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В фотосинтетических реакционных центрах интактных комплексов фотосистемы 1 (ФС 1) из циано-
бактерий перенос электронов при комнатной температуре происходит по двум симметричным ветвям 
редокс-кофакторов A и B в соотношении ~3 : 1 в пользу ветви А. Ранее это было косвенно показа-
но с помощью импульсной абсорбционной спектроскопии и более прямо — с помощью измерения 
частот модуляции спада сигналов электронного спинового эха (Electron Spin Echo Envelope Modulation, 
ESEEM), которое позволяет определить расстояние между разделёнными зарядами на первичном до-
норе электрона Р+

700 и филлохинонных акцепторах А–
1А и А–

1В в ветвях кофакторов А и В. В настоящей 
работе эти расстояния с помощью ESEEM были определены на комплексах ФС 1, лишённых трёх 
4Fe-4S кластеров – FX, FA и FB, а также белковой субъединицы PsaC (так называемые P700-А1-core), 
в которых терминальными акцепторами служат молекулы филлохинона А1А и А1В. Было показано, 
что на препаратах P700-А1-core среднее расстояние между центрами ион-радикальной пары Р+

700А1
– 

при температуре 150 К в водно-глицериновом растворе и в высушенной трегалозной матрице, а также 
в трегалозной матрице при температуре 280 К составляет ~25,5 Å, что соответствует симметричному 
переносу электрона по ветвям редокс-кофакторов А и B в соотношении 1 : 1. Обсуждаются возмож-
ные причины изменения симметрии переноса электрона в ФС  1 при удалении субъединицы PsaC 
и 4Fe-4S кластеров FX, FA, FB.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: фотосистема 1, перенос электрона, модуляция спада сигналов электронного спино-
вого эха (ESEEM), трегалозная матрица, железо-серные кластеры.
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Принятые сокращения: РЦ  – реакционный центр; ФС  1  – фотосистема 1; Хл  – хлорофилл; А1  – филлохинон – 
вторичный акцептор электрона; Em  – среднеточечный редокс-потенциал; ESEEM  – метод измерения частот модуля-
ции спада сигналов электронного спинового эха (Electron Spin Echo Envelope Modulation); P700 – димер хлорофилла – 
первичный донор электрона; PhQ – филлохинон.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Реакционный центр (РЦ) фотосистемы  1 
(ФС 1) цианобактерий и зелёных растений со-
держит 11 редокс-кофакторов, включая шесть 
молекул хлорофилла (Хл), две молекулы фил-
лохинона (PhQ) и три железо-серных центра 
4Fe-4S типа – FX, FA и FB [1]. Индуцированный 
лазерной вспышкой, перенос электрона вклю-
чает окисление первичного донора электро-

на  –  димера хлорофилла Р700, последователь-
ный перенос через первичный хлорофилльный 
акцептор А0 на филлохинонные акцепторы А1 
и 4Fe-4S кластеры FX, FA и FB [2]. В отсутствие 
экзогенных акцепторов электрона в РЦ ФС  1 
наблюдается рекомбинация зарядов между вос-
становленными терминальными 4Fe-4S кла-
стерами [FA/FB]– и окисленным донором Р+

700. 
Ранее было показано, что при последователь-
ном удалении из ФС 1 кластеров FB, FA и FX об-
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ратный перенос электрона на Р+
700 происходит с 

предыдущих акцепторов – FA, FX и А1 соответ-
ственно [3–5].

Комплекс ФС 1 из цианобактерий состоит 
из 12 белковых субъединиц, из которых только 
три (PsaA, PsaB и PsaC) связывают все кофакто-
ры переноса электрона. Эти субъединицы свя-
зывают также 79 из 90 молекул Хл светособи-
рающей антенны. При этом субъединицы PsaA 
и PsaB являются центральной частью комплек-
са, образуют гетеродимер и связывают шесть 
молекул Хл РЦ, две молекулы PhQ и 4Fe-4S 
кластер FX, а субъединица PsaC, примыкающая 
к акцепторному участку гетеродимера PsaA/
PsaB, связывает терминальные железо-серные 
кластеры FA и FB. Редокс-кофакторы, связан-
ные с PsaA/PsaB, расположены вдоль С2 оси 
симметрии, проходящей через геометрический 
центр димера Хл Р700 и кластер FX, и образуют 
две симметричные ветви А и В [1, 3]. Таким об-
разом, ветвь  А содержит первичный акцептор 
А0А (состоящий из молекул Хл Chl2А и Chl3А) 
и молекулу PhQ А1А, а ветвь  В – первичный 
акцептор А0В (состоящий из молекул Хл Chl2В 
и Chl3В) и молекулу PhQ А1B. Перенос электро-
нов происходит по обеим ветвям и начинается 
с окисления Р700, а заканчивается на FX, где вет-
ви смыкаются, и осуществляется дальнейший 
перенос на терминальные акцепторы [FA/FB] 
(рис. 1, а).

Вопрос о причинах участия обеих ветвей 
редокс-кофакторов в переносе электрона в РЦ 
ФС 1 не вполне выяснен [3]. В двух других из-

ученных типах РЦ – комплексах ФС  2 и бак-
териальных РЦ – у которых также имеются две 
симметричные ветви кофакторов, аналогичные 
ветвям  А и В, перенос происходит только по 
одной ветви на первичный хинонный акцеп-
тор QA, а затем с Q–

A на вторичный акцептор QB 
с образованием стабильного семихинона Q–

B. 
При возбуждении таких РЦ второй вспышкой 
света наблюдается полное восстановление Q–

B 
с образованием протонированного вторич-
ного хинона QBН2, который, в свою очередь, 
окисляется цитохромным bc1-комплексом (b6 f 
в случае ФС 2). В то же время в ФС 1 перенос 
электрона происходит с молекул PhQ А1А и А1B 
на железо-серный кластер FX, а переноса между 
молекулами PhQ А1А и А1B не происходит. Мож-
но предположить, что возможность переноса 
по обеим ветвям редокс-кофакторов в ФС  1 
является эволюционным приспособлением, 
позволяющим сохранить эффективное вос-
становление низкопотенциальных акцепторов 
электрона – ферредоксина и NADP – при слу-
чайных мутациях вблизи первичных акцепто-
ров одной из ветвей редокс-кофакторов.

Перенос электронов в РЦ ФС 1 цианобак-
терий по ветвям А и В происходит асимметрич-
но в соотношении ~3  :  1 в пользу ветви А  [6]. 
При этом перенос с А0А на А1А и с А0В на А1В про-
исходит с одинаковым характерным временем 
τ ≈ 25 пс, а перенос с А1А на FX – примерно на 
порядок медленнее, чем с А1В на FX (τ ≈ 200 нс 
против τ  ≈  20  нс, соответственно)  [7–9]. Раз-
ница в скоростях реакций А1А→FX и А1В→FX 

Рис. 1. Структура РЦ комплекса фотосистемы 1. Показаны интактный комплекс P700-FA/FB (а), комплекс Р700-A1-core, 
лишённый 4Fe-4S кластеров и субъединицы PsaC  (б), и расстояния между центрами спиновой плотности Р+

700 
и А–

1А/А–
1В (в). Стрелками показаны пути рекомбинации электрона
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в основном обусловлена разницей в значениях 
свободных энергий этих реакций ΔG, посколь-
ку среднеточечные редокс-потенциалы (Em) А1А 
и А1В различаются примерно на 150 мВ [10, 11]. 
Возможно, что аналогичным образом на препа-
ратах, лишённых 4Fe-4S кластеров (Р700-A1-core, 
рис. 1, б), вследствие разницы между значения-
ми ΔG обратных реакций переноса электрона 
в реакциях А–

1А→Р+
700 и А–

1В→Р+
700 различаются ки-

нетики рекомбинации зарядов в ион-радикаль-
ных парах Р+

700А–
1В и Р+

700А–
1А (τ  ≈  20  мкс против 

τ  ≈  200  мкс соответственно)  [5,  12]. Однако 
следует отметить, что удаление белковой субъ-
единицы PsaC и железо-серных кластеров мо-
жет приводить к изменению значений Em для 
А1А и А1В. Поскольку отрицательно заряженные 
кластеры FA и FB расположены асимметрич-
но по отношению к филлохинонам А1А и А1В, 
то удаление этих кластеров должно приводить 
к уменьшению разницы между редокс-потен-
циалами A1A и A1B [10, 13].

Вопрос о степени асимметрии переноса 
электронов по ветвям редокс-кофакторов в 
ФС  1 продолжает оставаться предметом дис-
куссий (см. обзор  [3]). Как было показано в 
работах Plato et al., центр спиновой плотности 
между мономерами Chl1А и Chl1В в димере Р700 
существенно смещён в сторону Chl1В  [14,  15]; 
в результате расстояния между центрами спи-
новой плотности ион-радикальных пар Р+

700А–
1А 

и Р+
700А–

1В неодинаковы и составляют ~26  Å 
и ~25 Å соответственно (рис. 1, в). Ранее с по-
мощью ЭПР-спектроскопии методом изме-
рения частот модуляции спада сигналов элек-
тронного спинового эха (Electron Spin Echo 
Envelope Modulation, ESEEM) было показано, 
что при криогенных температурах в интактных 
комплексах ФС 1 из цианобактерий (P700-FA/FB) 
измеренное расстояние между центрами спи-
новой плотности в ион-радикальной паре 
Р+

700А–
1 (~26 Å) соответствует переносу электро-

на по ветви А [16, 17]. Такое же расстояние было 
зарегистрировано при исследовании с помо-
щью ESEEM препаратов ФС 1, выделенных из 
мутантного штамма menB и содержащих в сай-
тах связывания А1А и А1В высокопотенциаль-
ное производное хинона – 2,3-дихлорнафто-
хинон. В этих комплексах перенос электронов 
на 4Fe-4S кластеры не наблюдался по термоди-
намическим причинам, и рекомбинация заря-
дов происходила между А–

1 и Р+
700 [16]. При этом 

измеренное расстояние между Р+
700 и А–

1 также 
составляло ~26 Å, что соответствовало преиму-
щественному переносу электрона по ветви А.

Другим способом определения степени 
асимметрии переноса электрона по ветвям ре-
докс-кофакторов А и В является измерение со-

отношения амплитуд кинетических компонент, 
соответствующих прямому переносу электрона 
от А–

1А и от А–
1В на FX. С помощью измерения элек-

трохромного сдвига полосы поглощения каро-
тиноидов было показано, что это соотношение 
составляет 2  :  1 в пользу ветви А  [18]. Однако 
молекулы каротиноидов в РЦ ФС 1 по-разно-
му ориентированы относительно молекул PhQ 
в сайтах А1А и А1В. На комплексах Р700-A1-core 
были исследованы вклады кинетических ком-
понент, обусловленных рекомбинацией заря-
дов в ион-радикальных парах Р+

700А–
1А и Р+

700А–
1В, 

с одной стороны, и спадом электрохромного 
каротиноидного сдвига  –  с другой. Сопостав-
ление относительных амплитуд этих кинетиче-
ских компонент показало, что вклад переноса 
по ветви  А занижен в 2,33  раза по сравнению 
со вкладом переноса по ветви В [19]. С учётом 
этого коэффициента соотношение прямого пе-
реноса электрона по ветвям редокс-кофакто-
ров должно составлять ~4 : 1 в пользу ветви А. 
Поскольку в комплексах P700-FA/FB рекомби-
нации зарядов с молекул PhQ не наблюдается, 
то о кинетике обратного переноса электрона от 
А–

1А и А–
1В на Р+

700 можно судить только в случае 
прекращения прямого переноса на железо-сер-
ные кластеры. Частичное прекращение прямо-
го переноса электрона от А1 на 4Fe-4S кластеры 
наблюдается при понижении температуры и 
при высушивании в трегалозной стекловид-
ной матрице  [20–22]. Однако при комнатной 
температуре в растворе рекомбинацию заря-
дов в ион-радикальных парах Р+

700А–
1А и Р+

700А–
1В 

можно регистрировать только на препаратах 
Р700-A1-core.

Исследование температурной зависимости 
кинетики рекомбинации зарядов между А–

1 и 
Р+

700 на препаратах Р700-A1-core методом импуль-
сной абсорбционной спектрометрии показало, 
что при температуре 300 К соотношение вкла-
дов кинетических компонент обратного пере-
носа электрона от восстановленных акцепто-
ров А–

1А и А–
1В на Р+

700 составляет ~60 : 40 в пользу 
ветви А. При понижении температуры до 150 К 
эти вклады становятся практически равными 
(50 : 50) [12].

Измерение расстояний между центрами 
спиновой плотности в ион-радикальных парах 
Р+

700А–
1 проводилось при криогенных температу-

рах в водно-глицериновых растворах. При тем-
пературах выше 200  К импульсная ЭПР-спек-
троскопия не могла быть надёжно применена 
из-за быстрой спиновой релаксации. Однако, 
высушивание препаратов ФС  1 в стекловид-
ной трегалозной матрице замедляет спиновую 
релаксацию и позволяет регистрировать обра-
зование ион-радикальных пар Р+

700А–
1 с помо-
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щью высокочастотной ЭПР-спектроскопии в 
полосах W и Q, а также определять расстояние 
между центрами спиновой плотности в этих 
парах с помощью ESEEM  [17,  23,  24]. Ранее 
методы высокочастотной ЭПР-спектроскопии 
и ESEEM были применены для исследования 
спин-коррелированной радикальной пары 
Р+

870Q
–
A в бактериальных РЦ в высушенной тре-

галозной матрице при 150  K и при комнатной 
температуре [25]. Было показано, что высуши-
вание этих препаратов в трегалозной матрице 
не приводит к изменению молекулярной кон-
фигурации радикальной пары Р+

870Q
–
A. Можно 

предполагать, что измерения расстояний между 
центрами спиновой плотности ион-радикаль-
ных пар возможны и для других пигмент-бел-
ковых комплексов в высушенной трегалозной 
матрице при комнатной температуре. При-
менение дегидратированных трегалозных ма-
триц для длительного сохранения активности 
различных белковых комплексов при комнат-
ной температуре подробно обсуждено в обзоре 
Möbius et al. [26].

Недавно расстояние между Р+
700 и А–

1 было 
измерено нами для комплексов P700-FA/FB в 
высушенной трегалозной матрице при крио-
генной и комнатной температурах  [23]. Было 
показано, что при температурах 150 К и 220 К 
расстояние составляет ~26 Å, а при температу-
ре 280  К оно увеличивается до ~27  Å. Однако 
кажущееся увеличение расстояния в этих ус-
ловиях, основанное на уменьшении частоты 
модуляции сигнала ESEEM, было объяснено 
ускорением спин-решёточной релаксации А–

1 
от 3 до 1 мкс вследствие влияния ионов железа 
4Fe-4S кластеров. Таким образом, был сделан 
вывод о том, что расстояние между центрами 
спиновой плотности пары Р+

700А–
1 в трегалозной 

матрице при комнатной температуре остаётся 
неизменным и соответствует преимуществен-
ному переносу электрона по ветви А.

В другой нашей работе метод ESEEM был 
применён для определения расстояния между 
Р+

700 и А–
1 в комплексах ФС  1, лишённых субъ-

единицы PsaC и терминальных 4Fe-4S кластеров 
FA/FB (комплексы P700-FХ-core). Полученные 
данные показали, что это расстояние в высу-
шенной трегалозной матрице (~25 Å) соответ-
ствует преимущественному переносу электро-
на по ветви В [24].

В настоящей работе была предпри-
нята попытка измерить расстояние меж-
ду Р+

700 и А–
1 в комплексах ФС  1 Р700-A1-core в 

водно-глицериновом растворе и в высушен-
ной трегалозной матрице при криогенных 
температурах, а также в трегалозной матрице 
при температуре 280 К.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение препаратов Р700-A1-core. Три-
мерные комплексы ФС  1 были выделены из 
цианобактерий Synechocystis  sp. PCC 6803  [27] 
путём обработки тилакоидных мембран доде-
цил-β-D-мальтозидом с последующим центри-
фугированием в градиенте плотности сахарозы 
(5–20%) при 210  000  g в течение 3  ч c исполь-
зованием ротора VTi 50 («Beckman Coulter», 
США), полученного при поддержке Програм-
мы развития Московского университета. Для 
получения комплексов ФС  1 с удалёнными 
железо-серными кластерами FX/FA/FB (Р700-A1-
core, см. рис. 1, б) интактные комплексы ФС 1 
из Synechocystis  sp. PCC 6803 сначала инкуби-
ровали в среде, содержащей 50  мМ Tris-HCl 
(pH  8,0) и 6,8  М мочевины, в течение 90  мин 
при комнатной температуре в темноте. При 
этом конечная концентрация детергента не 
превышала ~0,05% (w/v). Для полного удаления 
мочевины суспензию ФС  1 промывали буфе-
ром 50 мМ Tris-HCl (pH 8,0) до концентрации 
мочевины ~0,03%. После концентрирования 
суспензии концентрация Хл в ФС 1 составила 
~2 мг Хл/мл, на данном этапе происходило уда-
ление терминальных кластеров FA/FB.

Полученные препараты затем инкуби-
ровали в среде, содержащей 50  мМ Tris-HCl 
(pH 8,0), 3,4 М мочевины и 5 мМ феррицианида 
калия, в течение 2 ч при комнатной температу-
ре в темноте. Для полного удаления мочевины 
и феррицианида суспензию ФС  1 многократ-
но промывали буфером, содержащим 50  мМ 
Tris-HCl (pH  8,0). Конечная концентрация 
мочевины и феррицианида составляла ~0,03% 
и ~0,005% (m/V) соответственно. После кон-
центрирования суспензии P700-А1-core кон-
центрация Хл в РЦ составила ~1,5  мг Хл/мл 
(см. [28] и ссылки в ней для методики).

Для получения трегалозных матриц полу-
ченный раствор комплексов ФС 1 с трегалозой 
в молярном соотношении 1 : 40 000 высушивал-
ся в присутствии насыщенных водных раство-
ров соли LiCl [21]; в этих условиях достигается 
относительная влажность воздуха 11% над рас-
твором соли. При высушивании раствора ком-
плексов ФС 1 в течение 14 суток в эксикаторе с 
насыщенным раствором LiCl достигается рав-
новесие между белком в трегалозном матриксе 
и воздушными парами. Водно-глицериновые 
растворы комплексов содержали 50% глицери-
на от общего объёма.

ESEEM комплексов Р700-A1-core. Для нахож-
дения расстояния между разделёнными заряда-
ми в РЦ использовался импульсный метод так 
называемого первичного электронного спино-
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вого эха. Измерения проводились в Q-диапа-
зоне частот (34,03  ГГц) на ЭПР-спектрометре 
Elexsys E580 («Bruker», США) с использовани-
ем резонатора EN 5107D2, который имеет окно 
для фотовозбуждения, что позволяет подвести 
лазерный пучок непосредственно к образцу. 
Использовался азотный криостат ER 4131VT 
(«Bruker»); для фотовозбуждения использовал-
ся YAG:Nd3+ лазер («Quantel Brilliant B», США, 
Франция) с длиной волны 532  нм, энергией 
1 мДж и частотой повторения 10 Гц. Использо-
вались кварцевые капилляры с внешним диа-
метром 1,2 мм и внутренним диаметром 1 мм, 
запаянные с одной стороны. Высушенные тре-
галозные матрицы помещались в капилляры в 
атмосфере инертного газа. Протокол экспери-
мента показан на рис. 2 и более подробно опи-
сан в работе [23]. Фурье-преобразование полу-
ченных сигналов выполнялось в программном 
пакете Xepr («Bruker») по алгоритму быстрого 
Фурье-преобразования.

Лазерный импульс индуцирует разделение 
зарядов в РЦ ФС  1. После некоторой задерж-
ки последовательность двух СВЧ-импульсов 
формирует сигнал первичного электронного 
спинового эха. Регистрируется зависимость 
амплитуды сигнала эха в зависимости от интер-
вала времени τ между двумя СВЧ-импульсами. 
Длительность СВЧ π/2-импульса составляла 
40 нс. В эксперименте проявляется модуляция 
огибающей спада сигналов эха (ESEEM). Этот 
эффект модуляции вызван спин-спиновым 
диполь-дипольным взаимодействием между 
разделёнными зарядами Р+

700А
–
1 в РЦ ФС 1 [29]. 

Частота наблюдаемой модуляции равна частоте 
спин-спинового диполь-дипольного взаимо-

действия разделённых зарядов, которая опре-
деляется как:

где r – расстояние между разделёнными заряда-
ми, g1, g2 – g-факторы разделённых зарядов, β – 
магнетон Бора, ħ – постоянная Планка, θ – угол 
между радиус-вектором  r и направлением век-
тора индукции постоянного магнитного поля В0.

Из уравнения (1) видно, что в зависимости 
от угла θ дипольная частота принимает разные 
значения с определённым распределением. 
Наибольший статистический вес имеют ори-
ентации вектора  r c θ  =  π/2, т.е. наибольший 
вклад в наблюдаемую модуляцию сигнала эха 
дают РЦ с θ = π/2, для которых дипольная ча-
стота равна:

Спектр ЭПР спин-коррелированной пары 
Р+

700А
–
1, полученный интегрированием сигнала 

эха с фиксированным значением τ  =  300  нс, 
показан на рис. 3. Измерения сигналов ESEEM 
проводились для резонансного значения маг-
нитного поля, соответствующего сигналу от Р+

700 
ион-радикальной пары Р+

700А
–
1. Модуляция сиг-

нала наблюдалась только для одной компонен-
ты намагниченности сигнала эха [30].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

На рис. 4 приведены ESEEM-сигналы ком-
плексов Р700-A1-core ФС  1 при комнатной и 
криогенной температурах, а на рис. 5 показаны 
соответствующие Фурье-спектры.

(1)

(2)

Рис. 2. Протокол эксперимента для измерения частоты модуляции сигнала первичного спинового эха, вызванной ди-
поль-дипольным взаимодействием ион-радикалов состояния разделённых зарядов в РЦ ФС 1

ωd−d = 
g1 g2 β2(1−3cos2 θ)r 3

,ħ

Ω = 
g1 g2 β2

.r 3
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Из рис.  5 видно, что основной вклад в 
модуляцию сигнала эха вносит частота око-
ло 3,2  МГц. На рис.  5,  б показано поведение 
Фурье-спектров в области 3,2 МГц в увеличен-
ном масштабе, что позволяет увидеть сдвиг ча-

стоты модуляции на ~60  кГц при повышении 
температуры с 150 до 280 К для образца в трега-
лозной матрице.

Согласно уравнению  (2), на основе полу-
ченных Фурье-спектров были найдены наи-

Рис. 3. Спектр ЭПР ион-радикальной пары P+
700A

–
1 в комплексах Р700-A1-core ФС 1 в трегалозной матрице при 280 К. 

Спектр получен путём интегрирования сигнала эха для различных значений магнитного поля, интервал времени τ в 
двухимпульсной последовательности равен 300 нс

Рис.  4. ESEEM-сигналы P+
700 в Р700-A–

1-core комплексе ФС  1, полученные в водно-глицериновом растворе при 150  К 
(чёрная кривая), в трегалозной матрице при 150 К (красная кривая) и в трегалозной матрице при 280 К (синяя кривая). 
Зелёными кривыми показано фиттирование экспериментальных данных согласно уравнению (3). Кривые произвольно 
сдвинуты по вертикали
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Рис. 5. Фурье-спектр ESEEM-сигналов P+
700 комплекса Р700-A1-core ФС 1 (а) и его основной пик (б). Показаны спектры 

для комплексов в водно-глицериновом растворе при 150 К (чёрная кривая), в трегалозной матрице при 150 К (красная 
кривая) и в трегалозной матрице при 280 К (синяя кривая)

более вероятные значения дипольной частоты 
изученных систем и расстояния между элек-
тронными спинами (разделёнными заряда-
ми). Из рис.  5 видно, что при 150  К максиму-
мы Фурье-спектров в трегалозе и глицерине 
совпадают.

Для проверки полученных оценок на осно-
ве значений расстояния между спинами были 
рассчитаны кривые модуляции сигнала эха V 
согласно следующей формуле (cм. [23, 31]):

V(τ)=1 − p + p〈cos(ωd −d τ)〉, (3)

где 〈cos(ωd−dτ)〉�=�∫�cos(Ω(1−3�cos2�ϑ)sin�ϑ�dϑ)�– 
средняя ориентация диполь-дипольного взаи-
модействия, а р – вероятность переворота спи-
нов СВЧ-импульсом в момент времени  τ (см. 
рис. 2).

 
1
2

Полученные значения расстояний между 
кати оном и анионом ион-радикальной пары Р+

700А
–
1 

для разных комплексов ФС 1 и температур приве-
дены в таблице. Там же приведены расстояния для 
интактной ФС 1 и комплекса Р700-FX-core, лишён-
ного терминальных 4Fe-4S кластеров FA/FB, взятые 
из наших опубликованных ранее работ [23, 24].

Из анализа приведённых в таблице данных 
для Р700-A1-core можно сделать два наблюде-
ния. Во-первых, при повышении температуры 
на 130  К расстояние между кофакторами РЦ 
увеличивается только на 0,1  Å. Во-вторых, в 
комплексах Р700-A1-core расстояние между раз-
делёнными зарядами Р+

700 и А–
1, рассчитанное из 

частоты модуляции наблюдаемого ESEEM-сиг-
нала, имеет промежуточное значение между 
расстояниями для пары Р+

700А–
1А и пары Р+

700А
–
1В 

в интактной ФС 1.

Частоты модуляции наблюдаемого сигнала эха и расстояния между разделёнными зарядами P+
700 и A–

1 для изученных 
комплексов ФС 1 в высушенной трегалозной матрице

Тип комплекса 
фотосистемы 1

Частота модуляции, МГц

Расстояние, Å
из сигнала ESEEM 

согласно уравнению (3)
из Фурье-спектра 
сигнала ESEEM

P700-FA/FB 2,98 26 ± 0,1 [23]

P700-FX-core 3,35 25 ± 0,1 [24]

Р700-A1-core
150 К 3,15 3,17 25,5 ± 0,1

280 К 3,10 3,11 25,6 ± 0,1
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При интерпретации результатов, получен-
ных для комплексов Р700-A1-core, мы принима-
ем во внимание, что для интактной ФС 1 нами 
ранее было показано  [23,  24], что наблюдае-
мая частота модуляции ESEEM-сигнала может 
быть меньше частоты диполь-дипольного взаи-
модействия, согласно формуле  (1), из-за низ-
кочастотного сдвига, вызванного спин-решё-
точной релаксацией спинов кофактора А–

1. При 
этом существенный вклад в спин-решёточную 
релаксацию вносит взаимодействие с пара-
магнитными железо-серными комплексами. 
В работах Sukhanov et al. [23, 24] с учётом ука-
занного низкочастотного сдвига частоты 
ESEEM были получены расстояния между 
разделёнными зарядами, которые оказались 
равными около 26  Å для P700-FA/FB и 25  Å для 
P700-FX-core. Сравнивая эти результаты с рентге-
нографическими данными (см. рис. 1), мы при-
шли к заключению, что в комплексах P700-FA/FB 
разделение заряда происходит преимуществен-
но по А-ветви, а в P700-FX-core разделение про-
исходит по В-ветви реакционного центра ФС 1.

В данной работе мы исследовали ком-
плексы Р700-A1-core, в которых скорость спин-
решёточной релаксации разделённых зарядов 
существенно меньше скорости спин-решёточ-
ной релаксации для P700-FA/FB комплекса ФС 1 
и комплекса P700-FX-core. Поэтому в случае 
Р700-A1-core комплексов низкочастотный сдвиг 
частоты модуляции за счёт спин-решёточной 
релаксации пренебрежимо мал, и в этой си-
стеме частота ESEEM равна дипольной часто-
те  (1). Наблюдаемая для Р700-A1-core частота 
модуляции сигнала эха может быть представ-
лена как усреднённая частота модуляции сиг-
нала в ESEEM-эксперименте для интактного 
P700-FA/FB и Р700-FX-core комплексов (здесь для 
интактного РЦ частота модуляции взята при 
Т = 150 К, когда низкочастотный сдвиг диполь-
ной частоты частоты модуляции пренебрежимо 
мал):

Ωсред = f ⋅ (2,98 МГц) + (1 − f ) ⋅ (3,35 МГц). (4)

Для интерпретации этого факта приходит-
ся предположить, что в разделении зарядов в 
комплексах Р700-A1-core принимают участие 
обе ветви кофакторов РЦ, А и В, с дипольными 
частотами 2,98  МГц и 3,35  МГц соответствен-
но. Из эмпирического моделирования мож-
но заключить, что для разделённых зарядов 
в РЦ ФС  1 Фурье-преобразование наблюдае-
мого сигнала даст одну уширенную колоколо-
образную кривую вместо кривой с двумя разре-
шёнными максимумами при выполнении двух 
условий. Во-первых, времена фазовой релак-

сации спинов должны быть меньше 1  мкс, и, 
во-вторых, расстояния между спинами в двух 
подансамблях пар должны отличаться не бо-
лее чем на 1 Å. Оба этих условия справедливы 
для предполагаемых сигналов ион-радикаль-
ных пар Р+

700А–
1А и Р+

700А–
1В. В этом случае можно 

ожидать, что наблюдаемый ESEEM-сигнал яв-
ляется суммой вкладов двух подансамблей РЦ 
с разделёнными зарядами в А- и В-ветвях (см. 
уравнение (3)):

V(τ) = 1 − p + p * ( f cos(2π * 2,98 МГц * τ) +
+ (1 − f ) cos(2π * 3,35 МГц * τ)), (5)

где p – вероятность переворота спинов СВЧ-
импульсом в момент времени τ [мкс].

Можно указать два случая, когда изменение 
наблюдаемого сигнала во времени, согласно (5), 
приводит к появлению осцилляций с усреднён-
ной частотой  (4). Во-первых, для произволь-
ных значений статистических весов указанных 
выше подансамблей (произвольного значения f 
в (5)) проявляется усреднённая частота (4), если 
электрон может достаточно быстро перескаки-
вать между А1А и А1В, а именно, частота пере-
скоков электрона должна быть равна разности 
частот модуляции, т.е. 3,35  −  2,98  =  0,37  МГц. 
Мы считаем этот сценарий маловероятным.

Во-вторых, уравнение (5) даёт частоту мо-
дуляции  (4) для равновероятного вклада вет-
вей А и В в разделение зарядов в РЦ, т.е. в слу-
чае f  = 1/2 (5). В хорошем приближении частота 
модуляции равна усреднённой частоте (4) и тог-
да, когда две ветви дают сопоставимые вклады 
в разделение зарядов. Мы считаем, что в изу-
ченной нами системе реализуется именно такая 
ситуация. Для объяснения уменьшения часто-
ты модуляции с повышением температуры (см. 
таблицу) приходится считать, что при нагрева-
нии должна расти доля f разделённых пар заря-
дов в А-ветви: f  = 0,49 при Т = 150 K, f  = 0,65 
при T = 280 K.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Найденное нами из наблюдаемой частоты 
ESEEM-эффекта расстояние между центрами 
спиновой плотности ион-радикальной пары 
Р+

700А–
1 в комплексах Р700-A1-core ФС  1 из циа-

нобактерии Synechocystis  sp. PCC 6803 (25,5  Å) 
практически совпадает со средним между рас-
стояниями в парах Р+

700А–
1А (~26  Å) и Р+

700А–
1В 

(~25  Å), что соответствует симметричному пе-
реносу электрона от димера Хл Р700 по ветвям 
редокс-кофакторов А и В. Аналогичный вывод 
был сделан ранее на основании более косвенных 
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экспериментов  [12,  20]. Можно отметить, что 
аналогичная оценка расстояния в паре Р+

700А–
1А 

(26 Å) была получена ранее для интактных ком-
плексов ФС  1, а также для комплексов ФС  1, 
содержащих в сайте А1 высокопотенциальные 
производные хинонов  [16]. Схожие оценки 
расстояний между центрами спиновой плотно-
сти ион-радикальных пар Р+

700А–
1 (26 и 25 Å для 

ветвей А и В соответственно) были также полу-
чены в работе [17] при исследовании мутантов 
ФС 1 с заблокированным переносом по одной 
из ветвей для комплексов в водно-глицерино-
вой смеси при низкой температуре.

В работе Poluektov et  al.  [32] с помощью 
высокочастотной время-разрешённой ЭПР-
спектроскопии (частота 130  ГГц) на дейтери-
рованных комплексах ФС  1, выделенных из 
цианобактерии Synechococcus  leopoliensis, были 
выявлены спектры ион-радикальных пар, 
приписанных авторами состояниям Р+

700А–
1А и 

Р+
700А–

1В. В этой работе на интактных комплек-
сах P700-FA/FB, как и в более ранних работах на 
ФС  1 из цианобактерии Synechocystis  sp. PCC 
6803  [12,  16,  17,  33], при низких температурах 
было зарегистрировано только образование 
пары Р+

700А–
1А. Этот результат, по мнению авто-

ров статьи, объяснялся тем, что в условиях экс-
перимента перенос электронов на 4Fe-4S кла-
стеры быстро происходил преимущественно по 
ветви В, не успевая рекомбинировать на Р+

700 за 
время между лазерными вспышками. В резуль-
тате наблюдалась только пара Р+

700А–
1А. Однако 

перенос электрона исключительно по ветви  А 
наблюдался ранее в препаратах ФС 1, содержа-
щих в сайтах связывания А1А и А1В высокопо-
тенциальные производные нафтохинона  [16]. 
Поскольку на этих препаратах ФС  1 перенос 
электронов на 4Fe-4S кластеры не наблюдался, 
то был сделан вывод о том, что преимуществен-
ный перенос электрона на А1А объясняется не 
быстрым и практически необратимым перено-
сом по ветви В на 4Fe-4S кластеры, а более вы-
соким редокс-потенциалом А1А по отношению 
к А1В. В работе Poluektov et al. [32] на препара-
тах Р700-A1-core было показано, что полученный 
спектр ЭПР аппроксимируется суммой двух 
спектров, характерных для состояний Р+

700А–
1В и 

Р+
700А–

1А в соотношении 56 : 44.
В работе Kurashov et al.  [19] на препаратах 

Р700-A1-core из Synechocystis  sp. PCC 6803 при 
комнатной температуре соотношение вкладов 
рекомбинации пар Р+

700А–
1А и Р+

700А–
1В в раство-

ре составляло 60 : 40 в пользу ветви А. В высу-
шенной трегалозной матрице это соотношение 
инвертировалось и составляло 60  : 40 в пользу 
ветви В. На препаратах Р700-FX-core, лишённых 
терминальных 4Fe-4S кластеров FA/FB и бел-

ковой субъединицы PsaC, соотношение между 
ветвями А и В составляло 65  : 35 в пользу вет-
ви А, а в трегалозной матрице – 75 : 25 в пользу 
ветви В. Рекомбинация зарядов с филлохинон-
ных акцепторов А–

1А и А–
1В на этих препаратах на-

блюдалась в 40–45% РЦ за счёт того, что в этой 
фракции функционально активный кластер FX 
присутствовал только в 55–60% РЦ [19].

В другой работе Cherepanov et  al.  [12] на 
препаратах ФС  1, выделенных из мутантного 
штамма RubA, не содержащих 4Fe-4S класте-
ров и функционально эквивалентных препара-
там Р700-A1-core, была измерена температурная 
зависимость кинетики рекомбинации между 
А–

1 и Р+
700. Было показано, что при комнатной 

температуре соотношение вкладов переноса 
электрона по ветвям редокс-кофакторов со-
ставляет 60  :  40 в пользу ветви  А, а при пони-
жении температуры до 150  К вклады ветвей  А 
и В становятся равными (50 : 50). На препаратах 
Р700-FX-core соотношение обратного переноса 
электрона по ветвям А и В при комнатной тем-
пературе составляло 60 : 40, а при 150 К — воз-
растало до 77 : 23 в пользу ветви А [20].

Таким образом, полученные нами ранее 
результаты измерения кинетики рекомбина-
ции зарядов в ион-радикальных парах Р+

700А–
1А и 

Р+
700А–

1В показали, что обратный перенос элек-
трона на комплексах Р700-A1-core как при ком-
натной температуре, так и в водно-глицерино-
вом растворе при температуре 150  К, а также 
при комнатной температуре в высушенной 
трегалозной матрице происходит по обеим вет-
вям А и В с примерно равным вкладом 50 ± 10%. 
В то же время на препаратах Р700-FX-core со-
отношение вкладов ветвей  А и В составляет 
(62,5 ± 2,5) : (37,5 ± 2,5) при комнатной темпе-
ратуре в растворе и возрастает до 75:25 в пользу 
ветви А при температуре 150 К и в высушенной 
трегалозной матрице. Эти результаты пока-
зывают, что наличие кластера FX способствует 
асимметричному переносу электрона по вет-
ви А, причём степень асимметрии увеличивает-
ся как при понижении температуры, так и при 
высушивании в стекловидной трегалозной ма-
трице, т.е. при ограничении конформационной 
подвижности белка.

Возникает вопрос о том, почему рассто-
яние между центрами спиновой плотности в 
ион-радикальной паре Р+

700А–
1, измеренное с по-

мощью ESEEM, в комплексах Р700-A1-core со-
ответствует примерно равному вкладу ветвей А 
и В, в то время как в комплексах Р700-FX-core это 
расстояние соответствует преимущественному 
образованию пары Р+

700А–
1В? Этому эксперимен-

тальному наблюдению можно дать несколько 
возможных объяснений.
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1) В действительности, в препаратах 
Р700-FX-core перенос электрона идёт по ветви А, 
но в условиях ограниченной подвижности бел-
ка (низкая температура, высушивание в тре-
галозной матрице) при частоте вспышек 10 Гц 
происходит накопление восстановленных ак-
цепторов F–

X и А–
1А, поскольку они не успевают 

рекомбинировать с Р+
700. В то же время обрат-

ный перенос электрона от более низкопотен-
циального А–

1В на Р+
700 происходит быстрее (ха-

рактерное время 10–20 мкс), в результате чего 
в эксперименте ESEEM наблюдается расстоя-
ние, характерное для Р700

+А–
1В.

2) На этих препаратах в трегалозной ма-
трице происходит изменение соотношения 
значений редокс-потенциалов (Em) А1А и А1В, в 
результате чего переход электрона на хинон А1В 
становится термодинамически более предпо-
чтительным, чем на А1А.

3) При высушивании в трегалозной матри-
це происходит нарушение кластера молекул 
внутрибелковой воды вблизи сайта А1А (но не 
вблизи сайта А1В), поскольку этот кластер менее 
изолирован от внешней поверхности белка [19].

Возникает ещё один вопрос: почему в ин-
тактных комплексах Р700-FA/FB измеряется рас-
стояние, соответствующее ион-радикальной 
паре Р+

700А–
1А? Мы предполагаем, что перенос 

электрона в этих препаратах, так же, как и в 
Р700-FX-core, идёт преимущественно по ветви А, 
но накопления восстановленного состояния 
А–

1А в условиях эксперимента при последова-
тельных лазерных вспышках не происходит 
вследствие большей ёмкости акцепторов (три 
4Fe-4S кластера против одного в препаратах 
Р700-FX-core).

Дальнейшие эксперименты с различным 
содержанием 4Fe-4S кластеров при встраи-
вании в сайты А1А и А1В экзогенных хинонов, 
различающихся по структуре и редокс-потен-

циалам, могут послужить проверкой справед-
ливости этих гипотез.
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CHANGE IN ELECTRON TRANSFER SYMMETRY 
IN THE REACTION CENTERS OF PHOTOSYSTEM I 

UPON REMOVAL OF IRON-SULFUR CLUSTERS

A. A. Sukhanov1, M. D. Mamedov2, G. E. Milanovsky2, 
K. M. Salikhov1, and A. Yu. Semenov2*
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In photosynthetic reaction centers of intact complexes of photosystem I (PSI) from cyanobacteria, electron 
transfer at room temperature occurs along two symmetrical branches of redox cofactors A and B at a ratio 
of ~3:1 in favor of branch A. Previously, this was indirectly demonstrated using pulsed absorption spectroscopy 
and more directly by measuring the decay modulation frequencies of electron spin echo signals (Electron Spin 
Echo Envelope Modulation, ESEEM), which allows to determine the distance between the separated charges 
of the primary electron donor P+

700 and phylloquinone acceptors A–
1A and A–

1B in the branches of cofactors A 
and B. In the present work, these distances were determined using ESEEM on PSI complexes lacking 
three 4Fe-4S clusters, FX, FA, and FB, as well as the PsaC protein subunit (the so-called P700-А1-core), in 
which phylloquinone molecules A1A and A1B serve as the terminal electron acceptors. It was shown that on 
P700-A1-core preparations, the average distance between the centers of the P+

700A–
1 radical ion pair at a temper-

ature of 150 K in an aqueous glycerol solution and in a dried trehalose matrix, as well as in a trehalose matrix at 
a temperature of 280 K, is ~25.5 Å, which corresponds to the symmetrical electron transfer along the branches 
of redox cofactors A and B at a ratio of 1:1. Possible reasons for the change in the electron transfer symmetry in 
PSI upon removal of the PsaC subunit and 4Fe-4S clusters FX, FA, and FB are discussed.

Keywords: photosystem 1, electron transfer, Electron Spin Echo Envelope Modulation (ESEEM), trehalose matrix, 
iron-sulfur clusters
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