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Л. В. Хитрина

4-КЕТОБАКТЕРИОРОДОПСИН И ОСОБЕННОСТИ ЕГО ФОТОЦИКЛА

Бактериородопсин (БР)1 — протонная помпа, использующая энергию света [1, 2]. 
Структурно  — это липохромопротеид, образующий специфические жидкокристал-
лические участки цитоплазматической мембраны бактерии Halobacterium salinarum 
(halobium) — ПМ [1, 2]. В углах такой решетки находятся белковые тримеры, молекуляр-
ная маccа мономера — 26 кД. Хромофор образован взаимодействием ε-аминогруппы 
Lys216 и ретиналя, подобные структуры называют основаниями Шиффа или альди-
минами [1–4]. Один из подходов к исследованию механизма данного молекулярного 
переносчика состоит в модификации хромофора, т. е. замене остатка ретиналя анало-
гами (см. [4–7]). 4-Кеторетиналь образует с  апобелком пигмент, интересный крайне 
замедленными компонентами фотоцикла при большом квантовом выходе [5, 6, 8]. По-
этому с исследованием 4-кетоБР связывают научные задачи и поиски вариантов соз-
дания фотохромных материалов для практического использования. Однако в  конце 
XX в. группой исследователей была опубликована схема функционирования 4-кетоБР, 
основанная на косвенных данных [9], которую до сих пор противопоставляют совре-
менным работам. Назрела необходимость обсуждения выводов этих работ. Цель дан-
ного обзора — сконцентрировать внимание на действительно важных особенностях 
4-кетоаналога БР и показать, что мнение об исчерпывающей изученности главных осо-
бенностей фотоцикла аналога неверно и что потенциал исследований этого пигмента 
далеко не исчерпан и является ценным инструментом в дальнейшем изучении БР. 

Краткая история исследования фотоцикла БР

Схема функционирования БР с главными интермедиатами появилась в 1975 г. [10]. 
Предполагали, что переходу одного интермедиата в другой соответствует одна экспо-
нента, как реакции первого порядка. Однако при попытке сделать кинетическое описа-
ние цикла оказалось, что констант нужно значительно больше, чем переходов [11–13], 
поэтому требовался дополнительный путь: обратная реакция или разветвление. Эти 
результаты положили начало многочисленным гипотезам как о разветвлениях цикла, 
так и о неоднородности исходного пула молекул в невозбужденном состоянии, вступа-
ющих в параллельные циклы (см., например, [2, 12–20]). Последнему предположению 
способствовала легкость превращения почти однофазной релаксации М-интермедиата 
в заметно двух-трехфазную под действием самых разнообразных факторов (детерген-
тов, повышения рН, высушивания, повышения давления [14, 21–23]). Когда показали, 
что все (или почти все) интермедиаты находятся в равновесии друг с другом [24], по-
требовались константы прямой и обратной реакций, мест экспериментальным параме-
трам хватило с избытком, а поиски параллельных превращений прекратились, и схема 

1 Условные сокращения: БР — бактериородопсин, ПМ — пурпурные мембраны, 13Z- — 13-цис-, 
all-E- — полностью-транс-.
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с последовательным расположением интермедиатов стала общепринятой (одну из со-
временных схем см. на рис. 1). 

Изложенное относилось к пигменту с all-E-конфигурацией хромофора. В эту фор-
му с максимумом поглощения 568–570 нм нативный БР переходит полностью при ос-
вещении ПМ [2]. В темноте устанавливается равновесие и около половины пигмента 
возвращается в 13Z-состояние (форма с максимумом поглощения 558–560 нм) [2, 26]. 
Получить БР с максимумом поглощения 548 нм, у которого весь хромофор находится 
в 13Z-конфигурации, можно только добавлением 13Z-ретиналя к апоБР [2, 26, 27]. 

Впервые прямо изучили фотоцикл индивидуального 13Z-БР (БР548) немецкие 
ученые [26, 27]. В таком цикле нет коротковолновых интермедиатов (L и М), а лишь 
К-подобные. В  отсутствие М нет протонного транспорта [2], а в  быстрой кинетике 
электрического ответа отсутствуют характерные фазы [28]. 13Z-Цикл оказался частич-
но разомкнутым, так как часть молекул переходила в all-E-конфигурацию [26, 27]. 

Однако изучение рН-зависимости быстрой кинетики оптических ответов трито-
новых препаратов БР выявило странное несоответствие соотношения М-подобных 
и длинноволновых интермедиатов. Единственный непротиворечивый вывод: по мере 
роста рН происходит переход солюбилизированных молекул с 13Z-хромофором в со-
стояние, генерирующее в фотоцикле М-интермедиат [29]. Сравнение быстрых кине-
тик электрогенеза светоадаптированных и темноадаптированных БР протеолипосом 
и ПМ подтвердило как это предположение, так и участие интермедиата М из 13Z-цикла 
в протонном транспорте [29–34]. Чем сильнее было изменено микроокружение моле-
кулы БР, тем ниже оказывалось значение рК интермедиата М в 13Z-цикле. Для натив-
ных ПМ pК в зависимости от ионной силы находится в интервале 8,5–9,5, для липосом 
рК = 7,6, для мономерного БР, солюбилизированного в тритоне X–100, рК < 5 [31, 34]. 

Рис. 1. Схема фотоцикла all-E-БР [25]
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4-Кетоаналог БР

4-Кеторетиналь — один из первых аналогов ретиналя, восстановивший в апоБР 
основную полосу поглощения хромофора и  функциональную активность [35, 36]. 
Этот полиеналь также образует окрашенный пигмент с обесцвеченным мономерным 
препаратом белка, солюбилизированным в тритоне X–100 [37]. Позже был определен 
максимум поглощения 4-кето-аналога БР — 506 нм [38, 39]. А в спектре его кругово-
го дихроизма в области 400–600 нм выявлены характерные отрицательная и положи-
тельная полосы [38]. Считают, что сходство с характером аналогичных полос в спек-
тре нативных ПМ свидетельствует об экситонном взаимодействии хромофоров в три-
мере 4-кетоаналога [40]. При регенерации 4-кеторетиналем белых2 мембран штамма 
JW5 получили пигмент без «бабочки» в хромофорной полосе спектра кругового дих-
роизма с единственным положительным максимумом без отрицательного [41]. 

Впоследствии оказалось, что максимумы поглощения индивидуальных 13Z-
и all-E-4-кетоБР достигаются, соответственно, при 504 и 527 нм [42]. Как тепловой, так 
и светоиндуцированный переход между этими конфигурациями хромофора затрудне-
ны и изменены в сравнении с нативным БР. Обычного для БР перевода всего хромо-
фора в all-E-форму при освещении у 4-кетоаналога не происходит. Свет способствует 
частичным переходам в обе стороны: 13Z-4-кетоБР ↔ all-E-4-кетоБР [42]. Направле-
ние термоизомеризации совпадает с фотоизомеризацией. Эти переходы, даже в «пра-
вильном» направлении сильно замедлены, хотя и не до такой степени, как у 11,12-диде-
гидроБР или у фенильного и фторфенильного аналогов [42–44]. Подобное нарушение 
скорости и направления изомеризации не является редкостью для аналогов БР. 

Тепловое равновесие форм 4-кетоБР сильно сдвинуто в сторону 13Z-конфигурации 
(506 нм в равновесном варианте в сравнении с 504 нм у 13Z-пигмента и 527 нм для
all-E-формы) [38, 39, 42]. Однако в присутствии 50 мМ азида в водной суспензии мем-
бран освещение позволяет перевести 4-кетоБР в форму с максимумом 522нм (влияние 
азида на сдвиг максимума поглощения исчезает с рК ~8) [45].

В водной суспензии аналогов ПМ при рН 6 у 13Z-4-кетоБР наблюдают батоинтер-
медиаты, обычные для 13Z-цикла аналогов, при полном отсутствии М-подобных [42]. 
Цикл all-E-4-кетоБР в этих условиях сильно замедлен, полный его оборот при комнат-
ной температуре занимает несколько минут [5, 8, 9, 42]. По данным быстрой кинетики 
максимум М-интермедиата в водной суспензии мембран, рН 6, при 21–25 °С — 410 нм 
[46]. Скорость образования М обычная, а релаксация резко двухфазна: начальная ско-
рость распада близка к контролю, а «хвост» содержит сильно замедленные компонен-
ты [5, 8]. Кинетика релаксации фотоиндуцированных изменений вблизи максимума 
основной полосы поглощения также сильно замедлена, но без резкого деления на бы-
струю и медленную компоненты [42]. Это указывает на особенности второй полови-
ны фотоцикла: возврата из позднего (или открытого) М в исходное состояние — БР527

[8, 47, 48]. Отмечены изменения соотношения компонент М с разной скоростью релак-
сации в зависимости от длины волны измерения [9].

Фотоцикл all-E-4-кетоБР протонпереносящий, и в  быстрой кинетике генерации 
разности электрических потенциалов на плоской искусственной мембране тестиру-
ются сильно замедленные компоненты. При этом микросекундная часть нарастания

2 Штамм JW5 не синтезирует ретиналь; если не добавлять последний в процессе роста культу-
ры, то вместо ПМ формируются так называемые белые мембраны, содержащие бактериоопсин.
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фотопотенциала, соответствующая образованию М-интермедиата в  фотоцикле, 
и часть миллисекундной электрической фазы близки к контролю [5]. 

Эффективность выцветания основной полосы поглощения all-E-4-кетоБР в ходе 
фотоцикла ~0,7 ± 0,1 от контроля (в сравнении со светоадаптированными ПМ, полу-
ченными из ретиналя и апомембран в аналогичных условиях) [5, 49]; эффективность 
определяли как (ΔA4-кетоБР/A4-кетоБР)/(ΔAконтроля/Aконтроля), где A и ΔА — оптическая плот-
ность в хромофорном максимуме поглощения пигмента и ее дифференциальное из-
менение в ходе фотоцикла после короткой насыщающей вспышки света. 

Важным параметром взаимодействия аналогов полиеналей с белковой частью мо-
лекулы считают белковый или опсиновый сдвиг (OS), определяемый (согласно К. На-
каниши) разностью обратных величин максимума поглощения протонированного 
основания Шиффа соответствующего полиеналя (SB+) и  пигмента на основе этого 
же полиеналя: OS = 1/λmax(SB+) — 1/λmax(пигмента) [6]. Для all-E-4-кетоБР SB+ = 445 нм [5, 6, 
49], максимум пигмента  — 527  нм [42], соответственно OS = 1/445–1/  527 = 0,000350. 
Для контроля (также с  остатком ретиналя в  all-E-конфигурации [6]) OS = 1/440–
1/568 = 0,000512. Таким образом, белковый сдвиг 4-кетоаналога составляет 0,68% от 
контроля, что прекрасно согласуется со снижением эффективности фотоцикла. Следу-
ет отметить, что в наших ранних работах [5] изомерное состояние 4-кетоБР не отслежи-
вали достаточно строго. Однако апомембраны регенерировали all-E-4-кеторетиналем, 
хранили препарат в темноте при 5–8 °С, а для лучшей воспроизводимости оптических 
результатов в количественных измерениях использовали свежеполученные препара-
ты, причем каждая аликвота препарата участвовала в ограниченном количестве изме-
рений. Однако в таблицах из публикаций [5, 49] оказался максимум поглощения, ранее 
опубликованный участниками этой серии работ [38, 39]. При электрических измере-
ниях быстрой кинетики [5, 49] имелись значительные различия в подготовительной 
засветке образцов. Вероятно, поэтому амплитуды генерации разности потенциалов, 
индуцированных короткой лазерной вспышкой света, у 4-кетоБР варьировали в ши-
роких пределах и составили ~0,25–0,7 от контроля (принятого за единицу) [49]. В эти 
данные попали как препараты 4-кетоБР с  большой долей all-E-формы, так и  сильно 
изомеризованные светом в 13Z- (статистику набирали по большому количеству образ-
цов, ассоциированных с плоской искусственной мембраной, так как сам процесс ассо-
циации трудно стандартизовать количественно). Однако и в случае с электрическими 
измерениями верхняя оценка эффективности совпадает с эффективностью фотоцик-
ла, полученной по оптическим измерениям. 

БР давно является объектом нанотехнологических исследований [50–52], причем 
аналоги БР с разными максимумами основной полосы поглощения вызывают интерес 
с  точки зрения получения фотохромных материалов [53]. Значительное замедление 
фотоцикла 4-кетоБР при достаточно большой его эффективности привлекло внима-
ние разработчиков подходов к  практическому применению в  рамках биотехнологи-
ческих исследований [8, 46, 54–59]. Использование полимерной матрицы позволило 
дополнительно замедлить фотоцикл 4-кетоаналога в несколько раз [54]. Исследовали 
замену хромофора 4-кетоаналогом у  ряда других точечных мутантов БР [8, 58–62]. 
Наиболее сильным оказалось совместное замедление фотоцикла в результате мутации 
D96N и замены остатка ретиналя на его 4-кетоаналог [8, 59–61]. 
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Критический анализ схемы фукнционирования 4-кетоБР
с тремя параллельными циклами

В серии работ Л. С. Броуна, А. В. Дружко, Е. П. Лукашева, С. К. Чаморовского и др. 
предложена схема фотоцикла 4-кетоБР (рис. 2) [9, 45, 63].

Главное здесь  — наличие трех
циклов (один для пигмента с 13Z-хро-
мофором и два для формы с all-E-кон-
фигурацией), причем во всех циклах 
фигурирует как батоинтермедиат К 
с  максимумом поглощения 570  нм, 
так и М-интермедиаты. Основной ар-
гумент авторов [9] — обнаруженные 
при низкотемпературной спектро-
фотометрии три четко выраженных 
максимума в  спектре поглощения 
М-интермедиата (395, 420 и  440  нм). 
Однако практически те же максиму-
мы (и даже большее количество) есть 
в аналогичном спектре немодифици-
рованного БР. По данным С. П. Бала-
шова, Ф. Ф. Литвина и Н. В. Карнеевой 

[64–66] М-интермедиат природного светоадаптированного БР (т. е. пигмента в all-E-кон-
фигурации) при низких температурах обладает выраженной вибронной структурой: 
максимум поглощения М412 при снижении температуры до –180 °C сдвинут к 419 нм 
и интермедиат имеет отчетливые пики при 375, 398, 419 и 442 нм. Учитывая весьма не-
большую разницу основных максимумов М при комнатной температуре у БР (412 нм), 
и у 4-кетоБР (410 нм) по данным исследования быстрой кинетики фотоцикла [46], раз-
личия низкотемпературных спектров интермедиатов БР и 4-кетоБР также не должны 
быть велики, что и наблюдается при сравнении данных двух разных авторских групп. 
Три пика низкотемпературного спектра М-интермедиата 4-кетоБР из работы [9] весь-
ма похожи на выявленные в аналогичном спектре контрольного all-E-БР [64–66], зна-
чит, ни о каких «особенностях» 4-кетоБР подобный трехгорбый спектр М не свиде-
тельствует (ни о параллельных циклах с различными М, ни о наличии М в 13Z-цикле 
в экспериментальных условиях). 

Следующий аргумент  — появление максимумов коротковолновых форм
4-кетоБР после длительного освещения препарата постоянным светом. Однако 
в контроле все интермедиаты цикла БР фоточувствительны: освещая М, можно по-
лучить как «синее ингибирование», т. е. быстрое закорачивание цикла с возвратом 
в исходное состояние [67, 68], так и появление многочисленных М-подобных форм 
[64, 69]. Под действием постоянного света будут избирательно накапливаться долго-
живущие интермедиаты типа М, которых могло и не быть при однократном обороте 
цикла. Другой источник замедления — кооперативность в триаде [70]. С появлением 
импульсной спектрофотометрии серьезным указанием на интермедиат цикла можно 
считать форму, найденную при контролируемых переходах, а не накопленную в фо-
тостационаре. Например, при освещении БР или одного из аналогов можно получить 

Рис. 2. Схема фотоцикла 4-кетоБР согласно пу-
бликации [9] (времена авторов при перерисовке схе-
мы опущены, а максимумы поглощения показаны в 
индексах как более общепринятый вариант)
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розовую форму с 9Z-хромофором, которая явно к нормальному циклу отношения не 
имеет [71, 72]. 

Образование в 13Z-цикле М-интермедиата — не правило, а скорее, исключение, 
он появляется только при весьма высоких значениях рН (см. публикации группы Ка-
улена [30–34, 73] и  их обсуждение в  разд. «Краткая история…»), в  циклах ПМ и  их 
аналогов его нет при рН  5–7. Даже в  мономерном тритоновом препарате БР доля 
М-генерирующих молекул рН-зависима (в области от 5 и выше). Однако в публикации 
[45] отмечено про М-интермедиат: «…в Z-цикле, по нашим данным, он [М] фактически 
не зависит от рН в диапазоне 5–9». В работе [9] в методике приготовления препарата 
для низкотемпературных измерений авторы вовсе не указали рН среды, смешиваемой 
с глицерином. А в работе [63] появляется уточнение, что M395 появляется только, когда 
фотоцикл замедлен добавлением глицерина, высоким рН (> 9,5) или низкой темпера-
турой. При этом в  работах [9] и [63] схема цикла дана для комнатной температуры 
и рН 7,5, т. е. для условий, где, по мнению самих же авторов, M395 они не видели [63]. 
А информация о наблюдениях M395 (М-интермедиата в 13Z-цикле 4-кетоБР, см. рис. 2) 
в публикациях [45] и [63] взаимоисключающая. По нашим данным, прямых измерений 
на индивидуальном 13Z-4-кетоБР при рН 6 в водной суспензии мембран как при ком-
натной, так и при более низкой температуре М отсутствовал (условия работы [42]). 
Если авторы [9, 45, 63] видят в 13Z-цикле при рН 7,5 (и даже при рН 5) М-интермедиат, 
то это и есть самый интересный и неожиданный результат. Только его необходимо не 
постулировать, а прямо проверять с индивидуальным 13Z-4-кетоаналогом БР (анало-
гично БР, 4-кетоБР, требуемой структуры, получают взаимодействием хроматографи-
чески чистых изомеров 13Z- и all-E-4-кеторетиналя с апомембранами в темноте или 
при слабом неактиничном свете [42] и работают непродолжительное время до изоме-
ризации). При этом нужны четкие указания условий эксперимента и схема цикла будет 
относиться только к этим условиям. 

К тому же, как видно из исследования других аналогов БР [73], по мере перехо-
да 13Z-препарата в состояние, генерирующее М-интермедиат, кинетика K-подобного 
батоинтермедиата сильно изменяется, так что в любом случае необходимо рассматри-
вать 2 отдельных цикла для этих форм, как, например, в работе [31]. Долгоживущие 
К-подобные батоинтермедиаты в 13Z-циклах существуют именно в условиях, препят-
ствующих образованию М, а появление М при движении вверх по шкале рН их убира-
ет [31, 73], это альтернативные пути. 

У БР с немодифицированным остатком ретиналя различаются максимумы погло-
щения К-интермедиатов (первых устойчивых при –180 °C [64, 69]) в циклах пигментов 
с 13Z- и all-E-конфигурациями. Это соответственно 610C и 630T (по [26, 27] при низко-
температурной спектрофотометрии) или P580 и P590 (по [65, 66, 69]), последний в бо-
лее общепринятом обозначении — K590. Поэтому постулирование авторами [9] К570 во 
всех трех циклах настораживает. При однократном обороте фотоцикла индивидуаль-
ного all-E-4-кетоБР в длинноволновой области нами не обнаружено прироста оптиче-
ской плотности во временной шкале 0,001–200с [42]. При этом в миллисекундной шка-
ле у  13Z-4-кетоБР наблюдаются обычные для 13Z-цикла батоинтермедиаты. Это не-
удивительно, так как в цикле немодифицированного all-E-БР (см. рис. 1) К-интермедиат 
весьма быстро переходит в  коротковолновые интермедиаты (в отличие от цикла
13Z-пигментов, где после К регистрируют другие К-подобные батоинтермедиаты
[2, 26, 27]). Поэтому логичнее относить К570  только к  13Z-циклу, тем более, что
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прецеденты наблюдений долгоживущего К в  all-E-циклах отсутствуют. К  тому же 
обычный короткоживущий К-интермедиат all-E-цикла в смешанном препарате труд-
но различить на фоне более высокоамплитудного К из  13Z-цикла, поэтому нали-
чие К570 во всех циклах необходимо доказывать экспериментами с  индивидуальным
all-E-4-кетоБР. 

Тоже самое касается и  предположения авторов [9] об отсутствии L-подобного 
интермедиата при фотореакциях 4-кетоБР. Согласно быстрой кинетике в фотоцикле 
именно 13Z-4-кетоБР имеются долгоживущие батоинтермедиаты [42], вполне способ-
ные экранировать L. А у индивидуального all-E-4-кетоБР отсутствует медленная релак-
сация К-интермедиата, соизмеримая по времени с переходом в М-форму [42]. Однако 
именно так (медленной К → М релаксацией в all-E-цикле, исключающей L) интерпрети-
руют наблюдаемую кинетику в работе [9] на препарате со смесью изомеров. Аналогич-
ную ситуацию с интермедиатами можно было наблюдать в 13Z- и all-E-циклах похожих 
аналогов (фенил-, фторфенил- и 11, 12-дидегидроБР [43, 44, 73]). Для фенилБР тоже 
выдвигалось предположение об отсутствии L-интермедиата [74], которое автор дан-
ной статьи специально проверял на all-E-пигменте и показал идентичность кинетик 
L-интермедиата в контроле и у аналога [43]. 

Таким образом, в обсуждаемой серии работ [9, 45, 63] не доказано ни наличия трех 
постулируемых циклов, ни присутствия К570, релаксирующего в М, в каждом из них 
при рассматриваемых рН. А сам факт поисков гипотез работы аналога в области мно-
жественности параллельных циклов — дань времени, когда это делалось по историче-
ским причинам весьма широко (см. разд.: «Краткая история…»). 
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