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Рассмотрены свойства ретинального белка (ESR) психротрофной бактерии Exiguobacterium sibiricum, предс�
тавляющего собой светозависимую протонную помпу. Уникальной структурной особенностью ESR являет�
ся наличие остатка лизина в положении, соответствующем внутрибелковому донору протонов для основа�
ния Шиффа. Мы показали, что Lys96 успешно выполняет в молекуле ESR функцию донора, облегчая дос�
тавку протонов с цитоплазматической поверхности белка к основанию Шиффа. Поскольку поглощение
протонов предшествует репротонированию основания Шиффа, можно предположить, что в исходном сос�
тоянии этот остаток не заряжен и приобретает протон в течение короткого промежутка времени после де�
протонирования основания Шиффа и образования интермедиата М. Это отличает ESR от родственных ре�
тинальных белков – бактериородопсина (BR), протеородопсина (PR) и ксантородопсина (XR), в которых
функцию донора выполняют остатки с карбоксильной группой, протонированные в исходном состоянии.
Как и другие протонные помпы эубактерий (PR и XR), ESR содержит остаток гистидина, взаимодейству�
щий с акцептором протонов Asp85. Это взаимодействие приводит к сдвигу рКа акцептора в более кислую
область по сравнению с PR, обеспечивая его способность к функционированию в широком диапазоне рН.
Наличие сильной водородной связи между остатками Asp85 и His57, структура вероятных протонперенося�
щих путeй с цитоплазматической поверхности к основанию Шиффа и к наружной поверхности и другиe
особенности ESR продемонстрированы благодаря расшифровке его пространственной структуры, которая
выявляет ряд отличий от известных структур BR и XR. Структура ESR, схема фотоцикла и реакций перено�
са протонов обсуждаются в сравнении с гомологичными ретинальными белками.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: ретинальный белок, протеородопсин, Exiguobacterium sibiricum, основание Шиффа,
акцептор протонов, донор протонов, фотоцикл.

ESR – РЕТИНАЛЬНЫЙ БЕЛОК Exiguobacterium sibiricum 
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В 2008 г. в BMC Genomics была опубликова�
на статья, посвященная расшифровке генома
Exiguobacterium sibiricum – микроорганизма, вы�
деленного из вечномерзлого грунта возрастом
~3 млн лет. На основании аннотации кодирую�
щих последовательностей в ней было высказано
предположение о том, что эта психротрофная
бактерия может продуцировать родопсин [1].
Экспрессия соответствующего гена в E. coli про�
демонстрировала функциональное сходство ре�
комбинантного родопсина с другими ретиналь�
ными белками – переносчиками протонов [2]. К
этому моменту прошло уже около 40 лет после
открытия первого протонного насоса такого ро�
да – бактериородопсина (BR) пурпурных мемб�
ран галофильных архей Halobacterium salinarum
[3]. За эти годы были опубликованы сотни ра�
бот, посвященных расшифровкe механизма, с
помощью которого энергия поглощенного
кванта света преобразуется молекулой этого
белка в электрохимический градиент протонов
на мембране.

Важнейшими вехами на этом пути стали оп�
ределение аминокислотной последовательности
BR [4, 5], доказательство электрогенности пе�
реноса протонов [6, 7], определение простран�
ственной структуры белка [8, 9], разработка сис�
темы мутагенеза в H. salinarum [10], получение
данных рентгеноструктурного анализа высокого
разрешения [11]. Было установлено, что каждая
молекула BR состоит из двух компонентов: бел�
ка�опсина и хромофора – all'trans�ретиналя,
связанного с остатком Lys216 через Шиффово
основание [4]. После поглощения света проис�
ходит изомеризация ретиналя в 13'cis�конфигу�
рацию [12, 13] с образованием короткоживуще�
го состояния (интермедиата) К [14, 15]. В ре�
зультате последующих конформационных изме�
нений хромофора, заканчивающихся его возв�
ращением в all'trans�конфигурацию, и сопро�
вождающих их структурных перестроек белка,
которые характеризуются образованием интер�
медиатов L, M, N и О, происходит освобожде�
ние протона на внешней поверхности белка и
его поглощение с цитоплазматической поверх�
ности [16].

Ключевым событием в фотоцикле BR явля�
ется перенос протона с основания Шиффа на
акцептор – остаток Asp85 [17], сопровождаемый
образованием интермедиата М (депротониро�
ванного основания Шиффа). Показано, что
принципиальное значение для функционирова�
ния белка имеет система водородных связей, со�
единяющая акцептор протона Asp85 и соседние
остатки (Arg82, Asp212 и другие) [11]. Репрото�
нирование основания Шиффа осуществляется с
участием внутрибелкового донора – остатка

Asp96 [18]. Продемонстрировано, что транспорт
протона является результатом последователь�
ных изменений рКа основания Шиффа и клю�
чевых аминокислотных остатков в результате
конформационных перестроек [19]. Простран�
ственные структуры различных интермедиатов
BR были исследованы с помощью метода рент�
геновской кристаллографии при низких темпе�
ратурах [20–22]. В целом в настоящее время BR
является одним из наиболее изученных мемб�
ранных белков.

В 2000 г. семейство ретиналь�содержащих
белков пополнилось протеородопсином (PR),
ген которого был открыт в результате секвени�
рования метагеномной библиотеки, получен�
ной из морского микропланктона [23]. Оказа�
лось, что «зеленый» (названный по положению
максимумом поглощения) протеородопсин (GPR)
проходит те же основные стадии фотоцикла, ко�
торые характерны и для BR, однако pKa первич�
ного акцептора Asp97 в его молекуле существен�
но выше (7,5 против 2,5 у BR). Кроме того, вы�
деление протона молекулой PR происходит во
второй части фотоцикла, после его поглощения
из цитоплазмы.

Впоследствии было обнаружено существова�
ние огромного количества структурных анало�
гов BR у протеобактерий, актиномицетов, циа�
нобактерий, грибов и других микроорганизмов
[24]. Аминокислотные последовательности всех
этих белков обладают определенной степенью
гомологии, при этом ключевые позиции в них
занимают те же аминокислотные остатки, что и
в BR, или гомологичные остатки с аналогичны�
ми функциональными группами. Так, акцепто�
ром протонов в молекулах всех транспортных
родопсинов является аспартат, а функцию доно�
ра протонов выполняет аспартат или глутамат.
Таким образом, обнаружение гена нового рети�
нального белка в 2008 г. уже не являлось сенса�
цией, и нужны были веские причины, чтобы на�
чать работу по его получению и исследованию.

Таких причин оказалось две. Во�первых, ин�
терес представляло наличие кодирующей после�
довательности ретинального белка (мы назвали
его ESR от Exiguobacterium sibiricum rhodopsin) в
геноме психротрофной почвенной бактерии [2].
Все ранее известные микробные родопсины
принадлежали галофильным археям или морс�
ким микроорганизмам, а E. sibiricum была выде�
лена из грунта, имеющего пресноводное проис�
хождение. Во�вторых, сравнение аминокислот�
ных последовательностей ESR, BR и PR выяви�
ло консервативный характер всех ключевых
аминокислотных остатков, предположительно
участвующих в транспорте протона, за исключе�
нием одного. В положении, соответствующем
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донору протонов для основания Шиффа, вместо
привычного карбоксильного остатка в молекуле
ESR обнаруживается остаток лизина (Lys96)
(рис. 1). Позднее этот остаток в соответствую�
щем положении был обнаружен у протеородоп�
синов родственных видов, например, Exi'
guobacterium AT1b, обитающей в горячем источ�
нике в Йеллоустонском парке [25], а также у по�
тенциальных ретинальных белков океанских
протеобактерий [26]. Наличие такой уникаль�
ной структурной особенности вызвало ряд вопро�
сов, на которые отвечали в процессе исследова�
ний этого интереснейшего ретинального белка.

ОСОБЕННОСТИ ФОТОЦИКЛА ESR 
В РАЗЛИЧНЫХ СРЕДАХ И ЕГО СВЯЗЬ 

С ВЫДЕЛЕНИЕМ ПРОТОНА

Рекомбинантный ESR с гексагистидиновой
последовательностью на С�конце был экспрес�
сирован нами в Escherichia coli, экстрагирован из
мембранной фракции клеток бактерий в присут�

ствии детергента n�додецил�β�D�мальтопира�
нозида (ДДМ) и очищен с помощью металлоаф�
финной хроматографии [2]. При рН 7 спектр
поглощения полученного препарата демонстри�
ровал максимум при 532 нм (рис. 2, а), короче,
чем у BR и XR, и ближе к максимуму поглоще�
ния GPR. Для доказательства протон�транспорт�
ной активности ESR были изучены светоинду�
цированные изменения рН в суспензии протео�
липосом со встроенным белком или экспресси�
рующих его клеток E. coli. В ответ на освещение
происходило закисление раствора, что соответ�
ствует переносу протонов наружу из клеток или
протеолипосом, содержащих ESR (рис. 2, б). Ра�
бота протонной помпы наблюдалась в широком
диапазоне рН – между 4,5 и 8,5. На основании
полученных данных был сделан вывод о том, что
новый ретинальный белок является представи�
телем семейства транспортных родопсинов, вы�
полняющих функцию протонных насосов.

Фотоцикл ESR исследовали методом им�
пульсной лазерной спектроскопии (флэш�фо�
толиза). Оказалось, что при нейтральных значе�
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Рис. 1. Сопоставление аминокислотных последовательностей ESR и гомологичных ретинальных белков с помощью прог�
раммы CLUSTAL 2.1. Рамками выделены положения, соответствующие аминокислотным остаткам Asp85, Lys96, Lys225 в
молекуле ESR
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ниях рН ESR в мицеллах ДДМ в ответ на
вспышку света образует преимущественно пог�
лощающие в области длинных волн интермеди�
аты (K�, L� и N/O�подобные), а количество М�ин�
термедиата, соответствующего депротониро�
ванному основанию Шиффа, с максимумом
поглощения 410 нм крайне мало (рис. 3, а). При
увеличении рН выше 9 наблюдается быстрое
появление интермедиата М, которое достигает
максимума  за ~4 мс после вспышки (рис. 3, б).
рКа образования М в мицеллах ДДМ составляет
~8,8–9 [27].

После распада М в результате репротониро�
вания основания Шиффа образуется состояние,
аналогичное N� или О�интермедиату фотоцикла
BR. Как впоследствии было показано с по�
мощью метода инфракрасной спектроскопии с
фурье�преобразованием (FTIR), реизомериза�
ция ретиналя является одной из самых медлен�
ных стадий и происходит в самом конце фото�
цикла ESR, что приводит к преобладанию ин�
термедиата N�типа с ретиналем в 13'cis�конфи�
гурации [28].

Исследования фотоцикла ESR в составе про�
теолипосом или липидо�подобного детергента
LPG (16:0 Lyso PG) [29] обнаружили наличие тех
же закономерностей, что и в белке, солюбили�
зированном в мицеллах ДДМ, однако интерме�
диат М в этих средах появлялся уже при нейт�
ральных рН (рКа его образования составило
~6,5) и распадался значительно быстрее (рис. 3,
в, г). Так же, как и в ДДМ, количество М�интер�
медиата при исследовании ESR в липидном ок�

ружении росло по мере увеличения рН. Таким
образом, интересной особенностью ESR являет�
ся существенная зависимость параметров фото�
цикла от окружения.

С целью изучения временной последова�
тельности событий в процессе транспорта про�
тонов ESR были проведены эксперименты с ис�
пользованием рН�чувствительного красителя
пиранина (рКа ~7,2). Увеличение поглощения
пиранина при 460 нм в ответ на вспышку соот�
ветствует поглощению протона из среды, а сни�
жение – его выделению. Несмотря на неболь�
шое количество интермедиата М в фотоцикле
ESR в мицеллах ДДМ, при рН 7,2 наблюдается
значительный сигнал пиранина, причем, в от�
личие от BR, в этом белке вначале происходит
захват протона (τ ~12 мс), а затем его выход на�
ружу (τ ~120 мс). Подобная последовательность
событий типична для многих эубактериальных
протонных насосов и объясняется отсутствием в
их молекулах гомологов остатков Glu194 и
Glu204, образующих группу освобождения про�
тона в молекуле BR (обзоры [30, 31]).

Исследование препарата ESR, солюбилизи�
рованного в мицеллах LPG, благодаря нали�
чию большого количества интермедиата М уже
при рН 7,2 позволило детально сопоставить ки�
нетику транспорта протона с фотоциклом бел�
ка. Захват протона в этих условиях происходит с
τ ~0,9 мс, что практически совпадает со време�
нем распада интермедиата М и образования ин�
термедиата N, т.е. репротонирования основания
Шиффа. Высвобождение протона характеризу�
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Рис. 2. Свойства рекомбинантного ESR. а – Спектр поглощения образца в буфере 50 мМ фосфат натрия, 100 мМ NaCl,
0,2%�ный ДДМ, рН 8,0; б – светоиндуцированный выброс протонов протеолипосомами, содержащими ESR. Стрелками
указаны моменты включения и выключения света
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ется τ ~64 мс и коррелирует с распадом длинно�
волнового интермедиата и возвращением ис�
ходного состояния (рис. 4).

Для того, чтобы понять, вовлекается ли в
процесс переноса H+ промежуточная донорно�
акцепторная группа, необходимо было опреде�
лить, предшествует ли захват протона репрото�
нированию основания Шиффа, или наоборот. В
этом нам помогла замена Н2О в образце ESR на
D2O [29]. Из работ, посвященных исследованию
BR, было известно, что различные стадии фото�
цикла замедляются в тяжелой воде по�разному.
Этот кинетический эффект проявился и в дан�
ном случае: скорость распада М�интермедиата
снизилась в три раза (τ ~3 мс), а скорость захва�

та протона – только в 2,3 раза (τ ~2 мс). Следо�
вательно, использование тяжелой воды позво�
лило более четко разделить во времени процес�
сы поглощения протона и репротонирования
основания Шиффа и однозначно продемон�
стрировать, что первый предшествует второму.
Вначале происходит захват протона определен�
ной группой в молекуле белка, которая в исход�
ном состоянии его не содержит, а затем, после
небольшой задержки, протон передается на ос�
нование Шиффа. Таким образом, эта группа
служит донором протонов для основания Шиф�
фа в молекуле ESR. Данные о природе этой
группы были получены в экспериментах с му�
тантами ESR.
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Рис. 3. Фотоцикл ESR в мицеллах ДДМ (а, б) и LPG (в, г) при рН 7,6 (а), 9,1 (б), 7,1 (в), 8,7 (г). 1 – Изменения поглоще�
ния при 590 нм вследствие образования и распада К�, N� и O�интермедиатoв, 2 – изменения поглощения при 410 нм, выз�
ванные образованием и распадом М�интермедиата, 3 – изменения поглощения при 550 нм вследствие распада и возвра�
щения М� и N�интермедиатов, 4 – изменения поглощения при 510 нм вследствие распада К и возврата О в исходное сос�
тояние. Цифры на верхней панели рисунка обозначают временные константы, определенные в результате кинетического
анализа изменений поглощения. Адаптировано из [27] и [29] с разрешения American Chemical Sosiety и American Sosiety
for Biochemistry and Molecular Biology
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Присутствует ли интермедиат М в фотоцикле
ESR при рН < рКа его образования? Данные, поз�
волившие уточнить последовательность появле�
ния интермедиатов в фотоцикле ESR в различ�
ных условиях, были получены с помощью мето�
да инфракрасной спектроскопии с фурье�пре�
образованием (FTIR). Полоса, соответствую�
щая депротонированному основанию Шиффа,
обнаруживается в этих спектрах уже при рН ~5.
Кроме того, в фотоцикле мутанта К96А в ДДМ
благодаря низкой скорости распада интермеди�
ата М даже при рН 7,6 наблюдается его медлен�
ное образование (τ ~12 мс). Можно предполо�
жить, что отсутствие накопления М в фотоцик�
ле дикого типа белка при нейтральных значени�
ях рН объясняется кинетическими причинами,
т.е. скорость распада этого интермедиата превы�
шает скорость его образования.

РОЛЬ ОСТАТКА LYS96 В ПРОЦЕССЕ 
РЕПРОТОНИРОВАНИЯ ОСНОВАНИЯ

ШИФФА

Как отмечалось выше, интригующей отли�
чительной особенностью аминокислотной пос�
ледовательности ESR является наличие остатка
лизина в положении, соответствующем внутри�
белковому донору протонов для основания
Шиффа. Для функциональной характеристики
его роли в процессе репротонирования мы по�

лучили и исследовали различные мутантные ва�
рианты белка, содержащие замены этого остат�
ка [29]. Наиболее полно был изучен мутант
К96А, свойства которого рассматриваются в
этом разделе.

При рН 7,4 скорость образования М практи�
чески одинакова для К96А и белка дикого типа,
полученных в мицеллах LPG, однако скорость
его распада, т.е. репротонирования основания
Шиффа в мутантном варианте более чем в 500
раз ниже (рис. 5, а). Это приводит к видимому
отсутствию длинноволновых интермедиатов,
следующих за М в фотоцикле ESR, а также к об�
щему замедлению фотоцикла данного мутанта,
лимитирующей стадией которого является реп�
ротонирование основания Шиффа. Поскольку
в мутанте К96А репротонирование основания
Шиффа происходит непосредственно из окру�
жающей среды, увеличение рН в диапазоне от 7
до 9 сопровождается линейным замедлением
скорости распада интермедиата М более, чем на
порядок. Кроме того, мутантный вариант ESR,
включенный в состав протеолипосом или экс�
прессированный в клеточной мембране E. coli,
обладает пониженной способностью транспор�
тировать протоны по сравнению с белком дико�
го типа (рис. 5, б).

Таким образом, можно утверждать, что этот
остаток в молекуле ESR способствует репрото�
нированию, т.е. выполняет функцию донора
протонов для основания Шиффа. ESR, следова'
тельно, представляет собой первый пример про'
тон'транспортного родопсина, в котором в этой
роли выступает остаток, не имеющий карбо'
ксильной группы. Ранее наличие такой группы в
положении, соответствующем донору протонов,
считалось необходимым условием для осущес�
твления протонного транспорта наряду с кар�
боксильным остатком в акцепторном положе�
нии ретинальных белков [32]. Благодаря обна�
ружению и исследованию ESR, это правило
впервые было скорректировано [29].

Можно представить себе два варианта учас�
тия Lys96 в репротонировании основания Шиф�
фа в молекуле ESR. Функцию донора может вы�
полнять непосредственно ε�аминогруппа остат�
ка лизина, которая временно приобретает про�
тон после образования интермедиата М. Затем,
после передачи протона на основание Шиффа,
она возвращается в исходное непротонирован�
ное состояние. Известно, что рКа остатка лизи�
на сильно зависит от окружения [33]. В исход�
ном состоянии ESR Lys96 окружен преимущест�
венно гидрофобными остатками, что может
способствовать снижению его рКа. В момент
образования интермедиата М предположитель�
но происходит увеличение гидрофильной по�

Рис. 4. Кинетика светоиндуцированного поглощения и
выделения протонов ESR в сравнении с кинетикой интер�
медиатов фотоцикла при рН 7,2. 1 – Изменения поглоще�
ния при 410 нм, вызванные образованием М�интермедиа�
та и его переходом в N, 2 – изменения поглощения пира�
нина при 455 нм вследствие поглощения и выделения про�
тона, 3 – изменения поглощения при 590 нм вследствие
образования N� и O�интермедиатoв. Адаптировано из [29]
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Рис. 5. Свойства мутантов ESR. a – Светоиндуцированные изменения поглощения при 410 нм ESR дикого типа в сравне�
нии с К96А, демонстрирующие замедление репротонирования основания Шиффа в мутанте; б – светоиндуцированные
изменения рН в суспензии клеток E. coli, экспрессирующих ESR дикого типа и мутант К96А; в – рН зависимость макси�
мума поглощения H57M в сравнении с диким типом белка и с мутантом R82Q; г – рН зависимость интенсивности свето�
индуцированных изменений поглощения при 410 нм (выхода интермедиата М) H57M в сравнении с диким типом белка.
Адаптировано из [27] и [29]
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лости в цитоплазматической части молекулы,
обеспечивающее повышение рКа остатка лизи�
на и захват им протона.

В настоящее время нельзя исключить и вто�
рой вариант с участием боковой цепи остатка
лизина в системе водородных связей, включаю�
щих молекулы воды, которая также может слу�
жить источником протона. При этом степень
протонирования самого Lys96 может и не изме�
няться.

Могут ли карбоксильные остатки выполнять
функцию донора протонов в молекуле ESR? Для
ответа на этот вопрос мы сконструировали му�
танты ESR, содержащие замены остатка Lys96

на карбоксильные остатки (Asp или Glu) и пла�
нируем выяснить, будет ли репротонирование
основания Шиффа в них происходить так же
быстро, как и в белке дикого типа.

РОЛЬ ОСТАТКА HIS57 
В ОПРЕДЕЛЕНИИ рКа АКЦЕПТОРА 

ПРОТОНОВ ASP85

Известно, что функция и положение макси�
мума поглощения ретинальных белков зависят
от протонирования остатка аспарагиновой кис�
лоты (Asp85 в BR), представляющего собой ак�
цептор протонов от основания Шиффа. При
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увеличении рН до определенного значения про�
исходит потеря протона боковой цепью этого
остатка, в результате чего он приобретает спо�
собность выполнять акцепторную функцию, т.е.
принимать протоны от основания Шиффа, и в
исходном состоянии служить противоионом ос�
нования Шиффа. Депротонирование сопровож�
дается сдвигом спектра поглощения в коротко�
волновую область. Поэтому изучение рН�зави�
симости максимума поглощения ретинальных
белков обеспечивает исследователей важной
информацией о механизме их функционирова�
ния в различных условиях и влияющих на него
факторах. Так, кривая титрования максимума
поглощения BR обнаруживает сложную зависи�
мость с двумя рКа – 2,6 и 9,7 [34], отражающую
взаимодействие акцептора протонов Asp85 с ос�
татками, образующими группу освобождения
протона, в первую очередь с Arg82, Glu204 и
Glu194 [30]. Для PR характерен сдвиг максиму�
ма в диапазоне 543–520 нм, происходящий с
рКа 7,1 и соответствующий депротонированию
остатка Asp97 [35]. Максимум поглощения обо�
их этих белков при минимальных исследован�
ных значениях рН практически совпадает с мак�
симумом поглощения мутантных вариантов, со�
держащих замены остатка аспарагиновой кис�
лоты на аспарагин, которые элиминируют отри�
цательный заряд противоина.

Зависимость максимума поглощения ESR от
pH среды имеет сложный характер и включает
три перехода с pKa 2,3, 6,0 и 9,1. Общий сдвиг
максимума составляет около 24 нм (от 545 до
521 нм) в диапазоне рН 2,0–10,5 (рис. 5, в). Му�
тантный вариант D85N, содержащий замену
Asp85 на остаток аспарагина, демонстрирует
максимум поглощения при 563 нм. Следова�
тельно, при рН >3 большая часть молекул ESR
содержит акцептор в депротонированном состо�
янии, позволяя данному белку транспортиро�
вать протоны в широком диапазоне рН. Для ис�
следования причин комплексной зависимости
спектральных характеристик ESR при титрова�
нии мы изучили свойства некоторых мутантных
вариантов белка.

Оказалось, что рН�зависимость максимума
поглощения мутанта R82Q практически совпа�
дает с кривой, полученной для дикого типа ESR
(рис. 5, в). Это позволяет предположить, что в
молекуле ESR, в отличие от BR [36, 37], остаток
Arg82 слабо связан с акцептором протонов от
основания Шиффа. Аналогичная ситуация наб�
людается в молекуле PR [38]. Напротив, замена
остатка His57 остатком метионина в мутанте
H57M сопровождается существенным изменени�
ем свойств акцепторного комплекса. При рН 5,0
максимум поглощения данного мутанта состав�

ляет 565 нм, что почти совпадает с максимумом
поглощения мутанта D85N. Это означает, что в
белке H57M при рН 5,0 акцептор протонов
Asp85 находится в полностью протонированном
состоянии. С увеличением рН до 8,5 наблюдает�
ся значительный (на 47 нм) сдвиг максимума
поглощения мутанта до 517 нм с рКа 6,3, соответ�
ствующий pKa Asp85 в H57M (рис. 5, в).

Большое увеличение pKa акцептора прото�
нов Asp85 в мутанте H57M по сравнению с ди�
ким типом белка позволяет утверждать, что в
молекуле последнего остаток His57 тесно взаи�
модействует с остатком Asp85, понижая его pKa.
Вследствие этого акцепторный остаток Asp85
оказывается в депротонированном состоянии в
широком диапазоне рН. Именно это взаимо�
действие, по�видимому, определяет комплекс�
ный характер рН�зависимости максимума пог�
лощения дикого типа ESR.

Присутствие остатка гистидина в положе�
нии, соответствующем His57 ESR, является ха�
рактерной чертой эубактериальных транспорт�
ных родопсинов, включая PR [39], XR [40] и GR
[41]. При этом XR, подобно ESR, демонстриру�
ет лишь незначительный сдвиг максимума пог�
лощения (на 3–5 нм) при увеличении рН от 4,0
до 10. Исследование пространственной структу�
ры XR обнаружило, что остатки His62 и Asp96
находятся в его молекуле на расстоянии ~2,5 Å и
образуют прочную водородную связь [40]. К со�
жалению, данные о свойствах мутантов XR, со�
держащих замены остатка His62, в настоящее
время недоступны из�за отсутствия эффектив�
ной системы экспрессии данного белка в E. coli.
Титрование PR в диапазоне рН 6,0–10 приводит
к более значительному сдвигу его максимума
поглощения (на 23 нм). В отличие от ESR, заме�
ны остатка His75 в этом белке приводят к сдвигу
рН�зависимости максимума поглощения мутан�
тов в более кислую область [39, 42]. Таким обра�
зом, можно утверждать, что структура акцептор�
ного комплекса в этом белке, по�видимому, зна�
чительно отличается от ESR.

Исследование фотоцикла мутанта H57M при
различных рН обнаружило, что появление ин�
термедиата М (депротонированного основания
Шиффа) происходит при более низких значениях
рН, чем в белке дикого типа, с рКа 6,3 (рис. 5, г).
Это значение соответствует рКа сдвига макси�
мума поглощения мутанта H57M (см. выше), т.е.
рКа депротонирования акцептора протонов
Asp85 в исходном состоянии. Депротонирова�
ние основания Шиффа в H57M происходит го�
раздо быстрее, чем в белке дикого типа, что со�
ответствует более высокому pKa акцептора
(Asp85). В целом фотоцикл этого мутанта харак�
теризуется более высокой скоростью, чем фото�
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цикл ESR дикого типа, что характерно также
для мутантов по остатку His75 PR [42].

Таким образом, полученные результаты дают
основание предполагать, что в белке дикого ти�
па при нейтральных и кислых значениях рН ос�
таток His57 протонирован и тесно взаимодей�
ствует с Asp85, понижая pKa последнего. В про�
цессе фотоцикла изомеризация ретиналя пред�
положительно приводит к разрушению водо�
родной связи между этими остатками и депро�
тонированию His57 или изменению расположе�
ния His57 по отношению к Asp85, подобно тому,
которое происходит с остатком Arg82 в BR [36,
43]. В результате этих событий pKa акцептора
временно повышается, и он приобретает спо�
собность принимать протон от основания
Шиффа. 

ПРОСТРАНСТВЕННАЯ 
СТРУКТУРА ESR

Пространственная структура ESR была ис�
следована методом рентгеноструктурного ана�
лиза с разрешением 2,3 Å [44]. Согласно полу�
ченным данным, этот белок, как и BR, относит�
ся к структурному семейству мембранных бел�
ков, содержащих семь α�спиральных сегментов,
которое включает все известные в настоящее

время ретинальные белки, в том числе зритель�
ный родопсин [45], а также рецепторы, сопря�
женные с G�белками (GPCR) [46–48].

Подобно другим представителям семейства
микробных транспортных родопсинов, ESR со�
держит остаток ретиналя в all'trans'конфигура�
ции, ковалентно связанный с остатком Lys225.
Протонированное основание Шиффа обращено
в сторону внеклеточной части белка и связано
водородными связями через молекулу воды
W402 с карбоксильными остатками, образую�
щими противоион – Asp85 и Asp221 (рис. 6, а).
Эта конфигурация, стабилизирующая положи�
тельный заряд основания Шиффа, встречается в
большинстве известных транспортных родопси�
нов, выполняющих функцию протонных насо�
сов. Боковая цепь остатка Asp85 в молекуле ESR
ориентирована так же, как и в BR, в отличие от
XR, в котором она развернута по�другому [40].
Как и в молекуле BR, в непосредственной бли�
зости от ретиналя обнаруживается еще одна мо�
лекула воды W406, формирующая водородную
связь с остатком Asp221. Если для BR в исход�
ном состоянии характерно сопряжение Arg82 с
акцептором протонов Asp85, то в молекуле ESR
боковая цепь этого остатка направлена наружу
от основания Шиффа, подобно его расположе�
нию в М�интермедиате BR, и связана водород�
ной связью с остатком Glu130. Такая конфигу�
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Рис. 6. Пространственная структура ESR. а – Наружная часть белка; б – цитоплазматическая часть белка

а                                                                  б
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рация объясняет обсуждавшееся выше отсут�
ствие влияния Arg82 на функциональное состо�
яние (степень протонирования) акцептора про�
тонов Asp85 в ESR [27]. От ранее исследованных
транспортных родопсинов ESR отличается на�
личием изгиба α�спирали F в районе 185�го ос�
татка. Соответствующий участок спирали ста�
билизируется благодаря водородным связям с
боковыми цепями остатков Trp154 и Asn224, ко�
торые обнаруживаются в гомологичных положе�
ниях в молекулах всех протеородопсинов. Смысл
этой универсальности до конца непонятен.

Обнаруженное нами влияние остатка His57
на свойства акцептора также нашло свое объяс�
нение в пространственной структуре ESR. Рас�
стояние между этими остатками очень короткое
и составляет ~2,4 Å, что предполагает образова�
ние прочной водородной связи. Аналогичная
связь обнаруживается в структуре XR [40], одна�
ко ее конфигурация существенно отличается. В
молекуле ESR боковая цепь остатка гистидина
развернута в направлении Arg82 и находится в
гидрофильной полости, содержащей несколько
молекул воды. В XR боковая цепь His62 развер�
нута в противоположном направлении.

Как указывалось выше, в молекуле ESR от�
сутствуют непосредственные гомологи остатков
Glu194 и Glu204, составляющих вместе с моле�
кулами связанной воды группу высвобождения
протона BR [49]. Предполагается, что это явля�
ется причиной наблюдаемого нами обратного
(по сравнению с BR) порядка реакций переноса
протона: вначале происходит его поглощение на
цитоплазматической стороне белка, а затем ос�
вобождение на противоположной стороне неиз�
вестным остатком или группой остатков. Наличие
гидрофильной полости, соединяющей внекле�
точную часть ESR с акцепторным комплексом
His57–Asp85, позволяет сделать предположение
об их непосредственной роли в качестве источ�
ника протонов. Кроме того, в этой части белка
обнаруживается большое количество полярных
и заряженных остатков, соединенных водород�
ными связями, которые также могут претендо�
вать на роль источников протонов. В частности,
привлекает внимание цепь водородных связей,
соединяющих остаток His57 с Asp214 через мо�
лекулу воды W407.

Как уже обсуждалось, в отличие от других
представителей семейства протон�транспорт�
ных родопсинов, в положении ESR, соответ�
ствующем донору протонов для основания
Шиффа, содержится не карбоксильный оста�
ток, а остаток лизина. Lys96 окружен преимуще�
ственно гидрофобными остатками, однако от
гидрофильной полости его отделяет лишь по�
лярная боковая цепь остатка Thr43 (рис. 6, б).

Такая близость донора протонов к среде отлича�
ет ESR от других протонных помп с известной
структурой (BR, XR и HmBR [50]) и может опре�
делять быстрый доступ протонов из цитоплазмы
в процессе репротонирования. Между основа�
нием Шиффа и остатком Lys96 располагается
боковая цепь остатка Leu93, а также по крайней
мере две молекулы воды.

Таким образом, исследования простран�
ственной структуры ESR обнаружили наличие в
ней структурных элементов, как общих с други�
ми представителями семейства эубактериаль�
ных протонных помп – XR [40] и BPR [51], так и
уникальных особенностей данного белка, свя�
занных с наличием остатка лизина в качестве
донора протонов и сложной системы водород�
ных связей на участке между основанием Шиф�
фа и наружной поверхностью белка.

ПРЕДПОЛАГАЕМАЯ СХЕМА 
ФУНКЦИОНИРОВАНИЯ ESR КАК 

ПРОТОННОГО НАСОСА В СРАВНЕНИИ 
С ДРУГИМИ ТРАНСПОРТНЫМИ 

РОДОПСИНАМИ

Последовательность событий, сопровожда�
ющих светозависимый транспорт протонов
ESR, на основании результатов спектроскопи�
ческих и структурных исследований может
быть описана следующим образом. В исходном
состоянии белка ретиналь находится в all'trans�
конфигурации, основание Шиффа протониро�
вано (заряжено положительно), акцептор про�
тонов, Asp85, депротонирован (заряжен отри�
цательно), донор протонов находится в элект�
ронейтральном состоянии. Ионная пара, обра�
зованная основанием Шиффа и Asp85, стаби�
лизируется молекулой воды W402 (рис. 6, а).
Поглощение кванта света приводит к изомери�
зации ретиналя из all'trans� в 13'cis�конфигура�
цию и дестабилизации этой ионной пары. Ре�
зультатом этого является переход протона на
акцепторный остаток Asp85, связанный водо�
родной связью с His57 (стадия L�M1). Детально
механизм быстрых (в фемтосекундно�микросе�
кундном диапазоне) первичных процессов в
ESR не исследован, однако можно ожидать, что
он сходен с описанными для BR, PR и XR
[52–55]. В процессе перехода М1–М2 происхо�
дит поглощение протона из среды донорным
остатком Lys96, который на короткое время
приобретает положительный заряд. Близость
этого остатка к гидрофильной полости в цито�
плазматической части белка ускоряет открытие
«канала», приводящее к повышению рКа остат�
ка лизина.
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Распад М2 сопровождается переходом про�
тона от донора на основание Шиффа на стадии
N1. На завершающей стадии фотоцикла проис�
ходит депротонирование акцепторной группы,
освобождение протона в среду с участием не�
идентифицированной группы Х и реизомериза�
ция ретиналя в all'trans�конфигурацию. Таким
образом, белок возвращается в исходное состоя�
ние.

Основные отличия фотоцикла ESR от других
протон�транспортных родопсинов (BR, XR и
PR) определяются присутствием остатка лизина
в положении ESR, соответствующем положе�
нию донора протонов Asp96 в BR, а также отсут�
ствием остатков, образующих в BR группу выде�
ления протона (Glu194 и Glu204). Как Lys96
ESR, так и Asp96 BR в исходном состоянии ок�
ружены гидрофобными остатками, что способ�
ствует поддержанию их электронейтральности.
Однако если для остатка Asp96, имеющего ис�
ходный уровень рКа выше 11, это означает на�
личие на нем протона, в молекуле ESR донор
Lys96 изначально не протонирован. На этой ста�
дии его рКа предположительно составляет око�
ло 6, и лишь позднее повышается до ~8,5. В со�
ответствии с этими различиями, в фотоцикле
BR репротонирование основания Шиффа (рас�
пад интермедиата М) происходит в момент пе�
рехода M в N1 в результате переноса H+ с Asp96
до момента захвата протона этим остатком. В
процессе этого захвата pKa Asp96 понижается до
7,5 [56, 57]. Аналогичным образом происходит
репротонирование основания Шиффа в моле�
кулах XR и PR, в которых функцию донора про�
тонов выполняет остаток глутаминовой кисло�
ты. Напротив, Lys96 ESR вначале получает про�
тон из цитоплазмы, и только после этого пере�
дает его на основание Шиффа (рис. 7).

Важной отличительной особенностью ESR
от BR является высвобождение протона на од�
ной из последних стадий фотоцикла. В фото�
цикле BR это событие происходит в момент пе�
рехода М1–М2, т.е. на более раннем этапе. Од�
нако мутантные варианты BR, не содержащие
остатков Glu194 и Glu204, подобно ESR демон�
стрируют так называемое «позднее» освобожде�
ние протона [58, 59]. Такая последовательность
событий характерна также для XR и PR в силу
отсутствия в их молекулах протон�выделяющей
группы.

Обнаружение за последние 15 лет множества
новых ретинальных белков [60] – протеородоп�
синов [61], ксантородопсинов [62], канальных
родопсинов [63, 64], хлорных и натриевых помп
[65, 66], а также значительный прогресс в опре�
делении их пространственной структуры [40, 50,

51, 67–69] возродили интерес к исследованиям
механизмов светозависимого транспорта ионов,
начатым более 40 лет назад работами Д. Остер�
хельта и В. Стокениуса [3]. Изучение новых
представителей семейства позволяет дополнить
представления о структурных основах такого
транспорта [66] и способствует их использова�
нию в биооптоэлектронике в качестве основы
элементов молекулярной памяти и фотоактив�
ной среды в динамической голографии [70–72],
а также в новом направлении – оптогенетике [73]
для регуляции активности нейронов [74–76].
Чувствительность кинетики реакции фотоцикла
и флуоресценции протонных помп к электрохи�
мическим потенциалам [77, 78] открыла воз�
можность их применения в качестве сенсоров
для детектирования внутрибелковых [79] и
трансмембранных изменений потенциалов [80].

Проведенные нами исследования ESR – но�
вого ретинального белка из E. sibiricum расши�
рили представления о механизме репротониро�
вания основания Шиффа и природе аминокис�
лотных остатков, способных осуществлять
функцию внутрибелкового донора протонов. На
примере ESR впервые было показано, что оста�
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Рис. 7. Схема переноса протонов ESR, BR и XR. Цифрами
обозначены стадии переноса протона, курсивом – харак�
терные времена переноса протона, мс. Для ESR: 1 – Де�
протонирование основания Шиффа (образование интер�
медиата М), 2 – поглощение протона из цитоплазмы, 3 –
репротонирование основания Шиффа (распад интермеди�
ата М), 4 – депротонирование акцептора и освобождение
протона. Для BR: 1 – депротонирование основания Шиф�
фа (образование интермедиата М), 2 – освобождение про�
тона PRG (группой выделения протона), 3 – репротониро�
вание основания Шиффа (распад интермедиата М), 4 –
поглощение протона из цитоплазмы, 5 – депротонирова�
ние акцептора и переход протона на PRG. Для XR: 1 – де�
протонирование основания Шиффа (образование интер�
медиата М), 2 – репротонирование основания Шиффа
(распад интермедиата М), 3 – поглощение протона из ци�
то�плазмы, 4 – депротонирование акцептора и освобожде�
ние протона
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ток лизина может успешно выполнять донор�
ную функцию, облегчая доставку протонов с
цитоплазматической поверхности белка к осно�
ванию Шиффа. Обнаруженное нами взаимо�
действие остатков Asp85 и His57, приводящее к
сдвигу рКа акцептора протонов ESR в кислую
область, обеспечивает его способность к функ�
ционированию в широком диапазоне рН. Нали�
чие водородной связи между этими остатками, а
также других характерных особенностей, прису�
щих семействам протеородопсинов и ксанторо�
допсинов, было продемонстрировано благодаря
расшифровке пространственной структуры ESR.
Работы, посвященные изучению ESR, продолжа�
ются и, несомненно, приведут к обнаружению
новых интересных свойств этого белка. Предс�
тоит определить, какие аминокислотные остат�
ки отвечают за выделение протона в различных
условиях, как меняется фотоцикл ESR в зависи�
мости от липидного окружения, сопровождает�
ся ли транспорт протонов перемещением заря�
дов в молекуле. Возможно, эти исследования
помогут также найти ответ на вопрос об эволю�
ционных механизмах, благодаря которым свето�
чувствительный ретинальный белок оказался
закодирован в геноме психротрофной бактерии
из вечномерзлого грунта Сибирской тундры.
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ность сотрудникам лаборатории криологии
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This review covers the properties of a retinal protein (ESR) from the psychrotrophic bacterium Exiguobacterium sibir'
icum functioning as a light�driven proton pump. The presence of a lysine residue at the position corresponding to
intramolecular proton donor for the Schiff base is the unique structural feature of ESR. We have shown that Lys96
successfully facilitates delivery of protons from the cytoplasmic surface to the Schiff base, thus acting as a proton
donor in ESR. Since proton uptake during the photocycle precedes Schiff base reprotonation, we conclude that this
residue is initially in an uncharged state and acquires a proton for the short time after Schiff base deprotonation and M
intermediate formation. The involvement of Lys as a proton donor distinguishes ESR from the related retinal proteins –
bacteriorhodopsin (BR), proteorhodopsin (PR), and xanthorhodopsin (XR), in which donor function is performed
by residues with a carboxyl side chain. Like other eubacterial proton pumps (PR and XR), ESR contains a histidine
residue interacting with proton acceptor Asp85. In contrast to PR, this interaction leads to the shift of the pKa of the
acceptor to more acidic pH, providing its ability to function in a wide pH range. The presence of a strong H�bond
between Asp85 and His57, the structure of the proton�conducting pathways from cytoplasmic surface to the Schiff
base and to extracellular surface, and other properties of ESR were demonstrated by solving its three�dimensional
structure, which revealed several differences from known structures of BR and XR. The structure of ESR, its photo�
cycle, and proton transfer reactions are discussed in comparison with homologous retinal proteins.

Key words: retinal protein, proteorhodopsin, Exiguobacterium sibiricum, Schiff base, proton acceptor, proton donor,
photocycle


