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Streszczenie: Blony tylakoidow w chloroplastach roslin wyzszych zréznicowane sa w cylindryczne,
$wietlne fotosyntezy sa katalizowane przez kompleksy bialkowo-barwnikowe, Fotosystem I (PSI) i
Fotosystem II (PSII). Transport elektrondw, wytwarzanie sity protonomotorycznej i przemiana energii
S$wietlnej w chemiczng zwigzane sg z kompleksem cytochromoéw b f'i syntazy ATP. Kompleksy rdze-
niowe fotosystemow wraz ze specyficznymi kompleksami antenowymi, LHCI i LHCII, sa zorganizo-
wane w wielkie kompleksy biatkowo-barwnikowe. Superkompleksy LHCII-PSII i trimeryczny, mobilny
kompleks antenowy LHCII tworza mikrodomeny lub megakompleksy okreslajace przestrzenna budowe
tylakoidow. Mechanizmy elastycznej regulacji reakcji fotosyntetycznych na zmienne warunki §rodowi-
ska sg $cisle zwiazane ze zmianami organizacji superkompleksow w btonach tylakoidow.

Stowa kluczowe: chloroplasty, btony tylakoidow, kompleksy biatkowo-barwnikowe, PSI, PSII, LHCII,
superkompleksy, budowa przestrzenna tylakoidow.

Summary: Chloroplasts of higher plants contain thylakoid membranes differentiated into several cylindri-
cal granum stacks of appressed (stacked) membrane which are surrounded by non-appressed (unstacked)
helically organized stroma thylakoids. The light reactions of photosynthesis are mediated by chlorophyll-
protein complexes — Photosystem I (PSI) and Photosystem II (PSII) differentially embedded in granum
and stroma membranes. Moreover, electron transport and conversion of light energy into ATP depend on
cytochromes b fand ATP synthase complexes. The photosystem core complexes are organized into large
protein-pigment complexes with specific peripheral antennae, chlorophyll-binding light-harvesting com-
plexes, LHCI and LHCII. Trimeric, mobile LHCII antenna and LHCII-PSII supercomplexes build up
microdomain structure or megacomplexes, which determine the thylakoid structure. Furthemore, the
flexible mechanisms of photosynthesis in response to environmental factors are closely related to rearran-
gement of supercomplexes in thylakoid membranes.

Key words: chloroplasts, thylakoid membranes, chlorophyll-protein complexes, PSI, PSII, LHCII, super-
complexes, structural arrangements.
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Wykaz skrotow: Chl a b — chlorofil a b; CEF — cykliczny transport elektronéw; CP  — chlorophyll-
protein; DGDG — digalaktozylodiacyloglicerol; Fd — ferredoksyna; FNR — reduktaza ferredoksyny;
FQR — oksydoreduktaza ferredoksyna-plastochinon; kDa — kilodalton (Dalton x 1000); LEF — niecy-
kliczny transport elektronéw; LHCI — kompleksy antenowe zwiazane z PSI; LHCII — kompleksy
antenowe zwigzane z PSII; LHCIL, - trimeryczna forma LHCII; Lhea.., Lheb.. —nazwy biatek wchodza-
cych w sktad kompleksow antenowych; -n — okreslenie stromalnej powierzchni blony tylakoidow;
MGDG — monogalaktozylodiacyloglicerol; Ndh — dehydrogenaza plastochinon-NAD(P)H; OEC —
kompleks wydzielajacy tlen; -p — okreslenie lumenalnej powierzchni btony tylakoidéw; PC — plastocy-
janina; PG — fosfatydyloglicerol; PQ — plastochinon; Psa.., Psb.. —nazwy biatek wchodzacych w sktad
kompleksow PSI, PSII; PSI, PSII — I, II uktad fotosyntezy; PU — jednostka fotosyntetyczna; SQDG —
sulfochinonozylodiacyloglicerol; TEM — transmisyjny mikroskop elektronowy.

BLONY TYLAKOIDOW I KOMPLEKSY FOTOSYNTETYCZNE —
MIEJSCE PRZEMIAN FOTOCHEMICZNYCH

Reakcje fazy swietlnej fotosyntezy mozna podzieli¢ na etapy o réznym czasie trwania,
zwiazane z kompleksami biatkowymi zlokalizowanymi w blonach tylakoidow [123].
Wychwycenie energii $wietlnej i zapoczatkowanie fotosyntetycznego transportu
elektronéw nastepuje w dwoch, wspotdziatajacych kompleksach barwnikowo-biatko-
wych (w literaturze anglojgzycznej stosuje sie najczesciej okreslenie chlorophyll-
protein complexes 1 skrot CP, stosowany w dalszej czgsci tekstu), fotosystemie 11
(PSII) i fotosystemie I (PSI). Reakcje $wietlne zachodzace kolejno w PSII i PSI
umozliwiaja redukcj¢ NADP, co wymaga przeniesienia ¢ z poziomu oksydore-
dukcyjnego +0,82 V (H,0O) do poziomu -0,34 V (NADPH,)) [59]. Kompleks
cytochroméw b f odgrywa kluczowa rolg w transporcie € migdzy fotosytemami i
tworzeniu gradientu protondw w poprzek btony. Réznica potencjatu elektrochemicznego
wykorzystywana jest w reakcji fosforylacji ADP, katalizowanej przez chloroplastowy
kompleks syntazy ATP (ATP-azy). Kompleksy te zlokalizowane sa w wewngtrznej
btonie chloroplastow, tworzacej ciagly trojwymiarowy system tylakoidow.

Tylakoidy sa zréznicowane na stosy $ciesnionych (stacked, appressed) gran o
appressed) blony koncowe gran i tylakoidy stromy tworzace polaczenia miedzy granami.
Blona tylakoidow dzieli chloroplasty na pojedyncza wewnatrz-tylakoidalna faz¢ wodna,
lumen ($§wiatlo) tylakoidow i zewnatrz-tylakoidalna strome [ 119]. Ten rodzaj organizacji
bton zwiazany jest ze zroznicowanym rozmieszczeniem komplekséw fotosyntetycznych
i poszczegolnych klas lipidoéw w obrebie tylakoidow oraz z mozliwos$cia tworzenia przez
kompleksy CP bardziej ztozonych struktur — superkompleksow [37].

Stopien poznania struktury oraz mechanizméw zachodzacych podczas reakcji
swietlnych fotosyntezy jest bardzo zaawansowany. Znana jest budowa strukturalna
gtownych kompleksoéw fotosyntetycznych [37], mechanizmy przemiany energii $wietlnej
w chemiczna [123] oraz ogdlne zasady regulacji tancucha fotosyntetycznego [94].
Nadal jednak tocza si¢ dyskusje dotyczace rzeczywistej, trojwymiarowej budowy
tylakoidéw oraz organizacji komplekséw fotosyntetycznych pod wplywem zmiennych
warunkow $rodowiska. Celem prezentowanego opracowania jest pokazanie, w jaki
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sposob struktura kompleksow, ich rozmieszczenie w blonach oraz oddzialywania miedzy
nimi determinuja zachodzace reakcje fotochemiczne i budowe chloroplastow. W pracy
skupiono si¢ gtdéwnie na kompleksach zwiazanych z fotosyntetycznym transportem ¢
fotosystemach i kompleksie cyt b, /. Budowg i wlasciwosci chloroplastowej syntazy ATP,
z powodu ograniczen w wielkosci tekstu, przedstawiono jedynie w zarysie.

Wychwycenie i przemiana energii $wietlnej

Zachodzace w btonach tylakoidow procesy umozliwiajace wychwycenie i zmagazy-
nowanie energii $wietlnej mozna podzieli¢ ze wzgledu na typ reakcji na: (a) absorpcje
$wiatta i rozdzielenie tadunkoéw w kompleksach fotosyntetycznych, (b) reakcje utleniania
iredukcji zwiazane z przeniesieniem elektronéw migdzy kompleksami fotosyntetycznymi,
oraz (c) aktywny transport protonow (H") w poprzek blony tylakoidow. Fenomen reakcji
swietlnych fotosyntezy polega na potaczeniu tych réznorodnych przemian energetycz-
nych w funkcjonalny system, co jest mozliwe dzigki uporzadkowanej budowie
kompleksoéw CP i ztozonej strukturze bton tylakoidow [123].

Przeplyw energii wzbudzenia i rozdzielenie tadunkow w fotosystemach sa pierw-
szymi reakcjami fotosyntezy i jednocze$nie jednymi z lepiej poznanych zjawisk
biologicznych zwiazanych z konwersja energii. Niezaleznie od typu organizmu (bakterie,
sinice, rosliny wyzsze), jednostki fotosyntetyczne 2 PU (photosynthetic unit) czyli
uktady, w ktorych nastgpuje przeksztalcenie energii, wykazuja okreslone wspolne
whasciwosei [103, 110, 123]:

(a) Zajscie pojedynczego, elementarnego transferu energii, czyli przeniesienia e
lub H*, wymaga okre$lonej porcji energii zaabsorbowanych przez PU fotonéw. Oznacza
to, ze w celu zapewnienia tej zalezno$ci przecigtna jednostka fotosyntetyczna musi
sktadac si¢ z okoto 100 czasteczek chlorofilu (Chl).

(b) Przeniesienie energii wzbudzenia elektronowego migdzy czasteczkami Chl
nastgpuje w uktadach antenowych na zasadzie oddziatywan dipol-dipol, a niewielkie
odleglosci migdzy czasteczkami barwnikdw (4—8 nm) sprzyjaja delokalizacji wzbudzenia.

(c) Wychwycenie energii wzbudzenia nastgpuje w centrum reakcji fotosytemow w
»specjalnym” dimerze chlorofilu @ (Chl a), co prowadzi w czasie pikosekund do
powstania dodatniego rodnika Chl* i umozliwia zapoczatkowanie reakcji rozdzielenia
fadunkow.

(d) Uktady antenowe zbierajace energi¢ $wietlng (light-harvesting) i centra reakcji
fotosystemow sa rozdzielone przestrzennie, ale ich wzajemne potozenie umozliwia
wydajny transfer energii wzbudzenia.

Reakcja rozdzielenia tadunkow zwiazana jest z efektem tunelowania, czyli zapoczatko-
wanym absorpcja $wiatta przeniesieniem elektronow migdzy kofaktorami wewnatrz
kompleksoéw rdzeniowych fotosystemow [123]. Przebiegajacy w poprzek plaszczyzny
btony transport elektrondw zaczyna si¢ od wzbudzonego singletowego stanu Chl a
zwiazanego w centrach reakcji fotosystemoéw. Powstaty rodnik Chl* pelni role
pierwotnej czasteczki donorowej, z ktorej elektron moze zosta¢ przeniesiony na
znajdujaca si¢ w odleglos$ci van der Waalsa czasteczke akceptora A, o wyzszym
potencjale redoks, tworzac stan rozdzielenia fadunkéw Chl"A". Dziura elektronowa w
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czasteczce Chl jest natychmiast zapeliana przez elektron pochodzacy z czasteczki
donorowej D 0 nizszym potencjale redoks, jednoczesnie pierwotny donor ulega utlenieniu,
tworzac posredni stan rozdzielenia tadunkow D*A". Elektron z A~ moze zostac
przeniesiony na kolejny akceptor o wyzszym potencjale redoks, a donor D™ wejs¢ w
reakcje z wtornym donorem elektrondw. Dziatanie fotosyntetycznego centrum reakcji
zalezne jest od wydajnego 1 szybszego niz procesy rozproszenia energii (np. fluo-
rescencja) rozdzielenia fadunku migdzy pierwotnym donorem a pierwotnym akceptorem.
Proces ten musi zaj$¢ w ciagu paru pikosekund. Obecno$¢ wtornych akceptorow i
donorow stabilizuje stan rozdzielenia fadunkow, ktory musi by¢ utrzymany w czasie
kilku mikrosekund, aby umozliwi¢ przeniesienie elektronéw pochodzacych z Chl a na
znajdujace si¢ poza czgscia rdzeniowa fotosystemow przenosniki elektronéw. Powo-
dzenie efektu tunelowania zwigzane jest z tym, ze elektrony sa przenoszone z pierwot-
nego donora na kolejne, znajdujace sig blisko siebie przenosniki redoks, co zapobiega
rozproszeniu energii i zmniejsza szanse na zaj$cie reakcji powrotnych [123].

DYNAMIKA FAZY SWIETLNEJ FOTOSYNTEZY —
ZWIAZEK Z DROGAMI TRANSPORTU ELEKTRONOW
I WYKORZYSTANIEM SILY PROTONOMOTORYCZNEJ

Przeplyw elektronow w tancuchu fotosyntetycznym odbywa si¢ zgodnie z wartos-
ciami potencjatu redoks (E ) kolejnych przeno$nikow e, tzw. schematu Z. Ten ogdlny
mechanizm jest realizowany przez alternatywne szlaki transportu elektronow, co pozwala
na precyzyjna regulacj¢ wydajnosci fotosyntezy i dostosowanie uktadu do zmiennych
warunkow srodowiskowych [94] (ryc. 1).

Liniowy transport elektronow (LEF) byt najwczes$niej zdefiniowana droga transportu
elektronow [59]. Indukowane $§wiattem przeniesienie elektronéw z utlenionej czasteczki
wody (donora) na pulg plastochinonu (PQ), rozpuszczalnego w dwuwarstwie lipidowe;j
chinonu, katalizowane jest przez kompleks PSII. Zredukowany plastochinon, czyli plastochinol
(PQH,) przekazuje elektrony poprzez btonowy kompleks cytochromoéw b fna znajdujace
si¢ po stronie lumenalnej tylakoidow powierzchniowe biatko miedziowe — plastocyjaning
(PC), bedaca donorem elektronow dla PSI. Kompleks PSI katalizuje przeniesienie elektronéw
na ferredoksyne (Fd), znajdujace si¢ po stromalnej powierzchni btony biatko zawierajace
zelazo. Fd w reakcji katalizowanej przez reduktaze ferredoksyny (FNR) redukuje NADP”.
LEF potaczony jest z zakwaszeniem $rodowiska lumenalnego tylakoidow na skutek rozktadu
wody przez PSII i transportem protondw ze stromy przy udziale kompleksu cytochromu
b - Roznica potencjatu elektrochemicznego (Al,,.), czyli sumy powstajacych w poprzek
btony réznic w stezeniu wolnych protonéw (ApH) i ich fadunku (AW), tworzy sile
protonomotoryczna (pmyf), wykorzystywana w syntezie ATP przez kompleks chloroplastowe;j
syntazy ATP. Funkcjonowanie LEF utrzymuje staly stosunek ATP:NADPH, co w przypadku
zmniejszenia aktywnosci metabolicznej komorki moze prowadzi¢ do zahamowania transportu
¢ 1 nadredukcji fotosytemow [94].
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Cykliczny transport elektronow (CEF) moze funkcjonowaé niezaleznie od
aktywnos$ci PSII. W tym uktadzie e pochodzacy z plastochinolu jest zgodnie z
potencjalem redoks transportowany poprzez kompleks cyt b f na znajdujaca sig po
lumenalnej stronie tylakoidéw plastocyjaning (PC). Zredukowana PC jest donorem e
dla centrum reakcji PSI, a e w wyniku zjawiska tunelowania jest przenoszony na
stromalna powierzchni¢ PSI i moze zredukowac Fd. Istnieje kilka drég prowadzacych
do zamknigcia cyklu, czyli wykorzystania e pochodzacego z Fd do redukcji PQ [94], a
naleza do nich:

(a) reakcja hamowana przez antymycyne A a katalizowana przez oksydoreduktaze
ferredoksyna-plastochinon (FQR) [15]; jednak do tej pory nie oczyszczono tego
enzymu z chloroplastéw, cho¢ prawdopodobnie FQR jest tozsama z kodowanym
przez genom jadrowy biatkiem PGRS5 [116, 168];

(b) szlak zwiazany z kompleksem dehydrogenazy plastochinon-NAD(P)H (Ndh) [129],
ktorej podjednostki kodowane sa przez genom plastydowy [145]; Ndh jest kom-
pleksem blonowym, ktérego centrum katalityczne zlokalizowane jest po stromalnej
powierzchni blon tylakoidow [101], specyficznym zaréwno wobec NADH, jak i
NADPH [27];

(c) droga polegajaca na przeniesieniu elektronéw ze zredukowanej Fd za posrednic-
twem FNR lub bezposrednio na kompleks cyt b f, gdzie sa wykorzystywane w
reakcji redukcji PQ.

Powstaty w wyniku powyzszych reakcji plastochinol ulega utlenieniu, co wiaze si¢ z
uwolnieniem do lumen protondéw i zamknigciem cyklu poprzez przekazanie e do PSI.
Tak wiec CEF nie prowadzi do redukcji NADP, a jedynie do utworzenia pmf[94].

Szlaki transportu elektronow, gdzie koncowym akceptorem jest czqsteczka tle-
nu, pelia przede wszystkim rolg zabezpieczajaca fotosystemy przed uszkodzeniem w
wyniku fotoinhibicji [15, 125]. Zalicza si¢ do nich dwie gtdéwne drogi: chlororespiracje
i reakcje Mehlera.

Chlororespiracja zwiazana jest z aktywnoscia kompleksu Ndh [129], wykorzys-
tujacego NADPH do redukcji PQ, oraz obecnoscia w btonach tylakoidow plastydowe;j
koficowej oksydazy PQH,-O, (Plastid Terminal Oxidase, PTOX), katalizujacej utle-
nienie plastochinolu z udziatem czasteczki tlenu oraz wytworzeniem czasteczki wody
[79, 98]. Centrum aktywne PTOX zwrdcone jest do stromalnej powierzchni tylakoidow
[101], co zwiazane jest prawdopodobnie z udziatlem tego enzymu w desaturacji
karotenoidow [98]. Utlenienie plastochinolu moze wigzaé sie takze z aktywnoscia
tylakoidalnej peroksydazy, przeprowadzajacej reakcje z udziatem H,O, [24, 108].
Plastochinol moze takze ulec bezposredniemu utlenieniu w nieenzymatycznej reakcji z
tlenem [82] lub w reakcji katalizowanej przez niskopotencjatlowa forme cyt b__, [96],
sktadnika kompleksu PSII.

Reakcja Mehlera polega na przeniesieniu ¢ z kompleksu PSI bezposrednio na
czasteczkg tlenu z wytworzeniem anionorodnika ponadtlenkowego (O,”) [61], ktory
ulega natychmiastowemu przeksztalceniu w nadtlenek wodoru (H,0,) w reakeji
katalizowanej w chloroplastach przez miedziowo-cynkowa dysmutaz¢ ponadtlenkowa
(CuZn-SOD) [9]. Redukeja H,O, zachodzi dzigki tylakoidalnej peroksydazie askorbinia-
nowej z jednoczesnym utlenieniem askorbinianu i powstaniem monodehydroaskorbinianu

559
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(MDA) oraz czasteczki wody. Odtworzenie askorbinianu, czyli redukcja MDA do
askorbinianu zachodzi z udziatem NADPH w reakcji katalizowanej przez reduktazeg
MDA. Reakcje te tworza tzw. cykl woda-woda, szlak gdzie dwa e pochodzace z
utlenionej w kompleksie PSII czasteczki H O sa wykorzystywane do dwoch jedno-
elektronowych redukc;ji: najpierw czasteczki O,, a nastepnie H,O, [9]. Detoksykacja
H,0, i odtworzenie puli askorbinianu moze zachodzi¢ takze przy udziale innych enzymow
zlokalizowanych w stromie chloroplastow, a zwiazanych z wzajemnymi przeksztat-
ceniami redoks askorbinianu i glutationu [113]. Reakcje te okreslane jako cykl askor-
binian-glutation i cykl peroksydazy glutationowej zachodza takze w innych przedziatach
komoérkowych tworzac antyoksydacyjny system komorki [112, 125]. Bardzo duze
stezenia askorbinianu (20-300 mM) i glutationu (~25 mM) w chloroplastach umozliwiaja
szybka regeneracjg askorbinianu i tym samym sprawne dziatanie cyklu woda-woda
[125,150].

Udziat poszczegdlnych szlakow transportu e” w catkowitym przeptywie e~ zmienia
si¢ w zaleznosci od intensywnos$ci §wiatta 1 aktywnosci reakeji karboksylacji. W
ciemnosci cykl Calvina-Bensona jest nieaktywny w zwiazku z niskim poziomem ATP.
W pierwszych minutach o$wietlenia wyciemnionych lisci stwierdza si¢ duza aktywnos¢
CEF, prowadzaca do zwigkszenia pmfi zawartosci ATP w chloroplastach. Aktywacja
reakcji karboksylacji wiaze sig ze spadkiem aktywnosci CEF i wzrostem przeptywu e~
przez LEF [75, 76]. W warunkach zréwnowazonych CEF i LEF funkcjonuja rownolegle,
aich udziat w catkowitym przeptywie e zalezy od intensywnosci o§wietlenia [94, 76].
Regulacja przeptywu e przez LEF lub CEF odbywa si¢ na zasadzie wspotzawodnictwa
o zredukowana Fd, mogaca swobodnie dyfundowaé¢ w przedziale stromalnym
chloroplastow. Utlenienie Fd przy udziale FNR z wytworzeniem NADPH wykorzysty-
wanego do reakcji karboksylacji preferuje LEF [76]. Konkurencyjnie w utlenieniu Fd
moze bra¢ udzial FQR, a takze prawdopodobny kompleks Fd/FNR-cyt b f [28], co
prowadzi do redukcji PQ i skierowania transportu e~ poprzez kompleks cytochromow b f
z powrotem do PSI. Takze do powtornej redukcji PQ moze zosta¢ wykorzystana
chloroplastowa pula NADPH w reakcji katalizowanej przez kompleks Ndh. W CEF
najistotniejszym procentowo szlakiem jest prawdopodobnie reakcja katalizowana przez
FQR [94] (ryc. 1). Wydaje si¢ takze, ze CEF i LEF moga by¢ rozdzielone przestrzennie,
LEF dotyczylby kompleksow zlokalizowanych w $ciesnionych obszarach tylakoidow i
na granicy mi¢dzy granami a tylakoidami stromy, podczas gdy CEF ograniczony bytby
CEF, poniewaz nie wiaze si¢ z synteza NADPH, mozna przyja¢ reakcje Mehlera,
mogaca stanowic od 10 do 30% catkowitego transportu e”. Uwaza sig, ze redukcja O,
przez PSI potaczona z detoksykacja O, ", czyli cykl woda-woda, bierze istotny udziat w
regulacji stosunku ATP/NADPH, a nie tylko stanowi zabezpieczenie przed nadmierna
redukcja fotosystemow [9, 61, 94, 125].

Réwnowaga miedzy LEF i CEF jest niezbgdna do utrzymania (a) zaleznego od
tempa procesow metabolicznych stosunku ATP/NADPH i (b) réwnowagi migdzy
wzbudzeniem przez $wiatto czasteczek chlorofili, a wykorzystaniem lub rozproszeniem
zaabsorbowanej energii, tak aby nie doszto do nadmiernego utlenienia centroéw reakcji
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(fotoinhibicji), prowadzacego do degradacji komplekséw CP. Funkcje te sa realizowane
poprzez dynamiczne zmiany organizacji kompleksow CP w blonach tylakoidow.

KOMPLEKSY, SUPERKOMPLEKSY, MEGAKOMPLEKSY -
HIERARCHICZNA ORGANIZACJA KOMPLEKSOW
FOTOSYNTETYCZNYCH

Badania krystalograficzne umozliwity poznanie z doktadno$cia do 4-2,5 A
przestrzenne;j struktury gtéwnych kompleksoéw bton tylakoidow. Znane jest wzajemne
potozenie w przestrzeni poszczegolnych biatek, barwnikoéw i1 przeno$nikow elektronow
w kompleksach reakcji PSI, PSII, budowa peryferycznych kompleksow antenowych
zwigzanych z PSI (LHCI) i1 PSII (LHCII). Okreslono strukturg¢ superkompleksow
tworzonych przez kompleksy rdzeniowe PSI i PSII z kompleksami anten peryferycz-
nych, LHCI-PSI i LHCII-PSII. Zaproponowano takze przestrzenna budowe dimeru
kompleksu cytochromow b f1 syntazy ATP [37].

Molekularna struktura II uktadu fotosyntezy

Kompleks rdzeniowy PSII sktada si¢ z czterech duzych i kilkunastu matych biatek
transbtonowych oraz z trzech zewnatrzblonowych (PsbO-Q) podjednostek biatkowych.
Centrum reakcji jest dimer biatek PsbA i PsbD, zwanych takze D1 i D2, wiazacych
kofaktory biorace udziat w pierwotnym i wtornym transporcie elektronow w PSII. Pod
wplywem $wiatla wzbudzeniu ulegaja czasteczki Chl a wchodzace w sktad pierwotnego
donora e P680, zbudowanego przez dwie, znajdujace si¢ w odlegtosci 8,2 A, czasteczki
Chla,P 1P, zwiazane odpowiednio z biatkiem D11 D2. W bezposredniej bliskosci
tych czasteczek zlokalizowane sa dodatkowe, uzupeiajace Chl a; w poblizu P,
czasteczka Chl , aw poblizu P, chlorofil Chl,. Stan wzbudzenia jest zdelokalizowany
migdzy tymi czterema czasteczkami Chl a, a rozdzielenie tadunkéw rozpoczyna sig od
przekazania e~ z Chl  na pierwotny akceptor e, czasteczkg feofityny, Pheo  ,
zlokalizowana na biatku D1 [45, 68]. Z Pheo | elektron zostaje przeniesiony na zwiazany
z biatkiem D2 plastochinon Q ,, a nastgpnie na zlokalizowany na biatku D1, ostateczny
akceptor e~ plastochinon Q [68]. Po przyjeciu dwoch elektronéw i protonacji Q,, jest
uwalniany z PSII do btony tylakoidéw. Symetrycznie do czasteczki znajdujacej si¢ na
biatku D1, na biatku D2 zlokalizowana jest czasteczka Phe  , nie bioraca bezposredniego
udziatu w transporcie e, ale prawdopodobnie istotna w stabilizacji stanu rozdzielenia
tadunkow w PSII [45]. Kofaktory biorace udziat w rozdziale tadunkow znajduja si¢ w
wewngtrznej czgsci dimeru biatek D1/D2, przy czym P680 znajduje sig blizej lumenalne;j
strony tylakoidow, podczas gdy Q, 1 Q, znajduja sig blisko stromowe;j czesci blony [45,
105]. Niehemowy jon Fe, zwiazany przez 4 reszty histydynowe (po dwie z biatka D1 i
D2), posredniczy w transferze elektronow migdzy Q, a Q,. Piatym ligandem Fe jest
czasteczka dwutlenku wegla, petniaca regulatorowa rolg w transporcie elektronow
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[45, 105]. Wymiana PQ/PQH, migdzy pula plastochinonu w tylakoidach a miejscem
Q, w PSII jest mozliwa dzigki lipofilnemu kanatowi utworzonemu m.in. przez zwiazane
z czescia rdzeniowa lipidy [105] (ryc. 1).

Wzbudzenie Chl w centrum aktywnym PSII prowadzi do powstania dodatniego
rodnika P680 o potencjale oksydacyjnym 1,3 do 1,4 V [134], co umozliwia zajécie
reakcji rozszczepienia czasteczki wody po stronie donorowej PSIL. Rodnik P680" utlenia
161 resztg tyrozyny (Tyr,) biatka D1, a powstaty rodnik Tyr - dziata jako oksydant w
wieloetapowym procesie utlenienia wody, w czasie ktorego z dwoch czasteczek wody
powstaje czasteczka O,, do strony lumenalnej tylakoidow uwalniane sg protony, a do
centrum reakcji P680 przenoszone sa 4 elektrony [124, 132].

Biatka D11 D2 wiaza po jednej peryferycznej czasteczee chlorofilu (Chlz i Chlz ),
posredniczacych w przekazywaniu wzbudzenia z chlorofili anten wewngtrznych CP43
(PsbC) i CP47 (PsbB). Biatko CP43 wiaze czternascie, a CP47 szesnascie czasteczek
Chl a, a ich gtdwnym zadaniem jest przekazywanie energii wzbudzenia z anten
zewnetrznych do centrum reakcji. Cze$¢ wewnatrzbtonowa PSII, oprécz czgsci
rdzeniowej tworzacej pseudo-symetryczny kompleks (CP43/D1-D2/CP47), zbudowana
jest z matych podjednostek w wigkszos$ci sktadajacych si¢ z jednej przechodzacej przez
btong a-helisy [148]. Biatka PsbE i PsbF wiaza za posrednictwem reszt histydynowych
czasteczke hemu tworzac podjednostke cyt b . Symetrycznie rozmieszczone podjednostki
Psbl i PsbX stabilizuja chlorofile Chlz i Chlz , a przylegajace do CP43 PsbJ, PsbK i
prawdopodobnie PsbN oraz PsbZ ulatwiaja wiazanie czasteczek [3-karotenu do kompleksu.
Pojedyncze kopie trzech zewnatrzbtonowych biatek PsbO-Q wraz z C-koncowa cz¢scia
fancucha D1 tworza czasze stabilizujaca kompleks wydzielajacy tlen — OEC (oxygen
evolving complex). W sktad OEC wchodzg cztery jony Mn oraz Ca** potaczone migdzy
soba mostkami tlenowymi, ale struktura przestrzenna tego kompleksu oraz jego aktywnos¢
katalityczna nie zostaly jeszcze doktadnie okreslone [25, 45, 136, 144]. Jeden z modeli
strukturalnych OEC zaproponowany na podstawie badan krystalograficznych zaktada,
ze OEC zbudowany jest z szeSciennego semi-krystalicznego klasteru Mn,CaO,
potaczonego mostkiem tlenowym z czwartym jonem Mn [45]. Rozszczepienie wody
zwigzane jest z kolejnymi stanami redoks OEC, okreslanymi jako S, (i=0, ...4), auwolnienie
czasteczki tlenu z OEC nastgpuje przy zakonczeniu cyklu, migdzy stanem S, a S,
Utlenienie jednej czasteczki wody wymaga czterokrotnego wzbudzenia Chl centrum reakcji,
powstania P680", przy czym rodnik Tyr, dziala jako bezposredni oksydant OEC [124,
132, 136]. Zaktada sig, ze jedna czasteczka substratu wigze si¢ zjonem Mn, druga znajduje
sie w obszarze wigzania koordynacyjnego sasiadujacego jonu Ca?*, a mechanizm reakcji
zwigzany jest ze zmianami stopnia utlenienia jednego z jonéw Mn [144]. Kompleks
manganowo-wapniowy jest stabilizowany przez konserwatywne ewolucyjnie biatko PsbO,
tworzace hydrofilowy kanat umozliwiajacy transport protonow i wody do OEC [35, 117].

Anteny zewnetrzne PSII. W ro$linach wyzszych anteny zewngtrzne naleza do
rodziny biatek Lhe, kodowanej przez genom jadrowy [67]. Zardwno anteny zwigzane
z PSI (Lhcal-4), jak i zwiazane z PSII (Lhcb1-6) maja podobne masy czasteczkowe
(20-25 kDa), trzy transblonowe helisy oraz liczne sekwencje homologiczne [42, 67,
126, 155]. Gtéwny kompleks antenowy LHCII wiazacy potowe wszystkich czasteczek
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Chli70% Chl zwiazanego z PSII, tworzy forme trimeryczna [97, 104] ztozona z r6znych
kombinacji trzech biatek — Lheb1, Lheb2 i Lheb3 [69, 70]. Monomer LHCII ztoZzony
jest z tancucha polipeptydowego zawierajacego 232 reszty aminokwasowe tworzacego
trzy transbtonowe helisy i wiazacego osiem czasteczek Chl a, sze$¢ Chl b oraz cztery
czasteczki karotenoidow, w tym dwie luteiny, jedna neoksantyne i jedna czasteczke
wiolaksantyny lub zeaksantyny [104]. Trimeryczna struktura LHCII (LHCIL,)
stabilizowana jest przez hydrofobowy obszar powstaty poprzez oddziatywania migdzy
zwiazanymi z jednym z monomerow trzema czasteczkami Chl a, czasteczka Chl b,
fosfatydyloglicerolu (PG), ksantofilu (anteraksantyna lub wiolaksantyna) a dwoma
czasteczkami Chl b i czasteczka Chl a zwiazanymi z sasiadujacym monomerem, przy
czym prawdopodobnie kluczowa rolg w stabilizacji trimeru odgrywa obecnos¢ PG [104].
W poréwnaniu z formg monomeryczna, konfiguracja barwnikoéw i konformacja
fancuchoéw polipeptydowych w trimerycznej strukturze LHCII zwigksza stabilno$¢
biatek i wydajno$¢ wykorzystania zaabsorbowanej energii Swietlnej [164]. Analiza
przeniesienia wzbudzenia migdzy chlorofilami w LHCII, wykazata, ze nie jest ono
przypadkowe, energia wzbudzenia Chl b znajdujacego si¢ w lumenalnej czgsci
kompleksu jest przenoszona, w czasie femtosekund przez szereg posrednich stanow
wzbudzenia chlorofili @ i b do koncowego Chl @ znajdujacego si¢ w zewngtrznym
obszarze stromalnej czgsci jednego z monomerow [103]. Takie potozenie akceptorowych
chlorofili a umozliwia wydajne przeniesienie wzbudzenia z LHCIL, do kompleksu
rdzeniowego PSII.

Trzy pozostate biatka antenowe zwiazane z PSII, tzn. Lhcb4 (CP29), Lheb5 (CP26)
i Lhcb6 (CP24), zazwyczaj wystepuja w formie monomerow. Stwierdzono w przypadku
mutantow Arabidopsis z wyciszonymi genami Lhcbl i Lhcb2, ze biatko Lheb5 jest
syntetyzowane w znacznie wigkszej ilosci niz w szczepie dzikim i z biatkiem Lhcb3
tworzy heterotrimery wchodzace w sktad superkomplesu LHCII-PSII [142].

Superkompleks LHCII-PSII i wolny LHCII,

Wigkszos¢ badan wskazuje, ze w Sciesnionych obszarach tylakoidow PSII wystepuje
w formie dimeru [37]. Forma dimeryczna jest stabilizowana przez fosforylacje biatek
[133], zwiazanie PG, a takze wymaga obecnosci niektorych matych podjednostek
wchodzacych w sktad czgsci rdzeniowej PSII [37, 148]. Zewnatrzbtonowe biatko PsbO
zwigksza stabilno$¢ dimeru PSII poprzez oddzialywania miedzy lumenalnymi frag-
mentami monomerow [35]. W tylakoidach stromy stwierdza si¢ obecno$¢ monome-
rycznej formy PSII [37]. Monomeryzacja dimeru PSII i jego migracja do obszarow
wymiang uszkodzonego w czasie procesu fotoinhibicji biatka D1 [8].

Zmienna ilo$¢ anten zewngtrznych moze wiaza¢ si¢ z dimerem PSII tworzac
superkompleks LHCII-PSII [37]. Przestrzenna budowa tego superkompleksu wyizo-
lowanego z bton tylakoidow zostata okreslona na podstawie komputerowego ztozenia
wielu pojedynczych obrazéw uzyskanych przy uzyciu mikroskopii elektronowej [16] i
kriomikroskopii elektronowej [121]. Trojwymiarowy model superkompleksu LHCII-
PSII opracowano takze za pomoca komputerowej kompilacji rentgenograficznych modeli
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kompleksu rdzeniowego PSII, OEC i anten zewngtrznych [120]. Podstawowa forma
LHCII-PSII jest majacy ksztalt prostokata kompleks o masie 1100 kDa i wymiarach
16,5 x 33 x 11 nm, wiazacy okoto 100 czasteczek Chl na centrum reakcji PSII, w tym
75 czasteczek Chl a [121]. W jego sktad wchodzi dimer PSII, dwie trimeryczne formy
LHCIL, zbudowane z biatek Lheb1/Lheb2, oraz po dwie kopie monomerycznych anten
Lhcb4 (CP29) i Lheb5 (CP26) [16, 120, 121]. Anteny sa rozmieszczone symetrycznie
po kazdej stronie dimeru PSII w dwoch grupach, sktadajacych sig z CP26, LHCIL, i
CP29, przy czym CP26 zwiazane jest blizej anteny wewngtrznej CP43 jednego
monomeru PSII, a CP29 blizej biatka CP47 drugiego monomeru PSII [120]. LHCII,
jest Scisle zwigzane z oboma antenami monomerycznymi [37, 120]. Podstawowy
kompleks LHCII-PSII moze wiaza¢ do szesciu kompleksow LHCIL,, przy czym te
dodatkowe LHCII, zawierajg takze apoproteing Lhcb3 [18]. Istotng rolg w tworzeniu
wigkszych, ale mniej stabilnych kompleksow LHCII-PSII odgrywa Lhcb6 (CP24),
oddziatujace z CP29 i dodatkowym kompleksem LHCIIL, [37, 60]. Ze szpinaku i
Arabidopsis otrzymano superkompleksy LHCII-PSII, w sktad ktorych oprocz dwoch
silnie zwigzanych z dimerem PSII kompleksow LHCII, wchodzity dwa LHCII,
zwiazane slabiej, ale silniej niz kolejne dwa trimery [18, 167]. Superkompleksy LHCII-
PSII moga taczy¢ sig ze soba lateralnie tworzac zréznicowane strukturalnie mega-
kompleksy, gdzie w oddziatywaniach migdzy poszczeg6Inymi LHCII-PSII biora udziat
anteny monomeryczne lub LHCII, [37, 167].

Niezwiazane z LHCII-PSII kompleksy LHCII, moga tworzy¢ zroznicowane struktury
oligomeryczne, m.in. heptameryczne, o okre§lonej organizacji przestrzennej [ 104]. Tego
typu oligomery moga formowac bardzo duze agregaty zaré6wno w plaszczyznie lateralnej
btony, jak i migdzy sasiadujacymi btonami tylakoidow [50, 86]. Zjawisko to jest zwigzane
z procesem tworzenia obszarow $ciesnionych w tylakoidach oraz niefotochemicznym
wygaszaniem energii wzbudzenia. Oddzialywania migdzy dwoma trimerami sa tworzone
przez dwie czasteczki digalaktozylodiacyloglicerolu (DGDG) i dwie pary czasteczek
Chl oraz wiazania wodorowe [ 104], a obecne w fazie lipidowej bton, poza kompleksami
antenowymi, ksantofile, wiolaksantyna i zeaksantyna, indukuja proces agregacji [54].

Struktury kompleksu PSII, LHCII-PSIT i LHCII, sa przedstawione w bazie danych
PDB, m.in. pod adresami:
http://www.rcsb.org/pdb/explore/images.do?structureld=11ZL
http://www.rcsb.org/pdb/explore/images.do?structureld=2BHW

Budowa i znaczenie kompleksu cytochromow b f

Homodimer tego kompleksu o masie 220 kDa i wymiarach 10 X 12 X 7,5 nm
utworzony jest przez dwa monomery kazdy sktadajacy si¢ z oSmiu podjednostek. Kazdy
monomer wigze po osiem grup prostetycznych bioracych udzial w reakcjach redoks
[28-30, 99]. Integralnymi biatkami btonowymi sa cyt b, (PetB) o masie 24 kDa i
czterech transbtonowych a-helisach oraz podjednostka IV (PetD) (17 kDa, trzy a-
helisy). Cyt b, koordynuje dwie czasteczki hemu typu b, przy czym jedna czasteczka
hem bp zlokalizowana jest blizej lumenalnej powierzchni blony (p), a druga, hem b
blizej czgsci stromowej (n). W bezposrednim sasiedztwie hemu b , zwiazana jest
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kowalencyjnie dodatkowa czasteczka hemu, hem ¢ _[29, 36, 156], prawdopodobnie bioraca
udziat w CEF [28, 30]. Podjednostka IV umozliwia zwiazanie z kazdym monomerem po
jednej czasteczce Chl i B-karotenu [29, 99]. Obecnos¢ tych barwnikéw w kompleksie,
niekatalizujacym reakcji §wietlnych, by¢ moze wiaze si¢ ze zwigkszeniem stabilnosci
monomeru lub regulacja aktywnosci kinazy LHC [30, 156]. Wiazacy jedna czasteczke
hemu cyt f(PetA) (19 kDa) i biatko zelazo-siarkowe [2Fe-2S] Rieskego (PetC) (17,5 kDa)
maja po jednej domenie transbtonowej i stosunkowo duze domeny zewnatrzblonowe
zwrocone do strony lumenalnej tylakoidow [29, 99]. Zewngtrzna czg$¢ cytochromu fjest
miejscem wiazania plastocyjaniny (PC, 11 kDa), ktorej wiasciwosci redoks sa zwigzane z
obecna w powierzchniowej czesci bialka czasteczka Cu. Redukcja miedzi zachodzi w czasie
krotkotrwatego oddziatywania migdzy cyt f a plastocyjanina [31, 160]. Cztery mate
wewngtrzne podjednostki cyt b, (PetG, L, M, N, 3-4 kDa) takze przecinaja blong jednokrotnie
1 pelnia rolg stabilizujaca stromalng czg$¢ monomeru [28, 29]. Biatka kompleksu cyt b f
wyizolowane z r6znych organizmow sg bardzo podobne [28, 165], ale tylko w ro$linach
wyzszych stwierdzono, ze cyt b f tworzy trwaly kompleks z reduktaza ferredoksyna-NADP*
(FNR, 35 kDa), bedaca ostatnim enzymem tancucha fotosyntetycznego [165]. Wewnatrz
homodimeru, pomi¢dzy monomerami, znajduje si¢ lipofilne zaglgbienie o wymiarach 3 x
2,5 % 1,6 nm [29, 99]. Zaktada sig, ze w tym obszarze dyfundujaca z dwuwarstwy lipidowe;j
czasteczka plastochinolu (PQH, ) moze ulec utlenieniu po lumenalnej stronie kompleksu w
miejscu wiazania Qp, a powstata czasteczka plastochinonu (PQ) redukcji w miejscu Qn, w
stromowe;j czgsci kompleksu [30].

Kompleks cyt b f sprzega liniowy transport elektronéw (LEF) z przeniesieniem
protondw przez btong tylakoidow z obszaru stromy do lumen tylakoidéw i wytworzeniem
pmfw poprzek btony. Mozliwe jest to dzigki ukierunkowanemu transportowi elektronow
w obrgbie monomeru cyt b f oraz lokalizacji obszaru, w ktorym zachodzi redukcja/utlenienie
PQ, do lipofilnego kanatu utworzonego przez dimer cyt b f. Stechiometria e /H", wynoszaca
2/4, zwiazana jest z cyklem Q (reakcje i-vi), w czasie ktorego plastochinol ulega utlenieniu
w drodze dwoch niezaleznych reakeji [3, 29, 30]. Czasteczka PQH, dyfundujaca do
lipofilnego wnetrza dimeru redukuje centrum zelazo-siarkowe biatka Rieskego po stronie
p kompleksu, uwalniajac protony do lumenalnej strony tylakoidéw (i). Jeden z dwoch e~
plastochinolu opuszcza kompleks poprzez cyt f(ii). Anion plastosemichinonowy redukuje
hem bp (ii1), a drugi " jest transportowany w poprzek blony, redukujac hem b_(iv). W
wyniku dwoch jednoelektronowych reakcji (v,vi) czasteczka PQ moze by¢ zredukowana
po stronie » kompleksu, wiazac protony znajdujace si¢ w stromie tylakoidow, a powstaty
PQH, po dyfuzji na strong p wewngtrznego obszaru lipofilnego staje si¢ donorem dla
centrum [2Fe-2S5] (i) . W ten sposéb ostatecznym wynikiem cyklu Q jest ukierunkowany
transport protonow [3, 29] (ryc. 1).

(i) PQH, + [2Fe-2S (utl)] —PQ~ +[2Fe-2S (red)] + 2H" [powierzchnia-p, uwolnienie protonu]
(ii) FeS (red) + Cyt f'(utl) — FeS (utl) + Cyt f(red)  [e transportowany lateralnie poza kompleks]
(iii) PQ~ + hem bp (utl) >PQ + hem bp (red) [e” transportowany wewnatrz kompleksu]
(iv) hem bp (red) + hem b (utl) — hem bp (utl) + hem b (red) [transport e w poprzek btony]
(v) hemb (red) +PQ —hemb (red)+PQ~ [transport e do powierzchni-z]
(vi) hem b_(red) + PQ~+2H" — PQH, [transport e~ do powierzchni-n, zwigzanie protonu]
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W cyklicznym transporcie elektronow (CEF) kompleks cyt b f bierze udziat jako
akceptor e z ferredoksyny (Fd) lub Fd-FNR, zredukowanych uprzednio przez I uktad
fotosyntezy [28], a mogacych prawdopodobnie tworzy¢ kompleks z cyt b f [165].
Zaktada si¢ [28, 156], ze w czasie reakcji utlenienia Fd (vii,viii), zlokalizowane po n-
stronie, hem b_iuprotonowany hem ¢_tworza sprzezony kompleks di-hemowy (viii,ix).
Zredukowany po n-stronie PQ (x) dyfunduje na p-strong obszaru lipofilnego i wchodzi
w reakcje cyklu Q (ii). Udzial hemu b i ¢ w reakcjach CEF (vii-viii) interferuje z
reakcjami cyklu Q (iv-vi), cho¢ jest prawdopodobne, ze kompleksy cyt b f, ktore biora
udziat w LEF i CEF sa rozdzielone przestrzennie [28].

(vii) Fd (red) + FNR (utl) + 2H" »Fd (utl) + FNRH, (red)

(viii) FNRH, (red) +2 hemb_(utl)+hemc_(utl) — FNR (utl)+2hemb_(red)+hemc, (utl)-H"
(ix)2hemb_(red)+hemc_(utl)'H"'— 2hemb_(utl) +hemc_(red) -H

(x)2hemb_(utl) +hemc_(red)'H'+PQ — 2hemb_(utl)+hemc_(utl)+PQH,

Znaczenie cyt b f w regulacji fotosyntezy uwarunkowane jest wielofunkcyjna
strukturg tego kompleksu. Utworzona przez dwa monomery wewngtrzna przestrzen
lipofilna umozliwia sprzggnigcie reakcji utlenienia/redukcji PQ i cytochroméw z
ukierunkowanym transportem protondw w poprzek btony tylakoidow, a cykl Q zwigksza
wydajnos¢ tych reakcji. Obecno$¢ czterech grup hemowych, rozmieszczonych w
poprzecznej ptaszczyznie btony, umozliwia udziat cyt b fw LEF i CEF (ryc. 1). Ponadto,
cyt b fbierze udziat w regulacji kinazy biatkowej [40, 151], odpowiedzialnej za fosforylacje
kompleksow antenowych LHCII. Poniewaz czynnikiem aktywujacym kinaz¢ LHCII
Jest przylaczenie plastochinolu do miejsca Qp po stronie lumenalnej kompleksu cyt b f,
kompleks cytochromowy jest elementem laczacym stopien zredukowania puli PQ z
fosforylacja biatek antenowych [3, 30, 173].

Struktury kompleksu cyt b f sa przedstawione w bazie danych PDB m.in. pod
adresem:

http://www.rcsb.org/pdb/explore/images.do?structureld=1090

Molekularna budowa I uktadu fotosyntezy

Kompleks rdzeniowy PSI sktada si¢ z 15 podjednostek biatkowych (PsaA-P) [73, 83]
ijest trimerem u sinic i Prochlorophytes, podczas gdy w roslinach wyzszych wystepuje w
formie monomerycznej [110]. Centrum reakcji PSI roslin wyzszych zbudowane jest z
heterodimeru stosunkowo duzych (83,2/82,5 kDa) transblonowych biatek PsaA/PsaB, migdzy
ktorymi zlokalizowane jest sze$¢ czasteczek chlorofilu a, dwie czasteczki fillochinonu oraz
centrum zelazo-siarkowe [4Fe-4S]. Chlorofile i fillochinony sa zorganizowane w pary wzdtuz
osi symetrii heterodimeru [78]. Pierwsza para Chl a, zlokalizowana po lumenalnej stronie
kompleksu, to pierwotny donor P700, ktory po wzbudzeniu tworzy rodnik P7007. Pierwotny
akceptor elektronow A, jest tozsamy z jednym lub obydwoma Chl trzeciej pary, znajdujacej
si¢ w odlegtosci 2,2 nm od P700 w kierunku stromalnej czg$ci kompleksu [78]. Podobnie
obie czasteczki pary fillochinonéw moga petni¢ funkcje wtérnego akceptora A .
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Koordynowane przez reszty cysteinowe nalezace do obu biatek PsaA i PsaB centrum
[4Fe-4S] jest tozsame z akceptorem F , ostatnim ogniwem posredniczacym w tunelowaniu
elektronow w kompleksie centrum reakcji [78]. Nie wiadomo, czy w tunelowaniu € w
kompleksie PsaA/PsaB biora udziat czasteczki znajdujace si¢ po jednej czy po obu stronach
osi symetrii. Badania spektroskopowe wskazuja na asymetri¢ transportu e [ 78], amodelowania
kinetyki tunelowania nie wykluczaja alternatywnych rozwiazan [143] (ryc. 1).

Znajdujace si¢ po stromalnej czgsci blony tylakoidow, scisle ze soba zwiazane,
zewnatrzblonowe podjednostki PsaC, —D, —E z jednej strony oddziatuja z PsaA/PsaB, a
z drugiej tworza miejsce wigzania dla ferredoksyny [14, 77]. Transfer elektronow zF _na
ferredoksyne zachodzi w czasie mikrosekund dzigki znajdujacym si¢ na podjednostce
PsaC centrom zelazo-siarkowym F /F_.. Po redukcji przez PSI ferredoksyna ulega
utlenieniu przy udziale FNR, przy czym w czasie reakcji redoks oddziatywanie migdzy
tymi dwoma biatkami dotyczy raczej samych centrow aktywnych niz catych czasteczek
[23]. Stwierdzono, ze u roslin wyzszych FNR oddziatuje z PsaE [77], co moze wskazywaé
na udziat kompleksu PSI w stabilizacji oddziatywan Fd-FNR. Po stronie lumenalnej
tylakoidéw znajduje si¢ podjednostka PsaN, ktora wraz transbtonowa podjednostka PsaF
tworzy miejsce wigzania plastocyjaniny, donora e dla PSI[14, 58]. W wiazaniu PC biora
takze udzial transblonowe podjednoski PsaGi-J [14, 174].

Wspolne cechy budowy kompleksu rdzeniowego PSII i PSI. Kazdy z polipep-
tydéw D11 D2 zbudowany jest z pigciu transbtonowych helis, a kazda z silnie zwiazanych
z heterodimerem centrum reakcji PSII anten wewnetrznych CP43 i CP47 utworzona
jest przez sze$¢ domen transbtonowych [45, 68]. W przypadku heterodimeru centrum
reakcji PSI, kazdy z polipeptydéw PsaA i PsaB zawiera 11 helis przecinajacych btong
tylakoidow [14]. Pig¢ C-koncowych helis PsaA i PsaB ma struktur¢ podobna do
transbtonowych domen D1 i1 D2, a sze$¢ N-koncowych domen transbtonowych PSaA
1 PsaB jest zorganizowana podobnie jak transbtonowe helisy polipeptydow CP43 i CP47
[118]. Podobienstwa te wskazuja na wspolne pochodzenie ewolucyjne obu fotosyste-
mow [118].

Superkompleks LHCI-PSI. Kolejna klasa biatek (Lhcal-5), nalezaca do rodziny biatek
Lhc, tworzy ukfad anten peryferycznych [14, 106, 155]. Cztery podjednostki anten
zewngtrznych, zorganizowane w dwa dimery Lhcal-Lhca4 i Lhca2-Lhca3, tworza potkolista
strukture wyraznie oddzielona od kompleksu rdzeniowego [ 14]. Kompleks LHCI-PSI zawiera
167 czasteczek Chl, 111 zwiazanych jest z czgScia rdzeniowa, przy czym 10 czasteczek Chl
zwiazanych jest peryferycznie w obszarze przytaczenia anten LHCI [91]. Polipeptydy LHCI
koordynuja 47 czasteczek Chl, a 9 czasteczek Chl znajduje si¢ w miejscach styku
poszczegolnych biatek LHCI [91]. Kompleksy Lhca znajduja sig po jednej stronie PSI i
oddziatuja z eksponowanymi domenami poszczegdlnych biatek rdzeniowych. Najsilniej do
biatek PsaB i PsaG przytaczony jest kompleks Lhcal, pozostale anteny sa zwiazane stabiej
poprzez oddziatywania z PsaA, PsaK (Lhca3), PsaJ (Lhca2) i PsaF (Lhca4) [14].
W znacznie mniejszych ilosciach wystepuje piaty polipeptyd antenowy, Lhca$, wiazacy si¢
do dimeru Lhca2-Lhca3 i prawdopodobnie nieodgrywajacy istotnej roli w procesie absorpcji
swiatta przez PSI [106].

Z superkompleksem LHCI-PSI, w czasie procesu state-transition, moze wiazac
si¢ odwracalnie trimeryczna forma anten LHCII, zwiazanych przede wszystkim z
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kompleksem PSII. Zjawisko to potwierdzono na podstawie badan z uzyciem mutantow
Arabidopsis [107, 170], metodami chemicznego sprzggania biatek [74] i komputerowej
analizy obrazéw uzyskanych w mikroskopie elektronowym dla wyizolowanych
kompleksow [93]. Okazato si¢, ze w wiazaniu trimeru LHCII biora udziat transbtonowe
podjednostki kompleksu rdzeniowego PSI (PsaH, -K, -O), zlokalizowane po drugiej
stronie heterodimeru PsaA/PsaB niz miejsca wigzania anten Lhcal-4 oraz znajdujaca
si¢ po tej samej stronie domena PsaA [93].

Struktury kompleksu PSIi LHCI-PSI sa przedstawione w bazie danych PDB m.in.
pod adresem:

http://www.rcsb.org/pdb/explore/images.do?structureld=10ZV

Budowa syntazy ATP

Kompleks syntazy ATP (F F -ATP-ase) zlokalizowany w tylakoidach stromy
chloroplastow roslin wyzszych nalezy do rodziny typu F, obejmujacej rowniez
mitochondrialne i prokariotyczne syntazy ATP, kompleksy majace ten sam schemat
budowy. Zwyczajowo kompleks chloroplastowy okresla sig skrotem CF F |, a mitochon-
drialny — MF F [147, 163]. F-ATP-azy zbudowane sa z wewnatrzblonowej domeny
F, oraz ze zwrdconej w kierunku stromy, zewnatrzblonowej globularnej domeny F ,
potaczonych ze soba biatkami tworzacymi wewngtrzny, centralny rdzen kompleksu
(central stalk) oraz peptydami uformowanymi w zewngtrzny tacznik (peripheral stalk)
[162]. Czes¢ F| ATP-azy tworzy kulista strukturg o $rednicy ok. 100 A utworzona z
trzech podjednostek a i trzech podjednostek 3, utozonych naprzemiennie wokoét osi
utworzonej przez centralny rdzen kompleksu. Synteza ATP z ADP i P, zachodzi w
centrum katalitycznym zlokalizowanym na podjednostce [3 na styku z podjednostka Q.
Taka budowa centrum aktywnego powoduje, ze w domenie F znajduja sig trzy centra
katalityczne a3 [147].

Energia do zajécia reakcji fosforylacji dostarczana jest poprzez oddzialywania
mechaniczne migdzy podjednostkami o i 3 a obracajacym si¢ centralnym rdzeniem
kompleksu. Rotacja ta napedzana jest przez zalezne od pmf przeniesienie protonu w
poprzek blony przez wechodzacy w sklad domeny F| wewnatrzbtonowy system ztozony
z biatka a przylegajacego do pierscienia ztozonego, zaleznie od typu F-ATP-azy,
z 10-14 polipeptydow c [163]. Charakterystyczna cecha biatka a s3 dwa niezalezne,
nieprzecinajace btony kanaty jonowe. Ujemny tadunek reszty kwasu asparginianowego
(Asp61) transbtonowego polipeptydu ¢ zwigksza jego powinowactwo do biatka a, lecz
jednoczesnie uniemozliwia oddziatywanie z obszarem hydrofobowym btony. Upro-
tonowanie Asp61 przy udziale kanatu jonowego otwartego, jak w przypadku ATP-azy
chloroplastowej, wytacznie do powierzchni -p tylakoidow, umozliwia polipeptydowi ¢
odtaczenie sig od biatka a i przemieszczenie w btonie. Jednocze$nie uprotonowana
reszta Asp61 innego polipeptydu ¢ moze ulec deprotonacji oddzialujac z reszta argininy
(Arg210), bedacej sktadnikiem kanatu jonowego otwartego jedynie na strong -,
zwigkszajac tym samy swoje powinowactwo do biatka a i zastgpujac poprzednia
jednostke ¢ w miejscu protonacji [163]. Taka sekwencja reakcji zajdzie oczywiscie
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jedynie wtedy, gdy istnieje roznica [, migdzy strona -p i -n tylakoidow. Poniewaz
polipeptydy c sa potaczone w pierscien, kolejne reakcje protonacji/deprotonacji prowadza
nie tylko do wyré6wnania gradientu stezen jondw wodorowych, ale takze do obrotu
pier$cienia c.

Poniewaz powierzchnia pierScienia od strony domeny F, jest SciSle zwiazana z
peptydami yed, tworzacymi centralny rdzen kompleksu, pier§cien i rdzen obracaja si¢
razem, tworzac ,,wirnik” ATP-azy. Centralny rdzen jest wydtuzony o okoto 45 A ponad
powierzchnig blony, czgSciowo wechodzac w Srodek globularnej domeny F . Polipeptyd
y wnika glebiej miedzy B, niz peptydy € i d, w taki sposob, ze C-koficowa czg$¢ y
znajduje sig w gornej czgsci domeny F [172]. Poniewaz ten fragment fancucha y jest
asymetryczny, jego rotacja o odpowiedni kat indukuje kolejne zmiany konformacji centrum
aktywnego 0f3[172], umozliwiajace: (i) zwiazanie ADP i P, do wolnego miejsca
katalitycznego; w tym stanie konformacyjnym zwiazanie ATP jest niemozliwe, (ii)
utworzenie stanu przejsciowego i synteze ATP; powierzchnie podjednostek o i 3 zblizaja
si¢ do siebie, powstaje zamknigte hydrofobowe centrum reakcji, (iii) stabilizacje
powstatego ATP; zmiana konformacji centrum katalitycznego uniemozliwia zajScie
hydrolizy ATP, (iv) otwarcie centrum aktywnego i uwolnienie ATP; ten etap konczy sig
powrotem do konformacji poczatkowej 3 i jednocze$nie konczy obrot podjednostki 'y
0360° [147]. Domena F ma trzy centra katalityczne af, zorientowane w taki sposob
wokot osi centralnego rdzenia ATP-azy, ze w czasie obrotu ,,wirnika” kazde centrum
znajduje si¢ w innym stanie katalitycznym. Powoduje to, ze pelny obrét podjednostki y
prowadzi do powstania 3 czasteczek ATP. Pelny obrot podjednostki y oznacza takze
petny obrot pierscienia c, czyli przeniesienie przez btong 10—14 jonow wodorowych.

Zewngtrzny tacznik (peripheral stalk) jest elementem warunkujacym mechaniczne
wlasciwosci ATP-azy. Zbudowany z czterech podjednostek potozony jest on na zewnatrz
domen F, i F. Poczatek tacznika znajduje sig na dystalnej w stosunku do blony czg$ci
domeny F , a dalej biegnie po powierzchni globuli a3, do powierzchni btony, nastgpnie
przecina btong, wiazac si¢ z biatkiem a. Najwazniejszym polipeptydem zewngtrznego
lacznika jest biatko b, zakotwiczone podwdjna helisa w blonie i rozciagajace si¢ wzdtuz
catego kompleksu F F_[162]. Stanowi ono osnowg dla pozostatych trzech biatek, OSCP,
diF,. Zewngtrzny tacznik przeciwdziata rotacji a8, w $lad za obrotem centralnego
rdzenia kompleksu oraz kotwiczy biatko a, zapobiegajac jego przemieszczeniu w czasie
odddziatywan z pierscieniem ¢ [162]. Zewngtrzny tacznik wraz z o B, i biatkiem a
stanowia stojan (stator) molekularnego silnika ATP-azy, podczas gdy centralny rdzen
i pierScien c petnia rolg wirnika (rotor).

Podjednostki chloroplastowej (CF F ) ATP-azy sa bardziej spokrewnione z
odpowiednimi biatkami F-ATP-az z sinic i bakterii niz z ATP-aza mitochondrialna
(MF F)) z tej samej rosliny [62, 138]. Cecha wyr6zniajaca chloroplastowa syntaze
ATP jest mechanizm regulacji jej aktywnosci poprzez utlenienie/redukcj¢ mostka
cysteinowego zlokalizowanego w podjednostce Yy oraz wzajemne oddziatywania
podjednostek y i € w centralnym rdzeniu kompleksu [44, 62, 138]. Badania przy
uzyciu mikroskopu sit atomowych wykazaty, ze w chloroplastowej ATP-azie piers-

cien podjednostek III, odpowiadajacych podjednostkom ¢ w MF F , ma najwigce;j
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podjednostek w porownaniu z innymi F-ATP-azami, bo az czternascie [ 146]. Wyniki
te sugeruja, ze domena F moze mie¢, w zaleznosci od organizmu i warunkow metabolicznych,
zmienng symetrig, niepokrywajaca sig z trojdzielng symetria domeny F, [146]. ATP-aza
mitochondrialna wystgpuje w formie dimerycznej, mogacej tworzy¢ takze wicksze
superkompleksy [41]. By¢ moze ATP-aza chloroplastowa takze moze tworzy¢ dimery [137],
ale dotychczas nie udalo si¢ potwierdzic¢ tych obserwacji [37, 41].

PRZESTRZENNIE ZROZNICOWANE ROZMIESZCZENIE
KOMPLEKSOW CP W BLONACH WARUNKUJE
TROJWYMIAROWA BUDOWE TYLAKOIDOW

Zrbéznicowane rozmieszczenie fotosystemow migdzy obszarami blon tylakoidow

Podziatl tylakoidow na obszary $ciesnione, czyli wewnetrzne tylakoidy gran oraz
wyzszych ro$lin ladowych, tego typu struktur nie obserwuje si¢ u sinic [ 115]. Sktad biatkowy
poszczegdlnych obszardéw tylakoidow jest zrdéznicowany, szczeg6lnie dotyczy to
rozmieszczenia PSII, PSI oraz ATP-azy, a zwiazane jest m.in. z budowa czasteczkowa
tych komplekséw [1, 37]. Rozdzielenie fotosystemow powoduje, ze w przypadku LEF
przenosniki elektronow, PC i1 Fd, musza dyfundowac na znaczne odleglosci, wydaje si¢
réwniez, ze LEF i1 CEF sa rozdzielone przestrzennie [21, 76]. Jednocze$nie niejednorodna
budowa tylakoidéw umozliwia utrzymanie rtownowagi miedzy optymalnym wykorzystaniem
zaabsorbowanej energii i mozliwoscia rozproszenia jej nadmiaru [94]. Mozna zatozy¢, ze w
regulacji reakcji $wietlnych fotosyntezy podstawowym mechanizmem sa zmiany strukturalne
zachodzace w btonach tylakoidow.

Niejednorodne rozmieszczenie fotosystemow stwierdzono na podstawie badan z
uzyciem mikroskopu elektronowego i metody ,.freeze-fracture” [152], ale dopiero
rozdzielenie bton tylakoidow na pigc frakcji oraz zastosowanie doktadnych metod detekcji
centrow aktywnych (m.in. EPR) pozwolito ustali¢ stechiometri¢ fotosystemow [ 1, 33].
Jesli w catych btonach tylakoidow stosunek PSI do PSII wynosi 1,13, to w rdzeniowych
obszarach gran jest czterokrotnie wigcej PSII niz PSI. W btonach brzegowych gran
stosunek PSI/PSII wynosi 1,28, ale juz w tylakoidach stromy osiaga wartos¢ 3,1. W
podfrakcji tylakoidow stromy, odpowiadajacej czgsciom tylakoidow nieprzechodzacym
bezposrednio w obszary granowe, stwierdza si¢ 13-krotnie wigcej kompleksow PSI
niz PSII. Jednoczes$nie mozna stwierdzi¢ roznice w wielkosci poszczegdlnych komp-
leksow, kompleks PST w tylakoidach stromy, tzw. PSIP, zawiera 210 czasteczek Chl,
podczas gdy PSI w czesciach marginalnych gran (PSIa) wiaze 300 czasteczek Chl.
Wskazuje to, ze LHCI-PSI w cze$ci granowej jest zwiazany z dwoma dodatkowymi
LHCII, [33]. Badania kinetyczne wskazuja, ze ~30% kompleksow PSI zlokalizowane
jest w marginalnych czg$ciach gran i wchodzi w reakcje¢ ze zredukowang PC,
dyfundujaca z obszarow sciesnionych [89]. Ta czgs¢ komplekséw PSI bierze udziat w
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LEF, co sugeruje przestrzenne rozdzielenie LEF i CEF [21, 76, 89]. Kompleks PSII
znajdowany jest we wszystkich obszarach tylakoiddéw, przy czym w granach znajduje
sie 80% catej jego ilosci, a w cze$ci rdzeniowej gran az 71% [34]. W rdzeniowej cze$ci
gran przewaza forma LHCII-PSII, okre$lana takze synonimem PSIIa. Dimer PSII
znajduje si¢ we wszystkich obszarach tylakoidow, ale najliczniej w granach. Monomer
PSII (PSIIP) wystepuje po rowno w tylakoidach gran i stromy, ale forma monome-
ryczna pozbawiona wewngtrznego biatka antenowego PsbC (CP43) oraz kompleks
Szacunkowe obliczenia wskazuja, ze w tylakoidach nieco wigcej Chl zwiazane jest z
fotosystemem I niz z fotosystemem II (PSI/PSII = 1,1) [1].

Rozmieszczenie fotosystemow w plaszczyznie lateralnej 1 wertykalnej bfony
tylakoidalnej

Tylakoidy tworza uktad tréjwymiarowy, dlatego rownie istotne jak okreslenie
rozdzielenia fotosystemow mig¢dzy obszarami tylakoidow jest zbadanie rozmieszczenia
komplekséw w plaszczyznie btony i w przylegajacych do siebie sasiadujacych btonach
tylakoidalnych. Obecnie dominuja dwie hipotezy dotyczace rozmieszczenia superkom-
pleksow LHCII-PSII w btonach gran. Teoria, oparta gldwnie na badaniach z uzyciem
TEM i modelowania komputerowego, zaktada, ze superkompleksy tworza megakomp-
leksy uporzadkowane w regularna, semikrystaliczng mikromatryce, w ktorej LHCII-
PSII ustawione sa w rownolegte rzedy [18, 37, 167]. Jednak nie ma bezposrednich
dowodow, ze takie struktury istnieja w natywnych blonach chloroplastow [37]. Regularne
mikromacierze powstaja in vitro w tylakoidach pod wptywem niskiej temperatury lub
okreslonych warunkow osmotycznych [37, 51] i dlatego mozna przypuszczac, ze
mikromacierze LHCII-PSII powstaja in vivo w tylakoidach roslin w pewnych stanach
fizjologicznych, np. podczas adaptacji do warunkéw chtodu [159].

Na podstawie badania kinetyki przeptywu e~ w LEF zaproponowano model
tylakoidow gran, w ktorym kilka kompleksow LHCII-PSII, wolnych LHCIL, i dimer
cyt b f tworza mikrodomeny, wewnatrz ktorych moze nastgpowaé szybka dyfuzja
zredukowanego PQ migdzy PSII a kompleksem cyt b f [87]. Mikrodomeny w
poréwnaniu z mikromacierzami miatyby mie¢ mniej uporzadkowana i stechiometrycznie
zmienna strukture [87]. W btonach tylakoidow stosunek lipidy/Chl/biatka wynosi 0,34/
0,13/1. Tak znaczna przewaga zawartosci biatek powoduje, ze okoto 60% lipidow jest
silnie zwigzana z kompleksami biatkowymi, tworzac graniczna faze lipidowa (boundary
lipids). W ten sposob poszczegolne superkompleksy sa rozdzielone warstwa lipidow,
co wplywa na rodzaj i stabilno$¢ tworzonych przez nie struktur [88]. Jednak ze wzglgdu
na zréznicowany ksztatt superkompleksow, mikrodomeny nie powstaja w sposéb
przypadkowy, lecz ich struktura jest pochodna specyficznych oddziatywan migdzy
LHCII-PSII i LHCII, [90, 158]. Proponowana struktura mikrodomen zaklada, ze dwa
superkompleksy LHCII-PSII sa rozdzielone przez dwa lub cztery LHCII, przytaczone
do zwiazanych $cisle z dimerem PSII anten zewnetrznych, a miejsca wigzania
plastochinonu (Q,) w PSII pozostaja ,,otwarte” na obszar lipidowy, umozliwiajac wymiang
PQ migdzy faza biatkowa a lipidowa tylakoidoéw [90, 158] (ryc. 2).
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RYCINA 2. Organizacja kompleksow fotosyntetycznych w blonach tylakoidow chloroplastow roslin
wyzszych. Ksztatty kompleksow barwnikowo-biatkowych odpowiadaja modelom opracowanym na
podstawie badan krystalograficznych i mikroskopowych

Wydaje sig, ze podobnie jak w przypadku innych kompleksow, rozmieszczenie dimeru
cyt b f'w blonach tylakoidow takze ulega zmianie [37]. Badania z uzyciem rozfrakcjo-
nowanych fragmentow tylakoidow [ 1]1znakowanie immunochemiczne w TEM [37] sugeruja
rownomierne rozmieszczenie cyt b f'w blonach tylakoidalnych. Jednakze, mozna takze
wyizolowa¢ fragmenty Sciesnionych gran niezawierajace tego kompleksu [17, 161], co
moze wskazywac, ze w cyt b f moze by¢ wypierany z rdzeniowej czgsci gran [37].

W blonach gran mozna zaobserwowa¢ duza zmiennos¢ ilosci kompleksow LHCIL, w
stosunku do dimeru PSII (stosunek LHCIL,/PSII wynosi od 1,5 do 4), co wskazuje, ze w
niektorych obszarach gran przewazaja niezwiazane kompleksy LHCIIL,. Uporzadkowane
rzedy kompleksow LHCII, moga pokrywac sig w dwoch przylegaj qcych do siebie btonach
tylakoidow [17, 161]. SW1adczy to 0 wzajemnej zaleznosci organizacji komplekséw w dwdch
przylegajacych do siebie blonach gran i prawdopodobnie jest cecha charakterystyczna dla
procesu formowania obszarow $ciesnionych [37]. Takze superkompleksy LHCII-PSII z
dwoch sasiednich blon moga tworzy¢ megakompleksy, taczac si¢ swoimi powierzchniami
stromalnymi [22], co prawdopodobnie takze moze mie¢ znaczenie w stabilizacji gran [37].
Uporzadkowana struktura przylegajacych bton i zageszczenie kompleksow CP, zajmujacych
~80% powierzchni blon czgsci rdzeniowej obszarow Sciesnionych [90], powoduje, ze jest
mozliwe przenoszenie energii wzbudzenia pomi¢dzy kompleksami PSII w obszarze gran.
W ten sposob powstaje granowy, wychwytujacy energi¢ fotonéw uktad sprzezonych
(excitonically connected) centrow PSII [85].
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Mechanizmy formowania gran

W warunkach in vitro duze stezenia kationow, szczegdlnie Mg*', stabilizuja struktury
$ciesnione, ktore wraz z obnizeniem stezenia kationdw [50] lub ze wzrostem stezenia
anionow [71] ulegaja rozfatldowaniu. Procesy te zachodza z réznym nasileniem takze
in vivo. Formowanie gran (stacking) zwiazane jest z rozdzieleniem kompleksow PSII

.....

.....

kompleksow PSII i PSI [50, 85]. W $ciesnionych tylakoidach przewaza PSIla [38,
85], ktory podczas procesu rozfatldowywania gran ulega dezintegracji do monomerdéw
PSII (PSIIB) i pojedynczych LHCII,, zlokalizowanych na obrzezach obszarow
$cie$nionych [38]. Jak zaobserwowano w mikroskopie sit atomowych, w czasie procesu
Lunstacking” zwigksza si¢ Srednica gran, a czg$¢ tylakoidow gran przeksztalca sig w
tylakoidy stromy [81]. Te same badania stwierdzaja spadek $rednicy kompleksow
zidentyfikowanych jako PSIla i zwigkszenie Srednicy kompleksoéw zidentyfikowanych
jako PSI, co moze swiadczy¢, ze w czasie procesu ,,unstacking” oddysocjowane od
PSIIa kompleksy LHCIL, przytaczaja si¢ do PSI [81].

Fenomen tworzenia sig struktur granowych jest zwiazany ze specyficznym sktadem
bton tylakoidow, gdzie dominujacym biatkiem jest LHCIL,, a gtownym skfadnikiem
lipidowym monogalaktozylodiacyloglicerol (MGDG). Sztuczne btony ztozone z tych
dwoch sktadnikéw moga samoistnie tworzy¢ rownolegte struktury przypominajace grana
[149]. Z drugiej strony, mutanty pozbawione kompleksow antenowych nie tworza
obszardw $ciesnionych [6, 37]. Powstanie w czasie rozwoju chloroplastéw granicznej
fazy lipidowej wokot komplekséw antenowych, gtownie LHCIL,, jest elementem
niezbednym do stabilizacji biatek i utworzenia ultrastruktury chloroplastow [88, 92, 127].

Z fizycznego punktu widzenia struktury gran reprezentuja stan najmniejszej energii
swobodnej bton tylakoidow, a formowanie gran jest wypadkowa oddziatywan migdzy
sitami odpychajacymi a przyciagajacymi powierzchnie bton tylakoidow [84]. Elektrosta-
tyczne odpychanie stromalnych powierzchni bton zwiazane jest z wypadkowym
tadunkiem ujemnym pochodzacym przede wszystkim od biatek i cz¢sciowo od PG i
SQDG, podczas gdy za przyciaganie przylegajacych bton odpowiedzialne sa oddzia-
lywania van der Waalsa zwiazane z momentem dipolowym czasteczek [37, 84].
Oddziatywania elektrostatyczne migdzy biatkami sa znoszone przez dodatnio natadowane
jony (np. Mg*") [50, 86], podczas gdy wzrost sity oddziatywan van der Waalsa zalezy
od zwigkszenia zaggszczenia w blonach kompleksow LHCIL,. Gdy sity przyciagajace
van der Waalsa przewaza nad elektrostatycznym odpychaniem, tylakoidy spontanicznie
tworza struktury granowe z regularnym 4 nm odstgpem migdzy blonami. Przylegajace
btony odpychane sa od siebie na t¢ odlegtos¢ wskutek oddziatywan hydratacyjnych,
zwiazanych z powierzchniowa warstwa czasteczek wody. Szerokos¢ tej ,,graniczne;j
przerwy” (partition gap) umozliwia jeszcze oddziatywania pomiedzy kompleksami
LHCII, i dimerami PSII znajdujacymi si¢ w przylegajacych btonach, ale wyklucza
obecnos¢ w obszarze Scie$nionym wystajacego po stronie stromy okoto 3,5 nm ponad
powierzchni¢ btony kompleksu PSI[37, 84].
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Utworzenie obszarow $ciesnionych in vitro jest takze mozliwe w nieobecno$ci jondw
Mg?* po dodaniu do roztworu zwiazkow wielkoczasteczkowych (albumina, dekstran),
co sugeruje, ze w formowaniu gran kluczowa rolg¢ odgrywa rdwnowaga termodyna-
miczna migdzy blonami tylakoidéw a otaczajaca je stroma. Hipoteza ta zaklada, ze
duze stezenie biatek, w szczegolnosci karboksylazy/oksygenazy RuBP (RuBiSCo), w
przedziale stromowym chloroplastow wymusza zwigkszenie uporzadkowania komplek-
sOw w blonach tylakoidow, co prowadzi do powstania obszarow scie$nionych. Jedno-
czesnie zwigksza sig przestrzen stromalna chloroplastéw, co umozliwia swobodna dyfuzje
zlokalizowanych tam biatek [84].

Mozliwos¢ strukturalnego dopasowania (molecular recognition) komplekséw PSII
i LHCII, a w szczegolnosci komplekséw PSIT i LHCIL,, ktore moga tworzy¢
superkompleksy, megakompleksy i struktury oligomeryczne o znacznym stopniu
upakowania, jest postulowana jako istotny element okreslajacy niejednorodng budowg
tylakoidow [5]. Roznice w czasteczkowym tadunku oraz w wielkosci i ksztatcie migdzy
PSI1 PSII sa prawdopodobnie czynnikami odpowiedzialnymi za rozdzielenie komplekséw
w lateralnej ptaszczyznie blony. Komputerowe symulacje wykazaty, ze rozdzielenie
fotosystemow jest indukowane poprzez neutralizacje¢ powierzchniowego fadunku blony
przez kationy oraz regulowane przez zmiany sktadu lipidowego bton tylakoidow [20,
140]. Niektore badania wskazuja, ze w warunkach in vitro pierwszym etapem zaleznego
od stezenia Mg?" tworzenia gran jest rozdzielenie PSII od PSI i utworzenie mikrodomen
zawierajacych przede wszystkim LHCIIL,, ktorego agregacja w ptaszczyznie lateralnej
1 wertykalnej tylakoidow inicjuje tworzenie obszardow Sciesnionych [154]. Przypuszcza
sig, ze mniejsze zréznicowanie wielkosci kompleksow fotosyntetycznych u sinic jest
przyczyna mato zroznicowanej budowy tylakoidow tych organizmoéw [20, 115].

ZMIANY ORGANIZACJI KOMPLEKSOW
BARWNIKOWO-BIALKOWYCH A REGULACJA FOTOSYNTEZY

Poniewaz szybkos¢ przeksztatcenia energii Swietlnej w fotosystemie PSI przebiega
szybciej niz w fotosystemie PSII, przestrzenne rozdzielenie fotosystemow wydaje si¢
by¢ konieczne w celu zapobiezenia niekontrolowanemu przeplywowi energii od PSII
do PSI[37, 94]. Z drugiej strony rozbudowany system antenowy zwiazany z centrami
reakcji PSII, umozliwia wykorzystanie matych ilosci energii wzbudzenia i jest
przystosowaniem do warunkow czesciowego zaciemnienia, czgsto wystepujacego w
srodowisku ladowym [7]. Jednoczes$nie, niejednorodna budowa tylakoidéw i mozliwo$¢
szybkiej reorganizacji komplekséw umozliwia dostosowanie uktadu fotosyntetycznego
do zmiennych warunkow o$wietlenia poprzez redystrybucje energii migdzy fotosystema-
mi lub rozproszenie jej nadmiaru [37] (ryc. 2).

Redystrybucja energii wzbudzenia migdzy fotosystemami 2 ,.state transition”

Oswietlenie roslin $wiattem o dtugosci fal specyficznie absorbowanych przez PSI
lub PSII prowadzi do redystrybucji energii wzbudzenia w taki sposob, ze nieuprzywilejo-
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wany pod wzgledem zakresu dtugosci absorbowanego $wiata fotosytem otrzymuje
wigksza porcje energii. Sytuacja, w ktorej rosliny sa wyciemnione lub os$wietlane
Swiatlem wzbudzajacym PSI, A >700 (710-770), okre$lana jest jako stan 1. Warunki,
gdy dlugos¢ fali $wiatta absorbowanego jest A < 650 i wzbudzony jest specyficznie
PSII, nazywane sa stanem 2. Zmiana dtugosci fali indukuje proces redystrybucji energii
migdzy fotosystemami (state transition) [2, 5, 57, 157, 166]. Przejscie ze stanu 1 do
stanu 2 rozpoczyna sig, gdy zredukowany w PSII plastochinon przylacza si¢ do miejsca
Qp po stronie lumenalnej kompleksu cyt b /3, 173] i indukuje zmiany konformacyjne
biatka Rieskego w monomerze kompleksu cytochroméw [166]. Luzno zwiazana z
kompleksem cyt b fkinaza (lub kinazy) biatkowa ulega aktywacji i fosforyluje kompleks
LHCII, [166]. Ufosforylowane kompleksy antenowe migruja lateralnie z obszarow
$ciesnionych do tylakoidow stromy. Jednoczesnie stwierdza si¢ spadek fluorescencji
Chl a zwiazanej z PSII i wzrost sygnatu odpowiadajacego centrum reakcji PSI, co
wskazuje, ze kompleksy antenowe odtaczaja si¢ od P680 i przekazuja energie wzbudzenia
do P700 [2, 5, 57, 166]. Przejscie ze stanu 1 do 2 potaczone jest ze zmniejszeniem
sciesnionych obszardéw gran [141]. Gdy spada stopien zredukowania PQ, spada takze
aktywnos¢ kinazy, a fosfataza LHCII defosforyluje LHCIL,, ktore migruja z powrotem
do tylakoidéw gran i nastgpuje odtworzenie stanu 1 [2, 5, 166] (ryc. 2). Proces ,, state
transition” chroni PSII przed nadmierng redukcja i jednoczes$nie pozwala zachowac
maksymalna wydajnos¢ tancucha fotosyntetycznego [2,5].

Okreslenie ogdlnego schematu ,, state transition’ wskazato kierunek dalszych badan,
majacych wyjasni¢ mechanizmy i znaczenie tego procesu w regulacji fotosyntezy [2,
37]. Zwiazek miedzy redystrybucja energii a aktywnoscia enzymow stwierdzono dla
kinaz serynowo-treoninowych STN7 w Arabidopsis [13, 151] 1 STT7 w Chlamydo-
monas [2,40]. Biatka te wykazuja wspodlne cechy strukturalne, pojedyncza transbtonowa
helisg i duza petle zewnetrzna zwrdcona do stromy chloroplastow, co prawdopodobnie
uniemozliwia ich migracj¢ do obszaréw $ciesnionych i ogranicza pulg fosforylowanych
kompleksow do obszaru granicznego gran i tylakoidow stromy. Budowa kinaz LHCII
moze takze ttumaczy¢ spadek fosforylacji przy duzych natgzeniach §wiatta, gdy
obserwuje si¢ zwigkszone $ciesnienie gran [37, 169]. Fosforylacja LHCII jest stymulo-
wana przez duze natgzenie Swiatla (poprzez redukcje PQ), a hamowana przez wzrost
stopnia zredukowania rownowaznikow redukcyjnych (gtéwnie tioredoksyny) w stromie
chloroplastow [4, 66, 67]. Aktywacja kinazy STN7 uruchamia takze kaskadg sygnatowa,
w wyniku ktoérej nastgpuje transkrypcja genow PsaA/B, a hamowana jest ekspresja
gendw PsbA [4]. Z procesem ,,state transition”, redukcja puli PQ i wzrostem
aktywnosci kinaz LHCII zwiazana jest aktywacja duzej grupy genow jadrowych, m.in.
dla podjednostek PSI i plastocyjaniny [47, 131]. Ten zalezny od nat¢zenia Swiatla i
aktywnosci fotosyntetycznej szlak sygnatowy jest gftownym mechanizmem sprzggajacym
regulacj¢ genéw jadrowych z funkcjonowaniem chloroplastow [46].

Proces ,,state transition” moze odgrywac rolg w przelaczaniu transportu € migedzy
LEF i CEF, gdzie w stanie 1 przewazatby LEF, podczas gdy migracja anten do tylakoidow
stromy, stan 2, indukowataby CEF [48]. Hipoteza, ze ufosforylowany kompleks LHCII,
moze bezposrednio przytaczy¢ sie do PSI, dlugo nie znajdowata potwierdzenia
doswiadczalnego [5]. Dopiero badania z uzyciem mutantéw pozwolily wykazac, ze
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LHCIL, przytacza sig do PSI poprzez wiazanie do PSaA i kilku mniejszych podjednostek
transbtonowych [74, 93, 107, 170]. Tworzenie i rozpad kompleksu LHCIL-LHCI-PSI
jestuzaleznione nie tylko od fosforylacji komplekséw antenowych, ale takze od zmian
konformacji kompleksu PSI [130, 170]. Badania zuzyciem Chlamydomonas reinhardtii
wykazaty, ze w czasie ,,state transition” fosforylacji i przytaczeniu do PSI ulega nie
tylko LHCIL,, ale takze monomeryczne anteny zwiazane z PSII, CP29 (Lhcb4), CP26
(Lhcb5) oraz jeden typ biatka (LhcbMS5) kodowanego przez geny rodziny LHCII [80,
157]. Bialka te po przytaczeniu do kompleksu LHCI-PSI prawdopodobnie petnia role
podjednostek ufatwiajacych wiazanie ufosforylowanej formy LHCIIL, [80, 157].

Cykl naprawczy biatka D1 mechanizmem zabezpieczajacym przed fotoinhibicja

Fosforylacji, zaleznej od puli zredukowanego PQ, ulegaja takze biatka czgsci rdze-
niowej PSII (D1, D2 i CP43) [133] w procesie niezaleznym od fosforylacji LHCII,
[133] i katalizowanym przez specyficzna kinazg STNSE [19]. Fosforylacja biatek PSII
zwigzana jest z cyklem naprawczym biatka D1 (D1 turnover), w ktorym biatko to, o
najkrotszym okresie pottrwania sposrdd wszystkich biatek tylakoidow, po uszkodzeniu
w wyniku fotoinhibicji zostaje zastapione przez zsyntezowane de novo [109].
Uszkodzenie biatka D1 wiaze si¢ z dysocjacja jonow manganu z OEC [56] i destruk-
cyjnym dziataniem wolnych rodnikow tlenowych (Reactive Oxygen Species, ROS)
[122]. Uszkodzony dimer PSII ulega monomeryzacji w granach i migruje z gran do
tylakoidow stromy, gdzie nastgpuje czg¢sciowe rozdysocjowanie kompleksu monome-
rycznego. Znajdujace si¢ w obszarze tylakoidéw stromy proteazy z rodziny DegP i
FtsH degraduja biatko D1 [8, 11]. Synteza D1 na chloroplastowych rybosomach nastgpuje
roéwnoczesnie z wprowadzaniem biatka do kompleksu rdzeniowego PSII sktadajacego
sig co najmniej z biatka D2 i podjednostek wiazacych cyt b, (PsbE i PsbF). Powtorna
asocjacja kompleksu rdzeniowego PSII oraz przylaczenie CP47, a nastgpnie CP43
zachodzi w tylakoidach stromy, a dotaczenie biatek OEC oraz anten zewngtrznych
nastepuje po przemieszczeniu kompleksu do obszaréw $ciesnionych bton [8]. Caly
proces naprawczy biatka D1 wiaze si¢ z lateralng migracja PSII, co prawdopodobnie
thumaczy tak zréznicowane rozmieszczenie tego kompleksu w tylakoidach (ryc. 2).
Fosforylacja biatek PSII zachodzaca w obszarze gran reguluje szybko$¢ proteolizy w
tylakoidach stromy i pozwala zachowa¢ czgSciowa integralno$¢ kompleksu, co jest
warunkiem jego odtworzenia w czasie kotranslacji biatka D1 [8]. Rekonstrukcja PSII
wymaga takze obecnosci licznych biatek sygnatlowych i opiekunczych, umozliwiajacych
wmontowanie biatka D1 do bton tylakoidow [111].

Mechanizmy niepromienistego rozpraszania nadmiaru energii $wietlnej

W latach czterdziestych XX wieku odkryto, Ze zmiany w intensywnosci emisji
fluorescencji chlorofilu informuja o zmianach w aktywnosci fotosyntetycznej [5].
Wspolczesnie opracowane metody pomiarowe i zasady analizy fluorescencji Chl a
pozwalaja na nieinwazyjne (in vivo, w liSciu) badania zmian fotochemicznych
zachodzacych przede wszystkim w PSII. Spadek fluorescencji Chl mozna powiazac z
wykorzystaniem energii $wietlnej w reakcjach metabolicznych oraz z procesami
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rozpraszania energii w postaci ciepta, definiujac te zjawiska jako wygaszanie fotoche-
miczne (photochemical quenching, q,) oraz wygaszanie niefotochemiczne (non-
photochemical quenching, q, lub NPQ) [12, 171]. Warto$ci parametru q, odnosza
si¢ gldwnie do szybkosci transportu e~ oraz intensywnosci reakcji karboksylacji foto-
syntetycznej. Parametr NPQ informuje o stopniu rozproszenia nadmiaru energii w
kompleksach antenowych. Wyjasnienie zjawiska NPQ dotyczy dwoch zagadnien:

(i) molekularnego mechanizmu rozproszenia energii w kompleksach LHCII i PSII
oraz

(i1) procesdw, ktore indukuja zmiany organizacji komplekséw antenowych, sprzyjajace
wygaszaniu energii [ 139].

Procesem regulujacym rozproszenie nadmiaru energii §wietlnej jest tzw. cykl
ksantofilowy (xanthophyll cycle) polegajacy na wzajemnych przemianach ksantofili
btonowych — wiolaksantyny i zeaksantyny. Reakcje cyklu katalizowane sa przez
znajdujaca si¢ w lumen tylakoidow deepoksydazg wiolaksantyny (VDE) i stromalna
epoksydaze zeaksantyny (ZE) [39, 55, 100]. W warunkach umiarkowanego o$wietlenia
z kompleksami antenowymi zwiazana jest wiolaksantyna, mogaca tatwo oddysocjowac
od biatka do fazy lipidowej [114, 153]. Gdy warto$¢ pH $wiatla tylakoidéw w wyniku
aktywnosci LEF lub CEF osiaga wartos¢ mniejsza niz 6, VDE wiaze si¢ z blong i moze
katalizowac reakcje deepoksydacji wiolaksantyny [100]. Powstata zeaksantyna wigze
si¢ z kompleksami biatkowymi indukujac procesy rozproszenia energii. Spadek aktyw-
nosci tancucha fotosyntetycznego prowadzi do wzrostu pH po stronie lumenalne;j i
spadku aktywno$ci VDE [114, 153]. Nastepuje wtedy epoksydacja zeaksantyny przez
ZE, ktorej aktywno$¢ nie zalezy od natgzenia swiatlta [100] i ponowne zwiazanie
wiolaksantyny przez kompleksy antenowe [114, 153].

Hipoteza, ze zeaksantyna ze wzgledu na swoja budowe molekularna jest bezposred-
nim wygaszaczem stanéw wzbudzonych Chl [49] nie zostata w pelni potwierdzona
[54]. Obecnie zaktada sig, ze termiczne rozproszenie energii wzbudzenia wymaga
utworzenia bardzo duzych zagregowanych kompleksow i zmian w konformacji podjed-
nostek biatkowych LHCIL, [65] (ryc. 2). W utworzonym krystalicznym agregacie
LHCII, nastgpuje zmiana potozenia czasteczek barwnikow, co prowadzi do wygaszenia
energii w powstatym heterodimerze Chl-zeaksantyna [64, 153] lub wydajnego przeptywu
energii z dimeru Chl do wygaszajacej wzbudzenie czasteczki zeaksantyny [26, 128].
Postuluje si¢ takze, ze centrum wygaszajace energi¢ wzbudzenia zlokalizowane jest w
dimerze zeaksantyn, utworzonym na granicy dwoch podjednostek LHCII [10].

Wystegpujace w blonach tylakoidow homodimeryczne, hydrofobowe biatko PsbS
takze bierze udzial w procesie termicznego rozproszenia energii [ 102]. Uprotonowana
monomeryczna forma tego biatka stabilizuje konformacje LHCII, umozliwiajaca
powstanie uktadu wygaszajacego [65]. Zmiany konformacji agregatow LHCII, moga
nastgpowac wskutek indukowanej Swiattem izomeryzacji trans-wiolaksantyny w forme
13-cis [53] oraz obecno$¢ w fazie lipidowej wolnych ksantofili [54]. Zmiany w organi-
zacji kompleksow LHCIL, moga by¢ wywotane tzw. efektem termo-optycznym (thermo-
optic mechanism). Polegalby on na tym, ze lokalny, krotkotrwaty wzrost temperatury
na skutek rozproszenia energii $wietlnej indukowatby zmiany konformacyjne biatek w
bezposrednim sasiedztwie tej przemiany [32, 63]. Prawdopodobnie zjawisko termicznego
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wygaszania zachodzi gléownie w domenach granowych zbudowanych wytacznie z
kompleksow LHCIIL, [63].

PERSPEKTYWY

W jakim kierunku pdjda strukturalne badania komplekséw fotosyntetycznych? Z
pewnoscia rownolegle beda rozwijane dwa glowne kierunki. Pierwszy to przypatrywanie
si¢ zjawiskom fotochemicznym na poziomie subczasteczkowym, wyjasnienie mechanizmow
iopis teoretyczny zjawiska przeniesienia energii wzbudzenia, tunelowania elektronowego i
termicznego rozproszenia energii. Drugi kierunek to calosciowe spojrzenie na fotosynteze,
by¢ moze prowadzace do utworzenia spojnego modelu regulacji reakcji fotosyntetycznych
w zmiennych warunkach $rodowiska. Nalezy przypuszczaé, ze takie proby moga
zaowocowac nieliniowym modelem fotosyntezy opartym na zmianach organizacji
kompleksow CP [135]. Caty czas, niejako rownolegle do gtéwnego nurtu, rozwijaja si¢
badania opisujace indukowane stresem, np. chtodu, zmiany w strukturze chloroplastow
[95], podejmujace probe wyjasnienia tych zjawisk na poziomie molekularnym [52]. Nalezy
si¢ takze spodziewaé znacznego rozwoju badan nad wykorzystaniem kompleksow
fotosyntetycznych w energetyce, np. do produkcji wodoru [43].
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