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Работа посвящена разработке метода многочастичного компьютерного моделирования

процессов фотосинтетического электронного транспорта в тилакоидной мембране, основы

которого описаны в нашей предыдущей работе. М етод использован для описания процессов

циклического транспорта электронов вокруг фотосистемы 1. Изучены влияние размеров и

формы реакционного объема на кинетические характеристики процесса взаимодействия под

вижного переносчика и комплекса и ограниченная диффузия реагентов. Показано, что кине

тические пара метры системы первичных процессов фотосинтеза зависят от характера распре

деления комплексов на фотосинтетической мембране. Показано, что несвободный характер

диффузии молекул пластохинона в мембране приводит к уменьшению эффективного коэффи

циента диффузии на порядок. Показано, что наличие двух фаз процесса темнового восста

новления фотоокисленного Р700+ определяется пространственной неоднородностью системы

первичных процессов электронного транспорта в мембране тилакоида.

К"ючевые с"ова: фотосистема J, циклический Э.'lектрОllllЫU траllсnорт, многочастичная КOJиnь

юmерная модель, лаmерш1ыlя диффузия.

встречается в выдающихся в строму участках

тилакоидной мембраны. Цитохромный bf-KOM
плекс распределен в мембране однородно

(рис. 1). В работе [1] предложена модель про

странственной организации тилакоидной мем

браны хлоропласта, согласно которой свора

чивание одной длинной тилакоидной везикулы

с единым интратилакоидным пространство м

(люменом) приводит к образованию граналь

ных стопок.

Каждый из подвижных переносчиков может

перемещаться в своем компартменте тилакоида

ГЕТЕРОГЕННЫЙ ХАРАКТЕР
ПРОЦЕССОВ ЭЛЕКТРОННОГО

ТРАНСПОРТА

В ФОТОСИНТЕТИЧЕСКОЙ МЕМБРАНЕ

Попадание кванта света в фотосинтетиче

ский реакционный центр зеленых растений и

водорослей инициирует разделение зарядов и

последующий транспорт электрона по цепи пе

реносчиков. Система электронного транспорта

включает принципиально разные стадии: пере

нос электрона внутри мультиферментных ком

плексов фотосистемы 1 (ФС 1), фотосистемы 11
(ФС 11) и цитохромного Ьf-комплекса, перенос

электрона подвижными переносчиками Рс, Fd
и РО, а также взаимодействие комплексов и

подвижных переносчиков. Комплексы встроены

в мембрану тилакоида и распределены в мем

бране неоднородно. Тилакоидная мембрана

имеет сложную пространственную организа

цию. Часть мембран формируют стопки (гра

ны), в них находятся комплексы ФС 11. ФС 1
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Рис. 1. Организация мембраны тилакоида в хло

ропласте.

Сокращения: ФС 1 - фотосистема 1, ФС 11 - фотосистема

11, су! bJ - цитохромный ЬJ-комплекс, су! f - цитохром

(, РЦ - реакционный центр, Рс - пластоцианин, Fd 
ферредоксин, РО - пластохинон, Р700 - хлорофилл РЦ

PSI, FQR - Fd-РQ-оксидо-редуктаза.
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(Рс - в люмене, Fd - в строме и РО - в

липидном слое мембраны). Молекулы пласто

цианина окисляют цитохромный Ьf-комплекс и

восстанавливают реакционный центр ФСI, диф

фундируя в люминальном пространстве на до

вольно большие расстояния (сотни нанометров)

и перенося электроны между гранальными и

стромальными областями в тилакоидах [2-4].
Изменение отношения концентрации Рс в гра

нальной и стромальной областях во время пе

рехода свет-темнота было интерпретировано

как подтверждение диффузии пластоцианина

между этими компартментами [5]. В нативном

хлоропласте толщина люмена (4 - 10 нм [6D
сравнима с размерами пластоцианина, а люмен

заполнен выступающими частями трансмем

бранных мультиферментных комплексов [7],
концентрация которых в тилакоидной мембра

не очень высока [8]. Поэтому в люмене не

обеспечиваются возможности свободной диф

фузии пластоцианина.

Пластохинон диффундирует внутри мембра

ны, более 50% объема которой занято транс

мембранными белками [9]. В работе (10] про

анализировано движение молекулы РО в мем

бране, однородно заполненной комплексами, и

сделано предположение о существовании бел

ковых диффузионных микродоменов в тилако

идной мембране. В пределах одного такого

микроДомена пластохинон диффундирует с вы

сокой скоростью, но для перехода в другие

домены требуется значительно большее время.

Несмотря на то, что молекулы ферредоксина

диффундируют в водной фазе (строме), вблизи

тилакоидной мембраны диффузия ферредокси

на также может быть затруднена выступающи

ми частями белковых комплексов.

Таким образом, для всех подвижных пере

носчиков описание переноса электрона с помо

щью уравнений химической кинетики является

весьма приближенным и не соответствует со

временным представлениям о гетерогенном ха

рактере мембраны. Необходимо рассматривать

броуновское движение подвижных переносчи

ков в неоднородной среде.

Общепринятыми в настоящее время явля

ются кинетические модели, базирующиеся на

аппарате обыкновенных дифференциальных

уравнений и использующие закон действующих

масс для описания реакции подвижного пере

носчика и комплекса и уравнения вероятности

состояний комплекса для описания переноса

электрона внутри комплекса (11-14]. При этом

сам процесс диффузии подвижного переносчика

непосредственно не рассматривется. Такие мо

дели не позволяют учесть сложную простран

ственную организацию мембраны тилакоида и

неоднородное распределение комплексов на
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мембране. В работе [15] построена математи

ческая модель функционирования тилакоида

как пространственно-неоднородной системы с

неравномерным распределением электрон

транспортных и АТФ-синтазных комплексов в

латеральном направлении тилакоидной мем

браны. Однако эта модель не позволяет описать

локальные флуктуации концентраций подвиж

ных переносчиков и протонов, а также затруд

ненную диффузию подвижных переносчиков в

люмене и мембране. Модели, основанные на

методе броуновской динамики, позволяют под

робно описать диффузию одного подвижного

переносчика и его связывание с мультифермент

ным комплексом [16-20]. Однако для описания

процессов, происходящих в мембране, где при

сутствует множество комплексов, подвижных

переносчиков и препятствий для диффузии, этот

метод уже не применим.

Необходимость учета деталей пространст

венной и функциональной организации требует

поиска новых подходов к моделированию суб

клеточных процессов, в частности первичных

процессов фотосинтеза в тилакоидной мембра

не, где физические и биологические представ

ления о механизмах отдельных процессов могут

быть объединены в общую картину в рамках

компьютерной модели. Такой подход мы на

зываем «прямым моделированием» субклеточ

ных процессов [21,22]. Такого рода прямая

(многочастичная, имитационная) модель может

ВКЛЮ'lать в себя различные формализмы опи

сания отдельных стадий процессов, отличаю

щихся кинетическими механизмами.

В предыдущих работах [21,22] был описан

метод прямого многочастичного моделирова

ния электронного транспорта в мембране ти

лакоида. Настоящая статья посвящена разви

тию этого метода, изучению влияния размеров

и формы реакционного объема на кинетические

характеристики процесса взаимодействия под

вижного переносчика и комплекса, ограничен

ной диффузии реагентов. Модель использована

для описания процессов циклического транс

порта электронов вокруг ФС 1.

ОПИСАНИЕ ПРЯМОЙ МОДЕЛИ

М ногочастичная модель является ком пар

тментальной и представляет собой трехмерную

сцену (рис. 2), в которую включены мембраны

тилакоида, люминальное и стромальное про

странства. Описание алгоритма генерации трех

мерной модельной сцены приведено в [23]. Для
моделирования движения подвижных перенос

чиков Рс, Fd и РО в пространствах соответст

вующих компартментов в построенной много

частичной модели используется математический

аппарат описания броуновскогодвижения с уче-
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Рис. 2. Оюуалюация IIрЯМОЙ модсли электронного TpaHCllOpTa.

том геометрических ограничений, налагаемых

сформированной модельной сценой [1]. На ка

ЖДОМ шаге направление движения молекулы

меняется произвольно, а величина скорости

подчиняется нормальному распределению.

Электростатическое взаимодействие играет

важную роль в процессах взаимодействия ком

плексов и подвижных переносчиков электрона

и более подробно описано нами в работе [24].
М ы рассматриваем три стадии переноса

электрона подвижным переносчиком: (1) бро

уновскую диффузию подвижного переносчика

в IlpocтpaHCТBe соответствующего компартмен

та; (2) сближение с мультиферментным ком

плексом за счет действия электростатических

сил притяжения между молекулами, взаимную

ориентацию молекул в пространстве и образо

вание комплекса, в котором возможен транс

порт электрона; (3) перенос электрона в ком

плексе.

Механизм взаимодействия подвижного пе

реносчика и комплекса и передачи электрона

следующий: если частица подвижного перенос

чика в результате хаотического броуновского

движения приближается к белковому комплексу

Рис. 3. МОДСJlЫI3Я реализации взаимодействии под

ВИЖIIOI'О flСрСllOсчика и KOMIIJlCKca.

на расстояние, меньшее некоторого эффектив

ного радиуса взаимодействия между ними, то

с некоторой вероятностью происходит посадка

переносчика на комплекс (рис. 3). Построенная
многочастичная модель позволяет учесть пря

мые и обратные реакции образования и распада

комплекса и электронного транспорта внутри

комплекса.

ПАРАМЕТРЫ ПРЯМОЙ МОДЕЛИ

Поведение прямой модели задается набором

параметров: коэффициентами диффузии под

вижных переносчиков, вероятностями связыва

ния подвижных переносчиков и комплексов,

эффективными радиусами взаимодействия мо

лекул, характерными временами переноса элек

трона в комплексах. В результате прямого мо

делирования окислительно-восстановительного

процесса мы получаем кривую зависимости ре

докс-состояния для каждого типа переносчика

от времени, Т.е. кинетическую кривую. Изме

нение параметров прямой модели приводит к

изменению получаемых кинетических кривых.

Степень адекватности математического опи

сания проверяется сравнением получаемой в

прямой модели кинетической кривой с экспе

риментальными кривыми. Как правило, экспе

риментальные кинетические кривые принято

интерпретировать в рамках кинетических мо

делей, Т.е. характеризовать их набором кине

тических параметров: амплитуд и констант ско

ростей. Поэтому кинетические кривые, полу

чаемые в прямой модели, мы характеризовали
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Рис. 4. Визуализация траектории движения моле·

кулы пластохинона в мембране, заполненной ком

плексами ФС 1 и су! bf.

набором кинетических параметров, Т.е. ампли

тудами и константами скорости.

0.00~--'-O-=-."""OO:-::2---'--0-=-.OO:'-:-:4----'--:-0-:-.0'::-06."........----=-0~.0-::-08:::---'--::0--::-'.0 IО
t, С

Рнс. S. Кинетическая кривая, полученная на прямой

модели (сплошная линия), и ее аппроксимация по

формуле (1) Лараметры прямой модели: р = 1, r=
5 (пунктирная ливия).

где РС6 - начальная концентрация пластоциа

нина. Для нахождения константы скорости вто

рого порядка k получаемые на многочастичной

модели кинетические кривые восстановления

Р7ОО фитировали по формуле (1).
При исследовании зависимости константы

скорости бимолекулярной реакции от эффек

тивного радиуса взаимодействия вероятность

докинга выбирали равной единице, Т.е. моле

кулы реагировали между собой при каждом

столкновении. Процесс переноса электрона счи

тали быстрым по сравнению с процессами диф

фузии.

Результат моделирования приведен на

рис. 6. Видно, что скорость бимолекулярной

реакции линейно зависит от расстояния взаи

модействия. Это находится в согласии с фор

мулой Смолуховского, С помощью которой

можно теоретически определить стационарную

скорость диффузионно-контролируемой реак

ции [25]. Формула Смолуховского для скорости

рассматриваемой реакции имеет вид:

ИЗУЧЕНИЕ ВЛИЯНИЯ РАЗМЕРОВ

И ФОРМЫ РЕАКЦИОННОГО ОБЪЕМА

НА КИНЕТИЧЕСКИЕ

ХАРАКТЕРИСТИКИ ПРОЦЕССА

ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ ПОДВИЖНОГО
ПЕРЕНОСЧИКА И КОМПЛЕКСА

На прямой модели исследовали зависимость

кинетических характеристик бимолекулярной

реакции взаимодействия подвижного перенос

чика Рс и комплекса ФС 1 в растворе от пара

метров прямой модели - радиуса взаимодейсгвия

и вероятности связывания. Изучаемая система

имела кубическую форму объемом 125'1()6 нмЗ,

количество молекул пластоцианина и молекул

ФС 1 было одинаково и равно 500, в начальный

момент весь пластоцианин восстановлен, а Р7ОО

окислен (рис. 4).
К инетические характеристики исследуемой

k
реакции Рс' + Р7ОО-- PclJ + Р700 интерпрети-

ровались в рамках кинетической модели, Т.е.

полученная на прямой модели кривая восста

новления Р700 (рис. 5) характеризовалась кон

стантой скорости реакции k. Математически (в

кинетическом подходе) исследуемая реакция

описывается обыкновенным дифференциаль

ным уравнением:

рсь

[P700](t} = -kР-сll~+-l
(1)

Если в начальный момент времени весь пла

стоцианин восстановлен, а Р7ОО окислен, и ко

личество пластоцианина и Р7ОО одинаково, то

решение этого уравнения:

d[P700]
dt

- k(Рсl ](Р7оо]'
где NА - число Авогадро, r - расстояние, на

котором происходит взаимодействие частиц (эф

фективный радиус взаимодействия), СРе И СР700 

концентрации веществ Рс и Р700. Формула Смо

луховского выражает закон действующих масс:

скорость бимолекулярной реакции (реакции вто

рого порядка) в растворе линейно зависит от

БИОФИЗИКА том 52 ВЫП.3 2007
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Рис. 6. Зависимость константы скорости второго

порядка реакции Рс и Р700 от эффективного рас

стояния взаимодействия при вероятности взаимо

действия р = 1. КонстаlПа вычислена аппроксима·

цией кривой. полученной на прямой модели, по

формуле (1).

Рис. 7. Визуализация модели взаимодействия под

вижных переносчиков и комплексов на выделенных

частицах в растворе (пример: ФС 1 (PS1) и Рс, не

в масштабе).

[Р7(0), м:км х 10-7

7

6

5

точно описывать кинетику реакции. Так, если

сисгема имеет кубическую форму 500 х 500 х

500 нм, то кривая восстановления Р7ОО при

вероятносги докинга р = 1 хорошо аппрокси

мируется формулой (1), при этом консганта

СКОf,осги реакции второго порядка k = 1,14-108
М- с-I (рис. 8, нижняя кривая). Форма кривой

и вычисленная консганта скоросги осгаются

неизменными при уменьшении высоты сисгемы

8765 9 10
(, мс

Рис. 8. Кинетика восстановления Р700+ после

вспышки, полученная на прямой модели. Нижняя

кривая - для кубического объема (константа вы

числена аппрокси~ацией по формуле 1). верхняя 
для параллелепипеда с соотношением высота/ши

рина порядка 1:100 (представление модельной кри

вой темнового восстановления Р700· в виде суммы

двух убывающих экспонент: A(t) =А ,exp(-tnl) +
А ~xp(-tftz}, где А), А 2 - амплитуды и 'tJ. Т2 
характерные времена быстрого и медленного ком

понентов соответственно).

3

2

произведения концентраций соответсгвующих

веществ. Величина k - 4тrNAr(Dpc + DP7(0 ) явля

ется консгантой скоросги реакции второго' по

рядка. Заметим, что консганта скоросги про

порциональна радиусу взаимодейсгвия часгиц.

Значения консганты скоросги реакции вто

рого порядка k, вычисленные по формуле

k "" 4тcNAr(Dpc +D p700), примерно совпадают со

значениями, полученными в численном экспе

рименте на прямой модели. Несовпа,цение по

является из-за того, что при выводе формулы

Смолуховского (2) делается предположение о

малосги расстояния взаимодейсгвия по ср'авне

нию со средним расстоянием между молекула

ми, что не реализуется полносгью в мщ>гочас

тичной модели. Из результатов многочасгич

ного моделирования также следует, что ско

росгь реакции пропорциональна концентраци

ям Рс и Р700, что и должно наблюдаться при

наблюдении реакции второго порядка, проис

ходящей в объеме, в соответсгвии с законом

дейсгвующих масс.

При исследовании зависимосги консганты

скоросги от формы реакционного объема в

прямой модели изменяли размеры сисгемы при

посгоянном объеме, при этом геометрически

сисгема предсгавляла собой прямоугольный па

раллелепипед с квадратным основанием (рис. 7).
Расстояние взаимодейсгвия выбрали равным

3 А. Вычислительный эксперимент показал, что
если вероятносгь образования комплекса близ

ка к единице и средний путь, .который часгица

проходит до реакции с комплексом в результате

броуновского движения, сравним с расстоянием

между комплексами, 'то закон дейсгвующих

масс (формула Смолуховского (2» перестает
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ОЦЕНКА ПАРАМЕТРОВ ПРЯМОЙ
МОДЕЛИ ДЛЯ ВЫДЕЛЕННЫХ ЧАСТИЦ

В РАСТВОРЕ

Рис. 9. Зависимость константы скорости второго

порядка реакции Рс и Р700 от вероятности взаи

модействия при расстоянии взаимодействия r = 4
нм. Константа вычислена аппроксимацией кривой.

полученной на прямой модели, по формуле (1~

Важную проблему прямого моделирования

представляет оценка параметров прямой моде

ли из экспериментальных данных, которые тра

диционно принято интерпретировать в рамках

кинетических моделей. Некоторые из парамет

ров, например, концентрацию или характер рас

пределения комплексов на мембране, можно

оценить, исходя непосредственно из экспери

ментальных данных (электронной и атомно-си-

1.0
Р

0.80.6

k, 107 М
60
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30
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О

0.0 0.2 0.4

ИССЛЕДОВАНИЕ ДИФФУЗИИ ЧАСТИЦ

С УЧЕТОМ ГЕОМЕТРИЧЕСКИХ

ОГРАНИЧЕНИЙ, НАЛАГАЕМЫХ
МОДЕЛЬНОЙ СЦЕНОЙ

Н а построенной многочастичной модели мы
сравнивали коэффициент свободной диффузии

пластохинона, Т.е. вычисленный в предположе

нии свободного трехмерного или двумерного

движения, и эффективный коэффициент диффу

зии в мембране, заполненной комплексами ФС 1
и су. bJf. Оказывается, что если около 1/3
площади мембраны занято комплексами, то ус

редненный по всем частицам коэффициент диф

фузии на порядок меньше теоретического ко

эффициента свободной диффузии, что соответ

ствует известным экспериментальным фактам

(Blackwell, G ibas е. al. 1994). Визуализация тра

екторий движения молекул пластохинона по

казывает, что в мембране образуются домены

диффузии пластохинона (перколяционные кла

стеры, рис. 4). Возможность существования та

ких кластеров в гранальных областях тилако

идной мембраны обсуждается в [9].

при постоянном объеме вплоть до 100 нм. При

дальнейшем уменьшении высоты параллелепи

педа наблюдаются расхождения между вычис

ленной по формуле (2) и модельной кривой

восстановления Р700+. Например, при размерах

системы 2235 х 2235 х 25 нм вычисленная по

формуле (2) и модельная кривые не совпадают

ни при каком значении константы k. Аппрок

симация модельной кривой функцией суммы

двух экспонент показывает, что кривая является

двухкомпонентной (рис. 8, верхняя кривая).

Компоненты имеют характерные времена "{1 =
67 мкс и "{2 = 577 мкс. Такое поведение мо

дельной системы можно объяснить тем, что

формула Смолуховского (закон действующих

масс) выведены для случая реакции в объеме,

а модельная система приближается к двумер

ному случаю. Кинетика взаимодействия белков

в мембране отличается от обычной кинетики

реакций в объеме [26].
На прямой модели мы также исследовали

зависимость константы скорости бимолекуляр

ной реакции от вероятности докинга при рав

номерном распределении комплексов ФС 1 и

подвижных переносчиков Рс в пространстве и

отсутствии других типов комплексов и подвиж

ных переНОСЧИКО8 (рис. 7). Характерное рас

стояние взаимодействия Рс и Р700 приняли рав

ным 4 нм, коэффициент диффузии Рс равным

0,137 нм2/нс, концентрации Р700 и пластоциа

нина равными 0,2 мкМ. Результат представлен

на рис. 9.
Зависимость имеет вид кривой с насыще

нием. В области высоких вероятностей докинга,

когда вероятность близка к единице, константа

скорости слабо зависит от вероятности взаи

модействия. Это может быть объяснено тем,

что характерное время докинга (время, за ко

торое частица связывается с комплексом, на

ходясь внутри сферы с радиусом взаимодейст

вия; это время определяется вероятностью до

кинга) меньше среднего времени, проводимого

частицами внутри сферы с радиусом взаимо

действия. Среднее время, проводимое частица

ми внутри сферы с радиусом взаимодействия,

зависит от коэффициента диффузии частиц и

радиуса взаимодействия. При быстрой диффу

зии это время незначительно, и частица может

покинуть сферу с радиусом взаимодействия, так

и не связавшись с комплексом. В области низ

ких вероятностей докинга (р « 1) константа

скорости оказывается пропорциональной веро

ятности докинга.
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Значения параметров прямой модели для реакции Ре и Р7ОО (р - вероятность, ~ - характерное время

процесса). Верхними индексами I и 11 обозначен восстановленный и окисленный Ре, знаком + обозначена

ФС I с окисленным Р7ОО

Роп
I

Роп
1.+

Роп
11

Роп
11,+ I ~ 1·+ MKc 11 ~ 11.+ мкс ~el,MKC ~be" мкс~off ,МКС off ~off ,мкс 00" '

0,09 0,09 0,009 0,009 420 420 150 90 17 220

ловой микроскопии). Другие параметры, на

пример, вероятноcrи посадки подвижных пере

носчиков на комплексы, эффективные расстоя

ния взаимодейcrвия, можно оценить, исследуя

влияние этих величин на кинетические KOHcraH
ты взаимодейcrвия комплексов и подвижных

переносчиков. П роцессы взаимодейcrвия под

вижного переносчика и комплекса и оценки

параметров прямой модели для такого взаимо

дейcrвия рассмотрим на примере подвижного

переносчика плаcrоцианина и мультифермент

ного комплекса фотосиcrемы 1.
Ряд работ [7,27,28] посвящен исследованию

взаимодейcrвия подвижного переносчика Рс и

реакционного центра фотосиcrемы 1 Р700, об

разованию комплекса меЖдУ ними и переносу

электрона в этом комплексе. В работах [7,28]
исследовался перенос электрона меЖдУ подвиж

ным переносчиком плаcrоцианином и комплек

сом ФС 1 не в нативной тилакоидной мембране,

а на выделенных чаcrицах в реакционном объ

еме. Мы для этой цели поcrроили многочас

тичную модель выделенных чаcrиц в реакци

онном объеме и на основании сравнения мо-

[Р700], мкм

0.10

1:, = 15 мкс

~ = 165 мкс

А ,/(А,+А 2) = 0.74
А2/(А,+А 2) =0.26

0.05

0.000~----'-----:2=OO~:3.::~400~~~6~00~!O'!@!!"""8""'OO
(, мкс

Рис. 10. Серая толстая линия - кривая восстанов

ления Р700. полученная на прямой модели. Значе

ния параметров прямой модели приведены в тексте.

Черная лнння - представленне модельной крнвой

темнового восстановлення фотоокнсленного Р700+

в виде суммы двух убывающнх экспонент: A(l) =
А ,ехр(-l!т,) + А 2exP(-l!т2), где А •• А 2 - амплнтуды

и 1:1' Т2 - характерные времена быстрого н мед

ленного компонентов соответственно.

дельных и экспериментальных кинетических

кривых определяли параметры прямой модели.

При этом моделируемый реакционный объем

выбирали кубической формы, комплексы и под

вижные переносчики распределяли в реакцион

ном объеме равномерно, в соответcrвии с ис

пользованными в эксперименте концентрация

ми [7,28], (рис. 7). Предcrавляя модельную ки

нетическую кривую изменения редокс-соcrоя

ния подвижного переносчика или комплекса в

виде суммы двух убывающих экспонент, мы

сравнивали характериcrики модельной и экс

периментальной кривых. Изменяя параметры

прямой модели (вероятноcrь связывания под

вижного переносчика с комплексом, эффектив

HO~ расстояние взаимодейcrвия, характерное

время переноса электрона), мы добивались сов

падения экспериментальной и модельной кри

вых изменения редокс-соcrояний подвижного

переносчика и комплекса.

Для моделирования экспериментальной си

туации, описанной в работе [28], были приняты

следующие значения параметров прямой моде

ли: моделируемый объем - куб 1 х 1 х 1 мкм,

чаcrицы ФС 1 и Рс распределены в объеме

равномерно; начальное соcrояние - [рс'] =
10 мкМ, (Р7OQ+] = 0,1 мкМ, Рс восстановлен,

Р700 окислен; радиус ФС 1 - 50 А, радиус Рс 
15 А:, коэффициент диффузии плаcrоцианина D =
10-10 м2/с; шаг интегрирования - 10 нс; эффек
тивное расcrояние взаимодейcrвия ФС 1 и Рс

r = 4 нм. Значения вероятноcrей и характерных

времен предcrавлены в таблице. Модельная ки

нетическая кривая восстановления Р700+ пла

crоцианином приведена на рис. 10.
Кинетические кривые, полученные на пря

мой модели, мы предcrавляли в виде суммы

двух убывающих экспонент. Зная значения па

раметров экспонент, приближенно ~"IЧИСЛЯЛИ

кинетические KOHcraHTbI и времена реакции Рс

и Р700. М ы получили значения кинетических

KOHcraHT и времен реакций, очень близкие к

экспериментальным значениям, приведенным в

работе [28].

ОПИСАНИЕ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ

ДАННЫХ С ПОМОЩЬЮ

МНОГОЧАСТИЧНОЙ МОДЕЛИ

При кинетическом моделировании процес

сов, происходящих в разных компартментах
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Рис. 11. Организация циклического транспорта "Электронов в хлоропластах. Показаны мембрана тилакоида и

компоненты цепи ЦЭТ: комплексы PSI, FQR, FNR и комплекс цитохромовbJ/, а также подвижные переносчики

злеКТРОllа Рс, Fd и О. Зllаки вопроса отмечают верОЯТllые пути I1среноса элеКТРОIlОВ, где механизм транспорта

не установлеll.

системы, нередко встречаются ситуации, когда

в эксперименте наблюдается многостадийная

кинетика изменения состояний реагентов, при

этом характерное время медленных компонен

тов намного превышает характерные времена

элементарных реакций, входящих в изучаемый

процесс. В кинетических моделях такие мед

ленные компоненты не могут быть описаны

без привлечения дополнительных гипотез об

организации исследуемой системы. Однако, как

мы покажем ниже на примере циклического

транспорта электронов вокруг фотосистемы 1,
в основе медленных компонент могут лежать

процессы диффузии реагентов, которые зачас

тую являются лимитирующими по скорости.

При циклическом транспорте электронов

вокруг фотосистемы 1 процесс восстановления

Р700 имеет две фазы - быструю с характерным

временем около 0,2 с и медленную с характер

ным временем несколько секунд [29,30]. В [29]
высказано предположение, что медленный ком

понент может представлять собой «довосста

новление» Р700 от неспецифических доноров

электронов, поскольку Р700 является сильным

окислителем. Однако природа предполагаемого

пула неспецифических доноров и акцепторов

остается неясноЙ. Как мы покажем ниже, при

рода быстрого и медленного компонентов сиг

нала восстановления Р7ОО+ может быть объяс

нена с помощью метода прямого многочастич

ного моделирования процессов циклического

транспорта электронов вокруг ФС 1 без при

влечения дополнительных гипотез о существо

вании пулов неспецифических доноров и ак

цепторов.

Схема циклического транспорта электронов

вокруг ФС 1 приведена на рис. 11. Комплекс

ФС 1 под действием света катализирует окис

ление Рс на люменальной поверхности мембра-
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ны тилакоида и восстановление Fd на стро

мальной стороне мембраны,причем дальнейшее

окисление Fd и восстановление пула PQ явля

ется участком, не совпадающим с линейным

транспортом (циклический транспорт). По

скольку молекулы Fd локализованы в строме,

а РО является гидрофобным переносчиком и

сосредоточен в липидном слое мембраны, ве

роятно, этот процесс происходит посредством

мембранногоэкспонированногов строму белка,

обладающегоактивностьюFd-РQ-оксидоредук
тазы. Последующее окисление PQ приводит к

восстановлению Рс (локализован в люмене),

процесс происходит с участием цитохромного

bJf-комплекса в соответствии со схемой Q-цик

ла Митчелла.

На многочастичной модели исследовали

процесс темнового восстановления фотоокис

ленного Р7ОО+. Временной шаг положили рав

ным 100 нс. Концентрации и размеры комплек~

сов выбирали в соответствии с литературными

данными, вероятности посадки подвижных пе

реносчиков на комплексы оценивали, исходя

из значений констант скороcrей соответствую

щих реакций (как описано выше). В начальный

момент времени электроны находились на Р700,

пластоцианине и частично в пуле пластохино

нов. В численном эксперименте систему в те

чение 1,5 с освещали (насыщающее освещение),

затем наблюдали кинетику темнового восста

новления Р700+. В результате освещения на

блюдалось изменение редокс-соcrояний участ

ников электронного транспорта: восстановле

ние пула пластохинонов и окисление пласто

цианина и Р7ОО, сиcrема достигала стационар

ного состояния. За время освещения восстанов

ленный пластохинон равномерно распределялся

в crромальных и гранальных областях мембра

ны.

8*
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Р700+, ОТН. ел.

1.0

от 1 до 10 с. Таким образом, результирующая

кривая восстановления фотоокисленного Р700

приближенно представляет собой сумму двух

экспонент (рис. 12). М ногочастичная модель

естественно объясняет наличие двух фаз тем

нового восстановления Р700 пространственной

гетерогенностью системы. В рамках многочас

тичной модели нет необходимости в дополни

тельных предположениях о существовании пула

неспецифических доноров и акцепторов.

Амплитуда и вклад быстрой компоненты,

как показало моделирование редокс-превраще

ний Р700, зависит от концентрации добавлен

ного Fd. В эксперименте реакционную смесь

освещали в течение 30 с интенсивным белым

светом для образования пула восстановленного

Fd, необходимого для функционирования цик

лическоготранспорта электронов [30]. Если сте

пень восстановленности добавляемого Fd зада

на, общее число электронов в системе будет

увеличиваться с увеличением концентрацииFd,
в условиях, когда диурон блокирует приток

электронов от ФС 11 и естественного донора

электронов - системы разложения воды. Уве

личение общего числа электронов в системе

циклического транспорта приводит к увеличе

нию амплитуды быстрой фазы восстановления

Р700 и ее вклада, однако не влияет на ее ско

рость, которая определяется скоростями пере

носа электрона на отдельных стадиях цикли

ческого транспорта, остающимися неизменны

ми.

Таким образом, кинетика темнового вос

становления Р700+ определяется не только кон

центрациями и редокс-состояниями реагентов,

но также пространственным распределением

молекул реагирующих веществ, геометрией и

размерами системы и особенностями процессов

диффузии подвижных переносчиков. На мно

гочастичной модели показано, что медленная

фаза кривой восстановления фотоокисленного

Р700+ при циклическом транспорте электронов

вокруг ФС 1 является диффузионно-контроли

руемой стадией и определяется процессами диф

фузии восстановленных молекул пластохинона

и пластоцианина из гранальной в стромальную

области тилакоидной мембраны, а быстрая фаза

представляет циклический транспорт с участием

ферредоксина.

Результаты, полученные на прямой модели,

соответствуют факту, что в темноте пластоциа

нин в основном сосредоточен в стромальных

областях мембран, в межгранных тилакоидах,

и при освещении перемещается в латеральном

направлении из стромальных в гранальные об

ласти [5].

'[1 = 250 МС

'[2 = 2830 МС

A1/(A,+A 2) = 0.37
А2/(А I+A 2) = 0.63

--- Гранальные н стромальныеоблacm

___ ЛппрокенмawtJlбиэкепонеНUНaJIьноll

функuнell
................ Одна область мембраны

;
1
\
~
\
\ .. ~....

О~~::J====~~~~--,----:".
О 2 4 6 8 10

t, С

0.4

0.8

0.2

0.6

Рис. 12. Толстая черная линия - кривая восста

новления Р700 при наличии двух областей мем

браны (стромально!! и гранально!!) при распре

делении комплексов в "Этих областях в соответ

ствии с данными "ЭлектроНlIO!! микроскопии. Тон

кая черная линия - представление модельно!! кри

вой темнового восстановления фотоокисленного

Р700+ в виде суммы двух убывающих экспонент:

A(t) = A,exp(-l!tl) + A~xp(-l!tz}. где А,. А 2 - ам

плитуды и ~1' ~2 - характерные времена быстрого

и медленного компонентов соответственно. Пунк

тирная линия - кривая восстановления Р700 при

однородном распределении всех комплексов на

мембране.

После выключения света электроны из пула

пластохинонов продолжали поступать на пла

стоцианин через цитохромный комплекс. Это

наблюдалось в обеих областях мембраны, стро

мальной игранальной, т.к. цитохромный ком

плекс распределен в мембране однородно. В

стромальной области восстановленный пласто

цианин сравнительно быстро восстанавливает

пигмент реакционного центра фотосистемы 1
Р700 (характерное время 200 мс), поскольку В

стромальной области среднее расстояние между

ФС I и cyt bJf невелико и составляет 20 нм

[5]. Этот процесс соответствует быстрой фазе

восстановления Р700+. Как в эксперименте, так

и в модели быстрое восстановление Р700+ про

исходит не полностью, остается фракция окис

ленных Р700+. М ногочастичная модель ПО'ка

зывает, что причина этого в том, что часть

электронов находится на пластохиноне и пла

стоцианине в гранальных областях мембраны,

в которых отсутствует ФС 1.

Модель показывает, что при дальнейшей

диффузии молекул PQ и Рс электроны посте

пенно возвращаются в стромальную область

мембраны и происходит дальнейшее восстанов

ление Р700+. Время этой фазы определяется

геометрией и размерами мембраны и составляет
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Классическим подходом к моделированию

lроцессов фотосинтетического электронного и

1Онного транспорта является использование

;истем обыкновенных дифференциальных урав

iений. При моделировании взаимодействия вы

~еленных фрагментов с экзогенными донорами

.. акцепторами в растворе применение класси

{еского кинетического подхода, не учитываю

цего структурных особенностей изучаемой сис

гемы, оправдано относительной гомогенностью

;истемы. Однако система гранальных и стро

otальных ламелл в хлоропласте является ком

lартментальной, существенно неоднородной

:истемой, с гетерогенным распределением муль

гиферментных комплексов на мембранах и «уз

(ими» пространствами для диффузии отдельных

5елков - подвижных переносчиков.

Описать пространственную структуру мем

5раны можно, используя метод прямого мно

'Очастичного компьютерного моделирования.

=: помощью этого метода могут быть воспро

.fзведены такие особенности, как локальная

lространственная неоднородность системы и

:<несвободность» диффузии подвижных перенос

-IИКОВ в узких пространствах, заполненных бел

<ами.

В описанном методе моделирования учиты

~ается латеральная гетерогенность распределе

Гlия комплексов и подвижных переносчиков в

\tембране тилакоида, однако явно не учитыва

~ся сложная форма взаимодействующих белков

rt электростатические взаимодействия. В работе

[24] нами была построена компьютерная модель

8заимодействия пластоцианина и цитохрома f
:одного из компонентов цитохромного ком

ГlЛекса) в растворе. Эта модель достаточно под

робно описывает форму белков и их электро

статические взаимодействия. В дальнейшей ра

боте планируется построить модель переноса

электрона пластоцианином в люмене, которая,

с одной стороны, учитывает сложную геомет

рию люминального пространства и гетероген

ный характер распределения комплексов в мем

бране тилакоида, а с другой стороны, подробно

описывает электростатические взаимодействия

и форму белков.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Р.-О. Arvidsson and С. Sundby, Aust. J. Plant Physiol.
26, 687 (1999).

2. А. Т. Мокроносов И В. Ф. Гавриленко, Фотосинтез.

Фuзиолого-эколoгuческие и биохимические аспекты.

(Изд-во МГУ, М., 1992).

3. А. В. Норе, Biochim. Biophys. Aeta 1143, 1 (1993).

БИОФИЗИКА том 52 выл.3 2007

4. Е. L. G ross, in Oxygenic photosymhesis: lhe Iighl reactions,
Ed. Ьу D. R. Ort, С. F. Yocum (Kluwer Academic
PubIishers, Dordrecht, 1996). Vol. 4, рр. 413-429.

5. W. Haehnel, R. Ratajczak, and Н. Robenek, J. Cell
Biol. 108, 1397 (1989).

6. М. Mehta, У. Sarafis, and С. Critchley, Aust. J. Plant
Physiol. 26, 709 (1999).

7. А. В. Норе, Biochim. Biophys. Aeta. 1456, 5 (2000).

8. Р.-А. Albertsson, TRENDS in Plant Science 6 (8), 349
(2001).

9. Н. Kirchhoff, S. Horstmann, and Е. Weis, Вiochim.

Biophys. Acta 1459, 148 (2000).

10. Н. Kirchhoff, U. Mukherjee, and H.-J. Galla, Bio
chemistry 41, 4872 (2002)

11. Г. Ю. Ризниченко, Математические модели nервичнbIX

npоцессов фотосинтеза, ВИНИТИ, N!! 31 (1991).

12. А. Stirbet, Govindjee, В. J. Strasser, and R. J. Strasser,
J. Theor. Biol. 193, 131 (1998).

13. Г. В. Лебедева, Н. Е. БелJlева, Г. Ю. Ризниченко и

др., Журн. физ. химии 74 (10), 1874 (2000).

14. Г. В. Лебедева, Н. Е. БелJlева, О. В. Дi!мин И др.,

Биофизика 47 (6), 1044 (2002).

15. А. В. Вершубский, В. И. Приклонский И А. Н .
Тихонов, Биофизика 46 (3), 471 (2001).

16. G. М. UIImann, E.-W. Кпарр, and N. М. Kostic, J.
Аm. Chem. Soc. 119, 42 (1997).

17. D. С. Pearson, Jr. and Е. L. Gross, Biophys. J. 75,
2698 (1998).

18. М. Ubbink, М. Ejdebeck, В. G. Karlsson, and D. S.
ВendaIl, Struc\ure 6, 323 (1998).

19. F. Rienzo, R. Gabdoulline, М. Menziani, et al., Bio
phys. J. 81, 3090 (2001).

20. Е. L. Gross and D. С. Pearson, Jr., Biophys. J. 85,
2055 (2003)

21. И. Б. Коваленко, Д. М. Устинин, Н. Е. Грачев и

др., Биофизика 48 (4), 656 (2003).

22. И. Б. Коваленко, Д. М. Устинин. Н. Е. Грачев и

др., Математика. Компьютер. Образование. 3, 243
(2003).

23. И. Б. Коваленко, Д. М. Устинин, М. В.

СердобольскаJl и др., В 00. научн. тр. VIII Междунар.

конфер. из серии .НелинеUныU мир». (И П Ц "Факел»,

Астрахань, 2004). се. 22~229.

24. 1. В. Kovalenko, А. М. Abaturova, Р. А. G romov, et
al., Phys. Biol. 3, 121 (2006).

25. А. Эйнштейн и М. Смолуховский, Броуновское

движение (ОНТИ, Л .• 1934).

26. А. Б. Рубин, Биофизика (Книжный дом "Универ

ситет", М., 2000).

27. W. Haehnel, Т. Jansen, К. Gause, е\ al., ЕМВО J.
13, 1028 (1994).

28. F. Drepper, М. Hippler, W. Nitschke, and W. Haehnel.
Biochemis\ry 35, 1282 (1996).

29. Н. У. ScheIler, Plan\ Physiol. 110, 187 (1996).

30. Т. Е. Кренделева, Г. П. Кукарских, К. Н. Тимофеев

и др., Докл. АН 379 (5), 1 (2001).



502 KOBAJlEHKO It .!J,p.

Multiparticle Computer Simulation of Pbotosyntbetic Electron
Transport in a Tbylakoid Membrane

I.B. Kovalenko*, A.M. Abaturova*, D.M. Ustinin*, G.YlL Riznichenko*, E.A. Grachev**,
and A.B. Rubin*

Biological (*) and Physical (**) Departments, L omonosov M oscow State University, Vorob'evy Gory, Moscow,
119992 Russia

A method for multiparticle computer simulation of photosynthetic electron transport in a
thylakoid membrane has been developed. The basic principles of this method were described
previously [I J. The method is used to describe the cyclic electron flow around photosystem I. The
effects of size and shape of the reaction volume on the kinetics of interaction of a mobile carrier
with a protein complex and the limited diffusion of reactants were studied. It was shown that the
kinetic parameters of photosynthetic electron transport processes depend on the distribution of
protein complexes in the membrane. It was shown that the limited nature of diffusion of plastoquinone
molecules in the membrane leads to a tenfold decrease in the efficient diffusion coefficient. It was
shown that the occurrence of two phases of dark reduction of photooxidized P700+ is due to a
heterogeneous spatial organization of the thylakoid membrane of a chloroplast.

Key words: photosystem I, cyclic electron transport, multiparricle computer mode~ lateral diffusion
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