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Doswiadczenia nad synteza ATP w izolowanych chloroplastach
[2] oraz w bakteryjnych chromatoforach [25] dowiodty, ze funkcja
tych organelli jest podobna do funkcji mitochondriéw i polega na
magazynowaniu energii w formie tzw. wysokoenergetycznych wigzan
grup fosforanowych. Zrédiem energii jest promieniowanie elektro-
magnetyczne, absorbowane przez zespoiy barwnikéw fotosyntetycz-
nych. Mechanizm fosforylacji fotosyntetycznej i powiazania miQQZy
tym procesem a innymi zjawiskami indukowanymi swiatXem w aparacie
fotosyntetycznym sg natomiast przedmiotem badan, dyskusji i hipo-
tez. W niniejszym artykule podjeto prébe przedstawienia aktualne-
go stanu badan i pogledéw na mechanizm fosforylacji fotosyntetycz-
nej.

Proces ten, jak juz wspomniano, przebiega zaréwno w chromato-
forach bakteryjnych, jak i w chloroplastach roslin wyzszych. Mimo
réznic budowy tych organelli mozna sadzié, ze mechanizm fosfory-
lacji jest w obu przypadkach jednakowy, dlatego w dalszym ciagu
rozwazania nad fosforylacja beda ilustrowane tylko struktura i
funkcja chloroplastéw. Fosforylacja zwigzana jest z fotosyntetycz-
nym transportem elektronéw a prawdopodobnie réwniez z fotoinduko-
wanym transportem protonéw i powstawaniem potencjaiu membranowego
oraz ze zmianami konformacyjnymi tylakoidu.

*Prace wykonano w ramach Migdzyresortowego Problemu Badawcze-
go MR=II-15, gr. tem. 03.05.



34 W. HENDRICH

FOTOSYNTETYCZNY TRANSPORT ELEKTRONOW

Jednym ze zjawisk indukowanych swiatiem w chloroplastach jest
utlenienie wody z wydzieleniem tlenu i redukcja NaDP* do NADPH,
a wiec przeniesienie elektronéw od wody do NADP'. O $cistym zwigz~-
ku transportu elektronéw z fosforylacja sSwiadczy tzw. stopien kon-
troli (control ratio, photosynthetic control), tzn. stosunek szyb-
kosci transportu elektronéw w obecnosci ADP + Py do szybkosci te=-
go procesu, mierzonej w tych samych warunkach lecz przy braku ADP
+ Pie W izolowanych, catych chloroplastach klasy A [35], stopien
kontroli przyjmuje wartosci 4-6 [78]; uszkodzenie chloroplastoéw
prowadzi do obnizenia stopnia kontroli do wartosci ponizej 3. Moz-
na wigc sadzic, ze oba te procesy = transport elektronow i fosfo-
rylacja w warunkach in vivo sa ze soba scisle sprzezone.

Schemat larncucha transportu elektrondéw, zaproponowany w pier-
wotnej postaci przez Hilla i Bendalla [437] a zwany schematenm z,
przedstawiono na rysunku 1. O ile dokladne oméwienie fotosyntety-
cznego fancucha transportu elektronéw wykracza poza ramy obecnego
artykulu (przeglad aktualnego stanu badan znajduje sie m.in. w mo-
nografiach [3-5, 31, 100]), o tyle z punktu widzenia fosforylacji
interesujace'sa nastepujace zagadnienia:

- struktura bitony tylakoidowej i lokalizacja skiadnikéw lancu=-
cha transportu elektronéw,

- zjawiska towarzyszace transportowi elektrondw: transport
protonéw, powstawanie gradientu pH, powstawanie réznicy potencja=-
tu membranowego, zmiany konformacyjne bizony tylakoidowej i jej
skiadnikéw,

- fosforylacja, jej rodzaje i miejsca sprzezenia z transpor=-
tem elektrondw.

STRUKTURA BLONY TYLAKOIDOWEJ I LOKALIZACJA SKEADNIKOW

wewnatrzchloroplastowe struktury, tylokoidy, maja ksztait dys-
kéw. Dzieki temu ksztattowi biona tylakoidowa oddziela przestrzen
zewngtrzna (stromg, matriks ) od przestrzeni wewnatrztylakoidowej .
Grubog¢ bXony wynosi okoio 10 nm, w jej skiad chemiczny wchodza
lipidy (ok. 50%), biaika (ok. 50% ) oraz niewielka ilos¢ weglowo-
danéw [107]. Frakcja lipidowa skiada sig¢ z barwnikéw (ok. 20% ),
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Rys. 1. Schemat transportu elektronéw w fotosyntezie; grubymi
strzatkami oznaczono reakcje fotochemiczne, pozostaie reakcje prze-
biegaje w ciemnosci; E_ - standardowy potencjai redukcyjno-oksyda-
cyjny w pH = 7,0, kompleks Z - zespéi enzymatyczny rozkladajacy
wode, donor elektronéw dla krétkofalowego zespoiu barwnikowego PS
2, Pggg = centrum reakcji zespoiu PS 2, Q - pierwotny akceptor
elektronéw od PS 2, wygaszajacy fluorescencje chlorofilu z PS 2
cyt b 559 n.p. i wep. - dwie formy cytochromu b (z maksimum  ab-
sorpcji w widmie réznicowym przy 559 nm) o niskim potencjale(n.p)
i wysokim potencjale (w.p.) redoks, uczestniczace W cyklicznym
transporcie elektronéw i fosforylacji cyklicznej, stymulowanej
przez PS 2, PS 1. - diugofalowy zesp6i barwnikowy, P55 = centrum
reakcji zespoiu PS1, X - pierwotny akceptor elektronéw od zespoiu
PS 1. FRS - substancja redukujaca ferredoksyne. X, cyt. bg 564 1

plastocyjanina uczestniczg w cyklicznym transporcie elektronow
i fosforylacji cyklicznej, stymulowanej przez PS 1
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mono- i dwugalaktozodwugliceryddéw (ok. 40¢ ), fosfolipiddéw, chino=-
néw i innych zwiazkdéw. Analiza frakcji biatkowej (58,69 ] wykazala
2e skiada sig¢ ona co najmniej z 15 réznych bialek.

Do poznania struktury biony tylakoidowej i lokalizacji skiad-
nikéw w tej bionie przyczynilo sie szereg metod, gidéwnie metody
mikroskopii elektronowej (freeze-etching, freeze-facture ) oraz im-
munochemiczne z zastosowaniem przeciwciat. Metody te pozwolity
ustalic¢ réznice w budowie generalnej btony zewnetrznej (end gra=-
nal membrane, margin), podwdjnej biony wewnatrz-granalnej (parti-
tion) oraz btony lamell stromy (stroma lamellae ). Wszystkie (trzy)
typy biony maja prawdopodobnie jednakowa strukture podstawowa,
sktadajaca si¢ z zewnetrznej warstwy biatkowej] i wewnetrznej - li=-
pidowej. Stosunek grubosci warstwy biatkowej do lipidowej wynosi
ok. 2,5:1. Na zewngtrznych powierzchniach tylakoidéw ( powierzch-
nie lamell stromy, powierzchnie brzegéw i koncéw gran ) stwierdzo-
no wystepowanie ziarnistosci, utworzonych przez czasteczki czyn-
nika sprzegajacego CFye reduktazy ferredoksyna-NADP® oraz karbo-
ksylazy rybulozo-dwufosforanu. Identyfikacji CFy dokonano na pod-
stawie pordwnania obrazow z mikroskopu elektronowego przed i po
dziataniu EDTA, ktére uwalnia CF, = biony [72] oraz na podstawie
badari serologicznych, w ktérych wykazano [63], ze przeciwciala
przeciw rdéznym podjednostkom CF, hamuja fosforylacje cykliczna i
niecykliczna.

Obecno$é reduktazy ferredoksyna-NADP® wykazal technika posred-
niej aglutynacji Berzborn (8] orez San Pietro [86], stwierdzajac
hamowanie redukcji NADPY przez przeciwcialo przeciw reduktazie.
Na powierzchni zewnetrznej tylakoidu znajduje sie tez tatwo uwal=
niane do roztworu bialko peryferyjne ferredoksyna wykrywana réw-
niez technika immunologiczna [42] oraz niezupeinie poznany czyn-
nik redukujacy ferredoksyng = FRS.

W odrdznieniu od zewngtrznych powierzchni tylakoidéw,wewnatrz-
granalne powierzchnie ( partition ) nie =zawieraja ani czynnika
sprzegajacego CF,, ani reduktazy ferredoksyna-NADP®. Wynika to
m.in. z pomiaréw [86] stwierdzajacych wystegpowanie silnego hamo-
wania redukcji NADP* przez hydrofilne przeciwcialo przeciw reduk-
tazie, niezdolne do wnikania w hydrofobowa strefe oraz z podob~

nych, serologicznych badan [ 58, 65] nad hamowaniem fosforylacji
przez przeciwciata przeciw ATP=-azie.
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Oprécz skiadnikéw biaikowych, biony zewngtrzne i wewngatrzgra-
nalne réznia sieg tez zawartoscia zespoidéw barwnikowych.Pierwszych
dowodéw na réznice w lokalizacji zespoléw PS1 i PS2 dostarczyty
badania fragmentéw chloroplastéw, otrzymanych dziataniem deter=-
gentéw lub metodami mechanicznymi i rozdzielonych wirowaniem réz-
nicowym. Charakterystyka tych fragmentdéw, zardwno biochemiczne
jak biofizyczna, opracowana przez Jacobiego [45] prowadzi do wnios-
ku, ze frakcja sedymentujaca przy 1000-10 000 g pochodzi gidéwnie
z fragmentdéw wewngtrzgranalnych i zawiera obydwa zespoiy PS1 i PS2
natomiast frakcje sedymentujaca przy 50 000-160 000 g pochodzaca
z fragmentéw lamell stromy i prawdopodobnie bion brzegéw i koncédw
gran zawiera gidéwnie, jesli nie wyiacznie, zesp6t PS1l. Wyniki te
sa zgodne z wnioskami z badan pod mikroskopem elektronowym[}O,BS],
w ktérych stwierdzono wystepowanie dwéch rdznych typéw ziarnistos-
ci, srednicy okoio 17,5 i 12 nm na powierzchniach wewnatrzgranal=-
nych, a tylko mniejszych ziarnistosci na powierzchni styku warst=-
wy biatkowej i lipidowej w lamellach stromy. Rozmieszczenie zes~-
potéw PS1 i PS2 w bXonach jest asymetryczne. Technika fotolizy
btyskowej wykazano [106], ze zaréwno PS2 jak i PS1 sa zwrécone
czescig donorowa (kompleks Z dla PS2, cytochrom f i plastocyjani-
na dla PSl) w strong wewngtrzna tylakoidu, a czescia akceptorowa
(Q dla PS2, X dla PS1) w strone zewnetrzna tylakoidu.

Lokalizacje akceptorowych czeséci obydwéch zespoiéw potwierdzi-
1y badania fotoredukcji sztucznych, hydrofilnych akceptordw: foto-
redukcje silikomolibdenianu [28] i silikowol framianu [29] przez
PS2 za posrednictwem Q mozna tiumaczy¢ tylko latwym dostgpem ak=-
ceptora do czesci akceptorowej PS2 od zewnetrznej, hydrofilnej
strony; podobnym dowodem lokalizacji czegsci akceptorowej PS1 jest
wspomniane wyzej wystepowanie ferredoksyny i reduktazy ferredoksy-
na-NADP® na zewnetrznej powierzchni tylakoidu. Bardziej kontrower=
syjne wyniki uzyskano przy ustalaniu lokalizacji donorowych czes-
ci PS1 i PS2. Serologiczne badania nad lokalizacje plastocyjaniny
wskazywaly na jej miejsce przy wewnetrznej powierzchni tylakoidu
[36], lub zewnetrznej powierzchni (89], Jjednak pierwszy wynik
jest bardziej prawdopodobny ze wzgledu na funkcje tego  zespoiu.
Umiejscowienie donorowej czesci PS2 przy zewngtrznej bionie tyla-
koidu wynika z badan immunologicznych [84], natomiast zaréwno ba-
dania fotolizy biyskowej, jak i postulowany mechanizm dzialania .
zespolu PS2 pozwalaja sadzic¢, Ze donorowa czegsc¢ PS2 wraz z zespo-
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tem enzymatycznym rozkiadajacym wode (kompleksiz) przylegajaca do
wewnetrznej powierzchni tylakoidu.

LY
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Rys. 2. Schemat lokalizacji czasteczek ATP=-azy i reduktazy ferre-
doksyna-NADP na bionach tylakoidowych; o " ATP=aza; e - redukta=-
za ferredoksyna - NADP'

Przedstawione rozwazania nad lokalizacja skiadnikéw  aparatu
fotosyntetycznego prowadza do nastegpujacych wnioskoéw:

1) enzymy katalizujace redukcje NADP* ( reduktaza ferredoksyna=
-NADP?) i synteze ATP (ATP-aza) sa zlokalizowane tylko na powierz-
chniach tylakoidéw, stykajacych sie ze stroma (rys.2); wydaje sie
to uzasadnione m.in. tym, Ze w stromie przebiegaja reakcje cyklu
Calvina, zuzywajace ATP i NAOPH do syntezy weglowodanéw;

2) w zewnetrznych bXonach tylakoidowych znajduje sie gZdéwnie
zespdx PS1, gdyz aktywnosd¢ zespoiu PS2 z lamell stromy jest okolo
5 razy mniejsza od aktywnosci tego zespoiu z lamell gran (1], na-
tomiast zespoily PS1 i PS2 sa zlokalizowane w bionie wewnetrznej
(rys. 2); transport elektronéw od PS2 w bionach wewnetrznych do
PS1 w bZonach zewnetrznych lub od PS1 w bionach wewnetrznych do
reduktazy ferredoksyna-NADP™ w bXonach zewnetrznych wymaga udzia=-
Xu ruchliwego nosnika elektrondw; wg Sane i wsp. [84] dyfuzja
niskoczasteczkowego nosnika na odlegios$¢ 2-3 nm nie bytaby najwol=~
niejszym stadium asymilacji COZ;

3) obydwa zespoly PS1 i PS2 oraz ATP-aza, a takZe inne skitad-
niki tafcucha transportu elektronéw sa rozmieszczone asymetrycz-
nie w bionie tylakoidowej.
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Rys. 4., Schemat lokalizacji skiadnikow zewnetrznej btony tylakoi-

dowej; PC - plastocyjanina, Fd - ferredoksyna, I-VI - podjednost-

ki zespotu PS1, X - integralne biatko wchodzgce w skiad ATP-azy;
&= §~- podjednostki czynnika sprzegajacego CF, wg [66j

Na rysunku 3 przedstawiono schematycznie lokalizacje skitadni=-
kéw partition, natomiast na rysunku 4 - lokalizacje sktadnikéw bio-
ny zewnetrznej tylakoidu, przy czym uwzgledniono tu hipotetyczna
strukture podjednostkowa zespoiu PS1 [(65] oraz czynnika sprzgga-

Jacego CF, [63].
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ZIAWISKA TOWARZYSZACE TRANSPORTOWI ELEKTRONOW

Jesli przyjac schemat lokalizacji skladnikéw tancucha trans-
portu elektrondw, podany na rysunkach 3 i 4, wtedy przeniesieniu
jednego elektronu od H20 do NADP' winno towarzyszy¢ zwiazanie
dwéch protonéw z fazy zewnetrznej (1 H* na 1/2 zredukowanego pla-
stochinonu PO?~ oraz 1 H* na 1/2 NADP*) oraz uwolnienie dwéch pro-
tonéw do fazy wewnetrznej tylakoidu (2 HY 2z 1/2 HZO i1 HY przy
utlenieniu 1/2 PQHZ), czyli przeniesienie dwéch protonéw =z fazy
zewngtrznej do wewnetrznej. Dodwiadczalnie stwierdzono [47], ze
naswietlanie chloroplastéw w stabo zbuforowanym roztworze powodu-
je podwyzszenie pH roztworu, a ponadto, e proces ten jest $ciéle
sprzezony z transportem elektronéw [68].
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Rys. 5. Schemat fotochemicznej reakcji hematoporfiriny (HP) z
imidazolem i reakcji fosforylacji imidazolu

Istnieje duza rozbieznosé danych literaturowych o stosunku
ilosciowym przeniesionych protonéw do elektronéw (H+ /e ). Ze sche-
matu wynika, Zze stosunek ten powinien by¢ rowny 2. Doswiadczal-
nie natomiast, zaleznie od metody i warunkéw pomiaru stwierdzano
wartosci od 1 do 6,7; wartosé 1 uzyskano z zastosowaniem elektro=-
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dy szklanej i pomiarem stosunku szybkosci wyplywu protonéw w ciem-
nosci do stacjonarnej szybkosci ich transportu na swietle [96].
wartosc 2 LB%} - Z zastosowaniem techniki biyskowej i pomiarem po-
czatkowych szybkosdci transportu protonéw [34] oraz wartos¢c 6,7 =
z zastosowaniem techniki barwnika - wskaznika pH (87], ktéra uzys-
kat Heath [40] dla cyklicznego transportu elektronéw, wzbudzanego
promieniowaniem > 700 nm, absorbowanym przez PS1.

Transport protonéw przez bione tylakoidowa mozna scharaktery-
zowa¢ dwiema wielko$ciami, iloscia przeniesionych protonéw i gra-
dientem pH ustalonym wskutek przeniesienia protonéw. Obie te wiel-
kosci sg funkcjami pH roztworu, w ktérym sa zawieszone chloroplas-
ty. Optymalng ilosc przeniesionych protonéw zaobserwowano w pH
okoio 6,5, natomiast optymalny gradient pH powstaje w chloroplas-
tach zawieszonych w srodowisku o pH okoto 8,5. W tych warunkach
ApH = 3,5 [82]. Optymalne warunki dla gradientu pH sa réwnoczes-
nie warunkami optymalnej szybkosci fosforylacji, co s$wiadczy o
zwiazku gradientu pH i szybkosci fosforylacji. Portis i McCarty
(73] wykazali, ze logarytm szybkosci fosforylacji jest liniowa
funkcja A pH.

O zwigzku migdzy transportem protonéw a fosforylacja swiadczy
tez dziatanie niektérych inhibitoréw fosforylacji i rozprzegaczy.
Dziatanie takie wykazuje jonofor - nigerycyna, ktéra moze prze-
nikac przez biong w formie skompleksowanej z jonem metalu lub pro=-
tonem. Wymienny transport protonéw na zewnatrz i jonéw K' do wew-
ngtrz tylakoidow wyrdéwnuje pH po obu stronach biony tylakoidowej,
rownoczesnie nigerycyna rozprzgga fosforylacje od transportu elek-
tronowego [SO0]. Inny mechanizm dzialania, ale podobne skutki, tzn.
hamowanie powstewania gradientu pH i rozprzgganie fosforylacji
obserwuje sie w przypadku amin, ktére przenikaja przez bione w for-
mie niezdysocjowanej i wigza jony HY w wewnetrznej przestrzeni ty-
lakoidu.

Lokalizacja skiadnikéw taricucha transportu elektronowego wbl-
nie tylakoidowej i uporzadkowany, wektorowy transport elektrondw
sa zrédiem innego, waznego zjawiska towarzyszacego transportowi
elektronéw - powstawania gradientu potencjatu membranowego i pola
elektrycznego w poprzek blony. Endogennym wskaznikiem powstajace-
go pola jest jeden ze skiadnikdéw aparatu fotosyntetycznego - lu-
teina, ktéra wykazuje silny efekt elektrochromowy, tzn. zmiane
widma absorpcyjnego pod wpitywem pola elektrycznego. Maksymalne
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zmiany widma obserwuje sie w pasmie 515-518 nm. Stosujac te¢ tech-
nikg Wolff i wsp. [ 108] stwierdzili, ze réznica potencjaiéw w po=-
przek biony, A ¢ powstaje pod wpiywem biysku laserowego w czasie

€ 20 ns, jest wiec bezposrednio zwiazana z fotoindukowym przenie=-

sieniem elektronéw. Wykazano réwniez [88], 2ze pole elektryczne

jest generowane przez obydwa zespoiy PS1 i PS2, oraz, ze w warun-

kach nasycenia swiatiem A ¢ jest réwne okoio 100 mV (biegun + we=-
wnatrz tylakoidu). W utrzymaniu tej réznicy potencjaiéw waznga ro=-

le odgrywa wywolane transportem elektronéw przeniesienie Jjonoéw.

Oméwionemu wyzej przeniesieniu protondw towarzyszy wpiyw jonodw K*

i Mg2+ z wnetrza tylakoidu do stromy [23] oraz skierowane réwno-

legle do ruchu protonéw przeniesienie jonéw Cl~ [22]. Réznice po-

tencjaiow A ¢ wynikajaca z réznicy stezen jondw po obu stronach

btony tylakoidowej mozna zniwelowac, dzialajac na chloroplasty
réwnoczesnie jonoforem (np. nigerycyng, ktéra niweluje gradient

pH, wymieniajac we wng¢trzu tylakoidu jony H* na K') oreaz antybio=-

tykiem ( np. walinomycyna, ktéra przenosi jony K" z wnetrza tyla-

koidu do stromy, do wyréwnania stezenia jonéw K' po obydwéch stro-
nach btony ).

Grupa Witta [9] udowodnita bezposredni zwiazek miedzy réznica
potencjaiu membranowego A ¢ a tworzeniem ATP [9]; przy staiym gra-
diencie pH = 2 wydajnos¢ tworzenia ATP jest liniowa funkcja A ¢ .
Jesli przyjac, ze pojemnosc elektryczna biony tylakoidowej Jjest
stata, wtedy 4 § jest proporcjonalna do liczby %adunkéw przenie-
sionych przez biong, co prowadzi do wniosku, Ze wydajnosc tworze-
nia ATP powinna by¢ stechiometrycznie zwigazana z liczba protonéw
powodujacych ratadowanie blony. Rozumujac w ten sposdéb, Gr¥ber 1
witt [327] doszli do wniosku, ze maksymalne nachylenie prostej A
ATP = f (A @), wystgpujace przy A pH = 2,7 odpowiade tworzeniu jed-
nej czasteczki ATP na cztery protony przeniesione przez biZong.

Rozwazajac zjawiska towarzyszace transportowi elektrondéw nale-
zy wymienic rdéwniez zmiany konformacyjne biony tylakoidowej i jej
sktadnikéw, indukowane swiatiem. Stwierdzono, ze naswietlenie po=-
woduje odwracalne zmniejszenie grubosci podwéjnej warstwy bion
wewnatrzgranalnych o 25%. Tej makroskopowej zmianie bzony towa~
rzyszy indukowana swiatiem zmiana stopnia odstaniania réznych grup
(gtéwnie aminowych i karboksylowych ) na powierzchni bkony [26,27]

oraz zmiany ustawienia wzgledem powierzchni tylakoidu czagsteczek
cytochromu f i cytochromu b-559 [44].



FOSFORYLACJA FOTOSYNTETYCZNA = FAKTY I KONCEPCJE 43

Najdoktadniej poznano zmiany konformacyjne czynnika sprzega=-
jacego CF,. Ryrie i Jagendorf [ 83], mierzac wbudowanie trytu, wy-
kryli indukowane swiatlem i wrazliwe na rozprzegacz zmiany kon-
formacyjne tego bialka; wymianie na tryt ulega na swietle 50-~100
atoméw wodoru na czasteczke CF,. Badajac ATP-aze¢ 2z silnie zwigza-
nymi nukleotydami wykazano [55.39]. ze indukowane swiatlem zmiany
konformacyjne zachodza gidéwnie w centrum aktywnym enzymu. Z badan
nad ATP-azg znakowang fluoreskamina Kraayenhof i Slater [51] wno-
sz@, 2e swiatio powoduje przesuniecie zewngtrznych grup aminowych
do wnetrza biatka; pétokres tego procesu, wrazliwego na inhibitor
przeniesienia energii Dio=-9, wynosi okoio 45 ms. Harnischfeger
(37] badat wpiyw modyfikacji grup aminowych tylakoidu fluoreskami-
na na pierwotne procesy fotosyntezy. Stwierdzii, ze modyfikacja
ta nie ma istotnego wpiywu na transport elektrondéw, tworzenie gra=
dientu pH i réznicy potencjaiu membranowego, natomiast wpiywa na
aktywnos¢ ATP=-azy i fosforylacje. Autor sadzi, ze wolne grupy ami=-
nowe uczestnicza w przemianie energii.

FOSFORYLACJA

Jak juz wspomniano na wstepie, doswiadczalnie udowodniono, ze
istnieje $cisle sprzezenie migedzy fotosyntetycznym transportem
elektronowym a fosforylacja. W odrdéznieniu od oksydatywnej fosfo-
rylacji mitochondrialnej, fosforylacja fotosyntetyczna moze byc¢
zwiazana z dwoma réznymi procesami przeniesienia elektrondw:

- niecyklicznym od wody do NADP®; w tym przypadku fosforyla=-
cje¢ (nazywana fosforylacja niecykliczng ) mozna opisac sumarycznym
réwnaniem NADP® + H,0 + ADP + P, —» NADPH + 1/2 0, + ATP + H* wg
ktérej fosforylacji niecyklicznej towarzyszy wydzielenie tlenu i
redukcja NADP',

- cyklicznym wokét jednego z zespoiéw barwnikowych PS1  1lub
PS2; w tym przypadku cykliczny przepiyw elektronéw nie prowadzi
do trwatebo utlenienia lub redukcji przenosnikéw elektrénéw, dzie-
ki czemu tzw. fosforylacje cykliczna mozna opisac reakcja ADP +
+ Pi——bATP + H2 .

Dla niecyklicznej fosforylacji stosunek liczby czasteczek
utworzonego ATP do liczby elektronéw przeniesionych od H20 do
NADP* okresdla liczbe miejsc sprz¢zenia fosforylecji z transportem

elekironowym. Przyjmujac (jak dla mitochondrialnej fosforylacji),
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ze przejscie dwdch elektronéw przez ,miejsce" powoduje utworzenie
1 czasteczki ATP, stosunek ATP/2e” = 1,0 oznaczaiby istnienie jed-
nego miejsca sprzezenia, ATP/2e = 2,0 - dwéch takich miejsc.

Doswiadczalnie, zaleznie od warunkéw pomiaru i stanu izolowa-
nych chloroplastéw, otrzymuje sig rézne wartosci stosunku ATP/2e .
Dla chloroplastéw klasy A lub B Reeves i Hall [ 80] otrzymali war=-
tosci 1,5-2,0. Istnienie dwéch miejsc sprzezenia potwierdzono
dziataniem specyficznych inhibitoréw, donoréw i akceptoréw. Umoz=-
liwilto to zarazem lokalizacje miejsc sprzezenia. Jedno z miejsc
zostato zlokalizowane przez B6hme i Cramera [16.17] miedzy PQ a
cytochromem f; drugie miejsce zidentyfikowano dopiero po zastoso-
waniu dwubromotymochinonu, analogu plastochinonu, ktéry nie prze=-
szkadza redukcji PO, ale uniemozliwia powrotne utlenienie PQHZ.
W tych warunkach fosforylacje, towarzyszaca przeniesieniu elektro-
néw od wody do sztucznego akceptora - zelazicyjanku, mozna przy-
pisa¢ miejscu zlokalizowanemu przy PS2 [94,97]. Wediug Rosa i Hal=-
la [80] ten proces fosforylacji jest bezposrednio zwiazany z utle-
nieniem wody i uwolnieniem protondw.

Dalsze badania wykazaly, ze dla zwykiych, czesciowo rozprzezo-
nych chloroplastéw, dla kazdego miejsca sprzgzenia otrzymuje sig
stosunek ATP/2e” = 0,3-0,6, czyli w sumie dla dwéch miejsc wartosc
okoto 1,0, natomiast dla scisle sprzezonych chloroplastéw kazde
miejsce wykazuje stosunek ATP/2e” = 1,0 [41]. Jedli wziaé pod
uwage, ze wektorialne przeniesienie jednego elektronu od HZO do
NAPDY powoduje przeniesienie dwéch protondw w poprzek biony, to
stosunek ATP/2e” = 2,0 dla calego %lancucha transportu elektrono-
wego jest zgodny z wartoscia AH'/ A ATP = 4, podana przez Gribe-
ra i witta [32].

Badano réwniez .miejsca"” cyklicznej fosforylacji. O wystgpo-
waniu tego procesu w warunkach in vivo s$wiadcza doswiadczenia Be-
della i Govindjee [ 6], ktérzy stwierdzili, Ze w glonach i lisciach
roslin wyzszych wystgpuje indukowany swiatiem wzrost poziomu ATP,
niewrazliwy na dzietanie inhibitoréw transportu elektrondéw (np.
dwuchlorofenylo~dwumetylomocznika, hamujacego przepiyw elektrondw
miedzy Q i PQ). Doswiadczenia te potwierdzily zarazem wczesniej=
sze obserwacje B8hme i Cramera [17] o zlokalizowaniu miejsca cyk=-
licznej fosforylacji przy PS1; w tym cyklicznym przepiywie elekt-
ronéw, sprzezonym z fosforylacja uczestnicza PS1 (jako indukowana
swiatiem pompa elektronéw). ferredoksyna, PQ/PQH2 (jako nosnik
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protonéw od stromy do wnetrza tylakoidu). cytoéhrom f i plastocy=-
janina.

Drugie miejsce.fosforylacji cyklicznej, zwiazane z funkcja
PS2, zidentyfikowali Yocum i wsp. [101-104]. Stwierdzili oni, ze
w chloroplastach, w obecnosci KCN (hamujacego przepiyw elektrondw
przez plastocyjaning do PS1), hydroksylaminy (eliminujacej donor
elektrondw - wodg) i p-fenylenodwuaminy ( kofaktor fosforylacji )
obserwuje sig indukowana s$wiatlem synteze ATP, hamowana dziata~
niem dwuchlorofenylo~dwumetylomocznika i dwubromotymochinonu.

MECHANIZM FOSFORYLACJI FOTOSYNTETYCZNEJ

Przedstawione wyniki $wiadcza o ziozonos$ci proceséw indukowa-
nych swiatiem w bionie tylakoidowej. Nie jest wiec dziwne, Ze trud-
no znalezc¢ odpowiedz na pytanie, jaki jest molekularny mechaniznm
przemiany energii elektronéw, uwalnianej w arncuchu reakcji re-
doks w energie wysokoenergetycznego wiazania ATP. Zagadnienie to
jest przedmiotem wielu hipotez [11,14,105], z ktérych najwazniej-
sze beda oméwione.

Hipoteza chemicznego sprzezenia transportu

elektronéw i fosforylacji

Wediug tej hipotezy, postulowanej przez Slatera [93]orazChan-
ce i Williamsa [18] przeniesienie energii nastegpuje dzieki tworze-
niu wigzan chemicznych migdzy przenosnikami elektronéw i enzymami
lub substratami fosforylacji. Ilustracja tego mechanizmu jest do-
brze poznany proces fosforylacji substratowej. W procesie tym o -
~-ketoglutaran reagujac ze zredukowanym koenzymem A w obecnosci
dehydrogenazy o¢ =ketoglutaranu i NAD®, tworzy bursztynylo-koenzym
A; oc ~ketoglutaran + NAD* + CoA=-SH bursztynylo--CoA + 002 + NADH+
+ H o W nastepnej ziozonej reakcji, katalizowanej przez synteta-
ze¢ bursztynylo=CoA nastegpuje przeniesienie CoA na enzym, wymiana
tej grupy na grupe fosforanowa z utworzeniem w centrum aktywnym
enzymu wysokoenergetycznego wigzania fosforanowego 3-fosfohistydy-
ny. W ostatnim stadium nastepuje przeniesienie grupy fosforanowej
Pi na substrat GDP z uwolnieniem enzymu. Sumarycznie reakcje te
mozZna zapisac réwnaniem: bursztynylo-CoA + P, + GDP—sbursztynian
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+ GTP + CoA=-SH. Proces fosforylacji substratowej prowadzi wiec do
zmagazynowania energii utlenienia ot~ketoglutaranu w formie wysoko-
energetycznego wiazania GTP.

W modelowym uktadzie podobny proces przeprowadzili Shu~I Tu i
wang [92]. Stwierdzili oni, ze hematoporfiryna naswietlana w obec-
nosci imidazolu i fosforanu przechodzi w forme wzbudzona, ktéra
odrywa elektron i proton od czasteczki imidazolu. Rodnik imidazo-
lylowy (wykrywany sygnakem EPR) reaguje z fosforanem tworzac nie-
trwaly rodnik fosfoimidazolylowy, ktéry redukuje sie do stabilne-
go fosfoimidazolu zredukowana w pierwszym stadium reakcji czaste-
czka hematoporfiryny (rys. 5). W ostatecznym wyniku zespél omé-
wionych reakcji prowadzi do zmagazynowania energii wzbudzenia he-
matoporfiryny w wysokoenergetycznym wigzaniu 1-fosfoimidazolu.
Autorzy sadza, ze podobny proces moze przebiega¢ in vivo w mito-
chondriach i chloroplastach z udzialem reszty imidazolowej histy-
dyny, brak jednak na to dowodéw doswiadczalnych.

Griffiths i wsp. [33] badali wpiyw nienasyconych kwaséw tiu=-
szczowych na fosforylacje¢ oksydatywna. Stwierdzili oni, Zze mito-
chondria izolowane z auksotrofu drozdzy, rosnacego na pozywce w
warunkach niedoboru kwaséw tiuszczowych, nie sa zdolne do syntezy
ATP w obecnosci antymycyny ( blokujacej przeniesienie elektronéw
miedzy cytochromem b i cytochromem c1), rotenonu (blokujacego;xze-
niesienie elektrondéw od flawoproteidu FP, do ubichinonu CoQ) oraz
kwasu dwuhydroliponowego (substrat). Te aktywnos$é przywraca doda-
tek kwasu olejowego lub olejo-CoA. Wediug autoréw kwasy tiuszczo-
we, cis mono- lub dwuenowe, peinia funkcje¢ kofaktora fosforylacji
a nie czynnika, wpiywajacego tylko na stan fizyczny bZony.

Wwediug Rackera [75,76] dalszych badan wymaga sprawdzenie moz=-
liwosci udzialu posrednikdéw typu acylo-fosforanu w procesie fos=-
forylacji. Na uwage zasiuguja réwniez doswiadczenia Ramireza i Ma-
receka [77] nad udzialtem fosforanéw cyklicznych en-dioli w tym
procesie.

Jak wynika z przedstawionego przegladu, hipoteza najprostsze-
go mechanizmu chemicznego sprzezenia. transportu elektronéw i fos-
forylacji znajduje czg¢sciowe potwierdzenie w doswiadczeniach mo=-
delowych z udziaiem réznych kofaktoréw - posrednikéw. W uktadach
naturalnych nie udowodniono jednak dotychczas przejsciowego pows-

tawania zwiazkéw, przenoszacych energie wysokoenergetycznego wig=-
zania fosforanowego.
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Chemiosmotyczna teoria Mitchella

Mitchell przyjal za podstawe swojej teorii chemiosmotycznego
sprzezenia cztery nastgpujace postulaty [59—62]:

1) syntetaza ATP jest ulokowana w chemiosmotycznej bionie, od-
wracalna ATP-aza, posiadajaca charakterystyczna stechiometrie prze-
niesionych protonéw do wiazania fosforu nieorganicznego H'/P;

2) tancuchy oddechowy i fotoredoksowy sa uktadami, ulokowany-
mi w chemiosmotycznej bionie, posiadajacymi charakterystyczna ste-
chiometrie H'/2e i posiadajacymi przy normalnej aktywnosci redok-
sowe] zdolnosc przenoszenia protonéw przez blone w tym samym kie-
runku, w jakim przenosi je ATP-aza hydrolizujac ATP;

3) istnieja rozpuszczone w bionie uktady przenosnikéw, wigza-
ce protony i zapewniajace stabilizacje osmotyczna i transport me=-
tabolitow;

4) uktady syntetazy ATP i przenosnikéw tworza kanaiy poprzez
topologicznie zamknig¢ta, izolujaca bione zwana biong sprzegajaca,
ktéora ma niewodna faze tworzaca bariere osmotyczng o niskiej prze-
puszczalnosci dla substancji rozpuszczonych, szczegélnie dla jo-
néw H* i OH™.

Istota procesu chemiosmo=

tycznego jest wektorowo zorga- o

. . SH, btona 2
nizowane przeniesienie specy=-
ficznych grup chemicznych 5

przez barierge osmotycznga. RézZ-~
nice miedzy normalna reakcja

2H*+S 2H*+ Lo,

chemiczng i procesem chemio-
smotycznym mozna zilustrowac
Rys. 6. Schemat procesu chemi-+
osmotycznego SH2 + 1/2 02 + 2 H

— S + H,0 + 2 H¥

czterema przykiadami:

Reakcja chemiczna utle~-
nienia zwigzku SH, tlenem
przebiega wg rownania: SH, +
1/2 0,—*S + HZO‘ Jesli reakcja ta bedzie przebiegata w dwéch fa-
zach wodnych (o tym samym potencjale chemicznym wody ), oddzielo~
nych biona, tworzaca bariere osmotyczna i zawierajaca przenosniki
elektronéw, wtedy odpowiadajacy omawianej reakcji chemicznej pro=-
ces chemiosmotyczny bedzie przebiegai wg schematu przedstawionego
na rysunku 6. Proces ten chemicznie nie rézni sie¢ od poprzedniego,
lecz prowadzi do zmiany stezern jonéw wodorowych po obydwéch stro-
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nach blony tak, ze energia swobodna przeniesionych elektrondw
jest zamieniana w potencjai osmotyczny zwigzany z roznica pH.

Do podobnych wnioskéw o magazynowaniu energii w formie rézni-
cy pH i potencjatu osmotycznego prowadzi pordwnanie chemicznej re-
akcji hydrolizy zwigzku AB: AB + H,0 —= AH + BOH oraz odpowiadaja-

H,0 AB+H*

OH™

H+

Rys. 7. Schemat chemiosmotycznego
procesu AB + H20 + H — AH + BOH+

+ H

AH + BOH

cego jej procesowi chemiosmo-
tycznemu (rys. 7). Podane w
schemacie przeniesienie jondw
OH™ ( z udzialem odpowiednich
przenosnikéw ) z fazy L do P
moze byc zastapione przenie=-
sieniem jonow HY w st rone prze-
ciwna.

W chemiosmotycznej teorii
Mitchella istotng role¢ odgry=-
wa pojecie petli, tzn. ukladu
wspoétdziatajacych ze soba prze-

nosnikéw wodoru i elektronu. Dzieki petli, zioZonej z przenosni-

kéw wodoru R/RH2 i przenosnikéw elektronéw M/M2+ obie

cze¢sciowe procesu utlenienia
SH,» przebiegajac z jednej
strony biony, prowadza nadal
do powstania réznicy pH
(rys. 8).

Zgodnie z postulatami
teorii chemiosmotycznej syn=-
tetaza ATP jest odwracalna
ATP-aza, zlokalizowana w
bionie i katalizujaca proces
wg schematu podanego na ry-
sunku 9 ( strzatki na schema-
cie odpowiadajg reakcji
hydrolizy ATP). Pordwnanie
tego schematu procesu che-
miosmotycznego z normalna,
chemiczna reakcja hydrolizy
ATP prowadzi do nastepuja-

reakcje
SH,
R
S
RH,
2H - ——
2+
M
H20
M
10 -
=30, +2H

Rys. 8. Schemat dzialania petli
- uktadu wspéidziatajacych prze=-
nosnikéw wodoru (R/RHZ) i elek-

tronéw (M/M2+)

cych wnioskéw: dla reakcji hydrolizy ATP + Hao;;z ADP + POH sta=-
ta réwnowagi jest okreslona réwnaniem:
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R

gdzie nawiasy oznaczaja aktywnosci reagentdéw. Gdy natomiast pro-
ces przebiega jako chemiosmotyczny, nalezy uwzglednic stgzenia jo-
néw wodorowych po obydwdéch stronach biony:

ATP + H,0 + 2 H;,.==A0P + POH + 2 H'

L ¢ €O prowadzi do wyra-

wty 2
Zzenia: {ADP{ATS)}OH} = K? {HZO} %H—+}}g— ’

przy zatozeniu, ze ADP, ATP i POH znajduja sie¢ w tej samej fazie
Pe

Nalezy w tym miejscu pod-
kresli¢, ze przeniesienie pro-

tonéw ze strony prawej na lewa H,0 e ADP + POH

wywotuje réwnoczesnie dwa skut-
ki: powoduje wzrost stezenia
jonéw H' (zakwaszenie ) lewe] p——

fazy i nadaje tej fazie tadu- 2H"

nek elektryczny dodatni wzgle-

dem fazy P. Uwzgledniajac réz-

nice potencjaiu membranowego Rys. 9. Schemat dziatania ATP=-azy:

A s . X,I = przenosniki elektronéw i jo-
A¢(mVv) i definicje pH mozna néw tlenu

okreslié¢ réwnowagowe steze-
. . +
nia jondw H rdéwnaniem

g Ao 2,3.RT

log = = pHP - pHL * gdzie Z = = .
ZH }P

Podstawienie tego réwnania do wyjgciowego prowadzi do wyrazenia

{ATP} = 2 (pHP - pH_ + 152)~ log K'{ﬁZO}.

ros {ADP} {PoH} <

W temperaturze 25°c z =60 mv. Dla reakcji hydrolizy ATP
log K’ {HZO} = 5.
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Zaktadajgc, ze aktywnosci sa w przyblizeniu réwne stezeniom,
a stezenie fosforanu w warunkach in vivo [POH] = 0,01 M, réwnanie
powyZsze mozZna uproscic¢ do postaci

A¢ A¢
log [ﬁgg] = log [POH] + 2ApH + 30 - 5 =<5 + 2ApH - 7;

gdzie ApH = PH, - pH . Rownanie to wynika z postulatéw teorii che-
miosmotycznej i prowadzi do wniosku, Ze dla otrzymania réwnowago-

wego stosunku stezen [ATP] /[ADP] = 1 : 1 w warunkach fizjologicz-
nych potrzebna jest réznica potencjatu «protonomotorycznego” (Ap=

= A¢ + ApH) ‘

Ap = A¢p+ 60ApH = 210 mV.

Dyskusje¢ zaleznosci réznicy potencjalu protonomotorycznego od en-
talpii swobodnej tworzenia ATP AG'’, ktéra w zaleznosci od warun-
kéw moze zmieniac sie w granicach od =7,3 do -13,5 kcal/mol
(-30,5 do -56,5 kJd/mol ) podat Jagendorf [46] dochodzgc do wniosku,
ze Ap moze przyjmowaé rézne wartosci: od 118 mV przy  zaXzozeniu
AG* = -8,1 kcal/mol i H'/ATP = 3 do 336 mV dlaAG’ = 15,5 kcal/
/mol i H'/ATP = 2(AG’ = - 33,9 oraz 64,8 kd/mol ).

Postulaty teorii Mitchella i mozliwos$é syntezy ATP wg mecha=-
nizmu chemiosmotycznego poddawano wielokrotnie weryfikacji do~-
swiadczalnej. Zgodnie z zatozeniami Mitchella stwierdzono, ze bko-
ng tylakoidowg cechuje niskie przewodnictwo dla jonéw H* i OH™
[20.52,74]; wykazano tez, Ze sprzezenie transportu elektronowego
i fosforylacji zalezy od osmotycznych wtasnosci ukiadu [ 72, 65].

Powazne rozbieznosci wynikaja przy doéwiadczalnym ustaleniu
rzeczywistego stosunku przeniesionych jonéw H* do liczby elektro-
now przepiywajacych przez miejsce sprzezenia. Z teorii Mitchella
wynika, ze stosunek ten winien wynosié H'/2e” = 2. Doswiadczalnie
stwierdzono ( jak juz podano ) wartosdci zawarte w granicach 1 do 6,7
dla stosunku H*/e" dla calego taricucha transportu elektronowego,
wigc na dwa miejsca. Rozbieznosci te moga wynikaé z réznego stanu
biony i stopnia sprzezenia, nalezy jednak podkreslidé, ze wartos-
ci wyzsze od 2 sg niezgodne z teoria Mitchella.

Przeniesienie transmembranowe protonéw wymaga wg teorii Mite-
chella istnienia petli, tzn. wiasciwie w bkonie zorientowanych
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uktaddw przenosnikéw elektronéw i jondw wodoru. Przenosniki takie

zidentyfikowano we wszystkich bionach sprzegajacych, ale ich 1lo-

kalizacja jest ciagle przedmiotem badan. Wediug de Pierre i Erns-

tera [ 22] dotychczasowe wyniki badar nad topologia skiadnikéw bio-
ny mitochondrialnej sa sprzeczne z topologia przewidywana na pod-

stawie teorii Mitchella.

W chwili obecnej trudno ocenié¢, czy wymienione tu rozbieznos-
ci wynikaja z niewladéciwych warunkéw pomiaru (np. zmiany struktu-
ralne biony w czasie badan topologii, czy czesciowego rozprzezZe -
nia i nieprawidiowe zalozenia przy uwzglednianiu poprawek na elek~-
tronowy transport podstawowy i na warunki stacjonarne przy obli-
czaniu stosunku H7@e-). czy $wiadcza one rzeczywiscie przeciwko
teorii Mitchella. Teoria ta umozliwila przewidywanie wynikéw sze-
regu doswiadczen, logicznie tiumaczy obserwacje, sposrod ktorych,
oprécz wymienionych na uwage zasiuguja nastepujace: Jagendorf i
Uribe [48] wykazali, ze chloroplasty w ciemnosci moga syntetyzo-
wa¢ ATP kosztem sztucznie wytworzonego gradientu pH(ApH = 4 ) wpo-
przek biony tylakoidowej.

Boeck i witt [9] stwierdzili, ze gramicydyna D, zastosowana w
stosunku gramicydyna: chlorofil = 1:1.105( co odpowiada w przybli=-
zeniu 1 czasteczce gramicydyny D na 1 tylakoid ) powoduje przy
wzrastajacych stezeniach réwnolegle obnizanie czasu zanikania po-
la élektrycznego wywotanego Ap i wydajnosci tworzenia ATP. Dane
te przemawiaja za scisiym zwiazkiem miedzy syntezg ATP a gradien-
tem pH i réznica potencjaiu membranowego, a wigc za siusznoscia
zatozen Mitchella. Obszerna analize znaczenia pola elektrycznego
dla przemiany energii w bionie tylakoidowej opracowai oOstatnio
witt [107].

Hipoteza konformacyjna

Z rozwazan wynika, Zze wg postulatdéw teorii chemiosmotycznej w
blonie sprzegajacej energia reakcji redoks lub hydrolizy ATP moze
byé odwracalnie przetwarzana w pole elektryczne, gradient proto-
néw lub innych jonéw. Podstawa hipotezy konformacyjnej jest nato=-
miast postulat, ze w blonie sprzegajacej przetwarzanie energii
mozna uzyskaé przez konformacyjne zmiany biatek. Autorem tej hipo-
tezy jest Boyer [13], rozwinigto ja dalej w pracach Boyera [12] i
Slatera [94.95].
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Zagadnienie zwiazanych z przeniesieniem energii zmian konfor-
macyjnych opracowai teoretycznie Lumry (53, 54], dochodzac do
wniosku, ze entalpie swobodne fosforylacji sa male i moga byé réw-
nowazne niewielkim zaburzeniom struktury biatek, bez znaczniej=-
szych proceséw roziadowania.

Wediug proponowanego, konformacyjnego mechanizmu sprzezenia
energia, uwalniana w reakcjach redoks transportu elektronéw, jest
magazynowana w wysokoenergetycznych, naprezonych stanach konfor-
macyjnych biatka, uczestniczacego w przeniesieniu elektrondw. Na-
stepnym etapem, wymagajacym oddziatywan bliskiego zasiegu migdzy
sasiednimi czasteczkami jest przeniesienie energii (droga odwra-
calnej meiany energii migdzy czgsteczkami w stanie wysokoenerge-
tycznym i podstawowym ) do sasiednich czasteczek i ostatecznie do
ATP=~azy.

Oddziatywanie migedzy sgsiednimi czasteczkami biatek ma, przy-
najmniej czgsciowo, charakter elektrostatyczny. Koncepcje przejsc
elektronowo-konformacyjnych opracowali Czernawskaja i Czernawski
[(21]. wyszli oni z zatozenia, ze przeniesieniu elektronu do pola-
ryzowanego osrodka (czasteczki) mozZze towarzyszyc utworzenie tzw.
nieliniowego polaronu, tzn. ukladu elektron - otoczenie, w ktérym
obecnosc elektronu wywoiuje deformacje otoczenia, zZwiazang z pola-
ryzowalnoscia a przekraczajaca granice sprezystosci osrodka. Pro-
Ces ten przebiega bez rozpraszania energii i prowadzi, kosztem ob-
nizenia energii elektronu, do utworzenia stanu energetycznego z
lokalnym minimum energii, a wiec do zmagazynowania energii w for=-
mie trwatej deformacji otoczenia (czasteczki). Ta trwale zdefor=-
mowana czasteczka z tadunkiem elektronu moze oddziatywaé elektro-
statycznie na sgsiednie czasteczki powodujac ich zmiany konforma-
cyjne; koncowym akceptorem energii i zwiazanych z jej przeniesie=
niem zmian konformacyjnych jest czasteczka ATP=-azy,

Opisanym tutaj przejsciem elektronowo-konformacyjnym moze to-
warzyszyc tzw. .membranowy efekt Bohra" [19]. Jesli w bezposred-
nim otoczeniu jonu Fe (w cytochromach), lub innej czynnej w proce-
sie redoks grupy znajduja sie grupy aminowe lub karboksylowe, zmia=

na stanu redukcyjno-oksydacyjnego grupy czynnej, tzn. Zwiazanie
lub uwolnienie Xadunku elektronu moze wpiynaé na zmiang pK grup
~NH, i -COOH. Powoduje to zwigzane z reakcja redoks uwalnianie lub
wigzanie protondw [73].ywedlug Boyera [13] proces ten moze byc¢

odpowiedzialny za przeniesienie protonéw ( ze staka stechiometria



FOSFORYLACJA FOTOSYSTETYCZNA - FAKTY I KONCEPCJE 83

H*/e~, niezalezna od pH, jesli grupy ~NH,, lub ~COOH sg dostepne
z jednej strony biony tylko w stanie sprotonowanym, a z drugiej
strony blbny - tylko w stanie niesprotonowanym.

Uwaga wielu laboratoriéw koncentruje sig¢ obecnie na procesie
wiazania substratéw i produktéw fosforylacji w centrum aktywnym
ATP-azy. Harris i wsp. [38] stwierdzili, ze nukleotydy moga sil=-
nie wigza¢ sig z blong sprze¢gajaca lub izolowang CF, -ATP-azg (i
mitochondrialna F,-ATP-aza). dwiatlo indukuje wymiane tych nukleo-
tydéw 2z nukleotydami z roztworu,co swiadczy o odsionigciu miejsc
ich wiazania na $wietle [39]. Badania kinetyki fosforylacji [92]
dowiodly jednak, ze szybkos$¢ fosforylacji ADP zwigzanego jest zna-
cznie mniejsza od szybkosci reakcji wolnego ADP, co pozwala sa-
dzié, Ze zwiazany ADP nie wystepuje w formie aktywnego kompleksu
ADP-CFl, zdolnego do reakcji z Py Wnioski te sa zgodne z wynika=-
mi Rosinga i wsp. [(81], ktérzy stwierdzili, ze do wigzania P, w
sposdb wlasciwy dla syntezy ATP potrzebna jest energia. Zaobserwo-
wali oni rowniez, ze odwracalna hydroliza zwigzanego ATP do zwia-
zanego ADP i P, jest niewrazliwa na dziatanie rozprzegaczy, co
oznacza, ze gradient pH nie jest bezposrednic wykorzystywany przy
syntezie ATP.

Ilosciowe pomiary pozwalaja przypuszczac, 2e W syntezie ATP
na ATP-azie uczetnicza dwa miejsca aktywne. Staio sig¢ to podstawa
modelu zaproponowanego przez Kayalara iwsp. [497] oraz Boyera [14]
uwzgledniajacego dwa symetryczne miejsca katalityczne, dziatajace
przemiennie wskutek zmian konformacyjnych ATP-azy. Forma trwelga
enzymu jest biaiko z jednym miejscem aktywnym, Zajetym przez zwig-
zany ATP. Drugie miejsce moze przyjc czasteczki substratow P, 1
ADP, ale ich zwiazanie nastepuje dopiero przy zmianie konformacyj-
nej biatka, zaleznej od dostarczenia energii. Zmiana konformacji
prowadzi do réwnoczesnego uwolnienia (z mozliwoscia dyfuzji do me-
dium ) czgsteczki ATP na pierwszym miejscu aktywnym. Reakcja P, +
+ ADP = ATP na drugim miejscu aktywnym przywraca wyjsciowa, trwa=~
ta forme enzymu. W postulowanym mechanizmie dziaiania  ATP-azy
autorzy nie wnikajq w istotg sprzezenia gradientu pH ze zmianami
konformacyjnymi, natomiast uwzgledniaja blokujace dzialanie czyn-
nikéw, modyfikujacych tyrozyng [24] i arginineg [56].
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UWAGI KONCOWE

Przedstawiony przeglad literatury obejmuje tylko najwazniej=-
sze wyniki badah nad mechanizmem fotofosforylacji, umozliwiajace
ocene aktualnych koncepcji na temat tego procesu. Zdaniem autora
niniejszego artykutu, dwie gtdéwne, obecnie rozpatrywane koncepcje,
chemiosmotyczna i konformacyjna, nie daja mozliwosci peinego wy-
ttumaczenia obserwowanych doswiadczalnie faktéw. Krytyke teorii
chemiosmotycznej mozna oprzec m.in. na nastgpujacych doswiadcze-
niach:

1) wspomniany poprzednio stosunek przeniesionych protonéw do
elektronéw, H' /e~ = 6,7 [40], zaobserwowany dla cyklicznej fosfo-
rylacji jest sprzeczny z teoria chemiosmotyczna,

2) wediug dotychczasowych badan [23] topologia skiadnikéw bio-
ny mitochondrialnej znacznie rézni sie od lokalizacji skiadnikoéw,
przewidywanej przez teorig chemiosmotyczng i zapewniajacej wydaj=
ne dzialanie petli przenoszacej protony i elektrony przez bione,

3) Komai i wsp. [50] stwierdzili, e synteze ATP mozna prze-
prowadzi¢ na bezpecherzykowym preparacie z mitochondridéw w warun-
kach, w ktérycn nie jest mozliwe powstawanie gradientu pH i poten=-
cjatu membranowego,

4) stwierdzono [70] brak korelacji kinetyki syntezy ATP i ki-
netyki ustalania gradientu pH i potencjaiu membranowego.

Hipoteza konformacyjna zawiera jeszcze wiele elementdéw niewy=-
jasnionych. Na uwage zasiuguja co najmniej dwa. Jesli przenosze-
nie energii, zmagazynowanej w formie trwaiych zmian konformacyj=-
nych czasteczki biatka, uczestniczacej w transporcie elektronowym,
nastepuje droga oddziatywan bliskiego zasiggu migdzy sasiadujacy-
mi czasteczkami, wtedy wynika problem topologii skladnikéw biony
tylakoidowej, zapewniajgcej wydajne przeniesienie energii do ATP=-
~azy od skladnikéw uczestniczacych w transporcie elektronowym,nie-
cyklicznym (fosforylacja niecykliczna) wzglednie cyklicznym zwia-
zanym z funkcja zespoiu PS1 lub PS2. Jesli ATP-aza jest zlokali=-
zowana w zewngtrznych bionach tylakoidowych a zespét PS2 gidwnie
w partition, wtedy w fosforylacji cyklicznej stymulowanej przez
PS2 przeniesienie energii drogg oddziaiywan bliskiego zasiggu jest
niemozliwe.

Na razie brak jest danych doswiadczalnych o pierwotnym akcep-
torze grupy fosforanowej Pi' wigazacym te¢ grupe w centrum aktywnym
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ATP-azy w sposbéb wtasciwy dla fosforylacji. Zagadnienia tu wspom-
niane pozwalaja przypuszczaé, Ze w rzeczywistym procesie fosfory-
lacji uczestniczg wszystkie (trzy) rozpatrywane mechanizmy, chey
miczny (utworzenie wysokoenergetycznego wiazania Pi w centrum
aktywnym ATP-azy ) oraz chemiosmotyczny i konformacyjny, wspéidzia-
tajace przy przeniesieniu energii uwalnianej w reakcjach redoks
transportu elektronéw do centrum aktywnego ATP=-azy.

Pewnych informacji o mechanizmie fosforylacji moga dostarczydé
dalsze badania nad zaleznoécia fosforylacji od pH. Bornefeld [10]
stwierdzit, Zze fosforylacja indukowana przejsciem ciemnos$é - swia-
tlo w sinicy Anacystis nidulans wykazuje dwa optima pH. Podobny
efekt podwdjnego optimum pH dla fosforylacji niecyklicznej (HZO -
metylowiologen ) wykryto dla chloroplastéw, izolowanych z liscieni
i lidci Cucumis sativus [7]. Dalsze badania winny wyjasnié, czy
efekt ten wigze sie¢ z réznymi mechanizmami fosforylacji lub wyste-
powaniem dwéch form ATP-azy, rdéznigcych sie optymalna wartoscia A
pH dla maksymalnej szybkoséci fosforylacji, albo optimum pH, w kté-
rym zmiany konformacyjne zapewniaja maksymalna szybkos¢ fosforyla-
cji.
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B. XeHzApux
®OTOCHHTETUYECKAS GOCOOPUJALNA - GAKTH [ KOHUEMLNNA
Peawue

Onupasch Ha JuTepaTypy NpezMeTa, paccMaTPUBANTCA DPE3yJbTATH
ACCNIeZIOBaEM}t HAZ CTPYKTYpoit TMiaxomAHON MEMOPaHH M JIoKanmnaauui
KOMNOHEHTOB (POTOCHHTETUYECKOH lenu TpaHcnopTa 3JA6KTPOHOB. Kpome-
T0r0," 0GCYXNANTCH ABIOHUA, COMPOBORZAmMAE TPAHCNOPT 3JISKTPOHOB:
TPAHCNOPT NPOTOHOB, O0GCpPa30BaHMe TI'PANEHTA pH ¥ MeMOpaHHOrO MOTEH-
nuana, KOHDOPMAUMOHHHE N3MEHEHM TUIAKOHZHOMN MEMOpaHH ¥ 66 KOMIIO-
HEHTOB., PaccaMaTpMBanTCA TPM NpejJiaraeMhX MeXaHW3Ma CBfi3d TPaHC—
nopTa 3J6KTPOHOB ¥ (JocPopuianMu: XuMUyeckasa TUIOTe3a, XMMUOCMOTH-
YyecKas TeopuMs M KOHGOpPMHAs T'UIIOTE3a.

W. Hendrich
PHOTOSYNTHETIC PHOSPHORYLATION - FACTS AND CONCEPTIONS
Summary

Results of investigations in the structure of thylakoid mem-
brane and location of photosynthetic electron transport chain com=-
ponents are discussed on the basis of current literature. Follo-
wing phenomena associated with electron transport are also consi-
dered: proton transport, development of pH gradient and membrane
potential gradient, conformational changes of thylakoid membrane
and its components. Three postulated coupling devices of energy
transduction are presented: chemical hypothesis, chemiosmotic the-
ory and conformational hypothesis.



