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Исследована диффузия пластоцианина и образование комплекса «пластоцианин-цитохром [»
(субъединицы цитохромного Ьб!f-комплекса) в люмене тилакоида. Построена имитационная

компьютерная модель диффузии и связывания этих белков, учитывающая их электростатическое

взаимодействие. На основании экспериментальных данных оценены значения параметров

модели для образования комплекса пластоцианин-цитохром f в растворе. С помощью модели

исследована зависимость константы скорости образования комплекса пластоцианин-цигохром

f от размеров люминального пространства. Показано, что сужение люминального пространства

приводит к резкому уменьшению скорости реакции, что соответствует наблюдаемому в

эксперименте ингибированию реакции при гиперосмотическом стрессе.
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у высших растений и водорослей фотосис­

темы I и 11 (ФСI, ФСII) поглощают световую

энергию и инициируют фотосинтетические про­

цессы транспорта электронов и протонов в ти­

лакоидной мембране. Цитохромный комплекс

сопрягает работу двух фотосистем, принимая

электроны от ФС 11 и передавая их на ФС I.
Транспорт электронов от цитохромного ком­

плекса до ФС I осуществляет подвижный пе­

реносчик электронов белок-пластоцианин.

Пластоцианин является небольшим водорас­

творимым белком, который диффундирует в

люмене - узком замкнутом пространстве между

тилакоидными мембранами. Молекулы пласто­

цианина окисляют цитохром f и восстанавли­

вают реакционный центр фотосистемы I, пере­

мещаясь в люминальном пространстве на до­

вольно большие расстояния (сотни нанометров)

и перенося электроны между гранальными и

стромальными областями в тилакоидах [1,2]. В
нативном хлоропласте толщина люмена (4 ­
10 нм [3]) сравнима с размерами пластоцианина

Сокращения: ФС - фотоеистема, Ре - пластоцианин, Cytf­
цитохром f

(40 х 28 х 30 А, рис. 1). Поэтому в люмене
диффузия пластоцианина сильно затруднена вы­

ступающими частями трансмембранных муль­

тиферментных комплексов и другими молеку­

лами пластоцианина [4]. Известно, что электро­

статические взаимодействия играют ключевую

роль при связывании пластоцианина с мупьти­

ферментными комплексами при значениях ион­

ной силы, рН и температуры, соответствующих

физиологическим условиям. Благодаря нали­

чию электростатических сил притяжения и от­

талкивания диффузия пластоцианина к сайту

связывания с белковым комплексом имеет на­

правленный характер, а молекула пластоциа­

нина ориентируется в электрическом поле ком­

плекса [4].
Известно, что ширина люминального про­

странства может меняться при гиперосмотиче­

ском стрессе, изменении интенсивности освеще­

ния и рН [5]. В обзоре [6] приведены усреднен­

ные значения расстояния между двумя сосед­

ними парами мембран в гранальных стопках,

полученные с помощью анализа электронных

микрофотографий из 17 литературных источ­

ников. Если принять, что толщина одной мем­

браны равна примерно 5 нм, то МОЖНО вычис-
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Рис. 1. Расположение ком плекса РС-Су! f относи­

тельно Cyt Ьu'!'J(ОМ ПnСkса , встроенно го в мсwбраllУ .

Рисунок получен со вмещен ием Pdb CТPYI(Typ 2PCF
Н IQ90.

ЛИТЬ ширину люмииального пространства . По

приведеиным в обзоре данным. вычисленная

таким образом ширина люмена варьирует от

4 до 14 ИМ, однако величины 6 и 11 им наиболее

распространены . Н екоторыми исследователями

[5] при освещении наблюдалось сужение ЛЮМН­

нального пространства в гранальных стопках

до 300/0. ЭТИМ можно обменить значен ия тол­

ЩИНЫ люм инал ьного пространства, равные 6
и 11 11М , которые могут соот ветство вать све­

то во й и тем новой адапта ции хлоропл астов . В

неда вн ей работе [7] с ПОМОЩЬЮ метода элек­

троино-микроскопической томографии опреде­

л ена грехмерная организация тмлакоидных

мембран в хлоропластах высших расгений . Со­

гл асно этой работе, средня я ширииа греналь­

ного слоя , т.е. двух мембран и яюминал ьво го

простра нства Между ними , так же как и сгро­

маньной лвмеллы, равна 20 ± 2 11М , что соот­

ветствует средней толщине люмена, ра вно й

10 нм .

В работе (8] на гилакоицах Chlamydomonas
re;nhard1ii изучали ингибиро вание реакций взаи­

модействи я пластоцианина с цитохром f и Р700

ги перосмотическим стрессом . Было "о казано,

что добавление соли приводит К удалению воды

из люмииаль но го пространства и , ка к сл едст­

в ие, к его сужению в среднем от 5 до 1,5 нм .

Это приводит К ин ги б и ро ва н ию реакций вэа м­

модейсгви я пластецианин а с цитохром ом f и

Р700. так как минимальный диаметр пяасто­

цианина составляет 2.8 нм . Такие оцен к и ши­

рины люмена кажутся нам несколько зан ижен­

ным" по сравнению со зна чен и ям и. приведен­

ными в обзоре [61 а также в работе [7~

В работе [9] на изолированных тилакоидах

высших растений при гиперосмогическом стрес­

се наблюдалось увеличение скорости вэаимо­

действия пласгоцианина с Р 700 и 11И ТОХРОЫОМ

f Этот эффект был объяснен умен ьшением лю­

минального пространст ва И, ка к следствие. уве­

л ичением концентрац и и пластоциаиина . Было

высказано предположение. что люмевальиые

части тила коидных мембран и связанные с ними

белки в Chlamydomonas re;nhardl;; мо гут огл и­

чалься от таковых у высших растений н в

случае с высшими растениями препягствова тъ

сильному сужению люмена [8~

В работе [10] изучал ось латеральное рас­

предел ение пластоцианииа методом иммуноци­

лохим ическо й локал изаци и и рег истрации ки ­

нетики изменения редокс-состояни я Р700 · . По­

сле темновой ада птации концентра ция иласто­

цианин а в стромалъной части люмена была в

прим ерно два раза выше ко нцентрации пласто ­

циан ина в гра нальных областя х. При о свещени и

наблюдали увеличен ие концентрации пл асго­

циа нина в гранальных област я х. за счет ее

уменьшен ия в стромал ьны х област ях и был

сделан вывод об индуцируемой светом диффу­

зии пластоцианин а из стро мальиых областей в

граваяьные. Часть пластоцианина уходит в гра ­

нальную область и, возможно , прмли па ет к

мембранам из-за умен ьшения рН . П оскол ьку

на свету также происходит сужен ие люм ена в

гра нальн ой области , то некоторые молекулы

пл астоцнанин а могут оказаться заблок иро ва н­

ными , следова тельно , поток эл ектроно в от ци ­

гохром ного ком плекса к ФС 1 может ум ен ь­

шиться в гранальиых областях.

ДЛI изучения диффузии nл астоцианина в

люмене и его взавмолейсгвия с мультифермент­

ными комплексами представляется целесообраз­

ным построение модели переноса электрона

пласгоцианином в люмене, когора я . с одной

стороны, будет учитывать сложную геометр ию

люминального пространства , а с другой - опи­

сывать электростатическ ие взаимодействия бел­

ков - участников электронно го транспорта . В

последние годы пойвились работы. в которых

изучаются кинетические характеристики про­

цесса образований комплекса двух белко в с

помощью методов броуновской дина м ики . В

работа х [11,141 построены модели броуно вско й

динами к и образо ва н ия комплекса пл астоциа-

БИОФИЗИ КА том S3 вып.2 2008
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Рмс:. 1:. В)( )У3ЛИJ3ЦИI люмена, ограниченного сверху и снизу ТНЛ3kОМДН I.IМН а ем бранамн (заштрихованы) и
пяастоциан нна н цитохроwа f

ннна н цитохромв / 8 растворе-,ПРОВСДСНО ис­

следо ван ие процесса образова ни я комплекса

ЭТИХ белко в, изучены структура образова вше­

гося комплекса и ВОЗМОЖНОСТЬ переноса элек­

трона в нем. В модел я х также учитывается

электростатическое вза имодействие Между

ЭТИМИ белкам и . Однако в этих работах не рас­

сматриваете. диффузия молекул пластоцианина

в люмене ТИЛ8kОИД8 н и х вза вмолейст вие с

ЦИТОХРОМ НЫЦИ Ьif-комnлексамн н комплексами

фотосистем ы 1.
В предыдущей работе (15) нам и был разра­

ботан метод пря мого компьютерного модели­

ровани я диффузии и вза имодействия белков ­
подвижных переносчиков электрона, учитываю­

щнй сложную геометрию реакционного объема

и переносчиков. В работе [6] была построена

компьютерная модель образо ва н ия комплекса

пластоцианииа и питохрома f в растворе, учи­

тывающая геометрическую форму этих белков

и их эл ект ростатическ ие вза имодействия . На

основании моделирования за висимости кон­

станты скорости реакции белко в от ионной

силы раствора для семи различных мутанто в

и сра внени я полученных дан ных с эксперимен­

таль ны м и данны м и был сдела н вывод о кор­

ректности описания процесса образован и я ком­

плекса пластоцианина и цитохромаfв растворе.

В насто ящей работе с помощью метода пря­

мо го комп ьютерного моделиро ван ия изучается

образование комплекса пластацианина и цито­

хрома f в люмене тилакоида . В модели учиты­

вается наличие мембран , о гранич ивающих лю­

минал ь нее пространство, бел ки цигохромв f
располагаются в люмене в соответств и и с экс­

перименгал ь ными данными о структуре цито­

хром него Ь,jf-комnлекса , пластоцианин диф­

фундирует в люмене. С помощью модели по­

лучена за висимость константы скорости обра­

зован ив комплекса белков от геометрии (длины

и ширины) люминал ьного пространства н ха­

рактера расположения комплексов.

БиоФиз ~t КА то". 53 вwп.2 2008
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Мо~е.льнаlll сцена представляет собой трех­

мерный реакционный объем. имеющий форму

прямоугольного параллелепипела и предста в­

лающий модел ь люминального пространства

(рис. 2). Этот реакционный объем сверху и

сн изу огра ни чен мембранами. с торцов приме­

нены зер кальные граничные условия . Площадь

мембран. рассто я ни е м ежду ним и , плотиость

расположеимя цитохромных комплексов на

мембранах и концентрации подвижных пере­

носчиков оцен и вались по литературны м да н­

ным. Диаметр гранальной мембра ны варьиру­

ется от 300 до 600 нм [1 7~ плотность циго­

хромных Ьif-комплексо в на мембране равна 2.55
на 1000 нм2 [181 коицентрация пласгоцианина
составляет 430 мкМ .

Цигохромиый Ь,j/-комплекс из Chlamydo­
тоnш reinhardlii состоит нз четырех бол ьших

субьединиц - цитохромв f, питохрома Ьь, же­

лезосерно го белка Рис к е и субъединицы IV, а

также нз четырех малых гидрофобных субье­

диниц [19]. Белки Риске и цитохромf выступают

в люмен (р ис . 1). Диффундирующий 8 люмен е

пластоцианин реагирует с питохромом f, обра­

зуя с ним комплекс и о кисля я его . В 1998 г .

U ЬЬ iл k с коллегам и (20) получили с помощью

метода ЯМ Р структуру ком плекса пластоци а ­

имна шпината и цигохрома f турнепса (Pdb
структура 2PCF). В 2003 г . с иомошью ренг­

геноструктурного а нализа была получена струн­

тура иигохромного bJf-комnл екса Cblamydo­
тоnш reinhardlii (Pdb структура IQ90~ Совмес­

тив эти две структуры. мы нашли возможное

взаимное расположение комплекса пла стоциа­

нина и цитохрома f относительно мембра ны

(р ис . 1). При моделиро вании м ы реализовали

такое положение цитохрома f относите..яьно
мембраны . В модели молекулы пла стацианин а

диффундируют в люминаль ном пространстве и

могут образо вать ком плекс снепод вижными

молекулами цигохромв f . тол ько приняв соог­

ветствующую ориентацию относительно мол е­

кул цитохрома j.
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Движение и взаимодействие белков. Взаимо­

действие белков-подвижных переносчиков элек­

тронов может быть условно разделено на не­

сколько этапов [2]: (1) диффузию и сближение

белков за счет действия электростатических сил

притяжения между молекулами; (2) взаимодей­

ствие отдельных частей молекул, взаимную ори­

ентацию молекул в пространстве и образование

предварительного комплекса; (3) гидрофобные

и ван-дер-ваальсовы взаимодействия, конфор­

мационную перестройку белков и образование

комплекса, в котором возможен транспорт элек­

трона; (4) перенос электрона в комплексе. В

нашей модели явным образом описываются

диффузия, электростатические взаимодействия

белков и образование предварительного ком­

плекса. Конформационные изменения, гидро­

фобные и ван-дер-ваальсовы взаимодействия

учтены неявно с помощью параметра вероят­

ности взаимодействия белков.

Описание метода моделирования реакции

пластоцианина с цитохромом f в растворе при­

ведено в работе [16]. В данной работе тот же

самый метод применяется для моделирования

реакции в люмене. Поскольку каждая молекула

пластоцианина и цитохрома рассматривается

как отдельный объект в трехмерном простран­

стве, имеющий конечный объем и определенную

форму, моделирование реакции в ограниченном

объеме люмена принципиально ничем не отли­

чается от моделирования реакции в растворе.

Единственное отличие - это более плотное рас­

положение молекул в пространстве и возмож­

ные столкновения частиц пластоцианина с мем­

браной (кстенками» реакционного объема), что

легко учитывается естественным образом при

моделировании движения частиц. Молекулы

пластоцианина рассматриваются как броунов­

ские частицы, совершающие поступательное и

вращательное движение в вязкой среде под дей­

ствием случайной силы, возникающей из-за

столкновений с молекулами среды, и электро­

статической силы. Для описания процесса дви­

жения мы использовали уравнение Ланжевена,

описывающее изменение каждой координаты

со временем под действием случайной и элек­

тростатической сил.

Уравнение Ланжевена для поступательного

движения имеет вид:

где х - координата, вдоль которой рассматри­

вается движение, ~fr - коэффициент вязкого

трения вдоль этой координаты, fx<t) и -Fx. ­
проекции случайной и электростатической сил

на ось х соответственно.

Уравнение Ланжевена для вращательного

движения:

где ~:ot - коэффициент вязкого трения для вра­

щательного движения вокруг оси х, mX<t) и
Мх - моменты случайной и электростатической

сил относительно оси х соответственно. Слу­

чайная сила fx(t) распределена нормально с

нулевым средним и дисперсией, равной

2kЦfr
---о Здесь k - постоянная Больцмана, Т ­

At
температура.

Для упрощения расчетов коэффициентов

вязкого трения в модели молекулы пластоциа­

нина и цитохрома f представлялись как эллип­

соиды вращения. Трехмерная модель молекулы

строилась по данным Protein Data Bank. Оси

и размеры эллипсоидов выбирались таким об­

разом, чтобы момент инерции относительно

оси вращения был минимальным и моменты

инерции исходной молекулы и соответствую­

щего ей эллипсоида совпадали при условии

однородной плотности эллипсоида.

Для описания рассматриваемойобласти мо­

делирования (модельной сцены) задается орто­

гональная система координат модельной сцены.

На границах области моделирования исполь­

зуются зеркальные граничные условия. С каж­

дым объектом модельной сцены (т.е. с белками­

подвижными переносчиками электрона) связы­

вается отдельная (собственная) система коор­

динат. Собственная система координат любого

объекта совмещена с осями соответствующего

эллипсоида. Выбор такой системы координат

обусловлен тем, что в ней известны коэффи­

циенты вязкого трения для эллипсоида.

Уравнение Ланжевена решается численно в

собственной ортогональной системе координат,

совмещенной с осями эллипсоида: на каждом

шаге в модели вычисляются смещения эллип­

соида вдоль его осей и повороты вокруг его

осей под действием броуновской силы. Най­

денные в собственной системе координат зна­

чения перемещений и поворотов затем пере­

считываются в перемещения и повороты в ла­

бораторной системе координат. Положениелю­

бого объекта в модели задается смещением и

матрицей поворота собственной системы коор­

динат относительно лабораторной системы ко­

ординат.

При расчете столкновений белков исполь­

зовалось описание формы белков с помощью

набора сфер. Для того чтобы проверить факт
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столкновения двух молекул, необходимо опре­

делить, пересекаются соответствующие им на­

боры сфер или нет. Радиусы и координаты

центров сфер выбирали таким образом, чтобы

при минимальном количестве сфер отклонение

формы тела, представляемого сферами, от по­

верхности белка было не более 2 А.

Большое внимание уделено электростатиче­

ским взаимодействиям белков. Известно, что

электростатическое взаимодействие играет клю­

чевую роль в процессах связывания пластоциа­

нина и цитохрома f [2,4,21]. Заряженные ами­

нокислотные остатки и парциальные заряды

белков создают вокруг них неоднородное элек­

трическое поле. Если белок находится далеко

от других белков, то его движение определяется

только свободной броуновской диффузией. При

приближении к другим белкам и комплексам

белок ориентируется в электрическом поле, соз­

даваемом этими белками, и может занять вы­

годную позицию для последующего связывания.

В нашей модели белок считается областью

с диэлектрической проницаемостью Е = 2 с

пространственно-распределенными фиксиро­

ванными зарядами [22]. Раствор считается об­

ластью с диэлектрической проницаемостью Е =
80 с мобильными зарядами (ионами). При зна­

чительных расстояниях между белками (больше

35 А) электростатические взаимодействия очень
слабы из-за экранирования электрического поля

молекулами воды, поэтому в модели электро­

статическое взаимодействие между белками

учитывается только при сближении их поверх­

ностей на расстояние менее 35 А, которое мы
назвали расстоянием электростатического взаи­

модействия. На расстоянии 35 А в растворе с
ионной силой 100 мМ экранирование приводит

к уменьшению электростатического потенциала

в 80 раз по сравнению с раствором без ионов

соли [22].
Для каждого типа белков в некоторой об­

ласти вокруг белка рассчитывается значение

потенциала электрического поля. Для нахож­

дения силы и ее момента, действующих на

отдельный заряд в белке, вычисляется градиент

потенциала, создаваемого другими белками, в

той точке, где находится заряд. По известному

градиенту поля и величине заряда вычисляется

сила, действующая на заряд. Для того чтобы

рассчитать силу и момент силы, действующие

в целом на молекулу, надо просуммировать

силу и момент, действующие на каждый из

зарядов данной молекулы.

Параметры модели. В результате хаотиче­

ского броуновского движения в модели может

происходить сближение двух или большего ко­

личества белков на расстояние электростатиче-
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ского взаимодействия. При этом белки ориен­

тируются в.электрическом поле других белков,

могут занять выгодную для связывания пози­

цию и образовать предварительный комплекс.

Образование предварительного комплекса оз­

начает, что расстояния между взаимодействую­

щими частями молекул должно быть меньше

некоторых расстояний, которые мы называем

расстояниями докинга. Эти расстояния являют­

ся параметрами модели (таблица 1). Последую­
щие процессы образования финального ком­

плекса учтены в модели неявно с помощью

параметра вероятности образования комплекса

белков. Удачный подбор параметров модели

(расстояний и вероятности связывания) обеспе­

чивает выгодную для последующего связывания

взаимную ориентацию белков относительно

друг друга.

Таким образом, расстояниями докинга r j

мы называем расстояния между определенными

аминокислотными остатками молекул пласто­

цианина и цитохрома в комплексе. Связыва­

ние белков, занимающих выгодную взаимную

ориентацию, происходит с векоторой вероят­

ностью Р, которую мы называем вероятно­

стью докинга.

В модели на каждом шаге подсчитывается

суммарное количество восстановленных и окис­

ленных молекул пластоцианина и цитохрома J,
по этим данным можно построить кинетиче­

скую кривую изменения концентрации белков

в окисленном или восстановленном состояниях.

Аппроксимируя полученную кинетическую кри­

вую в соответствии с законом действующих

масс, мы можем получить значение константы

скорости реакции второго порядка связывания

молекул пластоцианина и цитохрома f
В нашей предыдущей работе [16] были оце­

нены значения параметров модели (расстояния

и вероятность связывания), для которых вы­

численные по кинетической модельной кривой

константы скорости для дикого и мутантных

типов пластоцианина при ионной силе 100 мМ
были наиболее близки к экспериментальным

значениям из работы [23].
Параметры в работе [16] оценивали следую­

щим образом. В качестве расстояний докинга

были взяты расстояния между семью амино­

кислотными остатками пластоцианина и цито­

хрома J, которые в комплексе, описанном в

работе [20], находятся в непосредственном со­

седстве, а также расстояние между атомами Си

и Fe. Для различных сочетаний значений рас­

стояний докинга (варьировались от 1О до 50 А
с шагом 1 А) были получены зависимости кон­
станты скорости для реакции образования ком­

плекса между молекулами цитохрома f и МО-
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Таблица 1. Расстояния между атомами в комплексе

пластоцианин-цитохром f, используемыенами в мо­

дели в качестве условия образования комплекса

Аминокислот- Номера и названия

ные остатки 'атомов, между кото-

Рс и Cyt f, рыми измеряется рас-
Расстоя-

расположен- стояние
ние в мо-

ные рядом в
дели, R, А

комплексе Рс-
Рс Cyt f

СУ! f

Asp42-Arg209 591 - OD2 3278 - 18(D42-R209) НН2

Glu43-Lys187 607 - НВ 2930 - НЕ 18
(Е43-К 187)

Asp44-Lys185
618 - OD2 2895 - HZ 18(D44-K185)

Glu60-Lys58 842 - НА 912 - HZ 25
(Е60-К58)

- 1435 - Си 3881 - Fe 40

лёкупами пластоцианина дикого типа и семью

мутантными от вероятности докинга.

Оказалось, что для однозначного задания

положения молекулы пластоцианина относи­

тельно молекулы цитохрома j в комплексе дос­

таточно задавать расстояния между пятью па­

рами атомов (табл. 1). Значение вероятности

докинга, при котором полученные нами значе­

ния констант скоростей ближе всего соответ­

ствовали экспериментальным значениям, ока­

залось равным 0,01. Сравнение модельных зна­

чений констант с экспериментальными при ион­

ной силе 100 мМ представлено в табл. 2. Ка­

чественное совпадение с экспериментальными

данными позволило сделать вывод о том, что

предложенный метод прямого моделирования

образования комплекса белков с учетом элек­

тростатических взаимодействий применим для

описания взаимодействия пластоцианина и ци­

тохрома j в растворе.

В данной работе мы моделируем процесс

образования комплекса пластоцианина и цито­

хрома г в люмене тилакоида, при этом значения

параметров модели (расстояния и вероятность

связывания) положили равными параметрам

модели для раствора. Мы предполагаем, что

эти элементарные параметры, характеризующие

процесс образования комплекса из двух белков,

не зависят от объема и размеров системы.

Таблица 2. Значения констант скорости реакции Рс

с Cyt f при ионной силе 100 мМ, определенные в

работе [22] для различных мутантов Рс при рН 6,
и константы скорости реакции, полученные на мо­

дели при значениях параметров, указанных в табл.

1 и вероятности докиига 0,01
~

Название мута-
k2, 106, Mc-l

kc' 106, Mc-l

ции
(из эксперимен-

(из модели)
та)

wt 185 (± 20) 159 (± 4)

Q88E 220 (± 30) 287 (± 9)

D42N 76,5 (± 1,5) 76 (± 3)

E43N 56,1 (± 1) 73 (± 2)

Е43К 29,3 (± 0,7) 36,9 (± 0,5)

E43QID44N 26,9 (± 0,6) 35,8 (± 0,7)

E59KlE60Q 13,8 (± 0,2) 23,9 (± 0,8)

E59Kn;:60QlE43N 5,56 (± 0,01) 8,2 (± 0,8)
-

РЕЗУЛЬТАТЫ

Моделировалась стадия образования ком­

плекса между пластоцианином из шпината и

цитохромомjиз турнепса (молекулярные струк­

туры белков из Protein Data Bank), процесс

передачи электрона в комплексе считали быст­

рым по сравнению с этой стадией.

С помощью компьютерной модели мы ис­

следовали зависимость константы скорости ре­

акции образования комплекса пластоцианина

и цитохрома j в люмене тилакоида от ширины

люминального пространства (расстояния между

мембранами). При этом количество молекул

(270 молекул пластоцианина и 270 молекул ци­

тохрома.f) и площадь мембран (322 х 322 нм)

оставались постоянными. Расстояние между

мембранами изменяли от 7 до 200 нм. Зависи­

мость константы скорости от расстояния между

мембранами вычислена для двух случаев: а)

молекулы цитохрома j закреплены на мембране

в люмене; б) молекулы цитохрома j диффун­

дируют в реакционном объеме кубической фор­

мы, при этом объем и количество молекул

такие же, как и в случае (а) (рис. 3). Случай

(а) соответствует экспериментальным данным

по расположению цитохрома j относительно

мембраны в тилакоиде; случай (б) соответствует

эксперименту на выделенных частицах в рас­

творе. Результаты численного эксперимента

приведены на рис. 4 и 5.

Из рис. 4 видно, что скорость реакции мак­

симальна при расстоянии между мембранами
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Рис. 3. Два варианта модельной сцены: (а) - мо­

лекулы Cyt f закреплены на мембранах в люмене

в соответствии со структурными данными; (б) ­
молекулы диффундируют в кубическом реакцион­

ном пространстве, объем которого равен объему

люмена в случае (а).

(а) (6)
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Рис. 4. Зависимость скорости реакции образования

комплекса Рс-Суг f, отнесенной к концентрации

Cyt f, в люмене тилакоида, от расстояния z между

мембранами при постоянном количестве молекул.

0.0о 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Z,HM

Рис. 5. Зависимости бимопекулярной константы

скорости реакции образования комплекса Рс-Сут f
при постоянном количестве молекул от: 1 ~ рас­

стояния z между мембранами для реакции в люмене

тилакоида и 2 - объема реакционного простран­

ства. Концентрации молекул в люмене и растворе

совпадают.

2.0'108

который предполагает равновероятные встречи

молекул друг с другом в течение всего времени

реакции. В начальный момент реагенты хорошо

перемешаны, т.е. молекулы занимают случай­

ные положения, но никакие две частицы не

находятся друг от друга ближе радиуса взаи­

модействия. В ходе реакции «константа» ско­

рости k очень велика в начальный момент

времени, из-за пар молекул, которые находи­

лись близко в начальный момент, затем k убы­

вает и приближается к стационарному значению

[24]. Это стационарное значение и есть то зна­

чение, которое наблюдается в эксперименте.

тилакоида, равном 8 нм. При увеличении рас­

стояния скорость реакции снижается из-за

уменьшения концентрации пластоцианина. При

расстоянии меньше 8 нм скорость реакции так­

же снижается.

Из рис. 5 видно, что для случая 1 константа

скорости второго порядка реакции пластоциа­

нина и цитохрома f: k = 2,2·108 M-1c-1 макси­

мальна при расстоянии между мембранами ти­

лакоида 8 - 10 нм; если расстояние меньше 7
нм, то наблюдается резкое уменьшение зна­

чений константы скорости вплоть до нуля. Это

объясняется тем, что молекула цитохрома f с

присоединенным к нему пластоцианином вы­

ступает из мембраны на 7 нм, И вследствие

наличия противоположной мембраны при рас­

стоянии меньше 7 нм образование комплекса

пластоцианин-цитохром f невозможно. С уве­

личением расстояния между мембранами кон­

станта скорости также уменьшается. Это может

быть объяснено тем, что молекулы цитохрома

.f закреплены на мембранах и, как следствие,

молекулы пластоцианина удалены от них на

большое расстояние в начальный момент вре­

мени. Для случая 2, когда молекулы располо­

жены в кубическом реакционном объеме, умень­

шения константы скорости при уменьшении

реакционного объема не наблюдается. При уве­

личении реакционного объема больше 5·106нм3

константа скорости не зависит от расстояния

между мембранами.

При изменении концентрации молекул пла­

стоцианина и цитохрома f в растворе константа

скорости реакции второго порядка не должна

зависеть от концентрации, если встречи молекул

случайны. Наличие максимума константы ско­

рости при расстоянии между мембранами 8 ­
10 нм свидетельствует о невыполнении закона

действующих масс в случае, если концентрация

молекул высока. Для оценки константы скоро­

сти мы аппроксимировали полученную кривую

в соответствии с законом действующих масс,

БИОФИЗИКА том 53 ВЫП.2 2008



268 КОВАЛЕНКа и др.

ОБСУЖДЕНИЕ

рости реакции по сравнению со случаем, когда

молекулы цитохрома f взаимодействуют с мо­

лекулами пластоцианина в кубическом реакци­

онном объеме (см. рис. 3б). Это может быть

связано с тем, что в первом случае мембраны

ограничивают объем для диффузии ппастоциа­

нина, препятствуя его уходу из области притя­

жения цитохромаг, а также с тем, что молекулы

цитохромаfна мембранах находятся в удобной

для связывания пространственной ориентации.

Результаты нашей работы позволяют уста­

новить связь между значением ширины люмена

тилакоида и скоростью образования комплекса

пластоцианин-цитохром f в люмене. Модель­

ный эксперимент показал, что при сужении

люминального пространства до 7 нм наблюда­

ется ингибирование реакции пластоцианина и

цитохрома г, так как цитохромный Ь/f-комплекс

с присоединенным к нему пластоцианином вы­

ступает из мембраны на расстояние около 7 нм,

И поэтому при расстоянии меньшем 7 нм между

противоположными мембранами образование

комплекса ппастоцианин-цитохром f затрудне­

но. Ингибирование реакции пластоцианина и

цитохрома f наблюдали в работе [8] на тила­

коидах Chlaтydoтonas reinhardtii при гиперос­

мотическом стрессе. Было показано, что добав­

ление соли приводит к удалению воды из лю­

минального пространства и, как следствие, к

его сужению в среднем с 5 нм до 1,5 нм. Это

приводило К ингибированию реакций взаимо­

действия пластоцианина с цитохромом г и Р700,

так как минимальный диаметр пластоцианина

2,8 нм. Такие оценки ширины люмена кажутся

нам несколько заниженными по сравнению со

значениями, приведенными в обзоре [6], а также

в работе [7], так как давление, используемое

для получения тонких срезов хлоропластов, мо­

жет приводить к их сжатию.

В работе [9] на изолированных тилакоидах

высших растений при гиперосмотическом стрес­

се наблюдалось увеличение скорости взаимо­

действия пластоцианина с Р700 и цитохромом

f. Этот эффект был объяснен уменьшением лю­

минального пространства и, как следствие, уве­

личением концентрации пластоцианина. Несо­

ответствие этих экспериментальных результатов

экспериментальным результатам из работы [8]
и нашим модельным экспериментам может про­

являться из-за того, что люминальные части

тилакоидных мембран и связанные с ними бел­

ки в Chlaтydoтonas reinhardtii могут отличаться

от таковых у высших растений и в случае с

высшими растениями препятствовать сильному
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Рис. 6. Зависимости константы скорости бимоле­

кулярной реакции образования комплекса Ре-Су!

f при постоянном количестве молекул от: 1 - пло­

щади мембраны при постоянном расстоянии между

мембранами 1О нм для реакции в люмене тилакоида

и 2 - объема реакционного пространства. Количе­

ство молекул в люмене и растворе одинаково.

Также электростатические взаимодействия на­

чинают играть роль при близком расположении

молекул в растворе и увеличивают вероятность

встречи молекул и их связывания при увели­

чении концентрации.

Мы также исследовали зависимость вели­

чины константы скорости реакции образования

комплекса пластоцианина и цитохрома f в лю­

мене тилакоида от размера люмена в латераль­

ном направлении при постоянном расстоянии

между мембранами, равном 1О нм-и постоянном

количестве молекул плаСТ6цианина и цитохро­

ма f (270 молекул). В латеральной плоскости

люмен имел форму квадрата с длиной стороны

Х, которую мы называем длиной люмена. Длину

люмена изменяли от 200 до 1200 нм. Результат

приведен на рис. 6 (кривая 1). Этот случай

соответствует варианту модельной сцены (а) на

рис. 3. Для сравнения значений константы ско­

рости реакции мы также построили зависимость

константы скорости реакции пластоцианина и

цитохрома f в кубическом реакционном про­

странстве от объема реакционного пространст­

ва (кривая 2 на рис. 6). Этот случай соответ­

ствует варианту модельной сцены (б) на рис. 3.

Из рис. 6 видно, что при уменьшении ре­

акционного объема, Т.е. при увеличении кон­

центрации молекул, константа скорости увели­

чивается. Это свидетельствует о невыполнении

закона действующих масс в случае высокой

концентрации молекул. Когда молекулы цито­

хрома f закреплены на мембранах (см. рис. 3а),

наблюдаются большие значения константы ско-
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сужению люмена. Некоторое увеличение ско­

рости реакции с 1,7·108 M-1c-1 до 2,2·108 M-1c-1

при не слишком сильном сужении люмена с 40
до 8 нм наблюдалось нами в модельном экс­

перименте. Однако при дальнейшем сужении

люмена происходило полное ингибирование ре­

акции.

Взаимодействие пластоцианина и цитохром­

ного Ьif-комплекса в люмене тилакоида - это

пример биохимической реакции, ингибирование

которой происходит за счет изменения физи­

ческих характеристик окружающего простран­

ства, в данном случае изменения ширины лю­

мена. Мы предполагаем, что физиологический

смысл такого ингибирования может заключать­

ся в регуляции электронного транспорта на

стадии восстановления или окисления пласто­

цианина в люмене тилакоида, наряду с умень­

шением скорости выделения протонов в люмен

при взаимодействии платохинолов с цитохром­

ным комплексом и другими механизмами ре­

гуляции, препятствующими фотоповреждениям

при ВЫСОКОй интенсивности света и замедляю­

щими скорость линейного электронного транс­

порта [25]. Такой физический механизм регу­

ляции замедляет скорость переноса электрона

при линейном транспорте, так как сужение лю­

мена происходит в гранальных областях типа­

коидных мембран. Однако в стромальных об­

ластях мембраны, где происходит циклический

транспорт электронов, сужения люмена не на­

блюдается и скорость переноса электрона с

цитохрома f на пластоцианин не изменяется.
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Computer Simulation о!Complex Formation "between Plastocyanine
and Cytochrome f in Thylakoid Lumen

I.B. Kovalenko*, А.М. Aьaturova*, Р.А. Gromov, D.M. Ustinin, G.Yu. ЮzniсЬеnkо,
Е.А. Gracbev*' a';d А.В: Rubin

*ВioZogicaZ Department, Lomonosov Moscow State University, Vorob'evy Gory, Moscow, 119992 Russia

**PhysicaZDepartment, Lomonosov MoscowState University, Vorob'evy Gory, Moscow, 119992 Russia

ТЬе diffusion of the protein plastocyanine and complex formation between plastocyanine and
cytochrome j (а subunit of а cytochrome ЬБI! complex) in the chloroplast thylakoid lumen has
Ьееп studied. А 3D computer simulation model of diffusion and binding of plastocyanine and
cytochrome j has Ьееп constructed, which considers their electrostatic interaction. Based оп the
experimental data, the parameters of the model for complex formation between plastocyanine and
cytochromejin solution have Ьееп estimated. ТЬе dependence ofthe rate ofplastocyanine-cytochrome
j reaction оп the size of the luminal space has Ьееп studied. It was shown that the contraction
of the luminal space leads to а decrease in the reaction гате, which is in agreement with the
experimental data оп the inhibition of the reaction under hyperosmotic stress.

Кеу words: pZastocyanine, cytochrome f, difjusion, protein compZex, Титеп, eZectrostatic interactions

БИОФИЗИКА том 53 вып.2 2008




