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Pierwotne.procesy fotosyntezy - absorpcja swiatia przez barw-
niki pomocnicze i chlorofil a, migracja energii wzbudzenia elekt=-
ronowego w ukiadzie barwnikdéw aparatu fotosyntetycznego i wzbu-
dzenie drobin chlorofilu z centrum reakcji biochemicznej oraz os-
tateczny los tej energii; w wielu konkretnych przypadkach moga de-
cydowaé¢ o wydajnosci energetycznej (a stad i produktywnosci ) fo=-
tosyntezy. Pierwotna faza fotosyntezy jest wciaz mazo poznana -
sktada si¢ na to wiele przyczyn, miedzy dinnymi, bardzo krotki
czas trwania badanych proceséw: rzedu 10~12 . 1078 sek (a stad i
trudnoéciami eksperymentalnymi) oraz zlozona i niewystarczajaco
poznana struktura aparatu fotosyntetycznego.

W celu uzyskania danych o migracji energii wzbudzenia elektro-
nowego miedzy fikobilinami ( grupy chromoforowe fikobiliproteidéw )
w fikobilisomach badano wlasnosci spektralne, jak widma absorpcji
i fluorescencji, widma polaryzacji wzbudzenia fluorescencji oraz
czasy zycia i absolutne wydajnosci kwantowe fluorescencji; zardéw-
no dla fikobilisoméw, ich sktadowych fikobiliproteidéw oraz komp=
lekséw fikobiliproteidowych wyizolowanych =z fikobiliproteidéw
oraz komplekséw fikobiliproteidowych wyizolowanych z fikobiliso-
mow.

Badane fikobilisomy wyizolowano, stosujac procedure opracowa-
ng przez Gantt i wsp. [1-3], z glonéw: Porphyridium cruentum, Nos-
toc sp. oraz Fremyella diplosiphon -~ kompleksy fikobiliproteidowe
uzyskano z fikobilisoméw wyizolowanych z Porphyridium sordidum.
W celu uzyskania informacji o sile i rodzaju wigzah pomiedzy fiko-
biliproteidami w fikobilisomach zbadano wpiyw niektérych czynni-
kéw, jak: duza lepkoéé, silta jonowa, niska temperatura (77 K)oraz
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wysokie cisnienie hydrostatyczne (do 2000 atm ) na widma fluores-

cencji i absorpcji komplekséw fikobiliproteidowych oraz fikobili-
somOw in vitro.

FIKOBILIPROTEIDY I ICH ROLA W FOTOSYNTEZIE

Fikobiliproteidy ( fikoerytryna, fikocyjanina i allofikocyjani=-
na) sa globularnymi chromoproteidami - moga one stanowic 24% i
wigcej (4] ogélnej masy bialka w glonach z grupy sinic ( cyanophy-
ta), krasnorostéw (Rhodophyta ) oraz kryptomonadowcéw (Cryptophyta).
Zainteresowanie fikobiliproteidami datuje sie od ukazania Znanej
pracy Engelmanna [5], w ktérej wykazano, ze swiatlo absorbowane
przez te barwniki jest, u wymienionych mikroorganizméw, wykorzys-
tywane na potrzeby fotosyntezy (rys. 1 - géra). Dalsze badania
widm dziatania fotosyntezy wyjawity dodatkowy fakt, a mianowicie
ze swiatio zaabsorbowane przez fikobiliproteidy jest wykorzystywa=

ne efektywniej niz to, ktdre zostalo zaabsorbowane bezpodrednio
przez chlorofil (rys. 1 - dé%),
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Rys. 1. Gora: widmo absorpcji (1) - jed. wzgl.) glonéw Porphyri-

dium aerugineum; widmo dzialania fotosyntezy (2) oraz widmo  ab-

sorbcji fikocyjaniny ( 3). Dé6%: widmo gbsorpcji (1) glondéw Drouetia

rotata; widma dzialania fotosyntezy bez (2) 1 z (3) dodatkowym o0&~
wietleniem diugoscia fali 546 nm
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Ten stojacy w sprzecznosci z wynikami prac Duysensa [6] fakt,
stat si¢ zrozumialy dopiero po ukazaniu sie pracy Forka (7] - po-
kazata ona, ze aktywnos¢ fotosyntetyczna, dla swiatia z zakresu
absorpcji chlorofilu, znacznie wzrasta, gdy zastosowa¢ dodatkowo
é$wiatlo absorbowane przez fikobiliproteidy (rys. 1 - dé%t). Obser-
wowane zjawisko, bgdace odpowiednikiem juz wczesniej wykrytego
przez Emersona i Lewisa (8] tzw. efektu wzmozenia, stanowilo po-
parcie dla koncepcji dwu fotoukladéw w aparacie fotosyntetycznym.
wykazato ono ponadto, ze fikobiliproteidy sa w pewien sposéb
(strukturalny lub energetyczny ) zwiazane z fotoukladem II, gdyz
ich energia wzbudzenia wegdruje selektywnie do chlorofilu =z tego
uktadu tzw. chlorofilu krétkofalowego (92].

In vivo energia wzbudzenia fikobiliproteidéw jest przekezywa-
na z wydajnoscia 90-100% do chlorofilu (6] i przez to wykorzysty-
wana w fotosyntezie. Ta wysoka wydajnosc¢ przekazywsnia sugeruje,
ze barwniki te sg zorganizowane. Dzié, mimo jeszcze nie tak licz-
nej grupy prac [1-3, 10-13] wydaje sie, ze w sinicach i  krasno~-
rostach, w przeciwienstwie do kryptomonadowcdéw [14] fikobilipro~
teidy sg wysoce zagregowane i tworza charakterystyczne granule
(zwane obecnie fikobilisomami ) po zewngtrznych stronach lamel fo-
tosyntetycznych (rys. 9).

Nowe $wiatio na role i stan fikobiliproteiddéw in vivo rzucaja
ostatnie wyniki Ohki i Katoh [15-17]. Autorzy ci pokazali, 2ze w
organotroficznie hodowanych komdérkach glondéw Anabaena variabilis
fikobilisomy sa rdéwnie dobrze syntetyzowane w warunkach swiatia
jak i ciemnosci oraz ze jedynie fikobilisomy wytworzone w warun-
kach ciemnos$ci przekazuja energie¢ do chlorofilu diugofalowego, tj.
z fotoukitadu I.

SKtAD FIKOBILIPROTEIDOWY FIKOBIL ISOMOW

Glony z grupy sinic i krasnorostdw charakteryzuje zwykle, du=-
za zdolnos$é adaptacji chromatycznej - czgsto np. moZna zaobserwo-
wa¢ zmiane barwy komérek wywolana sezonowa zmiang skiadu spektral-
nego $wiatla sionecznego. W pracy stwierdzono, 2e w przypadku Por-
phyridium cruentum warunki swietlne stosowane w hodowli nie maja
zadnego wptywu na skiad fikobiliproteidowy wyizolowanych fikobi-
lisoméw (rys. 2). W przeciwienstwie do glonéw, kultury Nostoc sp.
(rys. 3) oraz Fremyella diplosiphon [18] wykazuja duzg adaptacje
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Rys. 2. Widma absorpcji fikobilisomdéw wyizolowanych z Porphyri-
dium cruentum hodowanych w $wietle bialym (2) i czerwonym (1)
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Rys. 3. Widma absorpcji fikobilisoméw wyizolowanych z Nostoc sp.
hodowanych w swietle czerwonym (1), biatym (2) i zielonym ( 3)

chromatyczng. Fikobilisomy wyizolowane z kultur hodowanych w
runkach swiatla biatego (i zielonego ) Zzawieraja duzo fikoerytryny
(absorpcja 520-570 nm) oraz wzglednie mniej fikocyjaniny (absorp-

wa=-
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cja 610-630 nm ) i allofikocyjaniny (absorpcja 640-660 nm). Rodzaj
fikobiliproteidéw zawartych w fikobilisomach zalezy przede wszyst=-
kim od glonéw, ktére stanowily ich zrédio (tab. 1).

Tabela 1

Skiad fikobiliproteidowy fikobilisoméw

Fikobiliproteid
Glony : : g allofiko=-
fikoerytryna fikocyjanina cyjanina
Porphyridium cruentum b-PE, B=PE R-PC APC
NostocC spe. CPE-I, CPE-II CPC APC
Fremyella diplosiphon CPE CPC APC
Anacystis nidulans - CPC APC

WYDAINOSC I MECHANIZM MIGRACJI ENERGII WZBUDZENIA
W FIKOBILISOMACH

W natywnych fikobilisomach energia wzbudzenia elektronowego
fikoerytryny i fikocyjaniny jest przekazywana z duza wydajnoscia
do allofikocyjaniny. Swiadczy o tym wiele faktéw doswiadczalnych:

1) silna fluorescencja w obszarze widmowym typowym dla allo=-
fikocyjaniny (mimo wzbudzenia w zakresie, gdzie absorbuje gioéwnie
fikoerytryna = rys. 4);

2) fluorescencja fikobilisoméw jest praktycznie zdepolaryzowa=-
na dla wzbudzen, gdzie przewaza absorpcja flkoerytryny i fikocyja=-
niny - pordéwnaj rys. 5 z rys. 6 i 7;

3) absolutna wydajnoéé fluorescencji fikobilisoméw jest poroéw-
nywalna z wydajnoscig allofikocyjaniny = patrz tabele 2 i 3.

Oszacowane z krzywych fluorescencji dla fikobilisoméw natyw=-
nych i zdysocjowanych wydajnosci przekazywania energii (tab. 3),
94-98% sa zgodne z wartos$ciami uzyskanymi dla fikobilisomdéw in vi-
vo (20].

Dla wyznaczenia najbardziej prawdopodobnej drogi  migracji
energii w fikobilisomach konieczne byio ustalenie najpierw mecha-
nizmu tej migracji, tj. wykiadnika potegi w zaleznoséci staiej
przekazania (kT) od odlegtos$ci pomigdzy oddziatywujacymi drobina-
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Rys. 4. widme fluorescencji fikobilisoméw wyizolowanych z Nostoc
sp. fikobilisomy natywne (2)- bufor fosforanowy 0,75 M, pH 6,8;
oraz zdysocjowane (1 ) - bufor fosforanowy 0,05 M
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Rys. 5. Widma polaryzacji fluorescencji fikobilisoméw z Fremyella
diplosiphon (géra) i z Nostoc sp. Qdél) dla emisji przy 680 nm
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Rys. 6. Widma absorpcji (1 i 2) i polaryzacji fluorescencji (3 i
4) fikoerytryn wyizolowanych z fikobilisoméw Porphyridium cruentum
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i 4) fikobiliproteiddéw wyizolowanych z fikobilisoméw Porphyridium
cruentum
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Wspéiczynniki

ekstynkcji (g = wartosc

Tabela

2

maksymalna), czasy zycia

(T )i absolutne wydajnosci kwantowe & fluorescencji fikobilipro-

teidow [19]

Fikobiliproteid €, X 10~4(M™ Y en™t) ® T(ns)
b=PE 8,2 0,48%0,03 2,9%0,4
B-PE 15,2 0,9820,05 3,2%0,3
CPE - 0,88%0,05 -

CPE-I 11,0 0,6720,04 2,6%0,2
CPE-II 6,9 0,45%0,03 2,8%0,1
R-PC 13,9 0,59%0,03 2,0%0,1
CPC 8,3 0,52%0,03 2,2%0,2
APC 13,1 0,68%0,04 2,7%0,1

Tabela

3

Absolutne wydajnosci kwantowe fluorescencji fikobilisoméw oraz wy-

dajnosci

przekazywania energii

PE —» PC w fikobilisomach in
vitro
Zrédto fikobilisoméw
wydajnosc¢
Porphyridium Nostoc Fremyella
cruentum Sp . diplosiphon
Kwantowa
fluorescencji 0,60 0,65 0,68
Przekazywania
energii 0,94 0,98 0,97

mi (R). W konkretnej sytuacji zésadniczy wpiyw na mechanizm ma
energia oddziatywania ukiadu - ta z kolei, oprécz natury drobin,
jest zdeterminowana odlegioscia miedzy donorem i akceptorem ener=-
gii wzbudzenia. Oszacowana energia oddziatywania migdzy fikobili-
dami w uktadach fikobiliproteidowych, przy zatozeniu, Zze zasadni-
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czy przyczynek do oddziatywania wnosi oddziaiywanie ,dipol - di-

1

pol elektryczny"; jest rzedu 9,2 cm ~. Jest to energia mata - ty=-

powa dla przypadku tzw. bardzo siabego oddziaiywania, w ktérym to

6

jest speiniona zaleznos$é: kT~vR- . Dokladng wartos$é potegi w =za-

leznodci kT~«Rm. wyznaczono z zwiazku Kenkre i Knoxa [21]:

q Ky 1

m = 6 & -

ot
1 -exp - q kT
gdzie q jest liczba koordynacyjna ukiadu wielodrobinowego, axsta-
1a spektroskopowa. Po wstawieniu odpowiednich wielkosci charakte-
ryzujacych fikobiliny, otrzymuje sieg z tego zwigzku m = - 5,99.
W pracy stanowito to podstawg do przyjecia tezy o bardzo stabym
oddziaktywaniu, tj. 2ze przekazywanie energii w ukladzie fikobilin
odbywa sie zgodnie z mechanizmem diugozasiggowego rezonansowego
(bezpromienistego) przekazania, opracowanego szczegbiowo przez
Forstera [22].

Znajomo$¢ mechanizmu migracji pozwala oszacowac prawdopodo-
bieAstwa przekazania energii miedzy fikobiliproteidami wchodzacy-
mi w sktad fikobilisoméw. W teorii Forstera [22] miara prawdopodo-
bieistwa na przekazywanie energii wzbudzenia jest tzw. odleglosd
krytyczna R = jest to odlegtos¢ donor -~ akceptor, dla ktorej
prawdopodobiefnstwo przekazywania jest roéwne prawdopodobienstwu
przejécia ze stanu wzbudzonego do podstawowego (donora) innymi dro-
gami ( fluorescencja, konwersja wewngtrzna, itd.). Oczywiscie im
wigksza wartosc Ro tym wieksze jest prawdopodobierstwo przekaza-
nia energii droga rezonansu.

Analizujac wartosci R, uzyskane dla wszystkich mozliwych prze-
kazarn miedzy skiadowymi fikobiliproteidami fikobilisoméw, wywnios-
kowano, ze dla wyttumaczenia tak wysokiej (obserwowanej w doswiad-
czeniu ) wydajnosci przekazania energii od fikoerytryny i fikocyja=-
niny do allofikocyjaniny, konieczne staje sig zatozenie, ze fiko-
biliproteidy sa ,rozlozone" w fikobilisomach heterogennie - i naj-
prawdopodobniej w kolejnosci, jak ukazuje to schemat 1.

To, 2e niedawno udalo sig¢ wyizolowac mieszane kompleksy fiko-
biliproteidowe, jak: B=PE - CPC z fikobilisomdéw Porphyridium sor-
didum oraz b-PE - B=-PE = CPC z fikobilisoméw Rhodosorus marinus

stanowi pewne potwierdzenie proponowanej w schemacie 1, drogi mi-
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gracji energii wzbudzenia a tym samym i rozkiadu fikobiliprotei-
déw w fikobilisomach 2z Porphyridium cruentum.

Schemat 1

Prawdopodobna droga migracji energii wzbudzenia elektronowego
w uktadzie fikobilin:

- w fikobilisomach z Porphyridium cruentu

44-55 49-62 47=59 56-71 49-61 57=72 54-68
b-PEB b=-PEB B~-PEB B-PEB R=-PCB R=-PCB APCB APCB
41-52 15-19 39~-49

— w fikobilisomach z Nostoc sp-

42-53 46~58 44-55 53-67 46-58 58=73
C-PEIIB C-PEIIB C-PEIB C-PEIB C-PCB C-PCB APCB
40-51 15-19 39-49

Wartosci liczbowe stanowia odlegiosci krytyczne Ro na przekazanie
energii. Dolne wartosci obrazuja prawdopodobieristwo na przekaza-
nie przeciwne do spadku energii (tzw. uphill transfer). Sredni
czas przekazania energii wzbudzenia od PE do PC w fikobilisomach,
obliczony z teorii Pearlsteina a (250 £ 30 ps ) i Paillotina b

(330 I 40 ps ) wyznaczono bazujac na modelu Gantt [2] fikobilisomu
(rys. 8 i 9).

Rys. 8. Model jednostki fotosyntetycznej ( A)w teorii Pearlsteina
oraz model Gantt fikobilisomu ( B ) z Porphyridium cruentum; PE :

: 84%, R=-PC : 11%, APC : 5%:; Rl = 9,5 nm, R2 = 14 nm, R3 =
= 25,7 nm

1po uwzglednieniu warunkéw doswiadczalnych (18] wz6r  ogélny

ulegt znacznemu uproszczeniu i powinien speiniac zatozenia teorii
Pearlsteina.

2Dane eksperymentalne 280 L 40 PS.

14
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Tabela 4

Warunki dysocjacji fikobilisoméw i kompleksu B=-PE = CPC

Ukzady badane
fikobilisomy

Czynniki

komp L8 ks Zz Nostoc Z Porph.
B=PE - CPC SP .« cr.2
Stezenie bufo
¢ re 0,005 £0,75 £ 0,50
(M)
Cisdnienie (atm) X880 < 1750 >3500

a
jeeo

wyniki nieopublikowane, otrzymane od dr Wanga i dr Govind-

Dane przedstawione w tabeli 4, wskazuja na stusznosc poprzed=-
nich wnioskéw: mechanizm migracji energii, ukiad fikobiliprotei=-
déw w fikobilisomach. Ponadto potwierdzaja teze o peinej funkcjo-
nalnosci fikobilisoméw in vitro (wydajhe przekazywanie energii do
jadra APC fikobilisomu ) - wyznaczone czasy sa zgodne =z czasami
przekazania PE-PC~APC=Chl ( 250-500 ps ) uzyskanymi droga bezposred-
niego pomiaru dla fikobilisoméw in vivo [20].

KOMPLEKSY FIKOBILIPROTEIDOWE

Niedawne doniesienia M8rschela i wsp. [13] wskazuja na to
ze w fikobilisomach mozna wyréznié (co wida¢ na elektronogramach)
pewne jednostki = kompleksy fikoerytrynowo-fikocyjaninowe. Do
chwili obecnej udato sie wyizolowac niektdére z nich, np. B=PE -
CPC z Porphyridium sordidum (widma absorpcji i fluorescencji kom-
pleksu sa przedstawione na rys. 10 i 11), b-PE = B=PE = CPC z Rho-
dosorus marinus oraz PE - PC z Nostoc sp.

W pracy badano wtasnosci spektralne kompleksu B-PE - CPC dla
réznych warunkéw fizykochemicznych. Niezwykle interesujace jest,
2e wymieniony kompleks jest - przeciwnie niz moZna byioby oczeki=-
waé 5 stabilny jedynie w wodzie destylowanej. Nawet tak maie ste-
zenie buforu fosforanowego (pH 6,8-7,0), jak 0,01 powoduje dosc¢
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Rys. 10. Widma absorpcji komp- Rys. 11. Widma fluorescencji

kompleksu B=-PE - CPC z Porphy-
ridium sordidum w wodzie des~-
tylowanej (1) oraz w buforze
fosforanowym (pH 6,8-7,0)o ste=-
zeniu 0,05 M (2 ) - kompleks
zdysocjowany na skiadowe fiko=-
biliproteidy B=PE i CPC

leksu B=PE = CPC z Porphyridium
sordidum bezposrednio po wyizo-~
lowaniu (1) oraz powstaie w wy-
niku reasocjacji (2) skiadowych
fikobiliproteidéw B=PE i  CPC

szybka jego dysocjacje na sktadowe fikobiliproteidy. Inna ciekawa

obserwacjq jest tez to, ze rozdzielone (w wyniku dysocjacji i ult-
rawirowania w gradiencie stgzenia sacharozy ) fikobiliproteidy:

B=PE i CPC, po wprowadzeniu do wody destylowanej
pierwotny kompleks (rys. 10). W natywnym kompleksie energia wzbu-

dzenia fikoerytryny jest przekazywana do fikocyjaniny (jak osza-

cowano z widm fluorescencji kompleksu przed i po dysocjacji = rys.
11) z wydajnoscia rzedu 0,975%0,005 - co odpowiada sredniemu cza-

sowi przekazania 80240 ps.

Widma polaryzacji fluorescencji kompleksu uzyskane dla
woréw o duzych lepkosciach (7,80 i 72,00 cP ) nie réznia sig prak-
tycznie od widma otrzymanego dla roztworu wodnego [25]. Swiadczy
to o tym, Zze ukiad chromoforéw w matrycy biatkowej kompleksu moz-
na traktowac jako sztywny - przynajmniej dla czaséw rzedu czasu

reasocjuja w

rozt=-



Rys. 9. Fikobilisomy z Porphyridium cruentum in Vvivo (lewa strona,

powiekszenie 115 00O x) i in vitro (prawa strona, powiekszenie

280 000 x ) = elektronogramy nadestane przez E. Gantt (Smithsonian
Institution, USA)
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zycia fluorescencji. W celu uzyskania informacji o oddziatywa-

niach pomigdzy B-PE i CPC w kompleksie badano wpiyw wysokiego cis-
nienia hydrostatycznego na widma absorpcji i fluorescencji kom=

pleksu.

Zachowaniem sig¢ ukiadu w warunkach wysokiego cidnienia hydro-
statycznego rzadzi reguta Le Chatelier tzw. regula przekory
«wzrost cisnienia faworyzuje procesy, ktdére prowadza do zmniejsze-
nia objgtosci ukladu oraz inhibuje te procesy, w wyniku ktérych
objetos¢ ukiadu musiataby wzrosngcé". Z literatury [26, 27 ] wiado-
mo Np., Ze rozrywaniu sig¢ wiazan hydrofobowych i jonowych towarzy-
szy malenie, natomiast rozrywaniu sie wiazah wodorowych wzrost,
objetosci. Tak wigc, wzrost cisnienia stymuluje rozrywanie wiazan
hydrofobowych i jonowych i ewentualne tworzenie ( lub wzmocnienie )
wigzan wodorowych. Fakt ten stanowi jedna z zasadniczych przyczyn
stosowania technik wysokocisnieniowych do badania charakteru wia-
zari w makromolekulach. |

Wysokie cisnienie powoduje dysocjacje kompleksu B=PE = CPC,
co objawia sig wzrostem natgzenia fluorescencji przy 580 nm (emis-
ja B=PE) - kinetyka dysocjacji jest przedstawiona na rysunku 13.

Do zdysocjowania swiezo przygotowanego kompleksu konieczne
jest cisnienie rzgdu 880 atm. Kinetyka dysocjacji, w szczegdlnos=-
ci zachowanie prostoliniowego charakteru zaleznosci 1ln I/(Io - I)
od czasu, wskazuje na to, ze jest to proces pierwszego rzedu z sta=-
ta rozpadu 2,0 x 10> §™1 i czasem potowicznym okoto 36 000 s.
Obie prostoliniowe zaleznos$ci (z rys. 12 i 13) potwierdzaja teze,
Ze stosunek drobin fikoerytryny do drobin fikocyjaniny w komplek-
sie B=PE - CPC jest 1:1. Dysocjacja kompleksu indukowana wysokim
cidnieniem jest - jak stwierdzono w licznych eksperymentach - nie=
odwracalna (przypuszczalnie zachodza pewne denaturacyjne zmiany w
komponentach biatkowych ).

Wpiyw stezenia buforu (sity jonowej) oraz wysokiego cisnienia
na zachowanie sie¢ kompleksu (tab. 5) wskazuje na to, ze w komplek-
sie giéwnymi wiazaniami stabilizujacymi strukture sa wiazania jo-
nowe - gdy znaczenie wigzan jonowych jest redukowane przez wzras-
tajaca site jonowa roztworu, nast@puje dysocjacja. Stosunkowo nis-
kie cisnienie wystarczajgce do spowodowania dysocjacji swiadczy o
tym, 2e zaréwno wigzania jonowe, jak i ewentualne hydrofobowe, sa
dos$c¢ stabe w kompleksie B-PE - CPC.
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Rys. 12. Kinetyka reasocjacji kompleksu B=PE = CPC z sktadowych
fikobiliproteidéw: B-PE i CPC; I = F - f; I, = F, = f (gdzie F =~

natezenie fluorescencji przy 580 nm po czasie t od chwili zmiesza-
nia B=PE i CPC; Fo — natezenie fluorescencji przy 580 nm w chwili

t = 0; oraz f - natezenie fluorescencji przy 580 nm dla natywnego
kompleksu B-PE ~ CPC, tj. po catkowitym zZreasocjowaniu )

0.6

| ] | | 1 |
0 120 240 360 480 600 t (min)

Ryse 13. Kinetyka dysocjacji kompleksu B-PE - CPC przy cidnieniu
hydrostatycznym 880 atm; oznaczenia jak do rys. 12
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STRUKTURA I ODDZIALYWANIE MIEDZY FIKOBILIPROTEIDAMI
W FIKOBILISOMACH

Badania Gantt i wsp. [1-3] wykazaty, ze do utrzymania fikobi=-
lisoméw w stanie funkcjonalnym in vitro, konieczne jest stosowa=-
nie roztwordéw o duzym stezeniu buforu rzedu 0,5-0,7 M. WzZrostowi
sity jonowej, towarzyszy ekranowanie oddziatywan jonowych przy
réwnoczesnie mierzalnym wzrodcie oddziaiywann hydrofobowych. Stad
mozna wnioskowaé. Zze wigzania hydrofobowe odgrywaja istotna role
w utrzymaniu struktury fikobilisoméw.

Tabela 5

Zmiana objetosci wtasciwej makromolekui zwiazana z ich dysocjacja

Wyszgzegél- Masa czasteczkowa Liczba Zmignalogjetoé-
nienie odjednostek  C1 wiasc.
(w daltonach) pocy (ml/g)

. 6 -4
Miozyna [28] 50 x 10 100 6 x 10
Fikobilisomy

© 80 4 x 10”4

z Porph. cr. 30 x 10

w warunkach wysokiego cisnienia hydrostatycznego (tab. 5)
nastepuje dysocjacja fikobilisoméw. Dla zdysocjowania fikobiliso-
méw z Porphyridium cruentum konieczne sa znacznie wyzsze cisnie=
nia (nawet przy mniejszej sile jonowej roztworu), niz jest to w
przypadku fikobilisoméw z Nostoc sp. Swiadczy to o tym, ze wiaza-
nia PE - PE w fikobilisomach z Porphyridium cruentum sa duzo sil-
niejsze (lub liczniejsze) niz w fikobilisomach z Nostoc sp.

Z przebiegu kinetyki dysocjacji (rys. 14) wynika, ze dysocja-
cja fikobilisomow i Nostoc sp. stanowi wynik nalozenia sig¢ dwéch
(nastepujacych po sobie) reakcji pierwszego rzedu z réznymi sta-
ymi rozpadu - stad .prosta lamana". Taki przebieg kinetyki dyso=
cjacji $wiadczy o tym, 2e w fikobilisomach wystgpuja dwa rézne ty-
py fikoerytryny rozmieszczone heterogennie, co proponuje schemat
1.

Jest prawdopodobne, ze fikobiliproteidy fikobilisoméw z Nos=
toc sp. - podobnie jak to jest w przypadku fikobilisoméw z Porphy=-
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Rys. 14. Kinetyka dysocjacji fikobilisomdéw z Nostoc sp. przy cis=-
nieniu 1750 atm; oznaczenia jak do rys. 12

ridium cruentum - dysocjuja w takiej kolejnosci, w jakiej sa roz-
tozone w natywnych fikobilisomach. Stad, zgodnie ze schematem 1,
wyznaczone z rysunku 14 staie dysocjacji wynosza odpowiednio:

C-PEII: ky = 3,9 x 1072 -1

C-PEI k

-
n
N
-
=
x
(Y
o
°

Z danych wysokocié$nieniowych mozna wyznaczyé zmiane objetoséci
wtasciwej fikobilisoméw spowodowana dysocjacja, a to z kolei daje
pewng informacje o ilosci wigzan - np. rozerwaniu pojedynczego
wigzania hydrofobowego odpowiada zmiana objetos$ci wtasciwej rzedu
1-20 ml/mol. Otrzymana w pracy zmiana objgtosci wiasciwej fikobi-
lisoméw z Porphyridium cruentum wynosi okoto 1200 ml/mol i jest
w bardzo dobrej zgodzie z wartoscia podawana w 1literaturze dla

miozyny (28], ktéra ma masg¢ czasteczkowg zblizona do masy czaste=-
czkowej fikobilisoméw (tab. 6).
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WNIOSKI

1. Migracja energii w ukladzie fikobilin w fikobilisomach od-

bywa sie zgodnie z mechanizmem Fdrstera ( bardzo stabe oddzialywa-

nie

tje
na,

dipol - dipol elektryczny).

2, Fikobiliproteidy sa roziozone w fikobilisomach warstwowo,
heterogennie, wg kolejnosci ( liczac od zewnatrz): fikoerytry-
fikocyjanina i allofikocyjanina.

3. W stabilizacji struktury fikobilisoméw wazna role odgrywa-

ja wiazania hydrofobowe.

4, Barwa swiatia stosowanego w czasie hodowli kultur glono-

wych wptywa albo na ilos$¢ syntetyzowanych fikobilisoméw (np. w
Porphyridium cruentum), badz na sktad fikobiliproteidowy (np. w
Nostoc sp. i Fremyella diplosiphon).
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0, I'paGoBCKM

ONKOBUMANPOTENIN U X HATYPAJIBHHE KOMIJEKCH oOUKOBIATCOMY
(CTpyKTypa ¥ MUTpALMs DHEPTUM 3JEKTPOHHOTO BOBCYRASHMA)

Pez3zwme

B HaTypalbHOM COCTOSHUM (UKOOGUIUIIPOTEUZH SABJIAKNTCA BHCOKO arpe-
TUPOBAHH M 06DPA3yHT XApAaKTeDPHHE T'DaHyJH — QUKOOUINCOMH IO BHEWHUM
CTOPOHAaM (GOTOCUHTETHUUECKUX NaMeneit, HaOmwzaeMHii in vivo BHCOKNi
BHXOJ Nepellaull CBeTOBOf{i 3Hepruy Horyaomaemoil PUKOCUIUNPOTEUZAMUA B
XJIopoduan, mo6yxznaeT K MPeANoNOXeHUK, YTO PUKOCHMIUMNDPOTEUZH yPaCIO-
JoxeHH" B PUKOOUIMCOMAX I'€TepPOT'€HHO,

lenpl UCCNeZNOBaHU{l OHIO MOMYUMTH MHOGOpMAUUM o BO3zxelicTBUAX,
CTPYKTYpe ! MUIpaLUyl 3HePruM 3JEKTPOMHOI'O BO3OYRAEHUA B PUKOOUIN-
comax. B pa6oTe uccleZOBAaHO ONTUYECKNE CBO{ieTBa, B HODMAIBHHX yC-
JIOBUAX M B YCJAOBMAX BHCOKOTO T'MAPOCTATUUECKOTO AaBleHUA, GUKOOUIN-
COMOB & TaKKke COCTaBIANINX (UKOCUIMNPOTEUZOB in vitro NOJNYUEHHHX
N3 Porpnyridium cruentum, Nostoc sp., Fremyella Diplosiphom U TaK-
%e PUKOOUMIMIPOTEUZOBHX KOMIJEKCOB MONYUYEHHHX U3 (PUKOGUINCOMOB K-
CTpParupoBaHHHX U3 Porphyridium sordidum W TOX€ Rhodosorus mari
nus :

OnpezeneHO 3KCNEPUMEHTANBHOE U NpEeAyCcMAaTpPUBAeGMOE  (MCHONB3YH
000CMEHHY Teopun mepezauy aHepruu Kernxpa u KHoxca, mMozenu I'aHTT
fugoOuUIMCcoMa, 8 TOXE DPEe3yINbTATH TEOPeTHYECKUX MCCAEZOBAHU{l MOZEJb-
HHX MUTDauuii 2HEPruM B MOJEKYIAPHHX CUCTeMaX MNOJNydyeHHHX [lepiaemTaji-
HoM ¥ lleifoTeHOM) cpeZHee BpeMf IepeZiauyl SHEPI'UM 3JIEKTPOHHOI'O BO3-
OyXIeHUA OT PMKOSPUTPUHA K (PUKOLMAHUHY B (PUKOOUIMCOMEX. [lOMyueHO
Xopouee coriacue MexZy TeODPeTHUECKUMM pe3ylIbTaTaMii U COOCTBEHHHMH
9KCNEPUMEHTANBHHMI pe3yJNbTaTaMu (Toxke AJNA (PUKOOUINCOMOB
a TaKke pe3ynrTaTH ['oBUHZero, Tomura u PaGuHOBUYA NONYYEHHHMU ZLJIA
PUKOOMIMCOMOB in vitro Ha OCHOBAHWM MONYYEHHHX Pe3yAbTATOB CHG6-
JIAaHO CJeAyWlMe BHBOJH S

- MUrpanus 9HEPrMM B cUCTeMe (PUKOCUIMH B (uKOOMIMCOMAX Npouc-

XOZUT COTJIacHO MéxaHu3My ¢upcTepa (OueHb claGoe BO3NEHCTBME  IU—
NONb-3NEKTPUYEeCKUit AUMOIB),
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- (UKOGMIMNPOTEMZIL PacCIONOKEHH B furoOuaMcoMax CJ06BO, IO
ouepeZy (cumrTas CHApyxu): (QUKOSPUTPUH, QUKONMAHUH U  ajnofmronHMa-
HUH,

- B CTAGUAM3ALUN CTPYKTYpPH (UKOOMIMCOMOB BAXHYW POJB UCIOJHSA-
T TUAPOJOCHHE CBA3H,

- IB6T CBeTa ynowpeﬁnﬁemoro BO BpeMA KyJABTYDH BOZOpOCIe{ BIU-
50T HA KONMUECTBO (GOTOCMHTETM3NPOBAHHHX (PUKOGMINCOMOB HiI., B Por=-
phyridium cruentum WIJ Ha $UKOCUINTIIPOTEUAOBOH COCTAB $HOTOCUHTE T~

3VPOBaHHHX fmxoOMIMCOMOB HIIl. B Nostoc sp. Y Fremyella diplosip=-
hon.

J. Grabowski

PHYCOBILIPROTEINS AND THEIR NATURAL COMPLEXES PHYCOBILISOMES
(The structure and electron excitation energy migration)

Summary

In the natural state phycobiliproteins are highly aggregated
- they form characteristic granules: phycobilisomes, easily seen
by the use of electron microscope,on photosynthetic lamellae. The
observed in vivo a high efficiency of excitation energy transfer
from phycobiliproteins to chlorophyll strongly suggests that phy=-
cobilisomes are heterogenous systems.

The aim of this investigation was to get information on inte-
ractions, structure and electron excitation energy migration in
phycobilisomes. For that purpose the optical properties - in nor=-
mal and high hydrostatic’ pressure - of phycobilisomes and their
constituent phycobiliproteins isolated from Porphyridium cruentum,
Nostoc sp. end Fremyella diplosiphon, as well as phycobiliproteins
complexes isolated from phycobilisomes of Porphyridium sordidum,
in vitro, were investigated. _

The experimental and theoretically predicted (by the wuse of
a generalized Kenkre and Knox relation, Gantt model of phycobili=-
somes and results of Pearlstein and Paillotin obtained on theore-
tical cosiderations of excitation energy migration in model sys-
tems) mean times of excitation energy transfer from phycoerythrin
to phycocyanin in phycobilisomes were determined. The reasonable
agreement between theoretically predicted and experimental deter-
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minations for phycobilisomes both in vitro results of this inves-
tigation and in vivo results of Brody, Govindjee, Rabinowitch
and Tomita was obtained.

On the base of obtained results the following main conclusions
were drawn:

- the Forster mechanism (a very weak electric dipole - dipole
interaction) is responsible for excitation energy migration bet-
ween phycobilins in phycobiliproteins and phycobilisomes,

- phycobiliproteins are layered in phycobilisomes in a sequ-
ence (seeing from outside ): phycoerythrin, phycocyanin and allop=-
hycocyanin,

- the quality of light used during culturing of algae strong-
ly affects a concentration of phycobilisomes in cells (as it is
a case with Porphyridium cruentum) or a phycobiliproteins composi=-
tion (as it is a case with Nostoc sp. and Fremyella diplosiphon).



