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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність теми. Фотосинтез – найважливіший природний процес, завдяки якому відбувається запасання світлової енергії в хімічних зв'язках ATФ і НАДФH, що надалі використовуються у циклі Кальвіна для синтезу органічних речовин із вуглекислого газу та води. Утворення первинних високоенергетичних сполук ATФ і НАДФH здійснюється в системі тилакоїдних мембран хлоропластів у процесі фотохімічних редокс-перетворень компонентів електронтранспортного ланцюга (ЕТЛ). Ці процеси пов'язані з перенесенням електронів від води по ланцюгу мембранних переносників до НАДФ+ (нециклічний транспорт електронів), у якому беруть участь дві фотохімічно активні фотосистеми II і I (ФС  II  і ФС I). АТФ утворюється в реакції фотофосфорилювання при роботі ферментного комплексу – АТФ-синтази.  Значний внесок у вивчення структури та функціонування фотосинтетичного апарату рослин зробили, зокрема, українські вчені (Островская, 1982; Ясников и др., 1989).

Згідно теорії Мітчела (Mitchell, 1966), універсальним інтермедіатом, що регулює швидкість транспорту електронів і синтезу АТФ, є трансмембранна різниця електрохімічних потенціалів іонів водню (Н+). Ступінь спряженості між цими процесами визначається за допомогою фотосинтетичного контролю (ФК), який є відношенням швидкості перенесення електронів по ЕТЛ за умов максимального фотофосфорилювання до швидкості перенесення електронів за відсутності синтезу АТФ (Тихонов, 1999). Чим більшою є величина ФК, тим вищою є спряженість транспорту електронів із синтезом АТФ. В ізольованих хлоропластах фотосинтетичний контроль виявляється в тому, що у присутності субстратів фотофосфорилювання (АДФ + Фн) відбувається прискорення швидкості електронного транспорту, а в присутності продукту (АТФ) – її уповільнення. 

Ключову роль у ФК відіграють процеси протонного транспорту: прискорення швидкості перенесення електронів по ЕТЛ у присутності АДФ і Фн пов'язано зі зменшенням величини рН в результаті активації спряженого з фотофосфорилюванням виходу протонів із енергізованих тилакоїдів через АТФ-синтазний комплекс (Portis et al., 1976; Graber et al., 1981), тоді як індуковане АТФ уповільнення швидкості транспорту електронів – із пригніченням витоку протонів через цей комплекс (McCarty et al., 1971). Таким чином, швидкість електронного транспорту в тилакоїдних мембранах контролюється величиною pH. 

 АТФ-синтаза хлоропластів (АТФ-фосфогідролаза, КФ 3.6.1.3) безпосередньо здійснює перетворення електрохімічної енергії протонного градієнта в енергію макроергічних зв'язків АТФ. Фермент являє собою мультисубодиничний білковий комплекс CF0CF1, що складається з інтегрованого у мембрану фактора CF0, який включає протонний канал, і зовнішньої каталітичної частини CF1, яка є місцем локалізації центрів, що зв'язують нуклеотиди (Senior et al., 2002). 

Розрізняють два можливі шляхи виходу протонів через АТФ-синтазний комплекс: фосфорилюючий (пов'язаний із синтезом АТФ) і нефосфорилюючий (Underwood et al., 1980). Умови, що контролюють участь цих шляхів у процесі фотосинтетичної енерготрансформації, вимагають подальшого вивчення. 

Н+–АТФ-аза хлоропластів, що репрезентована комплексом CF0CF1, може каталізувати як АТФ-синтазну реакцію, так і реакцію гідролізу АТФ, виконуючи функцію АТФ-синтази або АТФ-гідролази. Її гідролазна активність зазвичай знаходиться в латентній формі, виявляючись в результаті певних структурних змін, що виникають при світловій енергізації тилакоїдної мембрани і зумовлені відновленням дисульфідних зв'язків у субодиниці  (Richter et al., 1996; He       et al., 2000) та переорієнтацією субодиниці  (Suzuki et al., 2003). Процеси синтезу і гідролізу АТФ супроводжуються перенесенням протонів через комплекс CF0CF1, проте молекулярний механізм їх внутрішньоферментного спряження та організація внутрішньоферментного шляху транспорту протонів залишаються нез'ясованими. 

Ефективність фотосинтетичного перетворення енергії значною мірою залежить від ступеня спряженості між процесами перенесення протонів, фотофосфорилювання і транспорту електронів. Існує думка, що функціональний стан АТФ-синтази, а також світлозалежні зміни конформації цього комплексу відіграють суттєву роль у регуляції швидкості електронного транспорту (Ryrie       et al., 1972; Wagner et al., 1985). 

Доведено, що перенесення протонів через АТФ-синтазу впливає на фотохімічну активність ФС II і ФС I, причому цей процес залежить від умов освітлення, а саме, він проявляється за низької інтенсивності діючого світла (Braun et al., 1991). Проте питання щодо участі АТФ-синтази у контролюванні фотохімічної активності кожної фотосистеми за високої інтенсивності світла та зв'язку цього процесу зі змінами рН потребує вирішення. 

Таким чином, існуючі відомості свідчать, що механізми регуляції швидкості електронного транспорту в хлоропластах, які відіграють важливу роль при вирішенні загальної проблеми фізіологічної регуляції фотосинтезу, вивчені недостаньо. Тому дослідження ролі АТФ-синтази у фотосинтетичному контролі транспорту електронів є актуальним. 

Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота виконувалась у відповідності з планами фундаментальних науково-дослідних робіт відділу мембранології та фітохімії Інституту ботаніки        ім. М. Г. Холодного НАН України: “Вивчення світлозалежних процесів в енергоперетворюючих мембранах фотосинтезуючих організмів” (1992–1996р.р.;    № держреєстрації VA01000059P); “Особливості еволюційного становлення систем світлозбору та синтезу АТФ у фотосинтезуючих організмів” (1997–2001р.р.; № держреєстрації 0198U003791). 

Мета і завдання дослідження. Метою роботи було вивчення ролі АТФ-синтази у координації процесів електронного транспорту та фотофосфорилювання в хлоропластах вищих рослин. 

У завдання роботи входило:

встановити кінетичні характеристики протонного транспорту через CF0CF1 у процесі оборотних переходів комплексу із синтазного в гідролазний стан; 

2) дослідити зв'язок між змінами протонної провідності комплексу СF0CF1 під впливом аденіннуклеотидів та інгібіторів протонного транспорту і величиною pH; 

3) вивчити вплив аденіннуклеотидів на структурні перебудови у мембранній частині комплексу CF0CF1 (CF0) шляхом аналізу протонної провідності CF0 після видалення каталітичної частини (CF1) із тилакоїдних мембран; 

4) розробити методичний підхід для оцінки відносного внеску фотосистем I і II у загальну швидкість фотовідновлення екзогенного акцептора електронів фериціаніду калію в хлоропластах;

5) з'ясувати роль АТФ-синтази у регуляції фотохімічної активності фотосистем I і II в залежності від інтенсивності світла.

Об'єкт дослідження – трансформація енергії світла в хімічну енергію у процесі фотосинтезу.  

Предмет дослідження – спряження процесів транспорту електронів, перенесення протонів та фотофосфорилювання в хлоропластах.

Методи дослідження – потенціометричний, амперометричний, спектрофотометричний та електрофоретичний методи.

Наукова новизна одержаних результатів.

• Вперше проведено детальний аналіз ролі АТФ-синтазного комплексу у фотосинтетичному контролі фотохімічних реакцій хлоропластів в залежності від рівня енергізації тилакоїдних мембран;

• Встановлено, що конформаційні зміни мембранної частини АТФ-синтази (CF0), які спричинені зв'язуванням аденіннуклеотидів з відповідними центрами, зберігаються і після видалення каталітичної частини (CF1); 

• Вперше показано, що модифікація протонного каналу CF0 N,N'-дициклогексилкарбодиімідом (ДЦКД) призводить до внутрішньоферментного роз'єднання синтезу АТФ та протонного транспорту за високих рівнів pH;

• Отримано нову інформацію, що вказує на структурну перебудову шляхів транспорту протонів у процесі оборотних переходів комплексу CF0CF1 із синтазного в гідролазний стан; 

• Розроблено методичний підхід, який дозволяє оцінити відносний внесок фотосистем I і II у загальну швидкість відновлення фериціаніду калію в хлоропластах за різних умов освітлення. Вперше визначена відносна активність окремих фотосистем в реакції Хілла за високої інтенсивності діючого світла.

Практичне значення одержаних результатів. Одержані результати сприяють розумінню природи енергізованого стану хлоропластів і можуть становити цінність при вирішенні проблеми спрямованої регуляції фотосинтетичної діяльності рослин з метою збільшення їх загальної фотосинтетичної продуктивності. Матеріали можуть бути використані в навчальному процесі учбових закладів при викладенні окремих курсів з біоенергетики та біохімії.

Особистий внесок здобувача. Дисертантом особисто здійснено інформа-ційний пошук і аналіз даних літератури, проведено усі експериментальні дослідження, обробку й узагальнення одержаних результатів. Спільно з науковим керівником розроблено напрямок досліджень, висунуто робочу гіпотезу щодо ролі АТФ-синтази у фотосинтетичному контролі електронного транспорту, обґрунтовано методологію проведення експериментів. 

Апробація результатів дисертації. Основні результати досліджень доповідались на I Українському біофізичному з'їзді (Київ, 1994); VIII Європейській біоенергетичній конференції “Биоэнергетика фотосинтеза” (Пущино, 1996); VII біохімічному з'їзді (Київ, 1997); VIII біохімічному з'їзді (Чернівці, 2002); Міжнародній конференції “Photosynthesis and crop production” (Київ, 2002).

Публікації. За результатами дисертації опубліковано 9 наукових робіт, у тому числі 4 статті у фахових виданнях, затверджених переліком ВАК України, та 5 тез доповідей конференцій і з'їздів. 

Структура та обсяг дисертації. Дисертація складається з переліку умовних позначень, вступної частини, огляду літератури, матеріалів і методів, результатів досліджень та їх обговорення, висновків і списку літератури, який містить 203 посилання. Роботу викладено на 123 сторінках, включаючи 11 таблиць та 16 рисунків.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ

Рослинний матеріал. Матеріалом для виділення хлоропластів слугували листки двотижневих рослин гороху посівного (Pisum sativum L.) сорту “Дамір-2”, насіння якого було отримане з Київського Інституту землеробства, а також листки 40-денних рослин шпинату (Spinacia oleracea L.). 

Виділення хлоропластів класу “В”. Хлоропласти класу “В” виділяли згідно (Walker, 1980) і ресуспендували в буферному середовищі, яке містило      400 мМ сорбітол, 10 мМ NaCl, 10 мМ KCl, 2,5 мМ MgCl2, 10 мМ трис-HCl     (pН 7,8). Концентрацію хлорофілу визначали за методом Арнона (Arnon, 1949). 

Одержання препаратів тилакоїдних мембран, оброблених ДЦКД. ДЦКД є інгібітором транспорту протонів через комплекс CF0CF1. Хлоропласти інкубували з 0,2 мМ ДЦКД при співвідношенні ДЦКД/хлорофіл 0,05 протягом 5 хвилин. Після інкубації мембрани осаджували, суспендували в буферному середовищі з бичачим сироватковим альбуміном (БСА) в концентрації 1 мг/мл і двічі відмивали середовищем без БСА. При дослідженні кінетики інгібування фосфорилювання і активованого світлом гідролізу АТФ ДЦКД-оброблені препарати одержували шляхом інкубації мембран з інгібітором при вказаних в експериментах співвідношеннях ДЦКД/хлорофіл протягом 5 хвилин. 

Одержання препарату тилакоїдних мембран, звільнених від каталітичної частини АТФ-синтази (CF1). Видалення каталітичної частини АТФ-синтази (CF1) здійснювали шляхом обробки хлоропластів 2 М NaBr згідно методу (Kamienietzky et al., 1975) і тестували за методом гель-електрофорезу в поліакриламідному гелі (ПААГ) із застосуванням додецилсульфату натрію згідно (Laemmli, 1970). 

Визначення швидкості фотофосфорилювання. Швидкість циклічного та псевдоциклічного фотофосфорилювання оцінювали потенціометричним методом (Mills, 1986) по залуженню суспензії хлоропластів (15 мкг хлорофілу/мл) після освітлення білим світлом зі щільністю потоку фотонів 500 мкмоль·м-2·с-1. Реакційне середовище містило 200 мМ сорбітол, 10 мМ KCl, 10 мМ NaCl,       2,5 мМ MgCl2, 3 мМ KH2PO4, 1 мМ трис-HCl (pH 8,0), 0,5 мМ AДФ. Кофакторами циклічного та псевдоциклічного фотофосфорилювання слугували 0,05 мМ феназинметосульфат (ФМС) і 0,1 мМ метилвіологен (MВ), відповідно. Розрахунки проводили з урахуванням буферної ємності реакційної суміші, яку встановили шляхом титрування 10 мМ HCl. 

Визначення швидкості активованого світлом гідролізу АТФ. Швидкість активованого світлом гідролізу АТФ визначали потенціометричним методом (Mills, 1986) після тіолової модуляції тилакоїдів за допомогою 10 мМ дитіотрейтолу (ДТТ). Реакційне середовище містило 6 мМ MgCl2, 25 мМ KCl,      0,1 мМ метилвіологен, 6 мМ ДTT, 2 мМ трицин-KOH (рН 8,0) та тіол-модульовані тилакоїди (40 мкг хлорофілу/мл). Реакційну суміш попередньо освітлювали білим світлом зі щільністю потоку фотонів 500 мкмоль·м-2·с-1 протягом 4 хвилин. Відразу після вимикання світла додавали АТФ до концентрації 1 мМ і реєстрували закислення середовища, швидкість якого пропорційна швидкості спряженого гідролізу АТФ.

Визначення швидкості електронного транспорту. Швидкість електронного транспорту від води до метилвіологену (0,1 мМ) визначали за поглинанням кисню амперометричним методом згідно (Allen et al., 1986); швидкість реакції Хілла вимірювали спектрофотометричним методом, визначаючи індуковане світлом відновлення екзогенного акцептора електронів фериціаніду калію (0,4 мМ) за зміною поглинання зразків при 420 нм (Hipkins et al., 1986), та потенціометричним методом за виділенням протонів у реакційне середовище в ході фотовідновлення фериціаніду калію (Онойко и др., 2004). Реакційне середовище містило 200 мМ сорбітол, 5 мМ MgCl2, 10 мМ NaCl, 10 мМ KCl, 10 мМ трицин-NaOH (pН 8,0) та хлоропласти (20 мкг хлорофілу/мл). При визначенні швидкості електронного транспорту за допомогою амперометричного методу реакційну суміш освітлювали білим світлом зі щільністю потоку фотонів       500 мкмоль·м-2·с-1, тоді як при застосуванні спектрофотометричного та потенціометричного методів щільність потоку фотонів була 50 і 500 мкмоль·м-2·с-1. 

Визначення величини індукованого світлом поглинання протонів та кількості протонів, що вийшли з енергізованих тилакоїдів після вимикання світла. Величину індукованого світлом (щільність потоку фотонів             500 мкмоль·м-2·с-1) поглинання протонів та кількість протонів, що вийшли з енергізованих тилакоїдів після вимикання світла, визначали за змінами рН у суспензії хлоропластів (0,1 мг хлорофілу/мл), що містила 100 мМ сорбітол, 10 мМ KCl, 10 мМ NaCl, 2 мМ MgCl2, 0,1 мМ метилвіологен, 1 мМ трицин-КОН      (pН 7,7) та змінами буферної ємності реакційного середовища, яку вимірювали шляхом титрування 10 мМ HCl. Константи швидкості виходу протонів із енергізованих тилакоїдів (kт) розраховували згідно (Ho et al., 1979). 

Одержані результати оброблялися статистично. Експериментальні дані, що наведені в таблицях і на графіках, представлені у вигляді середнього арифметичного, стандартне відхилення якого визначено з урахуванням усіх повторностей (М ( (, n = 15, Р ≤ 0,05). 

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Організація протонного транспорту в Н+–АТФ-азі хлоропластів, спряженого із синтезом і гідролізом АТФ. Участь транслокації протонів через Н+–АТФ-азний комплекс (CF0CF1) в реакціях синтезу і гідролізу АТФ досліджувалась шляхом модифікації комплексу за допомогою ДЦКД, який пригнічує активність мембранної частини (CF0). Порівняння кінетики інгібування фотофосфорилювання і активованого світлом гідролізу АТФ показало, що реакція гідролізу є більш чутливою до ДЦКД, ніж реакція синтезу АТФ (рис. 1). 

Пригнічення гідролізу АТФ після активації реакції світлом у присутності 10 мМ ДTT в попередньо оброблених інгібітором хлоропластах досягалось при співвідношеннях ДЦКД/хлорофіл більш низьких, ніж для інгібування синтезу АТФ. Так, 50% інгібування фотофосфорилювання (I50) в суспензії хлоропластів, що містила 4,0 мг хлорофілу/мл, спостерігалось при співвідношенні ДЦКД/хлорофіл 0,017, тоді як аналогічне пригнічення активованого світлом гідролізу АТФ - при співвідношенні 0,012 (рис. 1а, графіки 2, 1). I50 для реакції синтезу АТФ в препаратах хлоропластів, що містили 1,8 мг хлорофілу/мл, складало 0,1 і, відповідно, 0,04 для гідролізу АТФ (рис. 1а, графіки 4, 3). 

Гідроліз АТФ характеризувався також підвищеною кінетичною кооперативністю. При обробці хлоропластів ДЦКД в концентрованій суспензії (4,0 мг хлорофілу/мл) значення коефіцієнтів Хілла (nХ) для реакцій інгібування синтезу і гідролізу АТФ складали 5,8 і 9,1, відповідно (рис. 1б, графіки 2, 1). Значення коефіцієнтів Хілла для реакцій інгібування синтезу і гідролізу АТФ в більш розведеній суспензії (1,8 мг хлорофілу/мл) складали 2,6 і 3,3, відповідно       (рис. 1б, графіки 4, 3).
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Рис. 1. Залежність ступеня інгібування фотофосфорилювання (графіки 2, 4) і активованого світлом гідролізу АТФ (графіки 1, 3) від співвідношення між концентраціями інгібітора і пігменту в препаратах хлоропластів у процесі темнової преінкубації (а) та відображення цієї залежності у координатах Хілла (б). 

Хлоропласти інкубували з ДЦКД при концентрації хлорофілу 4,0 мг/мл (графіки 1, 2) і 1,8 мг/мл (графіки 3, 4). Числа над прямими - значення коефіцієнтів Хілла (nХ).

Результати виміру кінетики інгібування фотофосфорилювання і активованого світлом гідролізу АТФ, а також значення коефіцієнтів Хілла, що визначають кількість можливих центрів зв'язування інгібітора (Маршелл, 1981), засвідчили різну участь в цих фотохімічних реакціях субодиниць III, які формують протонопровідний канал CF0 і здатні зв'язувати ДЦКД. В концентрованій суспензії (4 мг хлорофілу/мл) ДЦКД пригнічував гідроліз АТФ внаслідок його зв'язку з одним із дев'яти однотипних центрів субодиниць III СF0, тоді як інгібування фотофосфорилювання досягалось при зв'язуванні ДЦКД з одним із шести однотипних центрів субодиниць III CF0 (див. рис. 1б, графіки 1, 2). В більш розведеній суспензії  (1,8 мг хлорофілу/мл) участь субодиниць III в реакціях гідролізу і синтезу АТФ також була неоднакова (див. рис. 1б, графіки 3, 4). 

Транслокація протонів через CF0 забезпечується за рахунок функціонування олігомеру, який утворюють субодиниці III (Poetsch et al., 2003). Можна припустити, що різна організація протонного каналу в реакціях синтезу і гідролізу АТФ (наприклад, більш компактний канал при фотофосфорилюванні) може спричиняти і різний ступінь олігомеризації субодиниць III у процесі перенесення протонів через CF0.  

Таким чином, на підставі інгібіторного аналізу фотофосфорилювання і активованого світлом гідролізу АТФ встановлено різний ступінь кінетичної кооперативності цих фотохімічних реакцій, що дозволило висловити припущення про структурні перебудови шляхів транспорту протонів у процесі оборотних переходів Н+–АТФ-азного комплексу із синтазного в гідролазний стан (Золотарева, Довбыш, Онойко, 2001). 

Участь центрів АТФ-синтази, що зв'язують нуклеотиди, у регуляції електронного транспорту в хлоропластах. Вважається, що участь аденіннуклеотидів у регуляції електронного транспорту здійснюється через зміну протонної провідності АТФ-синтазного комплексу, що впливає на величину pH (Underwood et al., 1980; Graber et al., 1981; Золотарева, 1994). Проте існують фактори, які призводять до зміни величини pH, однак їх вплив на перенесення протонів через комплекс CF0CF1 ще не визначено. 

Аналіз змін протонної провідності АТФ-синтази при дії аденіннуклеотидів здійснювали на основі результатів виміру швидкості перенесення електронів від води до метилвіологену в контрольних та ДЦКД-оброблених хлоропластах (табл. 1). Після обробки мембранних препаратів ДЦКД, яка викликала повне пригнічення синтезу АТФ, в них зберігалось 70% електронного транспорту. Внесення в середовище AДФ і арсенату або фосфату значно прискорювало швидкість перенесення електронів як у контрольних, так і в ДЦКД-оброблених мембранах. Додавання у середовище 0,25 мМ AДФ і 5 мМ Asi або Фн втричі прискорювало швидкість перенесення електронів від води до метилвіологену, чого не спостерігалось при окремому внесенні самого AДФ. При цьому, фосфат у присутності AДФ стимулював транспорт електронів в ДЦКД-оброблених препаратах практично так само, як і арсенат. Одержані дані демонструють збереження активації швидкості перенесення протонів через комплекс CF0CF1 і, отже, електронного транспорту субстратами фотофосфорилювання при повному пригніченні синтезу АТФ.  

 Таблиця 1

Вплив субстратів фотофосфорилювання на швидкість перенесення 

електронів від води до метилвіологену в контрольних та 

ДЦКД-оброблених хлоропластах

Варіанти досліду
Швидкість перенесення електронів, 

мкмоль О2·мг хл.-1·год-1

Контрольні

хлоропласти
ДЦКД-оброблені 

хлоропласти

Без субстратів
120 ± 5,7
85 ± 4,2

+ 0,25 мМ AДФ
100 ± 4,8
80 ± 3,7

+ 0,02 мМ AДФ, 5 мМ Asi
160 ± 6,5
135 ± 5,4

+ 0,05 мМ AДФ, 5 мМ Asi
240 ± 10,1
200 ± 8,5 

+ 0,1 мМ AДФ, 5 мМ Asi
320 ± 15,5
255 ± 11,6

+ 0,25 мМ AДФ, 5 мМ Asi
360 ± 16,2
270 ± 12,2

+ 0,25 мМ AДФ, 5 мМ Фн
310 ± 14,4
260 ± 13,0

Як відомо, регуляція швидкості перенесення електронів по ЕТЛ здійснюється через величину H+ на тилакоїдній мембрані (Mitchell, 1966). У присутності протонофора NH4Cl, який розсіює трансмембранний протонний градієнт, присутність субстратів фотофосфорилювання викликала прискорення швидкості електронного транспорту як у контрольних, так і в ДЦКД-оброблених препаратах (табл. 2). 

Таблиця 2

Вплив 10 мМ NH4Cl на швидкість перенесення електронів від води 

до метилвіологену у присутності субстратів фотофосфорилювання 

в контрольних та ДЦКД-оброблених хлоропластах

Варіанти досліду
Швидкість перенесення електронів, 

мкмоль О2·мг хл.-1·год-1 

Контрольні

хлоропласти
ДЦКД-оброблені хлоропласти

Без  субстратів 
370 ± 15,2
360 ± 15,8

+ 0,25 мМ АДФ, 5 мМ Asi
440 ± 22,0
425 ± 20,4

+ 0,25мМ AДФ, 5 мМ Фн
440 ± 21,6
425 ± 20,0

Ймовірно, що крім pH-залежної регуляції швидкості електронного транспорту існує й інший регуляторний механізм за участю субстратів фотофосфорилювання, який здійснюється шляхом структурних перебудов у комплексі АТФ-синтази, що впливають на транспорт протонів. Можна припустити, що AДФ і арсенат або фосфат при зв'язуванні з каталітичною частиною комплексу (CF1) індукують підвищену протонну провідність мембранної частини АТФ-синтази (CF0) через зміну її конформаційного стану, що, у свою чергу, посилює швидкість електронного транспорту. При цьому, ДЦКД шляхом ковалентної модифікації субодиниці III протонного каналу CF0 пригнічує синтез АТФ, але не впливає на такий конформаційний перехід. 

За нашими даними, АТФ у концентраціях 1-50 мкМ, на відміну від субстратів фотофосфорилювання, уповільнював швидкість перенесення електронів від води до метилвіологену в контрольних і прискорював її в ДЦКД-оброблених хлоропластах (рис. 2). 
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Рис. 2. Залежність швидкості перенесення електронів від води до метилвіологену в контрольних (графік 1) та ДЦКД-оброблених (графік 2) хлоропластах від концентрації АТФ у реакційному середовищі.

При дії ДЦКД, очевидно, відбувалась зміна властивостей центрів міцного зв'язування АТФ. Так, представлена на рис. 2 залежність швидкості електронного транспорту від концентрації АТФ вказує на те, що перенесення протонів через АТФ-синтазу контролюється двома центрами, що зв'язують АТФ. Заповнення центрів міцного зв'язування АТФ з КМ 5 і 30 мкМ в контрольних хлоропластах призводило до пригнічення швидкості перенесення протонів через комплекс CF0CF1 і до уповільнення швидкості електронного транспорту (рис. 2, графік 1). Після обробки хлоропластів ДЦКД константи зв'язування (КМ), які характеризують спорідненість цих центрів до АТФ, змінювались і складали 10 і 40 мкМ, відповідно. Це викликало збільшення протонної провідності АТФ-синтазного комплексу і прискорення швидкості перенесення електронів від води до метилвіологену (рис. 2, графік 2).

Низькі концентрації АТФ впливали також на швидкість виходу протонів із енергізованих контрольних та ДЦКД-оброблених хлоропластів після вимикання світла (рис. 3). 
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Рис. 3. Вплив АТФ на кінетику виходу протонів із контрольних та ДЦКД-оброблених хлоропластів після вимикання світла, що представлений у вигляді логарифмічної залежності величин Н+t/H+ст.:

Н+ст. - максимальне поглинання протонів із середовища після вмикання світла; Н+t - кількість протонів, що вийшли з енергізованих хлоропластів у момент часу t після вимикання світла. 1 - контрольні хлоропласти; 2 - ДЦКД-оброблені хлоропласти; 3 - контрольні хлоропласти, що освітлювались у присутності      20 мкМ АТФ; 4 - ДЦКД-оброблені хлоропласти, що освітлювались у присутності 20 мкМ АТФ. Числа під графіками - константи швидкості виходу протонів із тилакоїдів (kт), обчислені із цих графіків.

Обробка хлоропластів ДЦКД практично не впливала на протонну провідність АТФ-синтазного комплексу, оскільки спостерігались незначні зміни виходу протонів із ДЦКД-модифікованих препаратів щодо контролю (рис. 3, графіки 2, 1). Це засвідчували значення констант швидкості виходу протонів (kт), розраховані із графіків логарифмічної залежності величин Н+t/H+ст. від часу, що пройшов після вимикання світла. Однак у присутності в середовищі АТФ у концентрації 20 мкМ протонна провідність комплексу CF0CF1 в контрольних і ДЦКД-оброблених препаратах сильно відрізнялась. Так, в контрольних хлоропластах після внесення 20 мкМ АТФ протонна провідність комплексу знижувалась на 60%, тоді як в ДЦКД-оброблених мембранах відбувалось більш ніж дворазове прискорення виходу протонів (рис. 3, графіки 3, 4). 

Ці результати свідчать, що в ДЦКД-оброблених хлоропластах порушується механізм аденілатного контролю швидкості перенесення протонів через комплекс CF0CF1. Можна припустити, що різке зменшення спорідненості центрів міцного зв'язування до АТФ призводить до порушення внутрішньоферментного протонного спряження в хлоропластах на рівні комплексу ATФ-синтази і бере участь у механізмі інгібування фотофосфорилювання ДЦКД. 

Одержані відомості розширюють існуючі уявлення про механізм фотосинтетичного контролю, демонструючи, що у здійснені його, крім рН, бере участь також АТФ-синтаза шляхом регулювання швидкості перенесення електронів по ЕТЛ. Конформаційні зміни у ферментному комплексі CF0CF1 позначаються на його протонній провідності, яка залежить від заповнення центрів зв'язування нуклеотидів субстратами або продуктом фотофосфорилювання, а також від стану мембранної частини комплексу (Онойко и др., 2005). При цьому заповнення центрів зв'язування аденіннуклеотидами контролює як співвідношення між фосфорилюючим і нефосфорилюючим потоками протонів через комплекс CF0CF1, так і ступінь спряженості електронного транспорту із синтезом АТФ. 

Конформаційні зміни мембранної частини АТФ-синтази, індуковані зв'язуванням аденіннуклеотидів з каталітичною частиною комплексу. Відомо, що центри зв'язування аденіннуклеотидів локалізовані виключно в каталітичній частині комплексу CF0CF1. Серед них розрізняють саме каталітичні центри, в яких синтезуються молекули АТФ із AДФ і фосфату або гідролізується АТФ, а також регуляторні центри, у тому числі центри міцного зв'язування, що відіграють важливу роль у регуляції активності ферменту (Shapiro et al., 1991; Boyer, 1993; Digel et al., 1995).

Дослідження впливу субстратів та продукту фотофосфорилювання, які зв'язуються з каталітичною частиною комплексу CF0CF1 (CF1), на протонну провідність його мембранної частини (CF0) здійснювали шляхом визначення швидкості електронного транспорту в контрольних та ДЦКД-оброблених хлоропластах після видалення CF1 з тилакоїдних мембран за допомогою 2 М NaBr. Було показано, що присутність в середовищі, де знаходились хлоропласти, субстратів або продукту фотофосфорилювання суттєво змінювала протонну провідність CF0 після вилучення CF1 (табл. 3). 

Виявилось, що швидкість електронного транспорту, яка залежить від перенесення протонів через CF0, в препаратах, оброблених у темряві AДФ і Фн, а потім позбавлених CF1, була значно вищою, ніж у NaBr-відмитих контрольних мембранах. Попередня обробка хлоропластів АТФ у концентрації 10-50 мкМ, навпаки, призводила до інгібування швидкості перенесення протонів через відкритий протонний канал СF0 і, тому, до пригнічення швидкості електронного транспорту.

Таблиця 3

Вплив аденіннуклеотидів на швидкість перенесення електронів від води до 

метилвіологену в NaBr- відмитих контрольних та NaBr- відмитих 

ДЦКД-оброблених хлоропластах

Умови обробки
Швидкість перенесення електронів,

мкмоль О2·мг хл.-1·год-1

Контрольні 

хлоропласти
ДЦКД-оброблені 

хлоропласти

NaBr-відмиті хлоропласти
340 ( 15,3
240 ( 9,6

+ 0,25 мМ AДФ
345 ( 13,6
270 ( 10,8

+ 5 мМ Фн
350 ( 16,4
275 ( 11,0

+ 0,25 мМ AДФ, 5 мМ Фн
640 ( 30,5
390 ( 18,2

+ 10 мкМ АТФ
110 ( 4,8
240 ( 10,0

+ 20 мкМ АТФ
180 ( 7,2
400 ( 20,0

+ 50 мкМ АТФ
220 ( 8,7
310 ( 14,5

+ 100 мкМ АТФ
340 ( 15,0
275 ( 10,6

В ДЦКД-модифікованих хлоропластах протонна провідність мембранної частини (CF0) також залежала від умов обробки NaBr. Незважаючи на те, що швидкість електронного і, отже, протонного транспорту в NaBr-відмитих ДЦКД-оброблених препаратах знижувалась у порівнянні з NaBr-відмитими контрольними хлоропластами, субстрати фотофосфорилювання посилювали швидкість перенесення електронів по ЕТЛ за рахунок прискорення протонного витоку через CF0. Преінкубація з АТФ ДЦКД-оброблених мембран призводила до збільшення протонної провідності CF0 після видалення CF1, що супроводжувалося значною стимуляцією швидкості перенесення електронів від води до метилвіологену. Ці результати дозволили припустити, що показане нами вище роз'єднання протонного транспорту в ДЦКД-модифікованих хлоропластах при дії низьких концентрацій АТФ зберігається навіть після видалення CF1. 

Отже, одержані дані вказують на наявність структурних перебудов у мембранній частині комплексу СF0СF1 (CF0), що спричиняються зв'язуванням аденіннуклеотидів в каталітичних і регуляторних центрах ферменту. Субстрати і продукт фотофосфорилювання, приєднуючись до каталітичної частини (CF1), вже у темряві викликали конформаційні зміни CF0. При цьому індуковані аденіннуклеотидами структурні перебудови CF0 зберігалися і після видалення розчинної частини АТФ-синтази (CF1) (Онойко и др., 2005). 

Участь АТФ-синтази у регуляції фотохімічної активності фотосистем I і II в реакції Хілла. Для дослідження функціонування ФС I і ФС II в оксигенному фотосинтезі використовували фериціанід калію, K3[Fe(CN)6], який відновлюється в освітлених хлоропластах спряжено з виділенням кисню (реакція Хілла). Фериціанід калію здатний акцептувати електрони як від ФС I, так і від ФС II (Saha et al., 1971; Самуилов и др., 1997). Ця його здатність, а також застосування інгібіторів електронного транспорту на рівні b6f-цитохромного комплексу дозволяють оцінити відносну активність ФС I і II в реакції Хілла. 

Для визначення відносного внеску кожної фотосистеми у загальну швидкість фотовідновлення фериціаніду калію в хлоропластах нами було розроблено методичний підхід на основі вивчення кінетики інгібування нециклічного перенесення електронів Н2О→ФС II→ ФС I→K3[Fe(CN)6]. Для цього застосовувался 2-n-ноніл-4-гідроксихінолін-N-оксид (NQNO), який є інгібітором відновлення пластохінону в b6/f-цитохромному комплексі. 

У присутності 10 мМ NH4Cl, що викликає дисипацію pH, реєструється переважно перенесення електронів від Н2О до K3[Fe(CN)6] через обидві фотосистеми, оскільки мембранні переносники електронів знаходяться в основному в окисленій формі. Тому концентрація інгібітора, що пригнічує цей електронний транспорт на 50%, може розглядатися як I50 в реакції нециклічного перенесення електронів до K3[Fe(CN)6]. 

У табл. 4 наведені концентрації NQNO, що викликають 50% пригнічення швидкості нециклічного транспорту електронів (I50) у присутності 10 мМ NH4Cl у діапазоні рН середовища від 6,5 до 8,5. 

Таблиця 4

рН-залежність концентрації NQNO, що викликає 50% пригнічення 

швидкості перенесення електронів від Н2О до K3[Fe(CN)6] в хлоропластах

рН
I50, нM

6,50
200 ± 2,9

7,00
185 ± 1,7

7,50
180 ± 2,4

8,00
150 ± 1,7

8,50
130 ± 1,2

Якщо припустити, що I50 не залежить від ступеня спряженості хлоропластів, то загальна швидкість відновлення фериціаніду калію в нероз'єднаних хлоропластах, V, буде складатися зі швидкостей відновлення K3[Fe(CN)6] при нециклічному (лінійному) транспорті електронів за участю обох фотосистем, Vlin (VФСII + ФСI), та за участю тільки фотосистеми II, VФСII:

 V = Vlin + VФСII.                                               (1)

При додаванні інгібітора в концентрації I50 швидкість процесу можна представити у вигляді  

V(I50) = Ѕ Vlin + VФСII.                                          (2)

Шляхом перетворення рівнянь (1) і (2) одержуємо 

    V – V(I50) = Ѕ Vlin.                                            (3)

Тоді із рівнянь (1) і (3) можна визначити швидкість відновлення фериціаніду калію у ФС II:  

               VФСII = V – Vlin = V – 2(V – V(I50)) = V – 2V + 2V(I50) = 2V(I50) – V.    (4)                                                       

Таким чином, знаючи величину загальної швидкості нециклічного перенесення електронів Н2О→K3[Fe(CN)6] в необроблених інгібітором препаратах, а також швидкість нециклічного транспорту електронів у присутності інгібітора в концентрації I50, можна розрахувати швидкість відновлення фериціаніду калію у ФС II за допомогою рівняння (4). Цей методичній підхід був використаний для розрахунку відносного внеску ФС II і ФС I в реакцію Хілла у діапазоні     рН середовища від 6,5 до 8,5 за низької (зі щільністю потоку фотонів                50 мкмоль·м-2·с-1) та високої (зі щільністю потоку фотонів 500 мкмоль·м-2·с-1) інтенсивності світла (табл. 5). Для з'ясування ролі pH у регуляції фотохімічної активності кожної фотосистеми в реакції Хілла швидкість перенесення протонів через АТФ-синтазу і, таким чином, величину pH змінювали шляхом внесення в середовище субстратів фотофосфорилювання, або блокування протонного каналу ферменту за допомогою ДЦКД.

За низької інтенсивності діючого світла відносний внесок ФС II в реакцію фотовідновлення фериціаніду калію збільшувався при підвищенні рН середовища від 7,0 до 8,5. Обробка хлоропластів ДЦКД призводила не тільки до пригнічення швидкості перенесення електронів до K3[Fe(CN)6], але й до зниження відносної активності ФС II в реакції Хілла у цьому діапазоні рН. Однак, при   рН 6,5 відношення VФСII/VФСI на користь ФС II, навпаки, збільшувалось. За фосфорилюючих умов відносний внесок ФС II в реакцію Хілла зростав у порівнянні з нефосфорилюючими. В ДЦКД-оброблених препаратах вплив субстратів фотофосфорилювання на відносну активність окремих фотосистем зберігався. Після модифікації хлоропластів ДЦКД відносний внесок ФС II в реакцію фотовідновлення фериціаніду калію дещо зменшувався, за винятком випадку при   рН 6,5, коли відношення VФСII/VФСI було однаковим як за фосфорилюючих, так і нефосфорилюючих умов.  

Таблиця 5

рН-залежності швидкості перенесення електронів від Н2О до K3[Fe(CN)]6              (мкмоль·мг хл.-1·год-1) і відносного внеску ФС II і ФС I в реакцію Хілла 

за низької та високої інтенсивності діючого світла 

Показник
Низька інтенсивність 
Висока інтенсивність


рН
рН


6,50
7,00
7,50
8,00
8,50
6,50
7,00
7,50
8,00
8,50

Контрольні хлоропласти

V
68
44
116
146
160
136
95
245
280
320

V (I50)
52
33,5
89
114
127
119
61
164
198
229

VФСI 
32
21
54
64
66
34
68
162
164
182

VФСII 
36
23
62
82
94
102
27
83
116
138

VФСII/VФСI
1,13
1,10
1,15
1,28
1,42
3,00
0,40
0,51
0,71
0,76

 Оброблені 0,2 мМ ДЦКД хлоропласти

V
54
41
84
125
110
102
72
172
196
254

V (I50)
42
31
63,5
96
84
66
52
132
166
203

VФСI 
24
20
41
58
52
72
40
80
60
102

VФСII 
30
21
43
67
58
30
32
92
136
152

VФСII/VФСI
1,25
1,05
1,05
1,16
1,10
0,42
0,80
1,15
2,30
1,49

Контрольні хлоропласти у присутності 0,2 мМ AДФ і 2мМ Asi
V
88
73
147
180
200
170
140
295
360
420

V (I50)
68
56
115
143
160
90
84
188
247
308

VФСI 
40
34
64
74
80
160
112
214
226
224

VФСII 
48
39
83
106
120
10
28
81
134
196

VФСII/VФСI
1,20
1,15
1,30
1,43
1,50
0,06
0,25
0,38
0,59
0,88

 Оброблені 0,2 мМ ДЦКД хлоропласти у присутності 0,2 мМ AДФ і 2мМ Asi
V
72
51
115
158
128
144
105
230
310
360

V (I50)
56
39
88
123
99
96
76
173
236
278

VФСI 
32
24
54
70
58
96
58
114
148
164

VФСII 
40
27
61
88
70
48
47
116
162
196

VФСII/VФСI
1,25
1,13
1,13
1,26
1,20
0,40
0,80
1,02
1,10
1,20

Примітки. 

1. Для всіх результатів ( ( 0,05(M. 

2. Показники VФСI та VФСII відображають, що відновлення K3[Fe(CN)6] відбувається у ФС I або ФС II, відповідно.

За високої інтенсивності діючого світла відносний внесок ФС I в реакцію Хілла був більшим у порівнянні з ФС II у діапазоні рН 7,0-8,5. Однак, при      рН 6,5 фотохімічна активність ФС II при нециклічному перенесенні електронів від води до фериціаніду калію перевищувала активність ФС I в 3 рази. В ДЦКД-модифікованих мембранах домінуюча активність фотосистеми I в реакції Хілла спостерігалась лише при рН 6,5-7,0, а при підвищенні рН середовища до 8,5 зростала роль ФС II. У присутності субстратів фотофосфорилювання відносний внесок ФС I в реакцію Хілла значно збільшувався у порівнянні з нефосфорилюючими умовами, особливо при зниженні зовнішнього рН. Після обробки хлоропластів ДЦКД відносна активність ФС I за фосфорилюючих умов суттєво знижувалась при рН 6,5-7,0, а при підвищенні рН середовища від 7,5 до 8,5 збільшувався відносний внесок ФС II в реакцію Хілла. 

Одержані результати засвідчили, що в хлоропластах відносний внесок    ФС I і ФС II в реакцію фотовідновлення фериціаніду калію залежить від умов освітлення, а також функціонального стану АТФ-синтазного комплексу. За низької інтенсивності світла фериціанід калію переважно відновлювався у ФС II, що зумовлено достатнім світловим насищенням тільки цієї фотосистеми та великими розмірами її світлозбиральної антени. За високої інтенсивності світла зростала фотохімічна активність ФС I щодо ФС II, у якій доступність акцепторного центру контролювалася величиною pH (Онойко и др., 2003). При підвищенні рН за умов блокування транспорту протонів ДЦКД через АТФ-синтазу відносний внесок ФС II в реакцію Хілла збільшувався, тоді як при зниженні рН за фосфорилюючих умов домінуючою в реакції фотовідновлення фериціаніду калію стає відносна активність ФС I (Онойко и др., 2004). На підставі запропонованого нами методичного підходу ми довели, що за високої інтенсивності світла фотохімічна активність ФС I і ФС II в реакції Хілла залежить від швидкості протонного транспорту через АТФ-синтазу і, отже, від величини pH. 

Таким чином, результати даної роботи підтвердили, що координація процесів транспорту електронів та синтезу АТФ в хлоропластах здійснюється як за рахунок варіації величини рН, так і безпосередньо на рівні комлексу АТФ-синтази. 

ВИСНОВКИ

1. Фотосинтетичний контроль електронного транспорту в хлоропластах вищих рослин здійснюється за рахунок змін величини H+ та залежить від функціонального стану АТФ-синтази (CF0CF1), яка регулює виток протонів із енергізованих хлоропластів і, таким чином, впливає на величину H+.  

2. Інгібіторний аналіз фотофосфорилювання і активованого світлом гідролізу АТФ виявляє різний ступінь кінетичної кооперативності цих фотохімічних реакцій, що дозволяє висловити припущення про структурні перебудови шляхів транспорту протонів у процесі оборотних переходів Н+–АТФ-азного комплексу із синтазного в гідролазний стан.

3. Ковалентна модифікація мембранної частини АТФ-синтази (CF0) N,N'-дициклогексилкарбодиімідом (ДЦКД) викликає внутрішньоферментне роз'єднання синтезу АТФ та перенесення протонів у комплексі СF0CF1 і призводить до порушення контролю електронного транспорту за умов зростання величини трансмембранного pH.

4. Протонна провідність комплексу CF0CF1 залежить від зв'язування аденіннуклеотидів з каталітичною частиною АТФ-синтази (CF1). При цьому структурні перебудови у мембранній частині (CF0) зберігаються і після видалення CF1. 
5. Розроблено методичний підхід, який дозволяє оцінити відносний внесок окремих фотосистем у загальну швидкість фотовідновлення фериціаніду калію в хлоропластах. 

6. АТФ-синтаза бере участь у регуляції фотохімічної активності окремих фотосистем. Встановлено, що за низької інтенсивності світла відновлення екзогенного акцептора електронів фериціаніду калію здійснюється переважно у   ФС II, тоді як за високої інтенсивності світла зростає фотохімічна активність ФС I у порівнянні з активністю ФС II, у якій доступність акцепторного центру контролюється величиною pH.

7. Конформаційні зміни АТФ-синтази, що спричиняються зв'язуванням аденіннуклеотидів з відповідними центрами, та стан її мембранної частини (CF0) впливають на співвідношення між фосфорилюючим і нефосфорилюючим потоками протонів через комплекс CF0CF1, а також відіграють важливу роль у фотосинтетичному контролі транспорту електронів.  
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Дисертація на здобуття вченого ступеня кандидата біологічних наук за спеціальністю 03.00.04 – Біохімія. – Київський національний університет      імені Тараса Шевченка, Київ – 2006.

Досліджено участь АТФ-синтази (CF0CF1) у фотосинтетичному контролі фотохімічних реакцій в хлоропластах. Показано, що синтез і гідроліз АТФ характеризуються різним ступенем кінетичної кооперативності, що вказує на можливі структурні перебудови шляхів перенесення протонів у процесі оборотних переходів комплексу CF0CF1 із синтазного в гідролазний стан. Зв'язування аденіннуклеотидів з каталітичною частиною ферменту (CF1) спричиняло конформаційні зміни мембранної частини (CF0), що впливало на протонну провідність комплексу CF0CF1 і, таким чином, на швидкість електронного транспорту. Модифікація протонного каналу CF0 ДЦКД викликала роз'єднання синтезу АТФ та перенесення протонів у комплексі СF0CF1 і призводила до порушення контролю швидкості електронного транспорту за високих рівнів pH. Конформаційні зміни CF0 при дії аденіннуклеотидів зберігалися після видалення CF1. Встановлено, що АТФ-синтаза бере участь у регуляції швидкості електронного транспорту на рівні фотосистем I і II. Розроблено методичний підхід для оцінки відносного внеску окремих фотосистем в реакцію Хілла за низької та високої інтенсивності світла. 

Ключові слова: АТФ-синтаза, електронний транспорт, перенесення протонів, синтез і гідроліз АТФ, фотосинтетичний контроль, фотосистеми I і II.
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Диссертация на соискание ученой степени кандидата биологических наук по специальности 03.00.04 – Биохимия – Киевский национальный университет имени Тараса Шевченко, Киев – 2006.

Исследовано функционирование АТФ-синтазы (CF0CF1) в фотосинтетическом контроле фотохимических реакций в хлоропластах. 

Показано, что синтез и гидролиз АТФ характеризуются различной степенью кинетической кооперативности. Эти данные свидетельствуют о возможных структурных перестройках путей протонного переноса в процессе обратимых переходов комплекса CF0CF1 из синтазного в гидролазное состояние. 

Регуляция адениннуклеотидами скорости электронного транспорта осуществлялась через изменение протонной проводимости АТФ-синтазного комплекса. Связывание адениннуклеотидов с каталитической частью фермента (CF1) вызывало конформационные изменения мембранной части (CF0), которые влияли на протонную проводимость комплекса CF0CF1 и, таким образом, на  скорость электронного транспорта. Модификация протонного канала CF0 ДЦКД приводила к разобщению синтеза АТФ и протонного переноса в комплексе СF0CF1 и к нарушению контроля скорости электронного транспорта при высоких уровнях pH. Конформационные изменения мембранной части АТФ-синтазы (СF0), обусловленные связыванием адениннуклеотидов с нуклеотид-связывающими центрами, сохранялись после удаления растворимой каталитической части (CF1). 

Установлено, что АТФ-синтаза принимает участие в регуляции скорости электронного транспорта на уровне фотосистем I і II. Разработан методический подход, который позволил оценить относительный вклад каждой фотосистемы в реакцию Хилла при низкой и высокой интенсивности света. При низкой интенсивности света феррицианид калия восстанавливался, главным образом, в фотосистеме II, а при высокой интенсивности света возрастала фотохимическая активность фотосистемы I в реакции Хилла по сравнению с активностью фотосистемы II, в которой доступность акцепторного центра контролировалась величиной pH.

Ключевые слова: АТФ-синтаза, электронный транспорт, перенос протонов, синтез и гидролиз АТФ, фотосинтетический контроль, фотосистемы I и  II.
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Dissertation for the candidate of biologycal science degree in speciality  03.00.04 – Biochemistry. – Kyiv National Taras Shevchenko University, Kyiv– 2006.

The photosynthetic control of photochemical reactions in chloroplasts with participation of ATP-synthase (CF0CF1) has been investigated. It was shown that ATP synthesis and hydrolysis were characterized by different degrees of kinetic cooperativity. The data suggested possible structural reorganizations of proton transfer pathways during reversible transitions of CF0CF1 complex from synthetic to hydrolytic state. Binding of adenine nucleotides with CF1 catalytic part of the enzyme induced the conformational changes in CF0 membrane part, affecting proton conductivity of CF0CF1 complex, and thus alterating the electron transport rate. DCCD-modification of proton channel of CF0 caused the uncoupling of ATP synthesis and proton transfer in CF0CF1 complex and resulted in the elimination of electron transport control rate at high pH levels. Conformational changes of CF0 induced by adenine nucleotide binding maintained after the removal of CF1. It was determined that ATP-synthase participated in the regulation of electron transport rate at the level of photosystems I and II. The methodic approach for the estimation of relative contribution of each photosystem to the Hill reaction at low and high intensity of light was developed. 

Key words: АТР-synthase, electron transport, proton transfer, ATP synthesis and hydrolysis, photosynthetic control, photosystems I and II.

_1336803972.xls
Диаграмма1

		

		-2.058		-2.058		-2.058		-2.058

		-2		-2		-2		-2

		-1.9		-1.9		-1.9		-1.9

		-1.8		-1.8		-1.8		-1.8

		-1.697		-1.697		-1.697		-1.697

		-2		-2		-2		-2

		-1.9		-1.9		-1.9		-1.9

		-1.8		-1.8		-1.8		-1.8

		-1.76		-1.76		-1.76		-1.76

		-1.7		-1.7		-1.7		-1.7

		-1.65		-1.65		-1.65		-1.65

		-1.596		-1.596		-1.596		-1.596

		-1.5		-1.5		-1.5		-1.5

		-1.421		-1.421		-1.421		-1.421

		-1.381		-1.381		-1.381		-1.381

		-1.3		-1.3		-1.3		-1.3

		-1		-1		-1		-1

		-0.8		-0.8		-0.8		-0.8

		-0.7		-0.7		-0.7		-0.7

		-0.518		-0.518		-0.518		-0.518



1

2

3

4

б

nХ = 9,1

nХ = 5,8

nХ = 3,3

nХ = 2,6

1

2

3

4

lg [ДЦКД/хлорофіл]

-lg [Vi/(V0-Vi)]

-1.34

-0.86

0.05

0.95

1.92

-1.4

-0.788

-0.087

0.144

0.493

-0.97

0.782

-0.83

1.07

-0.66

1.63

-0.35

-1.26

-0.08

-1.06

0.04

-0.96

0.31

-0.75

1.3

0.035

1.98

0.56

0.81

1.28



Лист1

				1		2		3		4

		-2.058		-1.34

		-2		-0.86

		-1.9		0.05

		-1.8		0.95

		-1.697		1.92

		-2				-1.4

		-1.9				-0.788

		-1.8				-0.087

		-1.76				0.144

		-1.7				0.493		-0.97

		-1.65				0.782		-0.83

		-1.596				1.07		-0.66

		-1.5				1.63		-0.35		-1.26

		-1.421						-0.08		-1.06

		-1.381						0.04		-0.96

		-1.3						0.31		-0.75

		-1						1.3		0.035

		-0.8						1.98		0.56

		-0.7								0.81

		-0.518								1.28





Лист1

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0



1

2

3

4

б

1

2

3

4

Lg [ДЦКД/хлорофилл]

-Lg [Vi/(V0-Vi)]

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0




_1336803973.xls
Диаграмма1

		0.005		0.005		0.005		0.005

		0.01		0.01		0.01		0.01

		0.0125		0.0125		0.0125		0.0125

		0.0148		0.0148		0.0148		0.0148

		0.0165		0.0165		0.0165		0.0165

		0.0175		0.0175		0.0175		0.0175

		0.018		0.018		0.018		0.018

		0.019		0.019		0.019		0.019

		0.02		0.02		0.02		0.02

		0.0211		0.0211		0.0211		0.0211

		0.0219		0.0219		0.0219		0.0219

		0.0225		0.0225		0.0225		0.0225

		0.02515		0.02515		0.02515		0.02515

		0.028		0.028		0.028		0.028

		0.029		0.029		0.029		0.029

		0.0301		0.0301		0.0301		0.0301

						0.03074		0.03074

						0.03175		0.03175

						0.0325		0.0325

						0.03515		0.03515

						0.039		0.039

						0.04027		0.04027



1

3

0,01

2

0,02

0,1

0,2

4

0,03

а

2

1

3

4

ДЦКД/хлорофіл

V,% від контролю

100

100

88

86

47

70.5

10

55

2

41.8

0

37.5

30

24.3

19.5

17

14.9

7.9

2.1

100

0

94

85

100

69

96.5

33

91.5

25.5

85

5

48

23

13.5



Лист1

				2		1		3		4

		0.005				100

		0.01		100		88

		0.0125		86		47

		0.0148		70.5		10

		0.0165		55		2

		0.0175		41.8		0

		0.018		37.5

		0.019		30

		0.02		24.3

		0.0211		19.5

		0.0219		17

		0.0225		14.9

		0.02515		7.9

		0.028		2.1				100

		0.029		0				94

		0.0301						85		100

		0.03074						69		96.5

		0.03175						33		91.5

		0.0325						25.5		85

		0.03515						5		48

		0.039								23

		0.04027								13.5



&A

Страница &P



Лист1

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

						0		0

						0		0

						0		0

						0		0

						0		0

						0		0



&A

Страница &P

1

3

0,01

2

0,02

0,1

0,2

4

0,03

а

2

1

3

4

ДЦКД/хлорофилл

V,% от контроля

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0



Лист2

		



&A

Страница &P



Лист3

		



&A

Страница &P



Лист4

		



&A

Страница &P



Лист5

		



&A

Страница &P



Лист6

		



&A

Страница &P



Лист7

		



&A

Страница &P



Лист8

		



&A

Страница &P



Лист9

		



&A

Страница &P



Лист10

		



&A

Страница &P



Лист11

		



&A

Страница &P



Лист12

		



&A

Страница &P



Лист13

		



&A

Страница &P



Лист14

		



&A

Страница &P



Лист15

		



&A

Страница &P



Лист16

		



&A

Страница &P




_1336803971.xls
Диаграмма1

		0		0		5.7		5.7		4.2		4.2

		5		5		4		4		5.4		5.4

		10		10		2		2		5.8		5.8

		17.5		17.5		2.1		2.1		5.6		5.6

		25		25		2.6		2.6		6.4		6.4

		31		31		3		3		6.4		6.4

		38		38		3.45		3.45		6.1		6.1

		50		50		4.1		4.1		4.7		4.7

		75		75		4.4		4.4		4



1

2

[АТФ], мкМ

Vе-, мкмоль О2·мг хл.-1·год-1

120

85

80

106

40

125

42.6

153

52.5

160

60

151

69

136

82

112

88

100



Лист1

		

		0		120		85

		5		80		106																ДЦКД

		10		40		125																4.2

		17.5		42.6		153																5.4

		25		52.5		160																5.8

		31		60		151																5.6

		38		69		136																6.4

		50		82		112																6.4

		75		88		100																6.1

																						4.7

																						4

																						к

																						5.7

																						4

																						2

																						2.1

																						2.6

																						3

																						3.45

																						4.1

																						4.4





Лист1

		0		0		5.7		5.7		4.2		4.2

		0		0		4		4		5.4		5.4

		0		0		2		2		5.8		5.8

		0		0		2.1		2.1		5.6		5.6

		0		0		2.6		2.6		6.4		6.4

		0		0		3		3		6.4		6.4

		0		0		3.45		3.45		6.1		6.1

		0		0		4.1		4.1		4.7		4.7

		0		0		4.4		4.4		4



2

1

[АТФ], мкМ

Vе-, мкмоль/мг хлф.·час

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0




_1336803970.xls
Диаграмма6

		0		0		0		0

		0.17		0.17		0.17		0.17

		0.33		0.33		0.33		0.33

		0.38		0.38		0.38		0.38

		0.7		0.7		0.7		0.7

		0.73		0.73		0.73		0.73

		0.77		0.77		0.77		0.77

		1.2		1.2		1.2		1.2

		1.33		1.33		1.33		1.33

		1.69		1.69		1.69		1.69

		2.33		2.33		2.33		2.33

		2.4		2.4		2.4		2.4

		2.77		2.77		2.77		2.77

		3		3		3		3

		3.33		3.33		3.33		3.33

		3.67		3.67		3.67		3.67

		3.92		3.92		3.92		3.92

		4		4		4		4

		4.67		4.67		4.67		4.67

		5.33		5.33		5.33		5.33

		5.4		5.4		5.4		5.4

		6		6		6		6

		6.17		6.17		6.17		6.17

		6.92		6.92		6.92		6.92

		7.67		7.67		7.67		7.67

		8		8		8		8

		8.5		8.5		8.5		8.5

		9.23		9.23		9.23		9.23

		10		10		10		10

		10.7		10.7		10.7		10.7

		11.67		11.67		11.67		11.67

		12.3		12.3		12.3		12.3

		15		15		15		15

		15.3		15.3		15.3		15.3

		17.69		17.69		17.69		17.69

		20		20		20		20

		23		23		23		23

		26.67		26.67		26.67		26.67



1

2

4

0,13

0,15

0,3

3

0,06

час, c

ln DpH+t /DpH+ст.

0

0

0

0

-0.05

-0.025

-0.0221

-0.0102

-0.1

-0.0495

-0.0429

-0.0198

-0.114

-0.057

-0.05

-0.0228

-0.21

-0.105

-0.091

-0.042

-0.22

-0.1095

-0.0949

-0.0438

-0.231

-0.1155

-0.1

-0.0462

-0.36

-0.18

-0.156

-0.072

-0.399

-0.2

-0.1729

-0.0798

-0.507

-0.2535

-0.22

-0.1014

-0.7

-0.345

-0.3029

-0.1398

-0.72

-0.36

-0.312

-0.144

-0.831

-0.4155

-0.3601

-0.1662

-0.9

-0.45

-0.39

-0.18

-0.999

-0.5

-0.4329

-0.1998

-1.101

-0.5505

-0.4771

-0.22

-1.176

-0.588

-0.51

-0.2352

-1.2

-0.6

-0.52

-0.24

-1.4

-0.7

-0.6071

-0.2802

-1.6

-0.7995

-0.6929

-0.3198

-1.62

-0.81

-0.7

-0.324

-1.8

-0.9

-0.78

-0.36

-1.851

-0.9255

-0.8021

-0.3702

-2.076

-1.038

-0.9

-0.4152

-2.3

-1.1505

-0.9971

-0.4602

-2.4

-1.2

-1.04

-0.48

-2.55

-1.275

-1.105

-0.51

-2.769

-1.3845

-1.2

-0.5538

-3

-1.5

-1.3

-0.6

-1.6

-1.4

-0.642

-1.7505

-1.5171

-0.7

-1.845

-1.6

-0.738

-2.25

-1.95

-0.9

-2.3

-1.989

-0.918

-2.6535

-2.3

-1.0614

-3

-2.6

-1.2

-3

-1.38

-1.6



Лист1

		0		7.707		7.707

		2		7.728		7.738

		2.5		7.733		7.7458

		5		7.753		7.765

		10		7.78		7.79

		15		7.797		7.803

		18		7.804		7.808

		20		7.807		7.8108

		21.25		7.807		7.8118

		22.5		7.807		7.8119

		25		7.807		7.812

		30		7.807		7.812

		40		7.807		7.812

		50		7.807		7.812

		60		7.807		7.812

		60.3		7.804		7.812

		60.7		7.797		7.812

		61.3		7.7874		7.812

		62.4		7.777		7.812

		63.3		7.767		7.812

		63.7		7.7633		7.812

		64.9		7.756		7.812

		65		7.755		7.812

		65.17		7.7537		7.81

		65.33		7.7532		7.8085

		65.4		7.752		7.807

		65.73		7.751		7.804

		65.8		7.75		7.801

		66.2		7.7473		7.796

		66.7		7.7446		7.791

		67.33		7.74235		7.7855

		67.8		7.7401		7.78

		68		7.7383		7.778

		68.9		7.734		7.77

		69.5		7.7315		7.761

		70.1		7.7287		7.7612

		70.4		7.7284		7.758

		71.8		7.724		7.749

		72		7.7233		7.748

		72.67		7.72165		7.7445

		73.6		7.72		7.741

		74.23		7.7185		7.738

		75.1		7.717		7.7346

		76.4		7.7154		7.73

		77.1		7.7144		7.728

		78.8		7.713		7.724

		80		7.712		7.7205

		82.07		7.7105		7.717

		82.4		7.71		7.717

		85.4		7.7095		7.7145

		88.2		7.709		7.7127

		90.1		7.7085		7.7123

		97.7		7.7073		7.7107

		100		7.707		7.71

		108.73				7.7085

		110.8				7.707

		140

		0		0		0		0		0

		0.17		-0.05		-0.025		-0.0221		-0.0102

		0.33		-0.1		-0.0495		-0.0429		-0.0198

		0.38		-0.114		-0.057		-0.05		-0.0228

		0.7		-0.21		-0.105		-0.091		-0.042

		0.73		-0.22		-0.1095		-0.0949		-0.0438

		0.77		-0.231		-0.1155		-0.1		-0.0462

		1.2		-0.36		-0.18		-0.156		-0.072

		1.33		-0.399		-0.2		-0.1729		-0.0798

		1.69		-0.507		-0.2535		-0.22		-0.1014

		2.33		-0.7		-0.345		-0.3029		-0.1398

		2.4		-0.72		-0.36		-0.312		-0.144

		2.77		-0.831		-0.4155		-0.3601		-0.1662

		3		-0.9		-0.45		-0.39		-0.18

		3.33		-0.999		-0.5		-0.4329		-0.1998

		3.67		-1.101		-0.5505		-0.4771		-0.22

		3.92		-1.176		-0.588		-0.51		-0.2352

		4		-1.2		-0.6		-0.52		-0.24

		4.67		-1.4		-0.7		-0.6071		-0.2802

		5.33		-1.6		-0.7995		-0.6929		-0.3198

		5.4		-1.62		-0.81		-0.7		-0.324

		6		-1.8		-0.9		-0.78		-0.36

		6.17		-1.851		-0.9255		-0.8021		-0.3702

		6.92		-2.076		-1.038		-0.9		-0.4152

		7.67		-2.3		-1.1505		-0.9971		-0.4602

		8		-2.4		-1.2		-1.04		-0.48

		8.5		-2.55		-1.275		-1.105		-0.51

		9.23		-2.769		-1.3845		-1.2		-0.5538

		10		-3		-1.5		-1.3		-0.6

		10.7				-1.6		-1.4		-0.642

		11.67				-1.7505		-1.5171		-0.7

		12.3				-1.845		-1.6		-0.738

		15				-2.25		-1.95		-0.9

		15.3				-2.3		-1.989		-0.918

		17.69				-2.6535		-2.3		-1.0614

		20				-3		-2.6		-1.2

		23						-3		-1.38

		26.67								-1.6





Лист1

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0



2

1

свет вкл.

свет выкл.

время, сек

рН

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0



Лист2

		0		7.707		7.707

		2.5		7.735		7.719

		5		7.765		7.732

		10		7.8		7.768

		15		7.8213		7.805

		20		7.8332		7.819

		22.2		7.8365		7.82

		22.5		7.8371		7.8208

		25		7.8411		7.821

		30		7.845		7.821

		40		7.847		7.821

		50		7.847		7.821

		60		7.847		7.821

		60.3		7.847		7.821

		60.7		7.847		7.821

		61.3		7.847		7.821

		62.4		7.847		7.821

		63.3		7.847		7.821

		63.7		7.847		7.821

		64.7		7.847		7.821

		65		7.847		7.821

		65.17		7.847		7.815

		65.33		7.847		7.809

		65.4		7.847		7.8035

		65.73		7.847		7.798

		65.8		7.847		7.7925

		66.2		7.847		7.787

		66.7		7.847		7.775

		67.33		7.847		7.764

		67.8		7.847		7.7585

		68		7.847		7.753

		68.9		7.847		7.741

		70.33		7.847		7.73

		70.5		7.847		7.728

		70.8		7.844		7.726

		71.8		7.8349		7.7215

		72		7.833		7.72

		72.67		7.826		7.718

		73.5		7.819		7.7158

		74.23		7.815		7.7133

		75.1		7.81		7.712

		76.4		7.802		7.71

		77		7.798		7.709

		78.4		7.791		7.708

		80		7.784		7.707

		82.07		7.7746		7.707

		82.4		7.7734

		85.4		7.763

		88.2		7.7548

		90.1		7.749

		97.7		7.732

		100		7.73

		108.73		7.721

		111		7.7196

		140		7.707
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свет вкл.
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свет выкл.
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