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Конформационные изменения в фоторецепторной мембране, содержа­
щей зрительный пигмент, до сих пор не показаны, хотя ряд косвенных 
данных свидетельствует в пользу этого. Так, например, освещепие види­
мым светом суспензии наружных сегментов фоторецепторов приводит к 
повышению экстрактабельности липидов (', 2) и белков (3), неболь­
шому изменению циркуляр­
ного дихроизма солюбилизи­
рованного родопсина в его 
белковой области (4).

В настоящей работе пред­
принята попытка обнару­
жить прямым методом спи­
новых зондов фотоиндуциро- 
ванные конформационные 
изменения в мембранах на­
ружного сегмента палочек 
сетчатки лягушки. Метод 
спиновых зондов, который 
находит в исследованиях 
биологических мембран все 
более широкое применение, 
позволяет изучать слабые 
взаимодействия в матрице 
без существенного наруше­
ния ее молекулярной струк­
туры и нормальных функ­
ций (5~9).

В качестве молекулярных 
зондов были использованы 
гидрофобные иминоксильные 
монорадикал (I) и биради­
кал (II) (10, 16) (рис. 1).

Поведение зондов в мемб-

Рис. 1. Структурные формулы и спектры э.п.р. 
зондов I и II в этаноле (10_3 М)

ране оценивали по времени
корреляции (т), имеющему смысл средпего времени поворота радикала 
на угол л/2, по формуле (1) (“)

т= - 8,4ДЯтах(+1). (1- ]/ц=п)-Ю~10 сек” (1)
где AHmai (+1) — ширина (в эрстедах) между точками максимального на­
клона компоненты спектра, соответствующей меньшему значению маг­
нитного поля (m.v = +l), I (±1)—интенсивность крайних компонент, 
лежащих в высоких полях (mN = —1) и низких (mN = +1).
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Особенности спектра э.п.р. бирадикала определяются обменными взаи­
модействиями, модулируемыми внутримолекулярными движениями пара­
магнитных центров. В качестве дополнительного эффективного параметра 
поведения зонда — бирадикала использовали величину V, рассчитанную 
по формуле (12)

____________9,85-107___________
( /2/(±2)//(±1) - 1) • АЯгаах(±2)

сек \ (2)

Рис. 2. Молекулярные модели 
зонда II в двух крайних кон­
формациях: а — радикальные
фрагменты максимально уда- 
лепы, б — максимально сбли­

жены

где 7(±2), 7(±1)—интенсивность линий резонансного поглощения с 
М = mi + т2 =±2 и ±1; АЯтах (±2)—ширина (в эрстедах) между точка­

ми максимального наклона линии М (±2).
Согласно (12), величина v отражает ин­

тенсивность внутримолекулярных движений 
бирадикала. Установлено, что v увеличива­
ется при возрастании температуры и умень­
шении вязкости системы (12). Это позволяет 
рассматривать параметр v в качестве харак­
теристики поведения бирадикального зонда, 
зависящей от микровязкости его локального 
окружения. Можно сказать, что уменьшение 
величины v, также как и увеличение време­
ни корреляции, свидетельствует об увеличе­
нии микровязкости ближайшего окружения 
зонда. В тех случаях, когда интенсивность 
внутримолекулярных движений бирадикала 
высока и парамагнитные центры сталкива­
ются часто, спектр э.п.р. бирадикала пред­
ставляет собой квинтет, обусловленный об­
менным взаимодействием монорадпкальпых 
фрагментов; в другом предельном случае 
спектр э.п.р. состоит из трех линий и прак­

тически не отличается от спектра э.п.р. монорадикала.
На рис. 2 изображены молекулярные модели зонда II, иллюстрирую­

щие некоторые возможные конформации, которые реализуются при его 
внутримолекулярных движениях. Молекулярные модели позволили оце­
нить максимальное (-17,5 А) и минимальное (—5,4 А) расстояния меж­
ду радикальными фрагментами (рис. 2).

Объектом исследования служила суспензия наружных сегментов па­
лочек сетчатки лягушки, полученная при центрифугировании в градиенте 
плотности сахарозы (1г). Чистоту фракции контролировали под микроско­
пом. Образцы для э.п.р.-спектроскопии содержали 0,04 мл суспензии на­
ружных сегментов (0,7—1,0 мг белка), 0,005 мл спиртового раствора зон­
да (10_3 М~). Образцы освещали видимым светом, либо непосредственно 
в резонаторе э.п.р.-спектрометра, либо вне прибора лампой накаливания. 
Спектры э.п.р. регистрировали на радиоспектрометрах ЭПР-2 ИХФ 
АН СССР и «Е-4» фирмы «Вариан» при t = 20±1°.

На рис. 1 приведен спектр э.п.р. спиртового раствора зонда I, пред­
ставляющий симметричный триплет равноотстоящих компонент одинако­
вой интенсивности. Солюбилизация зонда I фоторецепторной мембраны 
приводит к появлению анизотропного спектра э.п.р., отражающего неко­
торую заторможенность вращательных движений радикала в матрице — 
мембране (г — 5,2• 10~10 сек.). Спектр э.п.р. зонда I существенно не изме­
няется в течение 1,5—2 часа инкубации образцов в темноте при t = 4°; при 
этом не происходит также каких-либо спектральных изменений зритель­
ного пигмента.

Освещение образцов вызывает значительные изменения спектров э.п.р. 
(существенное возрастание анизотропии), что указывает на увеличение
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Рис. 3. Фотоиндуцированные изменения времени корре­
ляции (г) зонда I, солюбилизированного фоторецептор­
ной мембраной. В кривую вмонтированы спектры э.п.р. 
зонда I зарегистрированные до и в различные моменты 

после начала освещения образца видимым светом

времени корреляции вращательной диффузии зонда (рис. 3). Кривая из­
менения времени корреляции от длительности освещения носит S-образ- 
ный характер. Это позволяет заключить, что фотолиз зрительного пиг­
мента сопряжен с переходом фоторецепторной мембраны из одного дис­
кретного конформационного состояния в другое. Вследствие конформаци­
онного перехода увеличивается микровязкость гидрофобных областей мем­
браны, где локализован зонд, что, в свою очередь, приводит к увеличению 
параметра т.

Подобные результаты были получены также при использовании в ка­
честве гидрофобного спин-зонда бирадикала (II). Анализ времен корре­
ляции и в этом случае показал, что под действием видимого света фоторе­
цепторная мембрана претерпевает конформационный переход между дву­
мя дискретными состояниями. Применение гидрофобных бирадикалов по­
зволяет весьма наглядно фиксировать существование конформационных 
переходов матрицы — мембраны. Как видно из рис. 4, спектр э.п.р. зон­
да II, солюбилизированного фоторецепторной мембраной в темноте, пред­
ставляет собой хорошо разрешенный квинтет, свидетельствующий о до­
статочно высокой интенсивности внутримолекулярных движений биради­
кала. В ходе освещения образца видимым светом величина v уменьшается 
(рис. 4); через 25—30 мин. после начала освещения в спектре э.п.р. би­

радикала полностью пропадают дополнительные линии (М (±1)) между 
компонентами триплетного спектра, свойственного монорадикалам. Такие 
изменения в спектрах э.п.р. зонда II могут быть истолкованы как ре­
зультат конформационного изменения мембраны, обусловленного фотохи­
мическими превращениями зрительного пигмента.

Следует отметить, что квинтетный спектр э.п.р. бирадикала — зонда II 
наблюдается только в случае свежеприготовленной фоторецепторной мем­
браны. Хранение суспензии фоторецепторов в темноте в течение 48 час. 
(2 = 4°) приводит, как известно, к утрате ими некоторых функциональ-
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Рис. 4. Фотоиндуцированные изменения параметра 
для зонда II, солюбилизированного фоторецепторной 
мембраной. В кривую вмонтированы спектры э.п.р. зон­
да II, зарегистрированные до и в различные моменты 

после начала освещения образца видимым светом

ных свойств (14). В та­
ких «старых» препара­
тах исходно регистриру­
ется триплетный спектр 
э.п.р. зонда II. Это по­
зволяет предположить, 
ято «старение» сопро­
вождается нефункцио­
нальными деструктив­
ными изменениями в 
мембранах наружного 
сегмента.

В отдельных случа­
ях после обесцвечивания 
видимым светом суспен­
зии наружных сегмен­
тов наблюдали медлен­
ную гибель радикалов, 
которые восстанавлива­
лись до гидроксилами­
на вероятно, в резуль­
тате взаимодействия с 
промежуточными про­
дуктами фотолиза ро­
допсина или с фермент­
ными системами наруж­
ного сегмента. Это 
явление представляет 
самостоятельный инте­
рес и требует дальней­
шего исследования.

Обнаруженный фото- 
индуцированный кон­
формационный переход
в фоторецепторной мем­

бране наружного сегмента является следствием фотолиза молекулы зри­
тельного пигмента — ее основной хромофосфолинопротеиновой единицы. 
В настоящее время предпринимаются попытки выяснить, не носит ли этот 
процесс кооперативный характер. Фотоиндуцированные конформационные 
изменения фоторецепторной мембраны являются, по-видимому, важным 
звеном в механизме фоторецепции — трансформации энергии кванта света 
в зрительный сигнал.
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