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Фотосистема II (ФС II) фотосинтетического аппарата оксигенных организмов содержит каталити-
ческий центр, осуществляющий одну из важнейших биоэнергетических реакций – светозависимое
окисление воды до молекулярного кислорода. Каталитический центр представляет собой кластер
Mn4CaO5, состоящий из 4 катионов марганца и 1 катиона кальция, соединенных кислородными мо-
стиками. Ранее нами было установлено, что в области рН 5.7 в кластере имеет место структурный
переход, сопровождающийся изменением редокс-потенциала катиона(ов) марганца и повышением
устойчивости Mn-кластера к действию восстановителей. Обнаруженный эффект был изучен нами
в ряде исследований, обзор которых представлен в данной работе. Установлено, что при рН 5.7 ка-
тионы Fe(II) замещают не два катиона марганца как при рН 6.5, а только один катион, формируя
химерный кластер Mn3Fe1. Мембранные препараты ФС II с таким химерным кластером способны
в присутствии экзогенных ионов кальция выделять кислород при освещении (около 25% скорости
в нативной ФС II). Обнаружено, что фотоингибирование, в котором значительную роль играют
процессы окисления/восстановления, при рН 5.7 замедляется по сравнению с рН 6.5. Препараты
ФС II также были более устойчивы к термоинактивации при рН 5.7, чем при рН 6.5. Однако в пре-
паратах ФС II без катионов марганца в кислород-выделяющем комплексе разницы в скоростях фо-
тоингибирования при рН 6.5 и 5.7 не наблюдалось. В тилакоидных мембранах протонофоры, сбра-
сывающие протонный градиент и увеличивающие рН люмена, где локализован марганцевый кла-
стер, c 5.7 до 7.0, значительно увеличивали скорость фотоингибирования ФС II. Предполагается,
что структурный переход в Mn-кластере в области рН 5.7 вовлечен в механизм защиты ФС II от фо-
тоингибирования.
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ВВЕДЕНИЕ
Фундаментальный и важнейший биологиче-

ский процесс, называемый фотосинтезом, осу-
ществляется оксигенными организмами (высшие
растения, водоросли, цианобактерии) в фотосин-
тетическом аппарате, главными компонентами
которого являются фотосистема II (ФС II) и фо-
тосистема I. ФС II содержит уникальный катали-
тический центр, осуществляющий светозависи-
мую реакцию окисления двух молекул воды и об-
разования между двумя оставшимися атомами

кислорода химической связи. При этом высво-
бождаются необходимые для фотосинтеза элек-
троны и протоны. Образующийся молекулярный
кислород выбрасывается в атмосферу как побоч-
ный продукт. Данная реакция является практиче-
ски единственным источником кислорода на на-
шей планете.

Каталитический центр, окисляющий воду, со-
стоит из 4 катионов марганца и 1 катиона каль-
ция, соединенных кислородными мостиками
(Mn4CaO5). В 2011 году Umena с коллегами с по-
мощью рентгеноструктурного анализа определи-
ли структуру каталитического центра с разреше-
нием 1.9 Å [1]. Эта структура представлена на рис. 1.
Она представляет собой неправильный куб, обра-
зованный катионом кальция, тремя катионами
марганца и четырьмя кислородными атомами.

Сокращения: ДХФИФ – 2,6-дихлорофенолиндофенол;
КВК – кислород-выделяющий комплекс; ФС II(-Ca) –
фотосистема II без катиона кальция и белков PsbP и PsbQ в
кислород-выделяющем комплексе; ФС II(-Mn) – фотоси-
стема II без кислород-выделяющего комплекса; Хл – хло-
рофилл.
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Четвертый катион марганца расположен на не-
котором расстоянии от куба, но соединен с ним.
Отдельно расположенный катион марганца и
катион кальция имеют по две молекулы воды в
качестве лигандов. Являются ли эти молекулы
воды субстратной водой, пока неясно. Относи-
тельным недостатком данной работы была воз-
можность восстановления рентгеновскими лу-
чами катионов марганца в процессе эксперимен-
та, что могло повлиять на точность определения
расстояний между элементами кластера. Эта
проблема была решена позже с применением ла-
зера, генерирующего фемтосекундные импуль-
сы рентгеновских лучей [2]. Однако, несмотря
на то, что структура каталитического центра в
настоящее время известна, механизм синтеза
молекулярного кислорода этим центром все еще
остается непонятным.

Функциональная активность и характеристики
марганец-кальциевого каталитичеcкого центра су-
щественно зависят от рН окружающей среды, что
может быть связано с процессом протонирова-
ния/депротонирования не только аминокислот-
ных остатков, но и кислородных мостиков, неко-
торые из которых (например, мостик О5) могут
участвовать непосредственно в образовании мо-
лекулярного кислорода [3]. В предлагаемой рабо-
те мы представляем наши результаты исследова-
ний влияния процесса протонирования/депрото-
нирования на свойства каталитического центра
окисления воды в ФС II. Мы показали, что в обла-

сти рН 5.7 имеет место существенное уменьшение
редокс-потенциала одного из катионов марганца,
входящего в состав кислород-выделяющего ком-
плекса (КВК) ФС II. Данный процесс приводит к
повышению устойчивости этого катиона марган-
ца к действию эндогенных и экзогенных восста-
новителей. Используя обнаруженный эффект,
мы разработали метод получения мембранных
препаратов ФС II с химерным каталитическим
центром в КВК, состоящим из 3 катионов мар-
ганца и 1 катиона железа и способным выделять
молекулярный кислород, окисляя воду с активно-
стью около 25% от нативного препарата ФС II [4].
Полученные результаты могут представлять ин-
терес для разработки искусственных систем фо-
толиза воды как генераторов молекулярного
кислорода и водорода. В процессе исследования
механизма фотоингибирования была обнаруже-
на взаимосвязь между рН-зависимым структур-
ным переходом в КВК в области рН 5.7 и устой-
чивостью к фотоингибированию. Данная взаи-
мосвязь представляет собой новый, ранее
неизвестный, механизм самозащиты фотосинте-
тического аппарата в оксигенных организмах от
фотоингибирования. Учитывая важность про-
цесса фотоингибирования в определении выхо-
да валового продукта фотосинтеза, мы предпо-
лагаем высокую практическую и теоретическую
значимость дальнейших исследований данного
эффекта как в фундаментальном, так и в практи-
ческом направлении.

Рис. 1. Атомная структура кислород-выделяющего комплекса ФС II: Ca, Mn(1-4) и О(1-5) − ионы кальция, марганца
и атомы кислорода; W(1-4) − атомы кислорода молекул воды, являющихся лигандами марганца и кальция. Структура
получена в работе [1]. Код PDB: 3WU2.
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рН-ЗАВИСИМОСТЬ ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ 
АКТИВНОСТИ ФС II

Скорость генерации молекулярного кислоро-
да КВК ФС II в оксигенных фотосинтезирующих
организмах значительно зависит от рН окружаю-
щей среды. Зависимость кислород-выделяющей
активности мембранных препаратов ФС II имеет
колоколообразную форму с максимумом в области
рН 6.2–6.8 и ниспадающими участками с 50% инги-
бированием в области рН 4.8−5.7 и рН 7.3−7.5 [5–
11]. Механизм рН-зависимой инактивации ФС II
до сих пор недостаточно выяснен. Ингибирова-
ние КВК в щелочной области, по крайней мере
частично, определяется экстракцией из него ани-
она Сl– [8]. В области кислых рН инактивация
КВК в значительной степени определяется дис-
социацией периферических белков. PsbP, PsbQ и
PsbO периферические белки имеют соответству-
ющие рК (50% диссоциация) – 5.0, 4.1 и 3.6 [12].
рН-зависимая экстракция PsbP и PsbQ белков со-
провождается экстракцией Са2+ из КВК, что при-
водит к ингибированию реакции окисления воды
[13]. Увеличение концентрации протонов в среде
оказывает влияние и на марганцевый кластер
КВК, в том числе и на S-переходы каталитиче-
ского цикла. В работах Bernát с соавт. и Suzuki с
соавт. практически идентичные результаты были
получены на препаратах ФС II, выделенных из
шпината [14] и термофильных цианобактерий
Thermosynechoccocus elongatus [15]. В проведенных
экспериментах было установлено, что в КВК
шпината S1 → S2 переход не зависит от рН в об-
ласти 4.1−8.4, тогда как S2 → S3, S3 → [S4] → S0 и
S0 → S1 переходы имеют pK, соответственно, 4.0,
4.5 и 4.7 [14].

рН-ЗАВИСИМОСТЬ УСТОЙЧИВОСТИ 
КАТИОНОВ МАРГАНЦА В КВК
К ДЕЙСТВИЮ ЭКЗОГЕННЫХ 

ВОССТАНОВИТЕЛЕЙ

Известно, что экзогенные восстановители с
небольшим размером молекулы, такие как гид-
роксиламин (NH2OH), гидразин (NH2NH2), пе-
рекись водорода (Н2О2) могут восстанавливать
катионы марганца в КВК интактной ФС II [16].
Восстановители большего размера, такие как гид-
рохинон и бензидин, также могут восстанавли-
вать катионы марганца, но в препаратах ФС II, в
которых Mn4CaO5 кластер не защищен перифе-
рическими белками PsbP и PsbQ [16]. Последний
тип препарата ФС II (ФС II(-Са)) получают обра-
боткой ФС II раствором с высокой концентраци-
ей NaCl (2 М), в результате чего ФС II теряет не
только два периферических белка PsbP и PsbQ, но
и катион кальция из КВК [17]. Восстановленные
экзогенными восстановителями катионы мар-
ганца (Mn(II)) покидают участки связывания.

Данная реакция часто используется как метод
экстракции катионов марганца из КВК ФС II
(например, экстракция марганца гидроксилами-
ном или Трис при щелочных рН). Следует отме-
тить, что обработка гидроксиламином не удаляет
из ФС II периферический марганец-стабилизи-
рующий белок PsbO, тогда как экстракция мар-
ганца обработкой Трис удаляет все 3 перифериче-
ских белка [18–21].

Особенности восстановления катионов
марганца экзогенными восстановителями

Действие восстановителей на катионы мар-
ганца в КВК имеет свои особенности. Эффектив-
ность восстановления катионов марганца зависит
от природы восстановителя. Например, при рН 6.5
(оптимум рН для реакции выделения кислорода
[11]) гидроксиламин экстрагирует все 4 катиона,
тогда как гидрохинон экстрагирует только 3 кати-
она марганца из 4 [11], а катионы железа экстра-
гируют 2 катиона марганца [22]. Нами также была
исследована эффективность экстракции катио-
нов марганца из КВК при другом рН, величина
которого соответствует величине рК (≈5.7) нис-
падающей ветви зависимости выделения кисло-
рода в кислой области рН [11]. Эти эксперименты
показали, что эффективность экстракции зави-
сит от рН. Например, катионы Fe(II) экстрагиру-
ют 2 Mn(II) при рН 6.5 и только один катион мар-
ганца при рН 5.7. Соответственно, гидрохинон и
Н2О2 экстрагирует 3 и 2 катиона при тех же рН
(табл. 1).

Таким образом, рН-зависимая устойчивость к
действию экзогенных восстановителей имеется,
предположительно, только у одного катиона мар-
ганца, входящего в состав марганцевого кластера
КВК. При исследовании процесса экстракции
катионов марганца из КВК частиц ФС II без
кальция катионами Fe(II) было показано, что

Таблица 1. Эффективность экстракции катионов мар-
ганца из кислород-выделяющего комплекса различ-
ными восстановителями

Примечание. а По данным [11]. б Данные не опубликованы.
в По данным [23].

Восстановитель

Количество катионов Mn
на реакционный центр после 
обработки восстановителем

рН 5.7 рН 6.5

Без обработкиа 4.0 ± 0.2 4.0 ± 0.2

Гидроксиламинб 0.4 ± 0.1 0.4 ± 0.1

Гидрохинона 2.0 ± 0.2 1.0 ± 0.1

Н2О2
а 2.0 ± 0.1 1.0 ± 0.2

Fe(II)в 2.9 ± 0.2 2.0 ± 0.1
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один из экстрагируемых катионов марганца связан
с высокоаффинным Mn-связывающим участ-
ком [22] и его устойчивость к действию восстано-
вителя регулируется катионом кальция [23]. Высо-
коаффинный Mn-связывающий участок является
уникальным участком, поскольку в частицах ФС
II после экстракции Mn/Ca кластера он является
единственным Mn-связывающим участком, с ко-
торым связывается катион Mn(II), окисляемый
затем вторичным донором YZ [24]. Очень инте-
ресно с точки зрения темы нашего обзора то, что
константа диссоциации для катиона марганца,
связанного с этим сайтом, сильно зависит от рН в
области 5.0–7.0 [24], уменьшаясь с увеличением
рН, т.е. прочность связывания катиона Mn(II) с
высокоаффинным участком уменьшается с умень-
шением рН. Это дает возможность предполагать,
что лабильный катион марганца (катион, заме-
щаемый катионом железа при рН 5.7 и регулиру-
емый катионом кальция), связан с высокоаф-
финным Mn-связывающим участком. Однако рН
может влиять и на аффинность связывания не
только катиона Mn(II), но и катиона марганца с
повышенной валентностью, что может изменить
другой параметр – окислительно-восстановитель-
ный потенциал связанных катионов марганца. По-
скольку экстракция катионов марганца происхо-
дит в результате их восстановления, это может
свидетельствовать о важной роли соотношения
окислительно-восстановительных потенциалов
восстановителя и катионов марганца в этом про-
цессе [25]. В этой связи можно предположить, что
повышение устойчивости к действию восстано-
вителей одного из катионов марганца в кластере
связано с уменьшением его редокс-потенциала
при понижении рН. C другой стороны, и при
рН 6.5 кластер Mn4CaO5 содержит катион мар-
ганца, очень устойчивый к действию восстанови-
телей, который не экстрагируется ни гидрохино-
ном, ни Н2О2 (табл. 1), и этот катион не связан с
высокоаффинным участком [22]. Недавно Zabret
с соавт. [26] обнаружили в кристаллографической
структуре, собирающейся ФС II еще без Mn-кла-
стера и белков КВК, один положительно заря-
женный ион (не идентифицированный, возмож-
но катион марганца) в позиции высокоаффинно-
го участка нативной ФС II. Учитывая этот факт и
возможность экстракции катиона марганца из
высокоаффинного участка восстановителями,
мы может предполагать, что этот катион не явля-
ется катионом марганца, устойчивым к действию
восстановителей.

Влияние Са2+ на восстановление катионов 
марганца гидрохиноном и катионами железа

Окисление двух молекул воды, сопряженное с
образованием молекулярного кислорода, осу-
ществляется каталитическим центром, в состав

которого входит помимо 4 катионов марганца
также 1 катион кальция. Катион кальция соеди-
нен с катионами Mn1, 2, 3 и 4 кислородными мо-
стиками О1, О2 и О5 (рис. 1). Механизм участия
Са2+ в реакции фотолиза воды пока не известен в
деталях. Согласно одной из гипотез, катион каль-
ция связывает молекулу субстратной воды. Дей-
ствительно, рентгеноструктурный анализ показал,
что Са2+ связывает две молекулы воды (W3 и W4).
Имеются экспериментальные данные, что кисло-
род одной из них (W3) возможно принимает уча-
стие в образовании молекулярного кислорода
[27]. В последнее время появилась новая гипоте-
за, основанная на модельных экспериментах. Tsui
и Agapie [28] обнаружили линейную зависимость
между окислительно-восстановительным потен-
циалом гетерометаллического металл-оксидного
кластера и кислотностью Льюиса редокс-неак-
тивного катиона металла. Авторы предположили,
что эта корреляция является свидетельством уча-
стия катиона кальция в модулировании редокс-по-
тенциала марганцевого кластера. Таким образом,
катион кальция в КВК может влиять на редокc-по-
тенциал одного или нескольких катионов марганца
и, таким образом, регулировать эффективность
восстановления катионов марганца экзогенными
редокс-агентами. В этой связи мы исследовали вли-
яние Са2+ на эффективность экстракции катионов
марганца гидрохиноном и катионами Fe(II). По-
лученные результаты представлены в табл. 2 и
свидетельствуют о влиянии Са2+ на восстановление
катионов марганца в КВК. Инкубация препарата
ФС II(-Са) в присутствии Са2+ с гидрохиноном
предотвращает экстракцию катиона марганца при
рН 6.5, но не влияет на процесс экстракции при
рН 5.7 (табл. 2). В случае другого восстановителя,
а именно катиона Fe(II), Cа2+ ингибирует экс-
тракцию дополнительного катиона Mn как при
рН 5.7, так и при рН 6.5 (табл. 2). Ингибирующее
действие Са2+ на экстракцию катионов марганца
из КВК гидрохиноном и катионами железа под-
тверждает возможность влияния Са2+ в КВК на
редокс-потенциал одного или нескольких катио-
нов марганца. Помимо Са2+ нами было также ис-
следовано влияние и других катионов металлов
на экстракцию катионов марганца из КВК иона-
ми Fe(II) и гидрохиноном. Из всех исследован-
ных катионов (La3+, Cd2+, Ni2+, Mg2+, Sr2+ [23] и
Co2+, Cd2+ Mg2+, Sr2+ [11]) только катионы Sr2+

влияли на экстракцию, и это влияние было анало-
гично влиянию катионов кальция. Необходимо от-
метить, что из всех исследованных в литературе ка-
тионов металлов только катионы стронция могут
замещать катионы Са2+ в КВК in vivo биосинтети-
ческим методом [29–31] и восстанавливать кис-
лород-выделяющую активность (до 40–50%) в
препаратах ФС II без Са2+ в КВК [32, 33]. Совокуп-
ность этих результатов позволяет предполагать, что
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механизм влияния кальция на редокс-свойства ка-
тиона/катионов марганца в КВК связан с механиз-
мом участия кальция в фотолизе воды. Факт влия-
ния катиона кальция на количество экстрагируе-
мых катионов марганца свидетельствует о том,
что модификация препарата изменяет его свой-
ства, что должно учитываться при планировании
экспериментов и интерпретации эксперимен-
тальных данных.

Структурный переход в марганцевом
кластере КВК в области рН 5.7

Представленные выше результаты позволяют
предположить, что в области рН 5.7 происходит
протонирование (при понижении рН) либо кис-
лородного мостика/мостиков, либо одной или
нескольких аминокислотных групп, входящих в
состав марганцевого кластера или его ближайшего
окружения. Этот процесс, по-видимому, уменьша-
ет редокс-потенциал одного из катионов марганца,
что делает его недоступным для восстановителя
[11]. Возможно, в рН-зависимость действия вос-
становителя вносит свой вклад и процесс прото-
нирования/депротонирования самого восстано-
вителя, как, например, в случае гидрохинона, од-
нако влияние катионов железа свидетельствует,
что рН зависимость определяется главным обра-
зом процессом протонирования/депротонирова-
ния КВК. Следует отметить, что рН-зависимость
кислород-выделяющей активности мембранных
препаратов как шпината, так и цианобактерий,
измеренная достаточно детально (с шагом рН 0.1),
имеет небольшое плечо в области рН 5.7 [8]. В ра-
боте Терентьева с соавт. [9] также было отмечено
небольшое плечо в рН-зависимости скорости вы-
деления кислорода. Более заметное плечо в рН-
зависимости функциональной активности ФС II
в области рН 5.3 появляется в мутантах Synecho-
cystis sp. PCC 6803 D1-S169A и D2-K317A, у кото-
рых заменены аминокислоты, по-видимому,
участвующие в работе протонных каналов и взаи-
модействующие через водородные связи с мар-

ганцевым кластером [34]. Работа этих каналов,
отводящих протоны от КВК, может быть очень
важной в механизме окисления воды, так как поз-
воляет поддерживать в КВК баланс зарядов, не-
обходимый для эффективного синтеза молеку-
лярного кислорода. Иными словами, скорость
синтеза кислорода может лимитироваться скоро-
стью высвобождения протонов. В пользу этого
свидетельствуют, например, следующие факты:
1) в мутанте Chlamydomonas без карбоангидразы,
ассоциированной с донорной стороной ФС II,
выделение кислорода подавляется в отсутствие

 [35]; 2) активность карбоангидразы может
поддерживать фотосинтетическую активность
ФС II при определенных условиях [9].

рН-зависимый структурный переход может
быть связан и с влиянием на белковый компонент
ФС II. Известно, что периферические белки ФС II
отсоединяются от ядра ФС II при подкислении
среды [12]. Первым покидает участок связывания
белок PsbP, 50%-ая диссоциация которого на-
блюдается при рН 5.0 [12]. Для частиц ФС II без
Са2+ данный факт не имеет значения, поскольку
эти препараты уже не имеют этого белка. Но в
случае нативных препаратов такой эффект необ-
ходимо иметь в виду, например, при использова-
нии тилакоидных мембран (см. далее). В случае
глубокой деструкции КВК могут проявляться
конформационные эффекты, связанные с белком
СР43 [36], но они имеют место при разрушении
марганцевого кластера.

ПОЛУЧЕНИЕ ХИМЕРНОГО КЛАСТЕРА 
Mn3Fe1 В КВК ФС II ПРИ рН 5.7

Взаимодействие катионов железа как восста-
новителей с катионами марганца в КВК имеет не-
которые особенности. Во-первых, взаимодей-
ствие возможно только в препаратах ФС II без пе-
риферических белков PsbQ и PsbP, закрывающих
марганцевый кластер в КВК и делающих его не-
доступным для катионов Fe(II). Во-вторых, кати-
оны Fe(III) c высокой специфичностью и эффек-

3HCO−

Таблица 2. Влияние катионов Ca2+ на экстракцию катионов марганца из кислород-выделяющего комплекса гид-
рохиноном и ионами Fe(II) при различных рН

Примечание. а По данным [11]. б По данным [23].

Препарат
Количество катионов Mn на реакционный центр

после обработки восстановителем

рН 5.7 рН 6.5

ФС II(-Са)a, б 4.0 ± 0.2 4.0 ± 0.2

ФС II(-Са) + Н2Qа 2.0 ± 0.2 1.0 ± 0.1

ФС II(-Са) + Н2Q + Ca2+ а 2.1 ± 0.1 1.8 ± 0.1

ФС II(-Са) + Fe(II)б 2.9 ± 0.2 2.0 ± 0.1

ФС II(-Са) + Fe(II) + Ca2+ б 3.9 ± 0.2 3.1 ± 0.2
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СЁМИН и др.

тивностью связываются с Мn-связывающими
участками КВК, в том числе и с высокоаффинным
Мn-связывающим участком [37–39]. Эта особен-
ность окисленных катионов железа приводит к
тому, что при восстановлении катиона марганца
катионом Fe(II) катионы Mn(II) высвобождаются
из участка связывания, и освобожденный Мn-свя-
зывающий участок c высокой эффективностью
связывает катион Fe(III). Данный процесс был ис-
следован в случае взаимодействия катионов
Fe(II) с марганцевым кластером КВК при рН 6.5
[22], при этом было установлено, что катионы же-
леза замещают два катиона марганца, один из ко-
торых связан с высокоаффинным Мn-связываю-
щим участком. Химерный кластер окисляет на
свету молекулы воды с меньшей эффективно-
стью, чем нативные препараты ФС II, но не до
молекулярного кислорода, а до Н2О2. Как отмеча-
лось выше (табл. 2), при рН 5.7 катионы железа
экстрагируют из КВК не 2 катиона марганца, а
один. Экстракция, по-видимому, также сопровож-
дается замещением катиона марганца на катион
железа, т.е. в КВК образуется кластер Mn3Fe1. В
пользу этой гипотезы свидетельствует тот факт,
что гидрохинон не экстрагирует катионы марган-
ца из химерного кластера Mn3Fe1, но экстрагиру-
ет 3 катиона марганца из нативного кластера Mn4
без катионов железа [4], т.е. в химерном кластере
катионы марганца более устойчивы к действию
восстановителя. Это косвенно свидетельствует о
том, что кластер содержит катион железа, повы-
шающий устойчивость катионов марганца. Дан-
ный вывод подтверждается тем, что в случае хи-
мерного кластера Mn2Fe2 при сравнении с класте-
ром Mn2 наблюдается такой же эффект [4]. При
исследовании функциональных свойств ФС II с
химерным кластером Mn3Fe1 был обнаружен ин-
тересный факт. В отличие от ФС II с химерным
кластером Mn2Fe2 ФС II с кластером Mn3Fe1 вы-
деляет на свету в присутствии экзогенного каль-
ция кислород. Эффективность кислород-выделя-
ющей реакции составляет 27% от аналогичной
скорости в нативной ФС II. Возможность окисле-
ния воды химерным кластером с выделением
кислорода представляет интерес для исследова-
ния механизма фотосинтетического окисления
воды (идентификация катионов марганца, игра-
ющих генеральную роль в фотолизе воды и т. д.),
а также для разработки искусственных систем
фотолиза воды как генераторов молекулярного
кислорода и водорода.

рН-ЗАВИСИМОСТЬ 
ФОТОИНГИБИРОВАНИЯ 

И ТЕРМОИНАКТИВАЦИИ

Известно, что ФС II разрушается под действи-
ем света и скорость этого процесса увеличивается

при повышении его интенсивности. Данный эф-
фект называется фотоингибированием, и имеет-
ся достаточно много данных, указывающих на то,
что первой стадией этого процесса является де-
струкция марганцевого кластера Mn4CaO5 в КВК
[40–42]. Марганцевый кластер может быть разру-
шен восстановителями, например, некоторыми
активными формами кислорода ( , Н2О2), гене-
рируемыми на донорной и акцепторной стороне
ФС II [43]. Таким образом, повышенная устойчи-
вость марганцевого кластера к действию восста-
новителей (гидрохинон, Н2О2, катионы Fe(II))
при рН 5.7, обнаруженная нами [4, 11], может
обеспечить и повышенную устойчивость ФС II к
фотоингибированию при этих рН. Мы провели
сравнительное исследование кинетик фотоинги-
бирования мембранных препаратов ФС II из
шпината при рН 5.7 и 6.5 [44]. Эффективность
фотоингибирования определяли, измеряя скоро-
сти выделения кислорода и восстановления 2,6-
дихлорфенолиндофенола (ДХФИФ) после осве-
щения в течение определенного времени (рис. 2).
Было обнаружено, что эффективность фотоинги-
бирования электронного транспорта в ФС II вы-
ше при рН 6.5, чем при рН 5.7. Время 50% инги-
бирования составляет 7.8 ± 0.4 и 18.0 ± 0.6 мин
при рН 6.5 и 5.7 соответственно. Таким образом,
при рН 5.7 наблюдается эффект повышенной за-
щиты от фотоингибирования, и этот эффект яв-
ляется максимальным по величине именно при
этом рН, судя по его рН-зависимости.

Экстракция катиона кальция из КВК не ока-
зывает влияния на рН эффект и на скорость фо-
тоингибирования. Однако препараты ФС II, из
которых был экстрагирован Mn4CaO5 кластер
вместе с периферическими белками (ФС II(-Mn)),
показали совсем другую кинетику фотоингиби-
рования (рис. 3).

Полученные результаты демонстрируют, что
скорость фотоингибирования в препаратах
ФС II(-Mn) значительно выше, чем в нативных
препаратах ФС II (t1/2 = 0.18 ± 0.01 мин при
рН 6.5, тогда как в нативных препаратах t1/2 = 7.8 ±
± 0.4 мин). Увеличение скорости фотоингибиро-
вания ФС II, не содержащей марганец, известно
[45]. Повышенная чувствительность к свету объяс-
няется окислительным повреждением реакционно-
го центра, так как время жизни первичных окис-
ленных доноров Р680+ и  значительно увели-
чивается в отсутствие притока электронов от
марганцевого кластера/воды. Но здесь важно от-
метить другой факт − рН не влияет на скорость
фотоинактивации ФС II без марганца в области
структурного перехода в КВК (рН 5.7) – кинети-
ки фотоинактивации при рН 5.7 и 6.5 совпадают
(рис. 3), в отличие от кинетик фотоинактивации
нативных препаратов ФС II или препаратов ФС II

2O −i

ZY +
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без кальция, но имеющих марганцевый кластер.
Этот результат ясно демонстрирует, что рН-зави-
симость фотоинактивации определяется рН-за-
висимым процессом в КВК ФС II (нет КВК – нет
рН зависимости фотоингибирования, а именно
повышения резистентности к действию света в
области рН 5.7).

рН-зависимость фотоингибирования ФС II
в тилакоидных мембранах. Структурный переход 

в КВК в области рН 5.7 как механизм защиты
от фотоингибирования

Наш анализ рН-зависимости фотоинактива-
ции ФС II показал, что наибольшая резистент-
ность к этому процессу наблюдается в области
рН 5.7. Эта величина рН представляет существен-
ный интерес, поскольку рН 5.7 – это область рН
внутритилакоидной среды (люмена) при освеще-
нии [46–48]. Известно, что генерируемый светом
электронный транспорт в ФС II обеспечивает по-
явление трансмембранного протонного градиен-
та (ΔрН), используемого АТФ-синтазой для про-
дукции АТФ. Появление ΔрН сопровождается
уменьшением рН среды в люмене от 7.0 (в темно-
те) до pH ≈5.7–5.8 [49, 50]. При рН в люмене >7.0

наблюдается необратимое ингибирование КВК в
части ФС II препаратов [9]. Следует отметить, что
протонный градиент на тилакоидных мембранах
может варьировать в зависимости от интенсивно-
сти света, активности АТФ-синтазы и др. Кроме
того, может иметь место большая латеральная ге-
терогенность в значении рН между гранальными
и стромальными областями тилакоидов [51, 52].
Принимая во внимание эти результаты, мы ис-
следовали фотоингибирование ФС II и действие
разобщителей NH4Cl и нигерицина на этот про-
цесс. Фотоинактивация отслеживалась посред-
ством измерения скорости выделения кислорода
с использованием акцептора электронов 2,6-ди-
хлоро-п-бензохинона (0.2 мМ). Тилакоидные
мембраны суспендировали в трициновом буфере
с рН 7.6 (20 мкг Хл/мл), освещали (1300 мкЭ/(м2 с))
при 25°С и измеряли скорость выделения кисло-
рода. Результаты приведены в табл. 3. Согласно
полученным данным, скорость фотоинактивации
тилакоидных мембран была несколько меньше
скорости фотоинактивации препаратов ФС II
(рис. 2 и табл. 3). Однако разобщители значитель-
но ускоряли этот процесс (табл. 3). Так как разоб-
щители устраняют протонный градиент [53], уве-
личивая величину рН в люмене (место локализа-

Рис. 2. Влияние рН на фотоинактивацию реакции выделения кислорода нативными мембранными препаратами
ФС II [44]. Мембранные препараты ФС II (15 мкг Хл/мл) суспендировали в буфере А, pH 6.5 (сплошная линия) или
pH 5.7 (пунктирная линия) и освещали при 25°C белым светом (1300 мкЭ/(м2 с) при постоянном перемешивании в
отсутствие искусственного акцептора. После освещения в течение определенного времени измеряли скорость вы-
деления O2 при 25°C в присутствии акцептора 2,6-дихлоро-п-бензохинона (0.2 мМ). Кривые на вставке демонстри-
руют фотоинактивацию реакции восстановления ДХФИФ (начальная концентрация 40 мкМ). Непрерывная линия
представляет фотоинактивацию в буфере A, pH 6.5, пунктирная линия – pH 5.7. Контрольные скорости выделения
O2 при pH 6.5 и 5.7 составляли 450 ± 16 и 330 ± 15 мкмоль O2/(мг Хл ч), соответственно. Контрольные скорости вос-
становления ДХФИФ при pH 6.5 и 5.7 составляли 130 ± 9 и 97 ± 5 мкмоль ДХФИФ/(мг Хл ч), соответственно. Состав
буфера А: сахароза 0.4 М, MES 50 мМ, NaCl 15 мМ. Каждая точка представляет среднее значение и стандартное от-
клонение трех экспериментов.
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ции КВК), этот результат может рассматриваться
как дополнительное свидетельство того, что рН 5.7
обеспечивает максимальную защиту ФС II от фо-
тоингибирования.

Повышение термостабильности ФС II 
при рН 5.7

Увеличение устойчивости катионов марганца
в КВК к действию экзогенных восстановителей с
максимумом при рН 5.7 также может играть замет-
ную роль и в системе защиты растений от тепло-
вого повреждения, так как в термоинактивации
участвуют, по-видимому, и активные формы

кислорода [54], некоторые из которых являются
эффективными восстановителями [43]. Мы об-
наружили, что мембранные препараты ФС II, сус-
пендированные в буфере с рН 5.7, менее чувстви-
тельны к тепловому стрессу (50°C), чем аналогич-
ные образцы при pH 6.5. После термической
обработки остаточная скорость транспорта элек-
тронов к искусственному акцептору ДХФИФ при
рН 6.5 была близка к нулю, в то время как при
рН 5.7 составляла 20–25% от исходной [55]. Мы
предполагаем, что повышение устойчивости КВК
к тепловому стрессу при рН 5.7 определяется рН-
зависимым изменением окислительно-восстано-
вительного потенциала Em одного или несколь-
ких катионов марганца в КВК [11]. Изменение
Em в свою очередь увеличивает устойчивость ка-
тионов марганца к восстановителям, например,
активным формам кислорода. С учетом аналогич-
ного эффекта рН при фотоингибировании [44] мы
допускаем, что структурный переход в марганце-
вом кластере в области рН 5.7 может играть важ-
ную роль в защитном ответе ФС II на разруши-
тельное воздействие окружающей среды в целом.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Совпадение величины рН 5.7, при которой
увеличивается защищенность ФС II от фотоинги-
бирования, с величиной рН люмена при условиях
генерации трансмембранного рН градиента озна-
чает, что рН-зависимый структурный переход в
области рН 5.7 может играть роль нового (неиз-
вестного ранее) рН-зависимого механизма само-
защиты фотосинтетического аппарата от фотои-
нактивации. Схема подобного механизма пред-
ставлена на рис. 4 и заключается в следующем: в
тилакоидных мембранах освещение ФС II сопро-
вождается генерацией ΔpH на тилакоидной мем-
бране и уменьшением рН в люмене до величины
≈5.7 [49, 50], т.е. до рН максимальной защиты от
фотоингибирования. Таким образом, обнару-
женный нами эффект обеспечивает дополнитель-
ный механизм защиты ФС II от фотоингибирова-
ния в условиях освещения.

Исследование выполнено в рамках научного
проекта государственного задания Федерального

Таблица 3. Влияние разобщителей на фотоинактивацию выделения О2 в тилакоидных мембранах

Примечание. По данным [44].

Образец

Скорость выделения О2, мкмоль O2/(мг Хл ч) (%)

Без освещения
(инкубация в темноте) Через 40 мин освещения

Тилакоидные мембраны 184 ± 5 (100% ± 2.7%) 114 ± 9 (62.0% ± 4.9%)
+ 2 мМ NH4Cl 270 ± 15 (100% ± 5.6%) 67 ± 5 (24.8% ± 1.9%)
+ 6 мкM нигерицина 261 ± 14 (100% ± 5.4%) 55 ± 5 (21.1% ± 2.3%)

Рис. 3. Влияние рН на фотоинактивацию транспорта
электрона в мембранных препаратах ФС II(-Mn) [44].
Мембранные препараты ФС II(-Mn) (15 мкг Хл/мл)
были суспендированы в буфере А, рН 6.5 (сплошная
линия) или рН 5.7 (пунктирная линия) и освещены
при 25°С белым светом (1300 мкЭ/(м2 с)) при посто-
янном перемешивании в отсутствие искусственных
акцептора и донора. После освещения в течение
определенного времени измеряли скорость восста-
новления ДХФИФ при 25°С в присутствии донорной
системы [3 мM H2O2 + 2 мкM MnCl2]. Контрольные
значения скорости восстановления ДХФИФ состав-
ляли 149 ± 10 и 71 ± 8 мкмоль ДХФИФ/(мг Хл ч) при
рН 6.5 и 5.7, соответственно. Каждая точка представ-
ляет среднее значение и стандартное отклонение трех
экспериментов.
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