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ИССЛЕДОВАНИЕ ФОТОИПДУЦИРОВАННЫХ ПРОЦЕССОВ 
В РОДОПСИНЕ И ФОТОРЕЦЕПТОРНОЙ МЕМБРАНЕ 

МЕТОДОМ ГАММА-РЕЗОНАНСНОЙ СПЕКТРОСКОПИИ

! {информационная перестройка зрительного пигмента и фоторецептор­
ной мембрапы является, ло-впдимому, одним из первых этапов в механиз­
ме фоторецепцпи. Для изучения такого рода перестроек в настоящее время 
широко используются самые различные физико-химические методы 
В настоящей работе для исследования фотоппдуцированиых нзмепенпп в 
молекуле родопсина и фоторецепторной мембране на различных стадиях 
фотолиза впервые применен метод гамма-резонансной спектроскопии.

Суспензию наружных сегментов фоторецепторов лягушки п быка вы­
деляли по методике, описанной в работе (“). Родопсин экстрагировали 2% 
раствором дигптонипа. Для обесцвечивания образцов использовалась лам­
па накалпнапня с интерференционными фильтрами ЕЛ7Л4/2.

В работе использовался стандартный г.р. спектрометр электродинами­
ческого типа. источником служил Со’* в платине. Изомерные сдвиги даны 
относительно нитропруссида натрия. За превращениями в родопсине и 
фоторецепторной мембране следили ио изменению г.р. спектра мёссбауэ­
ровской метки. В качестве метки быка использована соль-аскорбат желе­
за, обогащенная изотопом ’'Ее. Метку добавляли в экстракт пли суспензию 
наружных сегментов фоторецепторов и инкубировали их 20 — 30 лип. Все 
полученные г.р. спектры как темнового, так и обесцвеченного образца сни­
мали п-рп температуре —196°. Предварительные электрофизиологические 
экснсрпмепты показали, что выбранная метка по оказывает выраженного 
действия па функциональное состояние фоторецепторной мембраны.

В первой серии опытов исследовались фотоппдуцпрозапные пзмепепия 
в солюбилизированном родопсине. Г.р. спектр его необесцвечеиногс- дпги- 
топл нового экстракта представляет собой дублет Ге!~ (изомерный сдвиг 
0,7 мм/сек), аналогичный спектру исходного комплекса аскорбата, железа 
(рис. |а). В темноте вид спектра длительное время не меняется. В образца 
же, предварительно обесцвеченном видимым светом, наблюдается появле­
ние двухвалентного железа (рис. J6). Частичный переход Fe3+->-Fe2+ ука­
зывает на появление при обесцвечивании экстрактов родопсина восстанав­
ливающих центров в молекуле зрительного пигмента. В контрольном опы­
те освещение раствора аскорбата железа тте приводило к изменению г.р. 
спектра образца.

В последующей серии опытов исследовались фотоипдуцпроваппыс из­
менения в фоторецепторной мембране. Для изучения копформацтгоипых 
переходов в этой мембране па различных стадиях фотолиза родопсина сни­
мались г.р. спектры образцов, которые после предварительного обесцвечи­
вания в жидком азоте выдерживались при температуре, стабилизирующей 
исследуемый продукт в форме, отвечающей той пли иной стадии фотолиза 
(прелюмпродопепп, люмнродопепп. метародопепп I). Па рис. 2,а показан 
спектр необесцвечеппой суспензии наружных сегментов. Обращает на себя 
внимание появление в спектре «крыльев», отвечающих неразрешенной 
сверхтонкой структуре (с.т.с.), которой не было в случае экстрактов родоп- 
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сипа. Подобная неразрешенная, иногда слаборазрешенная с.т.с. исчезает 
уже после обесцвечивания при температуре —196°. Это указывает на из­
менения динамических свойств фоторецепторной мембраны уже на ранних 
стадиях фотолиза (прелюмиродопсин). Обесцвечивание проводилось све­
том С Атах 450 нм.

Нагревание суспензии наружных сегментов фоторецепторов до более 
высоких температур (—70° и —20°) не вызывает существенных измене­
ний в мёссбауэровских спектрах образцов. Иными словами г.р. спектры

Рис. 1. Г.р. спектры дигитониновых экстрактов родоп­
сина. а — необесцвеченный дигитониновый экстракт 
родопсина; б — экстракт, обесцвеченный видимым све­

том при 20°

люмиродопсина и метародопсина I аналогичны спектрам прелюмиродоп- 
сина. Только при нагревании образца до комнатной температуры, т. е. в 
том случае, когда фотолиз идет до конца, в спектре появляется компонен­
та Fe2+, что соответствует результатам, полученным нами на солюбилизи­
рованном родопсине (рис. 2в—д').

Известно, что освещение промежуточных продуктов фотолиза родоп­
сина в полосе их поглощения может приводить к фоторегенерации, т. е. к 
восстановлению исходных спектров оптического поглощения. Мы попыта­
лись аналогичным образом получить фотовосстановление г.р. спектров в 
суспензии наружных сегментов фоторецепторов. На рис. Зе показан г.р. 
спектр продукта, фоторегенерированного из прелюмпродопспна светом с 
Атах 575 нм. Из сравнения спектров исходного и фоторегенерированного 
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образцов (рис. За, в) следует, что «крылья» неразрешенной с.т.с. восста­
навливаются примерно на 50%.

Наблюдавшееся нами как в солюбилизированном родопсине, так и в су­
спензии наружных сегментов фоторецепторов восстановление железа мо­
жет быть обусловлено появлением на последних стадиях фотолиза родо­
псина протонсвязывающего центра в молекуле (7). Возможно также, что 
в фоторецепторной мембране присутствует недыхательная цепь переноса 
электрона на кислород (8,9). Не исключено, что тогда, при добавлении 

Рис. 2

к экст ракту родопсина пли суспепзии 
наружных сегментов фосторецепторов 
раствора аскорбата железа, акцепто­
ром электрона становятся связанные 
ионы железа.

Появление неразрешенной или 
слаборазрегпенной сверхтонкой струк-

Рис. 3
Рпс. 2. Г.р. спектры суспензии наружных сегментов фоторецепторов на различных 
стадиях фотолиза, а - пеобесцвечепная суспензия наружных сегментов фоторецепто­
ров; б — суспензия, обесцвеченная при —196° светом с Хтах 450 нм (прелюмиродоп- 
син); в — суспензия, обесцвеченная при —196° и нагретая до температуры —70° (лю- 
миродопсин); г — тот же образец, нагретый до температуры —20° (метародопсин I);

д — тот же образец после нагревания до температуры 20°
Рис. 3. Восстановление г.р. спектров при фоторегенерации, а — необесцвечепная сус­
пензия наружных сегментов фоторецепторов; б — суспензия, обесцвеченная при 
—196° светом с Лтах 450 нм; в—продукт, регенерированный из прелюмпродопспна 

CBGTOM С Лтях 575 нм при -196°

туры спектров в суспензии наружных сегментов фоторецепторов можно 
объяснить тем, что иопы железа равномерно адсорбируются на мембране. 
При этом, вследствие малой концентрации ионов железа, расстояния меж­
ду ними столь велики, что это может привести к исчезновению спин-спи- 
новой релаксации и появлению с.т.с. Однако при наличии слабой еппн-ре- 
шоточной релаксации с.т.с. размазывается и становится слаборазрешеиной. 
В случае дагптонпповых экстрактов иопы железа в растворе объединяются 
в кластеры, что приводит к усилению спин-спиновой релаксации и исчез­
новению с.т.с.
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Для объяснения исчезновения с.т.с. при переходе родопсина в прелю- 
миродопспп можно предположить следующее. 1. Перераспределение ато­
мов железа, связанных с белковыми группами, которое приводит к возник­
новению спип-сшгнового взаимодействия между попами из-за уменьшения 
расстояния между ними. Такое объяснение, однако, маловероятно, так как, 
согласно принятым представлениям, при переходе родопсин — прелгомпро- 
допсин в зрительном пигменте не происходит существенного перераспре­
деления белковых групп. Кроме того, вероятность образования кластеров 
при температуре жидкого азота крайне мала. 2. Появление в мембране па­
рамагнитных центров, которое могло бы, в принципе, привести к подавле­
нию сверхтонкого взаимодействия из-за кросс-релаксации. Однако это объ­
яснение также маловероятно, таг: как обнаружить такие парамагнитные 
центры при переходе родопсин нрелюмиродоиснп как в экстрактах, так 
и в суспензии наружных сегментов фоторецепторов пока не удается ('°). 
3. Изменение конформационного состояния всей мембраны при переходе 
родопсин -+■ ирелюмпродоисин, которое может привести к изменению фо­
нонного спектра решетки в месте присоединения атома железа и к подав­
лению с.т.с. из-за спшг-решеточиой релаксации. При этом неизменяющпй- 
ся центральный пик в спектре обусловлен, как показывают патин опыты, 
свободными попами железа. Это объяснение представляется нам наиболее 
приемлемым. Указание па возможность пзмеиепнп с.т.с. из-за сппн-репте- 
точпой релаксации можно найти в работах ('1,1г).

Показанное нами частичное восстановление исходных мёссбауэровских 
спектров при освещении образца в максимуме поглощения прелюмпродс- 
исппа указывает па восстановление конформационного состояния фоторе­
цепторной мембраны при фоторегенерацпп. Вместе с тем возможность 
фоторегеиерацпи указывает на то, что эффект исчезновения с.т.с. является 
прямым п непосредственным следствием фотолиза родопсина.

Таким образом, полученные результаты позволяют говорить о том, что 
ужо па ранних стадиях фотолиза зрительного пигмента (родопсин — пре- 
люмиродопепп) в фоторецепторной мембране происходят изменения, ко­
торые нельзя объяснить только фотоизомерпзацпей хромофора. По всей ве­
роятности, они затрагивают не только молекулу зрительного пигмента, но 
н динамическую структуру фоторецепторной мембраны в целом. Следует 
подчеркнуть, что если такая трактовка справедлива, то из наших опытов 
можно сделать вывод о возможности подобных коиформациоиных перехо­
дов в биологических мембранах даже при достаточно низких температу­
рах (в жидком азоте).

Примененный в этой работе впервые для исследования фотолпдуцпро- 
ванпых изменений в фоторецепторной мембране метод г.р. спектроскопии, 
как .можно видеть, позволяет получить существенную информацию о функ­
циональных (электронных п динамических) свойствах мембран.
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Настоящая работа выполнена в рамках проекта «Родопсин».
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