИРИЫМИ ЛИНИЯМ И

юображены границы гилвконаной мембраны н граница лула неспеифических акцепторов и доноров электронов .

еета катализирует окисление пластоцианина

(Ре) на люменальной поверхности мембраны
тклакоида и восстановление Fd на сгромальной

rropoне мембраны. В дальнейшем происходит

жиедеиие Fd и восстановление пула PQ. По­

польку молекулы Fd локализованы в строме ,

I PQ является гидрофобным переносчик ом и

сосредоточен в липидиом слое мембраны . ве­

РО111l0 , этот процесс происходит посредством

векбранного экспонированного в строму белка ,

сбяадаюшего активностью Fd·PQ-редуктазы .

Последующее окисление PQ приводит к вос­

пановлеиию Рс (локализован в люмене) , про­

цесс происходит с участием цитохр омиого Ьб/f­

юяплекса (см . рис. 1).

Нами был построен ряд последовательно

вюжняющихся кинетических моделей , наибо­

зе подробные из которых учитывали процессы

шинга Fd на акцепторной стороне фотосие­

УеМЫ 1, участие цитохромного трансмембран­

IIOГО комплекса в окислительно-аосстановитель­

ных превращениях пластохинона, посадку PQ
на цнтохромный комплекс и двухэлектронную

lIpироду этого переносчика . Схема наиболее

SИОФИЗИКА том 48 еьш.а 2003

полной модели изображена на рис. 3; наряду

с перечисленными компонентами она включает

гипотетический белковый комплекс FQR .

Перенос электрона в мультифсрментных

комплексах описывали с помощью уравнений

для вероятностей состояний этих комплексов.

В модели мы использовали редуцированные

схемы состояний комплексов. Мы не детализи­

ровали стадии переноса элеюронов ВНYIPи ком­

плекса, характерные времена которых сущест­

венно меньше времени наблюдаемых в экспе­

рименте процсссов (0,1 с) . Взаимодействие ком­

плексоа с подвижными переносчиками описы­

вали согласно закону действующих масс (1 0,11].

Схема состояний для комплекса фстореак­

ционного центра фотосистемы I представлена

на рис . .4а . Предполагается , что комплекс ре­

акционного центра PSI состоит из двух ком­

понентов, первичного донора электронов Р700

и обобщенного акцептора А, а также сайта

посадки Fd . Комплекс цитохромов bJf (рис .

46) считали состоящим иэ двух компонентов.

а именно центра Риске R и высокопотенциаль­

ного питохрома bh, а также места посадки

пластохинона Qn- Транспорт электронов через

6'
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Рее, 4. Схемы состояний ком плексов , участвующих в цнклическом транспорте электронов. Каждый прямо­

угольник предcrавляет собой одно из состояний комплексов, определяемое релокс-состоянвями входящих в

ННХ перенссчикое электрона. Стрелкам и поквзаны пути электронного транспорта : *on' k01l1 • " ] • . • • • kJ~ ­
константы скоростей соответствующих реакций переноса электрона ; (а) - фотореакционныii центр PSI. Р700 ­
пнгмеит рс8КЦИОННОГО центре PSI, А - обобщенный акцептор: (б) - ЦИТОХроМНЫЙ Ь~f-комплекс. Х - центр

Риске. Ь - высокопотенцаельиый цвтохром Ь , Q... - пластохинон на месте посадки " цитохром ного комплеса

(у внewнeA поверхнocrн мембраны); (8) - коееплесс FQR.

цигохромный комплекс осуществляется по Q­
циклу. Между Fd в комплексе н Fd 8 растворе

устанавливается динамическое равновесие .

Предполагается , что Fd-PQ-редуктазная: реак­

циа осуществляется в отдельном комплексе фер­

редсксин-кмнон-редуктазы (рис. 4в) , который

может находиться в одном из шести состояний.

Система уравнений, соответствующая моде­

ли (рис . 3) , содержит 26 обыкновенных диффе­

ренцмальных уравнений. Переменными в ней

являются вероятности состояний комплексов I
относительные концентрации подвижных пере

носчиков Ре, Fd, PQ в восста новленной форе,

Начальны е условия задавал и в соответств ии а

стационарным распределением электронов I
системе в сгсугствие освешеимя . Численное ре­

шение системы уравнений производкли с lIO:

МОШЫО програ ммы Model Vision Studium [ I ~

Параметры модели выбирали в соответеь

вин с литературными данными . «Светоеуе

БИОФИЗИКА том 48 вып.ё 200



Рис. S. Модельная кинетика окислитеяьно-ессста­

новительных иревращений Р700" ; '1 - отношение

концентрации Fd К концентрации PSI.

66\
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ПРЯМОЕ МОДЕЛИРОВАНИЕ

ПРОЦЕССОВ ЦИКЛИЧЕСКОГО

ТРАНСПОРТА ВОКРУГ

ФОтоеиеТЕМЫ 1

Р700+ , стн.ел .

1.0

0.5

больше, чем больше общее число электронов

в системе (см . таблицу) .

Какова природа медленной фазы? Фотсак­

тивный лигмент реакционного центра фотосис­

темы 1 является сильным окислителем [1 8.19].
Поэтому 8 отсутствие восстановленного специ­

фического донора Ре возможен медленный пе­

ренос электрона на окисленный Р700 с других.

неспецифических доноров. H.V. Scheller в ра­

боте [7] предположил , что медленная стадия

восстано вления Р700 отражает способность

Р700+ "извлекать электроны из окружающих

молекул», так как эта реакция наблюдалась

даже в присутствии кислорода. Он также от­

мечает, что медленная стадия похожа на реак­

ЦЮО , наблюдаемую на выделенных PSI . В ра­

боте [20] А.В . Норе отмечает наличие медленной

фазы восстановления окисленно го вспышк ой

Р700 + . Он считает, что эта медленная фаза

«нефиэиологическая » . Выводы. следующие из

нашей модели , соответствуют этим предполо­

жениям .

Кинетический подход, используемый при

моделировании первичных процессов . имеет

ряд незюстатков . Главный из них - трудность

учета пространствеиной структурной несдно­

ролиости системы . При моделировании взви­

модействия вылелеиных фрагментов с экзогев-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЕ И ТЕОРЕТИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ

Медленная фаза - процесса восстановления

00" может быть описана в модели либо еклю­

нем слабого протока через систему. л ибо

знчием БО.1ЬШОГО неспецифического пула

зектроно в. нз которого и происходит медлен­

«довосстановление» Р700. Скорость этой

зенной неспециенческой фазы будет тем

I
~cтaнтy k o считали npопорциональной ИН-

~ИВНОСТИ света : ko= JC1, где 1- интенсивность

. . о - эффективное сечение поглащения PSI .
интенсивности света, равной 500 Вr/м: 2

ОВИЯ эксперимента) , ko = 250 , -1 {13-15).
нты скорости в цитохромном комплексе:

= 50, k, =457, k, =10000, k, =4000 [1 6).
станты реаКЦИЙ между Ре и Р700: k I ;: 4·1о'
17); «ЖДУ PSI и Fd: k l1 = 5·10' [18J. Ос-

11: константы варьировали.

Модельная кинетика окислигельно-восста­

нтельных иревращений Р700 представлена

рис . 5. Как и для экспериментальной кривой

. 2) быстрая фаза процесса восст ановления

.., nредстзвляющая собственно ЦИК•.'1Иче·

й транспорт. может бьпъ хорошо аппрок­

ирована одной экспонентой . Однако как в

перименте (рис . 2) , так и в МОДСЛИ (рис . 5)
становлси ие P7QO· посредством циклическо­

потока ПРОИСХОДИТ не полностью , так как

ае освещения часть электронов «залержива­

•• в стремальвой части в виде аосстанов­

ых молекул семихинона . Fd или иных

улл . Естественно . что по истечении более

]ЪНОГО времени питмент Р700 будет вос­

овлен от иеспецифических доноров. Таким

разом . результирующая кривая еосствновле­

фогсскисленного Р700 приближенно пред­

пет собой сумму двух экспонент.

Амплитуда и вклад быстрой компоненты,

показало моделирование редокс-превраще­

- Р700 , зависит от концентрации добавлен­

ферредсксина (рис . 5). Действительно. если

ень восстановленности добавляемого Fd за­

на , общее число электронов в системе будет

личиватъся с увеличением концентрации Fd,
условиях , когда диурои блокирует приток

.u еггронсв от фотосистемы 1I и естественного

нора эяектронов - системы разложения ВОДЫ.

величение общего числа электронов в системе

зического транспорта приводит к увеличе­

амплитуды быстрой фазы восстановления

00 и ее вклада . однако не влияет на ее ско­

, которая определяется скоростями пере­

электрона на отдельных стадиях никли­

ого тренспорта . остаюшимися неизменны-

ИОФИ3И КА ТОМ 48 вып.а 2003
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рмс. 6. Ввэуелизециа трехмерной сцены ,,"рямоii» МОДСЛИ цмкяического транспорта электронов . Поквзанв

честь мew:браны тнлакоеда . яюаеавльное 11 стромальное пространства .

где ~ коэффициент трения , л» - случвйне

сила . Случайная сила распределена нормальне

в нашей работе построена многочасти

МОДель функционирования циклического

порта вокруг фотосистемы 1 с участием

представленных на рис. 3 компонентов.

Модель представляет собой трехмерную с

ну (рис. 6), в которую входят: мембрана тв

ксида . внугритилакоидное пространство, mo
нальное пространство. На сцене находятся пн

менг-белковые комплексы (PSI , питохром

комплекс. FQR) И подвижные переносчики э.1С1

трона (ре, Fd. PQ). j
Для моделирования движения Рс , Fd, PQ I

пространствах соответствуюших компартмев'
тов использовали математический аппарат ОП~I
сания броуновского движения , с учёгом гее­

метрических ограничений. налагаемых сформв

ровенной модельной сценой . Предполагаете'
что движение частицы происходит в ВIIЗКoI

среде под действием случайной силы, возив

кающей из-за столкновений с молекулами сре­

ды . Как показано в [21] , для описания такоп

процесса можно ИСПОЛЬЗ0ва1Ъ уравнение Лав

жевена, описывающее изменение каждой коор

динаты со временем под действием случайной

силы:

ными донорами и акцептсрами 8 растворе при­

менение закона действующих масс было оправ­

дано относительной гомогенностью системы.

Однако в нативной 1ИЛЗКОИДНОЙ мембране

взаимодействия мулыиферментных комплексов

с подвижными переносчиками осуществляются

в разных компартментах системы (В стреме ­
С Fd. в лилидном слое мембраны - с PQ. в

люмене - с Ре) (см . рис. 1). По крайней мере

8 двух ИЗ ЭТИХ компартментов - внутримем­

бранном пространстве и люмене - в силу срав­

НИМОСТИ их геометрических размеров н разм е­

ров встроенных в них белковых комплексов

далеко не обеспечиваются ВОЗМОЖНОСТИ свобод­

ной диффузии.

Нельзя априори считать диффузию свобод­

ной и 8 стремальном пространстве. В самом

деле, хоп стромальное пространство достаточ­

но обширно. однако вблизи мембраны в силу

наличия мембранных белковых комплексов и

их реакционных центров диффузию уже нельзя

считать свободной . При кинетическом подходе

к моделированию представляют трудность мо­

делирование докинга, конформационных пере­

ходов н других процессов, связанных с про­

странственной структурой и особенностями

функционирования как самих реагентов. так и

их окружения. Все зги особенности могут бьпъ

воспроизведены при использовании метода

«прямого» или многочастичного моделирева­

ния .

БИОФИЗИКА том 48 вып.4 200]



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЕ И ТЕОРЕТИ Ч ЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ 663

1, МС

Р700. ОТН.ел .

Рее. 7. Кинетика восствиоввенна фстсскисленного

Р700· дяя случая равномерного распределения ком­

ll1IelCООВ PSI, cyt Ьf1fи FQR на мембране ТИЛ4Коида

(ПУМkТНРН8Я линия ) И случая . когда PSI и cyt bJf
обрезуют комписке (cruюwиая лнния]. И3Uбpl.с:ны

кинетические кривые, усредненные 110 десяти рее ­

лизвцием вычвслительного экспервментв .
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с нулевым средним и дисперсией. равной '1kТE, _

Здесь k - постоянная Больц....таиа . Т - темпера­

тура. Коэффициент трения для сферической час­

rиuы определяется по формуле: ~ ;;; 6XТla , где

'1 - вязкость среды . tl - радиус частицы . это

уравнение решается численно, причем шаг по

врежии dr подбирается таким, чтобы корень

ID дисперсии персмешения частицы IШ каждом

шаге (среднее перемещеиие частицы на каждом

шаге) был порядка одной десятой диаметра

мобильного переносчика . Такой выбор шага

обеспечивает приемнемую точность вычислений

м время расчета . На боковых границах области

волелирования были использованы тороидаль­

мыс (периодические) граничные условия , также

учlпы�алосьь отражение частиц от физических

поверхностей. включая мембрану и белковые

юяплексы. Каждый из участников движения

)ЮГ ПСРС"ОСИ1Ъ или не переносить электрон,

по при визуализации динамики системы в виде

.w:у.1ЬТФН,1ьма~~ нэображалось условным иэмс­

неинем цвета частицы .

Состояния комплексов. механизмы вза имо­

действия комплексов и переносчиков. законы

движения переНОСЧИКО8 задаются с помощью

определенных правил. На использованном нами

уровне детализации это выглядит следующим

образом (рис. 6). Внутренняя чаС1Ъ тилаксида

ограничена мембраной. Внутри тилакоида (8
люмене) движутся частицы Рс. которые могут

нести на себе электрон. Снаружи (В стром е)

.IIIn yrcl частицы Fd, которые тоже могут не­

ети на себе электрон. Мембрану прониэывают

комплексы PSI , цигохромные комплексы, бел­

ювые комплексы FQR . Концентрации и раз­

меры комплексов выбирали в соответствии с

яигературными данными [18,22,23]. Комплексы

PS I могут принять электрон от Рс. под дейст­

вием света перенести его на другую сторону

мембраны и передать фсррсдоксину. В темноте

ПОТ механизм не работает . Освещенность в

водели задается вероятностью переноса злек­

трона с Р700 на А . пропорциональной интен­

сивиости света. Дальнейший циклический

транспорт включает процесс ОКИС.,1ения Fd (ло­

казиэован в стреме) и восстановления PQ (':10­
калиэован внутри мембраны) с участием ком­

плекса FQ R. Окисление PQ и восстановление

ре (локализо ван в люмене) происходит с уча­

сзием цитохромного трансмемБР311110 ГО ком ­

ллекса по механизм у Q-цикла [18]. В свою оче­

редь, Рс является донором для фотоактивного

лигмента Р700 (донориая часть комплекса PSI).
Таким образом , цикл замыкается .

Механизм передачи электрона следующий:

если частица подвижного переносчика в резуль­

тате хаотического броуновского движения при­

ближаегся к белковому комплексу Н<1 Р<1ССТОЯ­

ние , меньшее векоторого эффективного радиуса

взаимодействия между ними , то с векоторой

вероятностью происходит посадка переносчика

на комплекс. Эффективный радиус взаимодей­

ствия - это параметр модели, характеризующий

максимальное расстояние. при котором возмо­

жен докинг. Эффективные радиусы еэеимоцей­

ствия выбирали равными размерам взаимодей­

ствующих белков, Т.С . докмиг происходил , когда

персносчик сталкивался С комплексом . Вероят­

ность посадки на комплекс также является па­

раметром модели. Оценить эффективные радиу­

сы взаимодействия и вероятности посадки под­

вижных переносчиков на комплексы можно ,

исследуя влияние этих величин на кинетические

константы взаимодействия . например Ре и PSI .
Так, зная (из эксперимента) константу восста­

новления Р700 (взаимодействия Р700 с Ре) , мы

можем подобрать эффективный радиус и веро­

ЯТНОСТЬ докиига таким образом , чтобы частота

актов восстановления Р700 8 модели находилась

в согласии е экспериментальным значением ки­

нетической константы (характерным временем)

восстановления Р700. После докиига проходит

некоторое время dt (параметр модели) . харак­

теризующее скорость последующих конформа­

циониых изменений комплекса PS и Рс . Затем

происходит собственно передача электрона , по-
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еле ч его комплекс распадается и окислившийся

пласгоцианин возобновляет броуновское дви­

жение.

Построенная прямая ~ОДСЛЬ. так же как и

кинетическая модель, представленная выше, по­

зволяет моделировать наблюдаемые в экспери­

менте кинетические кривые восстановления фо­

тоокисаенного Р700 И изучать кинетику других

персменных модели . .Кроме того, прямое мо­

делирование дает 8ОЗМОЖНОС1Ъ изучать зависи­

мостъ ларактеристик системы от Прос1р3НСТ­

венных особенностей распределения питмент­

белко вых комплексов в мембране. геометриче­

ских параметров мембраны и внутритилакоид­

нога пространства , геометрических размеров и

формы переНОСЧИХО8, особенностей докиига

подвижных переносчиков на молекулярных

комплексах и других характеристик системы.

В качестве примера на рис. 1 представлены

две кривые темнового восстановления Р700+- .

по.;lучениые на ПрАЦОЙ молели. Пуюетирная ли­

ния соответствует равномерному распределе­

ПИЮ комплексов PSI. cyt ЬJ/и FQ R на мембране

тилакоида. Сплошная линия соответствует С,.Ч­

чаю. когда комплексы PSI И cyt Ь,/! располо­

жены б.1ИЗКО друг от друга и образуют единый

комплекс (суперкомплекс) . В обоих случаях ки­

нетические кривые хорошо аппроксимируются

одной экспоненциальной кривой. В случае. ко­

гда PSI и cyt bJf образуют суперкомплекс.

характерное время восстановления уменьшает­

ся. Это объясняется тем . что Рс не требуется

диффундировать от цитохрома к PSI, и, таким

образом , перенос электрона происходит значи­
тельно быстрее . Возможность существования

такого суперкомплекса оБСУЖЛдЛась в работе

[2] . Отметим. что если комплексы PSI и FQR
расположены близко друг к другу, а питохром­

ные комплексы расположены случайно , то ки­

нетика темнового восстановления Р700+ не ме­

няется по сравнению со случайным распреде­

лением всех трех типов комплексов. ПО-ВИДН­

мому, это связано с тем, что лимитирующей

стадией является перенос электрона с PQ на

Рс через цитохромный b,jf-КОМJUIекс .

Подробное исследование свойств и возмож­

ностей предложенного способ а моделирования

первичпых процессов фотосинтеза в тияекоид­

ной мембране предпола гается осушествить в
дальнейшем .

ОБСУЖДЕНИЕ

При моделировании пропессов переноса

'Электрона при фотосинтез е традиционно ис­

пользуется кинети ческий полход. Для описания

переноса электрона в мультиферм ентиых ком

плексах используют уравнения для вероятн о­

стей состояний этих комплексов , взимодействие

с подвижными переносчиками описывают с гю­

мощью уравнений действующих масс [1 0,11,24].
Моделирование пере:II Оса электрона в выделен­

ных фрагментах фотосистемы I в присутствии

искусственных доноров и акцепторов электрона

и идентификация параметров системы были вы­

полнены в работах [10,25.26]. Применение эа ­

кона действующих масс для описания репоке­

реакций добавленных подвижных переносчиков

с комплексами фотосинтетических реакциоиньи

центров здесь в большой мере оправдано тем,

что взаимодействие свободно лиффунднруюшш

комплексов с экзогенными донорами и акцеп­

торами происходит в растворе. В то же время

в наливных мембранах тилакоидов структурная

организация пропессов такова . что процесс сво­

бодной диффузии представляется далеким от

реальности .

В последние годы получено большое КО.1И·

честао данных о структуре и регуляции фото­

синтетических процсссов . которые требуют ос­

мыспения в рамках единой функциональной

схемы. Прииципиальную возможность иигегра­

ции структурных и кинетических представления

дают современные методы обьектно-ориенти­

рованного программирования и доступность

многократно возросших вычислительных ресур­

сов . В связи с этим метод прямого моделиро­

вания представляется вссьма псрспективным,

первая попытка применять который для опи­

са ния никлического переноса электронов во­

круг фоТОСИС1'емы 1 в строиальной части ти­

лакоида предпринята в данной работе .

Прямое моделирование позволяет угочнитъ

правомерность подходов , используемых при ки­

нетическом моделировании . и выяснить преде­

ЛЬ! его применимости. С использованием пря­

мой модели появля ется возможность выяснить ,

какое влияние оказывают СТРУК1)'рные особен­

ности системы на значения констант скоростей

реакций и другие параметры, используемые 8
кинетической модели , и какова роль простран­

ствениой исоднородности системы , например .

типа респредслсний мультифсрментных ком­

плексов в мембране тилакоида . Все ЗП! вопро­

сы, а также роль и влияние электрических и

электрохимических потенциалов. которые не

рассмагривались в предложенной модели , пред­

ставаяют предмет дальнейшего исследоваиня.

Работа выполнена при финансовой под­

держке Российского фонда фундаментальных
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Experimental and Theoretical lnvestigation of Cyclic Electron
Tra nsport агоппё Photosystem 1

I.B. Ko\'alenko*. О.М. Ustinin**, N.E. Grache\'**, Т.Е. Кrепdеlе\'и-, G.P. Kukarskikh*.
K.N. Timofen-*, G.Yu. Riznichenko*, Е.А. Grache\'**, and А.В. Rubin*

·Вiologicol Тзераптеы, Еотопояоч MOSCQW Биие U,jillers;ty . Vorob 'e"y Gory. Моесое. / / 9992 Russia

··Phys;col йераптет, Еотопозог M OSCQW 5ЕоЕе U,,;versity. Vorob 'ellY GQry. Могсое. / / 9992 Russia

The kinetics оГ ph otoil1duced EPR 1 sigllals 81 ditТerelll сопсетигаиопв оГ fem:doxin was studied
оп isolated реа chlo roplasts. А юпеtiс model оГ [епеёохш-ёерепёепт еьесггои tr811spon around
photosystern 1 was suggested. Л multiparticlc: model was construc ted, which makes it possibIe 10
«directly» mod c:1 кЬ с: processes оГ еlесtrоп transfer in mulliprotein complc:xes md limited diffusion
in difТc:rent compart ments оГ the system (stro ma, lumen, and intc:nnc:mbr811e space). А comparison
оГ thc: kinetic and <jdirec(1t models revealc:d 811 imponanl role оГ spatial org81uzвtioll оГ (Ье system
in thc: kinc:tics оГ redox turnovc:r оГ Р700 .

Ке)' """ ordJ: phOlOJYSlem " C)'l'/ir elenrQn ( уотроуЕ . ki"etU": nюdеl. multipartil:lt model, / erredoxin
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