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Предполагается, что одна из причин фотоповреждения сетчатки глаза – накопление в зрительных
клетках полностью-транс-ретиналя. Однако полностью-транс-ретиналь в процессе фотолиза об-
разуется внутри диска фоторецепторной клетки и переносится в цитоплазму клетки, где с высоким
выходом преобразуется в ретинол – нефототоксическое соединение. Внутри диска, где полностью-
транс-ретиналь может накапливаться, он может образовывать с аминогруппами белков и липидов
шиффовы основания, которые также не являются фототоксическими соединениями. Кроме того,
образующиеся свободные изомеры ретиналя связываются со специфическими ретинальсвязываю-
щими белками, которые могут экранировать их от кислорода. Таким образом, вопрос о том, в каких
концентрациях свободный полностью-транс-ретиналь может накапливаться внутри клетки, не
ясен. В данной работе предложено оценивать концентрацию свободного полностью-транс-ретина-
ля в клетке по выходу возбужденного триплетного состояния, поскольку ни шиффовы основания
полностью-транс-ретиналя, ни ретинол в возбужденное триплетное состояние не переходят. Пока-
зано, что в равновесном состоянии в нативной клетке 70% полностью-транс-ретиналя образуют
шиффовы основания. Это существенно снижает вероятность того, что именно полностью-транс-
ретиналь является основным индуктором фотоповреждения. Кроме того, показано, что квантовый
выход реакции образования возбужденного триплетного состояния ретиналя при его связывании с
межфоторецепторными белками существенно снижается.
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ретинальпереносящий белок, фотоиндуцированные повреждения, шиффовы основания, лазерный
фотолиз.
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ВВЕДЕНИЕ

Ретиналь (R) является хромофором светочув-
ствительного белка сетчатки глаза родопсина.
Первичным процессом, запускающим фототран-
сдукцию – каскад реакций преобразования света
зрительной клеткой в сенсорный сигнал – явля-
ется фотоизомеризация R из 11-цис-конфигура-
ции в полностью-транс-конфигурацию [1]. В хо-
де этих реакций полностью-транс-ретиналь (all-
trans-retinal (ATR)) отделяется от белка, транс-
портируется в пигментный эпителий (ПЭ), где
ферментативным путем преобразуется в 11-цис-
конфигурацию и переносится обратно в фоторе-
цепторную клетку [2].

Перенос ретиналя осуществляется системой
ретинальсвязывающих белков, которые сходны
по своей структуре с сывороточным альбумином

и обеспечивают перенос R в водной фазе (в цито-
плазме клетки), а также его прохождение через
клеточные мембраны. Перенос от родопсина в
ПЭ происходит в форме ретинола, а из ПЭ к ро-
допсину – в форме ретиналя [3]. Поскольку R и
его производные являются гидрофобными соеди-
нениями, они локализованы либо в белках, либо
в липидном бислое фоторецепторной мембраны,
где возможно образование конъюгатов R, способ-
ных фотогенерировать активные формы кисло-
рода [4–6].

То обстоятельство, что в сетчатке до 5% рети-
наля находится в несвязанной с родопсином фор-
ме, является, как предполагается, одной из при-
чин фотоповреждения структур сетчатки и пиг-
ментного эпителия, приводящего к развитию
ряда патологий [5]. Одним из наиболее ярких
примеров таких патологий является болезнь
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Штаргардта – заболевание, при котором в сетчат-
ке из-за генетических дефектов образуется фото-
токсический конъюгат ретиналя – А2Е, который
и считается причиной дегенеративных измене-
ний [6].

Основными механизмами фототоксического
действия ретиналя и его конъюгатов являются ге-
нерация под действием света активных форм кисло-
рода (АФК) и последующее окисление белков и ли-
пидов клетки. Однако при количественной оценке
возможной концентрации свободного ретиналя эти
представления сталкиваются с рядом трудностей.
Концентрация родопсина благодаря плотной упа-
ковке дисков в наружном сегменте фоторецептора
составляет порядка 3 ммоль/л [7], а по другим дан-
ным – 3.8 ммоль/л [8], и поэтому формально при
интенсивном освещении, приводящем к полному
обесцвечиванию родопсина, в фоторецепторной
клетке могло бы образовываться до 4 ммоль/л ATR.
Под обесцвечиванием в биологической литературе
понимается изменение окраски родопсина (λmax =
= 500 нм) при освещении, приводящем к распаду
последнего на белок опсин и хромофор ATR (λmax =
= 380 нм). Ясно, что при такой огромной концен-
трации, несмотря на невысокий квантовый выход
генерации АФК, ATR оказывал бы катастрофиче-
ское повреждающее действие. В нативной клетке
этого не происходит из-за высокой активности
ретинолдегидрогеназы – фермента, катализиру-
ющего переход ATR в полностью-транс-ретинол
[9]. Именно высокая активность фермента есть
причина того, что даже при очень высоких осве-
щенностях значительные количества R не удается
обнаружить в фоторецепторной клетке. Однако
восстановление R в ретинол происходит в цито-
плазме клетки, а высвобождается он во внутри-
дисковое пространство, откуда транспортируется
в цитоплазму. Во внутридисковом пространстве

ATR образует шиффовы основания с аминогруп-
пами, прежде всего с аминогруппами фосфатиди-
лэтаноламина (ФЭА), концентрация которого в
фоторецепторе составляет 10 ммоль/л [10]. Как
известно, шиффовы основания ATR не образуют
триплетного состояния, и поэтому не являются
активными генераторами АФК. Таким образом,
свободный полностью-транс-ретиналь может
находиться только во внутридисковом простран-
стве и при этом – в равновесии с шиффовыми ос-
нованиями с аминогруппами белков и липидов.

В связи с этим мы поставили задачу определить,
какая часть ATR во внутридисковом пространстве
образует шиффовы основания и не обладает фото-
токсическими свойствами. Поскольку шиффовы
основания не образуют триплетов, по концентра-
ции возбужденного триплетного состояния рети-
наля (3ATR) можно определить константы равнове-
сия шиффовых оснований как в липосомах из ФЭА,
так и в нативных, содержащих родопсин, фоторе-
цепторных мембранах (ФРМ).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Для того чтобы более точно определить лока-
лизацию ретиналя, методом лазерного фотолиза
[11, 12] проведено исследование спектрально-кине-
тических характеристик 3ATR в разбавленных вод-
ных растворах межрецепторного ретинальперенося-
щего белка (МРПБ) и липосом из фосфатидилхоли-
на (ФХ). Методы приготовления образцов МРПБ
белка и липосом описаны в работе [13].

Импульсное фотовозбуждение ATR в раство-
рах липосом из ФХ (8 ∙ 10–3 моль/л ФХ) приводит
за время лазерной вспышки к образованию 3ATR,
характеризующегося известным спектром погло-
щения с λmax около 470 нм (рис. 1, спектр 1) [12,
14–16]. Квантовый выход 3ATR в растворах липо-
сом из ФХ примерно в 5 раз ниже, чем в растворах
метанола. Такой же результат был получен ранее
для липосом из кардиолипина, что свидетель-
ствует о том, что ATR находится в полярном мо-
лекулярном окружении [12, 14–16].

Кинетика гибели 3ATR как в обескислорожен-
ном, так и в воздушнонасыщенном растворе липо-
сом из ФХ при низкой начальной концентрации
3ATR описывается уравнением первого порядка.
Полученное значение константы скорости туше-
ния 3ATR молекулярным кислородом близко к
аналогичному значению, полученному ранее в
100%-ном метаноле и водной суспензии липосом из
кардиолипина, и существенно выше, чем в водном
растворе [12]. Высокое значение этой константы в
липосомах обусловлено высокой концентрацией
О2 в липидном бислое (выше, чем в водном объеме)
и его высокой латеральной подвижностью [17].

Рис. 1. Дифференциальные спектры поглощения
промежуточных продуктов, полученные при лазер-
ном фотолизе обескислороженных растворов ATR
(10–5 моль/л) в присутствии липосом из фосфатидил-
холина (8 ∙ 10–3 моль/л ФХ) через 0.5 (1) и 100 мкс (2).
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Фотолиз ATR в водном растворе МРПБ приво-
дит к образованию 3ATR (λmax около 460 нм) с низ-
ким квантовым выходом (примерно в 2 раза ниже,
чем в липосомах из ФХ). В присутствии МРПБ про-
исходит, с одной стороны, ускорение, а с другой –
замедление гибели 3ATR в обескислороженных
растворах. Аппроксимация кинетических кривых
по двухэкспоненциальному закону дает их “быст-
рую” и “медленную” компоненты приблизитель-
но с одинаковыми вкладами и различающимися в
10 раз значениями константы скорости [13]. Двух-
экспоненциальный характер кинетики указывает
на наличие по меньшей мере двух центров связы-
вания ретиналя, что для МРПБ выявлено ранее
другими методами [18].

При переходе к воздушнонасыщенным рас-
творам наблюдается ускорение “быстрой” ком-
поненты и возрастание ее вклада [13]. Константа
скорости гибели “медленной” компоненты прак-
тически не изменяется. Низкие наблюдаемые ве-
личины константы скорости тушения 3ATR моле-
кулярным кислородом свидетельствуют о том,
что в белковых растворах 3ATR защищен от кис-
лорода, причем в МРПБ – заметно сильнее, чем в
сывороточном альбумине [12]. Аналогичные эф-
фекты наблюдались ранее при связывании с аль-
буминами триплетных состояний других органи-
ческих молекул [19–22]. В качестве возможных
причин обсуждается низкая локальная концен-
трация и/или подвижность растворенного кисло-
рода в местах локализации триплетных состоя-
ний, а также стерические факторы [17, 19–23].

Введение в белковые растворы липосом при-
водит к резкому ускорению гибели 3ATR в воз-
душнонасыщенных растворах. Кинетика гибели
3ATR описывается в этом случае одноэкспонен-
циальной зависимостью с константой скорости,
близкой к значению константы скорости гибели
3ATR в растворах липосом в отсутствие белков.
Однако в обескислороженных растворах кинетика
гибели 3ATR остается двухэкспоненциальной. По
мере увеличения концентрации ФХ “быстрая”
компонента замедляется (рис. 2), а ее вклад воз-
растает. Константа скорости “медленной” компо-
ненты при этом практически не изменяется. Та-
ким образом, ATR остается локализованным в
белках и в присутствии липосом. Только при
большой концентрации ФХ (≥5 мМ, что соответ-
ствует мольному соотношению ФХ/белок = 500)
кинетика гибели 3ATR совпадает с кинетикой ги-
бели 3ATR в липосомах.

В целом можно сделать вывод о том, что ретиналь
при наличии в системе достаточного количества ре-
тинальпереносящих белков (как альбумина, так и
специфического МРПБ из сетчатки глаза) будет пе-
реходить из липидного бислоя в белковые “карма-
ны”. Существенная защита ретиналя от молекуляр-

ного кислорода при его связывании с белками зна-
чительно снижает вероятность образования под
действием света АФК и, таким образом, оказывает
существенное протекторное действие, защищаю-
щее клеточные компоненты от вредного действия
света.

Целью дальнейших экспериментов была по-
пытка выяснить, какое максимальное количество
свободного АТR может образовываться в натив-
ной фоторецепторной клетке с учетом того, что
значительная его часть будет образовывать шиф-
фовы основания с аминогруппами белков и липи-
дов как снаружи, так и внутри фоторецепторного
диска. С этой целью регистрировалась относитель-
ная концентрация возникающего под действием
света 3ATR, которая пропорциональна концентра-
ции свободного ретиналя в системе, где АТR и
шиффовы основания находятся в равновесии.

В экспериментах использовали два типа липи-
дов – ФХ, не содержащий аминогруппы, и ФЭА,
содержащий одну аминогруппу. В первой серии
экспериментов к суспензии липосом из ФХ (л-ФХ)
добавляли суспензию липосом из ФЭА. Введение
в раствор ФЭА приводит к уменьшению наблю-
даемого выхода 3ATR, но не влияет на кинетику
его гибели. Фосфатидилэтаноламин формирует
шиффово основание с ATR, которое не образует
триплетное состояние при прямом фотолизе. Со-
ответствующая концентрационная зависимость
(рис. 1) указывает на существование равновесия

(1)

Зависимость на рис. 1 хорошо описывается соот-
ветствующим выражением:

ATR ФЭА ШО.+ ↔

Рис. 2. Зависимость интенсивности поглощения 3ATR
при 470 нм, зарегистрированная через 20 нс после лазер-
ного импульса в присутствии л-ФХ (4 ∙ 10–3 моль/л ФХ),
от концентрации ФЭА в системе.
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(2)

где [3ATR]набл – наблюдаемая начальная концен-
трация 3ATR в присутствии ФЭА, [3ATR]0 – на-
чальная концентрация 3ATR, наблюдавшаяся в
отсутствие ФЭА, а K = 8.0 (мольн. доля)–1 – кон-
станта равновесия. Выражение (2) получается
при соответствующем рассмотрении кинетиче-
ской схемы (1) при условии [ATR]  [ФЭА], кото-
рое хорошо выполняется в данных эксперимен-
тальных условиях.

В следующей серии экспериментов использо-
вали суспензию ФРМ, выделенных из зритель-
ных клеток и засвеченных до полного распада
комплекса опсина с 11-цис-ретиналем (рис. 3).
Фотолиз такого образца приводит к образованию
3ATR, спектрально-кинетические характеристи-
ки которого практически полностью совпадают с
аналогичными параметрами л-ФХ (рис. 1).

Однако квантовый выход 3ATR в фоторецептор-
ных мембранах составляет только 30% от соответ-
ствующего выхода, получающегося при фотолизе
ATR, добавленного в раствор л-ФХ в эквимолярном
количестве. Таким образом, на основании получен-
ных данных можно сделать вывод, что при полном
обесцвечивании родопсина 70% ATR образует шиф-
фовы основания и не генерирует АФК.

Важно отметить, что определить константы
равновесия процесса перехода ATR в шиффовы
основания можно было бы по сдвигу максимума по-
глощения, однако в нативной фоторецепторной

[ ]( )3 3

набл 0
ATR ATR 1 ФЭА ,K   

   = +

!

мембране, содержащей родопсин, это сделать не-
возможно из-за наличия долгоживущих продуктов
фотолиза родопсина, максимум поглощения кото-
рых отличается от аналогичной характеристики
ATR из-за его локализации в “белковых карманах”
родопсина. Поэтому можно полагать, что опре-
деление равновесия по квантовому выходу 3ATR
является более адекватным методом. Использо-
вание метода исследования кинетики тушения
возбужденных триплетных состояний для изуче-
ния нативной биологической системы оказалось
крайне плодотворным. Такой подход применял-
ся только к химическим или модельным биологи-
ческим системам [24–27].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Фоторецепторные клетки сетчатки позвоноч-

ных работают в условиях высокого содержания
кислорода. Относительный объем водной фазы
фоторецепторной клетки очень мал, практически
весь объем клетки занимают фоторецепторные
диски, представляющие собой замкнутые мем-
бранные образования с крайне высоким содержа-
нием ненасыщенных жирных кислот, а концен-
трация кислорода в липидной фазе существенно
выше, чем в воде. Более 90% фоторецепторных
клеток сетчатки человека в силу ее эволюционного
развития составляют палочки – клетки, которые
должны работать при крайне низкой освещенно-
сти, а находятся в условиях, когда освещенность
много выше. При высоких освещенностях в ходе
фотолиза родопсина свободный полностью-транс-
ретиналь образуется в значительных количествах, а
он является фототоксическим соединением, кото-
рое генерирует активные формы кислорода с высо-
ким квантовым выходом. При рассмотрении воз-
можных механизмов повреждения фоторецеп-
торных клеток одним из ключевых является
вопрос о том, как долго АТR может оставаться в
свободном состоянии.

В данной работе путем измерения квантового
выхода возбужденного триплетного состояния
АТR в нативных фоторецепторных дисках нам
удалось показать, что, хотя в зрительной клетке
при высокой освещенности образуется АТR, он
либо образует с аминогруппами белков и липидов
шиффовы основания, которые не являются фо-
тотоксичными, либо связан с ретинальперенося-
щими белками, которые экранируют его от кис-
лорода и существенно снижают квантовый выход
активных форм кислорода.
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