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Преобразование энергии солнечного света играет ключевую роль в земной биосфере.
На настоящий момент у живых организмов известны два принципиально разных способа
запасания энергии квантов света - это различные типы хлорофилл-содержащих реакци-
онных центров (фотосистем) и разные ретиналь-содержащие белки (бактериородопсин,
галородопсин). Недавно был обнаружен новый тип родопсина из флавобактерий, способ-
ный транслоцировать Na+(NaR) (1-4). Анализ аминокислотных последовательностей NaR
из разных организмов показал, что они формируют отдельную филогенетическую группу
среди ретиналь-содержащих белков (5).

В настоящей работе нами был исследован фотоцикл NaR из флавобактерий Dokdonia
sp. PRO95 и идентифицированы электрогенные и Na+-зависимые стадии этого цикла. Ме-
ханизм генерации трансмембранной разности электрических потенциалов (&Delta;&psi;)
изучался с помощью прямого электрометрического метода на протеолипосомах, содер-
жащих ассиметрично локализованный NaR при однократном срабатывании фермента с
разрешением 200 нс. Было показано, что фотоцикл NaR включает в себя по крайней мере
четыре стадии: NaR519 + hv &rarr; K585 &rarr; (L450&harr;M495) &rarr; O585 &rarr; NaR519.
При этом только третья стадия зависела от концентрации натрия, что указывает на то,
что именно она сопряжена со связыванием Na+ в белке. Для стадий 2, 3 и 4, значения
констант скорости оказались равны 4×104 с−1, 4.7 ×103М−1 с−1, и 150 с−1, соответственно.
Вклад этих стадий в генерацию суммарного &Delta;&psi; (~200 мВ) в ответ на единичную
вспышку света составил 15%, 15% и 70%, соответственно. На основе этих результатов был
предложен механизм функционирования NaR.

В дальнейшем нам представлялось интересным получить мутант из вышеупомянутого
дикого типа NaR, который был бы способен переносить протоны, подобно бактериородоп-
сину. Для этого с помощью сайт-направленного мутагенеза был получен Q123D мутант
(замена в 123-й позиции остатка глутамина на остаток аспарагиновой кислоты). Функци-
ональная активность полученного фермента была изучена путем измерения &Delta;pH в
отсутствие и присутствии роданида и разобщителя.

Также был исследован механизм образования фотоэлектрического ответа выделенно-
го и встроенного в протеолипосомы Q123D мутанта NaR, для выявления электрогенных
событий, обусловленных транспортом протона в ответ на лазерную вспышку света.

Полученные в работе данные могут расширить знания в области мембранной биоэнер-
гетики в условиях, когда протонный цикл не является эффективным (высокое значение
pH или высокая мембранная проводимость H+).
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