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BIOSYNTEZA CHLOROFILU: DWA MECHANIZMY REDUKCJI PROTOCHLOROFILIDU

WPROWADZENIE

Fotosynteza, wieloetapowy i zlozony
proces zachodzacy w organizmach auto-
troficznych, w ktoérym dochodzi do synte-
zy materii organicznej z dwutlenku wegla
przy wykorzystaniu energii promieniowa-
nia elektromagnetycznego docierajacego
do Ziemi ze Stonca, jest podstawa zycia na
Ziemi. Barwnikami, ktore absorbuja Swiatto
i umozliwiaja zamiane tej zaabsorbowanej
energii w uzyteczna dla nas energie che-
miczna, sa chlorofile w przypadku sinic,
glonow i roSlin oraz bakteriochlorofile w
przypadku Dbakterii fotosyntetyzujacych.
Rocznie absorbowane przez nie jest ponad
3 000 miliardow miliardéw dzuli energii
(3x10%'J) (NEALSON i CONRAD 1999). Trud-
no objac¢ wyobraznia tak abstrakcyjnie duze
liczby. Odpowiada to energii zawartej w
ponad 0,8 milionéw biliardow litrow ben-
zyny (8,53 x 10" 1). GdybySmy dysponowali
samochodem spalajacym 7 litrow benzyny
na 100 km, nieskonczenie dhugim zyciem
i autostrada w kosmiczna przestrzen to,
wykorzystujac iloS¢ energii zuzywanej do
ziemskiej fotosyntezy w czasie czterech
lat, w naszym zasi¢gu bylyby trzy duze ga-
laktyki i 37 mniejszych. W sumie okoto
700000000000 gwiazd' (700 mld).

Zamiast na transgalaktyczne podroze,
autotrofy wykorzystuja te energi¢ do syn-

tezy czasteczek organicznych. Roczny przy-
rost ich biomasy (po odliczeniu ,strat”
energii wykorzystanej na wlasne procesy
zyciowe) szacowany jest na 104,9 x10"g,
z czego wiekszoS¢ (53,8%) to produkcja
ladowa, a reszta (46,2%) — morska (FIELD
i wspotaut. 1998). Biomasa ta stanowi zro-
dlo energii, a zatem podstawe egzystencji
dla niemal wszystkich heterotroficznych
organizmow na naszej planecie, w tym dla
czlowieka. Globalna iloS¢ syntetyzowanego
chlorofilu (odpowiadajaca iloSci degrado-
wanego) jest co do rzedu wielkoSci row-
na lacznej masie wszystkich zyjacych dzis
ludzi i wynosi okoto 10'* g rocznie (HEN-
DRY i wspotaut. 1987), co wystarczy do po-
krycia kazdego metra kwadratowego Ziemi
(tacznie lady i oceany) prawie 0,2 gramami
chlorofilu.

Wyzej przedstawione dane oznaczaja,
ze w kazdej sekundzie na Swiecie wytwa-
rzane sa prawie 3,2 tony chlorofilu. Wie-
loetapowy szlak syntezy tego zwiazku jest
przedmiotem licznych badafn, podsumowa-
nych ostatnio w kilku pracach przeglado-
wych (WiLLows 2003, ECKHARDT i wspotaut.
2004, BOLLIVAR 2006, MASUDA 2008, MASU-
DA I FujiTA 2008).

Thttp://wszechswiat.astrowww.pl/copyright.html
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BIOSYNTEZA CHLOROFILU

Poczatkowe etapy tego szlaku przebiegaja
podobnie do odpowiednich etapow biosyn-
tezy innych tetrapiroli, m. in. hemu i kobala-
miny, zarowno w komorkach roslin, glonéw
jak i wielu gatunkow bakterii (Ryc. 1). En-
zymy katalizujace poszczegolne reakcje tego
szlaku w réznych organizmach, od bakterii
do roslin wyzszych, wykazuja duzy stopief
homologii. Pierwszym wspolnym zwiazkiem
posrednim biosyntezy tetrapiroli jest kwas
delta-aminolewulinowy (8-ALA). Dwie cza-
steczki o-ALA ulegaja dehydratacji, tworzac
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Ryc. 1. Uproszczony schemat biosyntezy chlo-
rofili: Chl a i Chl b.

Wskazano miejsca odgale¢zienia szlakOw biosyntezy
innych tetrapiroli: hemu, kobalaminy oraz bakterio-
chlorofilu. Wyr6zniony fragment szlaku biosyntezy
Chl, tj. redukcja protochlorofilidu do chlorofilidu,
przedstawiony na rycinie 2, jest tematem niniejszej
pracy. R — oznacza CH=CH, oraz CH,-CH; odpo-
wiednio dla diwinylowych i monowinylowych form
Chl a i Chl b.

porfobilinogen, heterocykliczny zwiazek sta-
nowiacy punkt wyjScia do syntezy porfiryn.
W wyniku kolejnych reakcji osiem czaste-
czek 6-ALA ulega przeksztalceniu do proto-
porfiryny IX.

Warto wspomnied, ze np. u ssakow synte-
za hemu przebiega analogicznie jak u roSlin,
z wyjatkiem reakcji inicjacji (RYTER i TYRRELL
2000). W komorkach zwierzecych §-ALA po-
wstaje w reakcji glicyny i bursztynylo-CoA,
natomiast w szlaku biosyntezy tetrapiroli
roSlinnych substratem wyjSciowym synte-
zy kwasu 6-ALA jest glutaminian, wlaczany
w szlak jako glutamylo-tRNA i redukowany
przez specyficzna reduktaze, ktora jest allo-
sterycznie hamowana hemem (ECKHARDT i
wspotaut. 2004).

Pierwsza reakcja charakterystyczna dla
szlaku biosyntezy chlorofilu jest chelatacja
kationu Mg?**, prowadzaca do powstania Mg-
protoporfiryny IX (Ryc. 1), katalizowana
przez chelataze magnezowa (BOLLIVAR 2000,
MasupA 2008). W kilku kolejnych reakcjach
Mg-protoporfiryna IX zostaje przeksztalcona
w protochlorofilid (Pchlid), ktory jest na-
stepnie redukowany do chlorofilidu (Chlid).
Szlak biosyntezy Chl a konczy reakcja estryfi-
kacji Chlid 20-weglowym alkoholem, najcze-
Sciej fitolem. Chlid @ moze by¢ utleniony do
Chlid b w reakcji katalizowanej przez oksy-
genaze Chlid a, a nastepnie przeksztalcony
w Chl b (BOLLIVAR 2006, MASUDA 2008). W
mieszaninie reakcyjnej in vitro stwierdzono
brak specyficznoSci tej oksygenazy dla Chl
a, co oznacza, ze punktem rozgalezienia szla-
kow biosyntezy Chl a i Chl b jest chlorofilid.

Biosynteza chlorofilu podlega ztozonej re-
gulacji, z ktorych najbardziej istotna role od-
grywaja trzy etapy: synteza &-ALA, chelatacja
protoporfityny IX oraz redukcja Pchlid (CORr-
NAH i wspotaut. 2003, MASUDA i Fujrra 2008).
SzybkoS¢ syntezy o-ALA limituje caly szlak
syntezy tetrapiroli. Chelatacja protoporfiryny
IX kationami Fe*, kierujaca protoporfiryne
IX na szlak syntezy hemu, zachodzi spon-
tanicznie i jest odwracalna zar6wno w mi-
tochondriach, jak i plastydach, jednak to te
drugie sa gtownym miejscem syntezy hemu
w komorce roSlinnej. Mg-chelataza wyste-
puje tylko w plastydach. Najwyzszy poziom
ekspresji tego enzymu notuje si¢ przy upra-
wie roslin w Swietle, podczas gdy maksimum
ekspresji Fe-chelatazy przypada na wstepna
faze wzrostu roSliny w ciemnosci (ECKHARDT
i wspotaut. 2004).
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Redukcja protochlorofilidu petni funkcje
regulatorowa w procesie biosyntezy chlorofi-
Iu w roslinach okrytonasiennych oraz uczest-
niczy w regulacji wyksztatcania sprawnych
fotosyntetycznie chloroplastow, jak rowniez
w regulacji morfogenezy siewki. Podsumo-
wanie aktualnego stanu wiedzy na temat
istniejacych w przyrodzie mechanizmow re-

akcji redukcji protochlorofilidu jest celem
niniejszej pracy. Z uwagi na obszernoS¢ ma-
terialu w wielu miejscach odsylamy czytelni-
ka jedynie do licznych prac przegladowych,
jakie ukazaly si¢ w literaturze Swiatowej, za-
checajac jednoczesSnie do zapoznania si¢ z
cytowanymi w nich pracami oryginalnymi.

DWA MECHANIZMY REDUKCJI PROTOCHLOROFILIDU

Przemiana protochlorofilidu (Pchlid) do
chlorofilidu (Chlid) polega na redukcji po-
dwojnego wiazania w jednym z piersScieni pi-
rolowych w uktadzie porfirynowym (Ryc. 2).
Czasteczki Pchlid (substrat) i Chlid (produkt)
roznia sie liczba sprzezonych wiazanh po-
dwojnych, zatem charakteryzuja si¢ roznym
potozeniem maksimum w widmach absorpcji
i fluorescencji. Umozliwia to zastosowanie
spektroskopii absorpcyjnej lub fluorescen-
cyjnej do analizy postepu reakcji w czasie
rzeczywistym. Rycina 3 przedstawia przy-
ktadowe widma fluorescencji etiolowanych
siewek Triticum aestivum zarejestrowane w
temperaturze 77 K przed i po fotoreducji
protochlorofilidu pozostajacego w komplek-
sie enzym-substrat.

Redukcja Pchlid>Chlid moze zachodzic¢
na dwa sposoby (Ryc. 2): (1) niezalezny od
Swiatla i katalizowany przez niezalezna od
Swiatla reduktaze protochlorofilidu (okresla-
na w literaturze jako DPOR) oraz (2) induko-
wany Swiatlem i katalizowany przez zalezna
od swiatla oksydoreduktaze protochlorofilid:
NADPH (okreSlana jako LPOR). Poza tym, ze
katalizuja te¢ sama reakcje, LPOR i DPOR roz-
nia sie pod kazdym wzgledem: budowy cza-
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Ryc. 2. Redukcja protochlorofilid (Pchlid) ->
chlorofilid (Chlid).

Enzymy Kkatalizujace t¢ reakcje: (1) niezalezna od
Swiatla reduktaza protochlorofilidu (DPOR) i (2)
indukowana Swiatlem (zalezna od Swiatla) reduk-
taza protochlorofilid:NADPH (LPOR). R — oznacza
CH=CH, oraz CH,-CH, odpowiednio dla diwinylo-
wych i monowinylowych form Pchlid i Chlid.

steczki bialka, genow kodujacych te bialka,
mechanizmu reakcji oraz wystepowania w
organizmach zdolnych do fotosyntezy (SCHO-
EFS i FRANCK 2003, WILLOWS 2003, BOLLIVAR
2006, MASUDA 2008, REINBOTHE i wspolaut.
2010).

Beztlenowe bakterie fotosyntetyzujace,
m.in: Rhodobacter capsulatus, Chlorobium
tepidum, Chloflexus aurantiacus, posiadaja
wylacznie geny kodujace DPOR i prowadza
biosynteze chlorofilidu w sposob niezalez-
ny od Swiatta. WickszosS¢ sinic, glonow i ro-
slin za wyjatkiem okrytonasiennych posiada
jednoczesnie geny kodujace DPOR i LPOR.
Dotychczas nie stwierdzono wystepowania
genow kodujacych DPOR w roSlinach okry-
tonasiennych. Jedynym enzymem redukuja-
cym protochlorofilid w okrytonasiennych
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Ryc. 3. Widmo fluorescencji zmierzone dla etio-
lowanych siewek pszenicy (t.j. Srodkowej cze-
Sci siewki) w temperaturze 77 K (praca wlasna
autorow).

Krzywa oznaczona ,Pchlid” otrzymano dla siew-
ki przygotowanej do pomiaru w stabym zielonym
Swietle; jest to fluorescencja protochlorofilidu zgro-
madzonego w etiolowanej siewce. Krzywa oznaczo-
na ,Chlid” otrzymano dla siewki przygotowanej do
pomiaru w stabym zielonym Swietle, ale oSwietlonej
fotograficzna lampa blyskowa przed zamrozeniem.
Pasmo fluorescencji z maksimum przy ok. 690 nm
pochodzi od chlorofilidu powstatego w wyniku foto-
redukcji protochlorofilidu.
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jest LPOR. W przypadku siewek okrytona-
siennych uprawianych w ciemnoSci obser-
wuje si¢ zatrzymanie procesu syntezy chlo-
rofilu na etapie utworzenia protochlorofili-
du i jego kontrolowana akumulacje. Wyglad
siewek rosnacych w ciemnoS$ci rézni sie od
tych rosnacych na Swietle. Sa one bladozol-

tawe, wiotkie, wydluzone i sa okreslane jako
etiolowane (wyplonione). Nie posiadaja one
odpowiednio wyksztalconych chloroplastow
oraz kompleksow biatkowo-barwnikowo-lipi-
dowych bioracych udzial w fazie Swietlnej
(,jasnej”) fotosyntezy.

NIEZALEZNA OD SWIATEA REDUKTAZA PROTOCHLOROFILIDU (DPOR)

Niezalezna od Swiatla reduktaza Pchlid
(DPOR) jest ewolucyjnie starsza niz LPOR
(ARMSTRONG 1998, SCHOEFS i FRANCK 2003,
YANG i CHENG 2004, MASUSDA 2008, REINBO-
THE i wspotaut. 2010). DPOR jest bialkiem
o budowie podjednostkowej, zbudowanym
z podjednostek L, N i B, okreSlanych jako
BchB, BchN i BchL w przypadku biatek bak-
teryjnych oraz ChlB, ChIN i ChlL, w przypad-
ku roslinnych. Roslinna DPOR kodowana jest
przez genom chloroplastowy. Na podstawie
stwierdzonej homologii sekwencji aminokwa-
sowych odpowiednio miedzy podjednost-
kami L, B i N enzymu DPOR, a podjednost-
kami H, K i D nitrogenazy oraz wrazliwosci
na tlen zasugerowano analogiczna budowe
i podobny mechanizm reakcji DPOR i nitro-
genazy (ARMSTRONG 1998). Czasteczke¢ DPOR
tworzy heterotetramer powstaly z dwoch par
podjednostek BN, ktoremu przypisano role
jednostki katalitycznej DPOR oraz dimer zio-
zony z dwoch podjednostek L, ktory posred-
niczy w dostarczeniu elektronu do redukgcji
Pchlid (FujitA i BAUER 2000). W badaniach
aktywnoSci enzymatycznej zrekonstruowane-
go kompleksu DPOR in vitro wykazano jego
aktywnos¢ ATPazowa, zdolnos¢ do utleniania
ferredoksyny, duza wrazliwos¢ na tlen pod-
jednostki L (NOMATA i wspotaut. 2006) oraz
stwierdzono, ze do przeprowadzenia reak-
¢ji optymalna jest interakcja miedzy podjed-
nostkami L i BN w stosunku 2:1 (NOMATA i
wspoOtaut. 2008).

Potwierdzeniem podobiefistwa DPOR i
nitrogenaz sa otrzymane ostatnio struktu-
ry krystaliczne dimeru podjednostki L (j.
BchL,) (pdb:3fwy; SARMA i wspolaut. 2008)
oraz heterotetrameru ztozonego z dwoch par
podjednostek BN (tj. [BchB-BchN],) (pdb:3a-
ek: MURAKI i wspotaut. 2010, oraz pdb:2xdgq;
BROCKER i wspotaut. 2010a). Struktura BchlL,
otrzymana z rozdzielczoscia 1,6 A jest podob-
na do struktury odpowiedniej podjednostki
nitrogenazy, zarowno jesli chodzi o miejsce
wiazania MgATP, jak i centrum [4Fe-4S],
jednak zaobserwowano roznice w rejonie

dokowania podjednostki L do podjednostki
BN. Strukture¢ heterotetrameru [BchB-BchN],
otrzymano dla bialka ze zwiazana czastecz-
ka Pchlid w centrum katalitycznym oraz bez
substratu, odpowiednio z rozdzielczoScia 2,3
i 2,8 A (MURAKI i wspoétaut. 2010). Heterote-
tramer [BchB-BchN], tworza dwa funkcjonal-
ne dimery BchB-BchN, z ktorych kazdy posia-
da jedno centrum [4Fe-4S] i wiaze jedna cza-
steczke Pchlid. Czasteczka substratu utrzymy-
wana jest w centrum katalitycznym utworzo-
nym z podjednostek BchB-BchN przy udzia-
le oddziatywan hydrofobowych. Zwiazanie
czasteczki Pchlid powoduje zmian¢ ulozenia
reszt tryptofanu i tyrozyny. W prezentowanej
strukturze nie udalo sie zobrazowac¢ C- kon-
cowego fragmentu podjednostki BchB o diu-
gosci 100 reszt aminokwasowych i opisano
go jako nieuporzadkowany fragment (MURA-
KI i wspotaut. 2010). Fragment ten, konser-
watywny w przypadku DPOR (REINBOTHE i
wspotaut. 2010), ktory jest nieobecny w od-
powiedniej podjednostce nitrogenazy, jest
prawdopodobnie zaangazowany w redukcje
Pchlid->Chlid.

Jak dotad nie pokazano struktury caltego
kompleksu biatka DPOR, dlatego tez niewie-
le mozna powiedzie¢ o miejscu oddzialywa-
nia BchL, z [BchB-BchN],. Na rycinie 4 po-
kazano dimer podjednostek BchL (oznaczony
jako ,L”) i tetramer BchB-BchN (oznaczony
jako ,BN”), zachowujac proporcje ich wielko-
Sci. Wciaz nie jest rozstrzygnicte czy Pchlid
w centrum katalitycznym w podjednostce
BN oddzialuje bezposrednio z podjednostka
L. Ostatnio zaproponowano opis cyklu dzia-
fania enzymu DPOR (BROCKER i wspotaut.
2010b), w ktorym reakcja redukcji Pchlid ini-
cjowana jest poprzez przylaczenie czasteczki
ATP do zredukowanej dwiema czasteczkami
ferredoksyny (,Fd” na Ryc. 4) podjednostki
L. Indukuje to zmiany konformacyjne catlej
podjednostki, zwi¢kszajac jej powinowactwo
do kompleksu BchB-BchN-Pchlid. Docho-
dzi do hydrolizy ATP do ADP, co umozliwia
spontaniczne przeniesienie elektronu z cen-
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trum [4Fe-4S] w BchL na centrum [4Fe-4S]
obecne w podjednostce BchB-BchN, a potem
na Pchlid (Ryc. 4). Obecno$¢ ADP znaczaco
obniza powinowactwo obu podjednostek, w
wyniku czego BchL oddysocjowuje, uwalnia-
jac ADP. Mozliwa jest wowczas redukcja bial-
ka L ferredoksyna i cykl moze si¢ powtorzyc.

Do redukcji Pchlid potrzebne sa dwa
elektrony i dwa protony. MURAKI i wspol-
aut. (2010) zaproponowali dokladny mecha-

Ryc. 4. Model reakcji redukcji protochlorofilidu
(Pchlid) do chlorofilidu (Chlid) katalizowanej
przez niezalezna od Swiatla reduktaze proto-
chlorofilid:NADPH (DPOR).

Zarys ksztaltu dimeru podjednostek L (tj. BchL))
oraz tetrameru podjednostek BN (tj. [BchB-BchN]),
oznaczonych na rycinie odpowiednio jako L oraz BN
narysowano na podstawie modeli struktur Kkrysta-
licznych opublikowanych przez MURAKI i wspolaut.
(2010) oraz SARMA I WPOLAUT. (2008). Fd_, i Fd__

oznacza odpowiednio ferredoksyne w formie zredu-
kowanej i utlenione;j.

nizm przeniesienia protonéw na podstawie
otrzymanej struktury krystalicznej kompleksu
BchB-BchN-Pchlid, przypisujac role donora
protonu reszcie kwasu propionowego, przy-
laczonej do wegla C17 pierScienia IV (D)
ukladu porfirynowego Pchlid (patrz Ryc. 2);
oraz reszcie asparaginianu, stanowiacej 274
aminokwas (numeracja dla Rhodobacter cap-
sulatus, numer identyfikacyjny w bazie Swiss-
Prot: P26163) podjednostki BchB.

ZALEZNA OD SWIATEA REDUKTAZA PROTOCHLOROFILIDU (LPOR)

Zalezna od Swiatla reduktaza protochlo-
rofilid::-NADPH (LPOR) jest obiektem inten-
sywnych badan od potowy ubiegltego wieku.
Przez wiele lat w badaniach tych wykorzy-
stywano etiolowane siewki roSlin okrytona-
siennych takich jak: Avena sativa, Hordeum
vulgare, Triticum aestivum, Zea mays, Pha-
seolus vulgaris i inne. Etiolowane siewki sa
wygodnym dla eksperymentatora ukladem
doswiadczalnym poniewaz Swiatto indukuje
w nich nie tylko fotoredukcje nagromadzo-
nego Pchlid, ale tez tzw. zielenienie (deetio-
lacje) siewki, w czasie ktorego w plastydach
zachodzi wyksztatcenie sprawnych komplek-
sow fotosyntetycznych wbudowanych w blo-
ny tylakoidow. Deetiolacja jest do pewnego
stopnia zsynchronizowana, co umozliwito
wyroznienie kolejnych etapow tego proce-
su (SUNDQVIST i DAHLIN 1997). W ostatnich
latach otrzymano rekombinowane bialko
LPOR, ktore obecnie jest stosowane w ba-
daniach aktywnoSci enzymatycznej. Dzieki
tym dilugoletnim badaniom, podsumowanym
w licznych pracach przegladowych (m.in.
SCHOEFS i FRANCK 2003, ECKHARDT i wspotaut.
2004, MASUDA i TAKAMIYA 2004, HEYES i HUN-
TER 2005, SCHOEFS 2005, MASUDA 2008, My-
SLIWA-KURDZIEL i STRZALKA 2010, REINBOTHE i
wspolaut. 2010), funkcjonowanie LPOR zo-
stalo dos¢ dobrze poznane i opisane, mimo

ze struktura przestrzenna tego biatka nie zo-
stala eksperymentalnie wyznaczona.
Czasteczke LPOR tworzy jeden tancuch
polipeptydowy o masie 35-38 kDa. Jest ona
kodowana przez jadrowe geny por i trans-
portowana posttranslacyjnie do plastydow
(ARONSSON i wspotaut. 2003, BOLLIVAR 2000,
MasuDpA 2008). Sekwencja dojrzalego biatka
wykazuje duzy stopiefi homologii, na pozio-
mie 40,7-79,5% w przypadku sinic oraz 50,3-
98,1% dla fotosyntetyzujacych eukariontow
(YANG i CHENG 2004). LPOR moze wystepo-
wac¢ w jednej, dwoch lub trzech izoformach
w zaleznoSci od gatunku roSliny, przy czym
kazda izoforma kodowana jest przez inny
gen (SCHOEFS i FRANCK 2003, MASUDA i TAa-
KAMIYA 2004, MASUDA 2008). W modelowej
A. thaliana stwierdzono obecnos¢ trzech
izoform LPOR, nazwanych PORA, PORB i
PORC. Dwie z nich, PORA i PORB, wykryto
tez m.in. w Hordeum wvulgare i Pinus mun-
go. Wysoki poziom ekspresji PORA obser-
wuje sie w etiolowanych siewkach, w kto-
rych biatko to tworzy kompleksy z Pchlid i
NADPH, zgromadzone w wewnetrznych blo-
nach etioplastow (tzw. cialach prolamellar-
nych, scharakteryzowanych przez SOLYMOSI i
SCHOEFS 2008, 2010). Rola PORA ogranicza
si¢ do pierwszych etapow deetiolacji, nastep-
nie enzym ten jest degradowany, a jego eks-
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presja hamowana Swiattem. Ekspresja PORB
jest niezalezna od Swiatta. Ta forma LPOR
jest prawdopodobnie zwiazana z ciagla bio-
synteza chlorofilu. Ekspresja PORC, izoformy
zidentyfikowanej dotychczas tylko w A. tha-
liana, jest indukowana Swiattem. Analizujac
regulacje Swiatlem poszczegllnych genow
por, w przypadku Pinus taeda zidentyfiko-
wano rodziny genow kodujacych PORA i
PORB liczace odpowiednio 2 i 11 genow
(SCHOEFS i FRANCK 2003). Natomiast jeden
gen Swiattozaleznej reduktazy obecny jest
m.in. w Chlamydomonas reinhardtii, Cucu-
mis sativus oraz Pisum sativum. U okryto-
nasiennych posiadajacych jeden gen nie wy-
jasniono dotychczas mechanizmu akumulacji
LPOR w czasie etiolacji siewki i jej degrada-
¢ji podczas deetiolacji.

Na podstawie podobiefistwa sekwencji,
biatka LPOR zalicza si¢ do rodziny krotko-
tancuchowych dehydrogenaz/reduktaz okre-
Slanych jako biatka SDR (od ang short-chain
dehydrogenases/reductase) (YANG i CHENG
2004, REINBOTHE i wspotaut. 2010) lub sze-
rzej do superrodziny enzymow RED (ang.
reductases-epimerases-dehydrogenases), w
sktad ktorej wchodza niektore reduktazy,
epimerazy, dehydrogenazy (SCHOEFS i FRANCK
2003, MYSLIWA-KURDZIEL i STRZAEKA 2010, RE-
INBOTHE i wspotaut. 2010). Klasyfikacji LPOR
do biatek SDR lub RED dokonano na pod-
stawie obecnoSci w sekwencji tego biatka
nastepujacych konserwatywnych motywow
(1) motywu Rossmanna (ang. Rossmann
fold), ktory stanowi B-kartke, ztozona z kil-
ku rownolegtych beta-arkuszy, (2) motywow
TGxxxGxG oraz NAA uczestniczacych w wia-
zaniu nukleotydu, ktorym w przypadku LPOR
jest NADPH, (3) reszt Tyr (Y) i Lys (K), prze-
dzielonych 3 resztami dowolnych aminokwa-
sow (tj. w sekwencji YxxxK), ktore sa wazne
dla zachowania aktywnoSci katalitycznej en-
Zymu.

Fotoredukcje Pchlid->Chlid mozna ob-
serwowaC oSwietlajac etiolowany materiat
nawet krotkim blyskiem Swiatla (np. bly-
skowa lampa fotograficzna) pod warunkiem
umieszczenia takiej probki w temperaturze
z zakresu od okoto 250 K do okoto 315 K
(MYSLIWA-KURDZIEL i STRZALKA 2010). Dalsze
schladzanie probki zapobiega fotoredukcji
Pchlidu, ale pozwala na obserwacj¢ produk-
tow posrednich tej reakcji i przyczynito sie
do wyjaSnienia mechanizmu tej indukowane;j
Swiattem redukcji protochlorofilidu. Mecha-
nizm ten opisano poczatkowo dla etiolowa-
nego materiatu: siewek, izolowanych etiopla-

stow badz blon wewnetrznych etioplastow
(SCHOEFS i FRANCK 2003, SCHOEFS 2005), a na-
stepnie potwierdzono, uzyskujac lepsza roz-
dzielczoS¢ w czasie, dzieki zastosowaniu do
badan kinetyki reakcji oczyszczonych rekom-
binowanych bialek (HEYES i HUNTER 2005,
SYTINA i wspotaut. 2009, MYSLIWA-KURDZIEL i
STRZALKA 2010). Na podstawie widm fluore-
scengji i absorpcji oraz widm absorpcji przej-
Sciowej wykonanych w niskich temperatu-
rach, wyr6zniono kilka etapow posrednich
reakcji. Pierwszym z nich i jedynym, ktory
jest inicjowany Swiatlem, jest absorpcja foto-
nu przez Pchlid zwiazany z LPOR i NADPH
w kompleks Pchlid:LPOR:NADPH (Ryc. 5)
skutkujaca powstaniem pierwotnego produk-
tu reakgji, ktory posiada maksimum przy 696
nm w widmie absorpcji zmierzonym w tem-
peraturze 77 K i nie wykazuje fluorescendji.
Ten etap mozna zaobserwowal przeprowa-
dzajac reakcje w temperaturze z zakresu 120-
180 K. Pierwotny produkt reakcji ma charak-
ter wewnatrzczasteczkowego kompleksu z
przeniesieniem ladunku (ang. charge-transfer
complex). Przemieszczenie tadunku w osi
podwojnego wiazania, ktore ulega redukgcji
w czasteczce Pchlid (Ryc. 2), ulatwia trans-
fer protonu z tyrozyny obecnej w motywie
katalitycznym (YxxxK) i anionu wodorkowe-
go z NADPH, pod warunkiem podniesienia
temperatury powyzej 180 K. Prowadzi to do
powstania chlorofilidu w kompleksie z LPOR

Swiatto

Pchlid

Chlid:LPOR:NADPH  Chlid:LPOR:NADP+

NADP+ NADPH

Ryc. 5. Model reakcji redukcji protochlorofilidu
(Pchlid) do chlorofilidu (Chlid) katalizowanej
przez zalezna od Swiatla reduktaze protochloro-
filid:-NADPH (LPOR).

Zaznaczono etap indukowany Swiatlem. Zarys ksztal-
tu biatka narysowano na podstawie modelu homo-
logicznego czasteczki LPOR A z Arabidopsis thalia-
na (praca wlasna autorow). Dalszy opis rysunku w
tekscie.
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(tj. Chlid:LPOR:NADP" patrz Ryc. 5), bedace-
go drugim produktem posrednim omawianej
reakcji, ktory charakteryzuje si¢ potozeniem
maksimum absorpcji i fluorescencji odpo-
wiednio przy 681 i 684 nm w niskotempe-
raturowych widmach (tzn. zmierzonych w
temperaturze 77 K). Dalsze podwyzszanie
temperatury umozliwia zajScie kolejnych
etapow reakcji: wymiane nukleotydu na nie-
zredukowany, uwolnienie czasteczki Chlid z
kompleksu Chlid:LPOR:NADPH oraz rekru-
tacje nowej czasteczki Pchlid i odtworzenie
aktywnego kompleksu Pchlid:LPOR:NADPH
(Ryc. 5).

O ile mechanizm fotoredukcji protochlo-
rofilidu wydaje si¢ by¢ dos¢ dobrze scha-
rakteryzowany, o tyle oddzialywanie LPOR

z blonami wewnetrznymi etioplastow jest
w dalszym ciagu stabo poznane. Wiadomo,
ze trojskladnikowe kompleksy Pchlid:LPOR:
NADPH maja zdolnoS¢ do tworzenia agrega-
tOw i w postaci tychze agregatow, ztozonych
z r0znej liczby jednostek enzym-substrat, gro-
madza sie w etioplastach. Analiza wlasnosci
spektralnych protochlorofilidu w ukltadach
in vivo jest skomplikowana; w widmie wy-
rozni¢ mozna kilka sktadowych pochodza-
cych od protochlorofilidu niezwiazanego z
LPOR oraz zwiazanego w kompleksy enzym-
substrat, bedace z kolei sktadowymi agrega-
tOw o roznej wielkoSci (SCHOEFS 2005, BE-
LAYAEVA i LITVIN 2007; MYSLIWA-KURDZIEL i
STRZAXKA 2010).

AKTYWNOSC ENZYMATYCZNA LPOR I DPOR

Badania kinetyki reakcji redukcji Pchlid,
ktorych celem jest wyznaczenie stalej wiaza-
nia substratu i predkosSci maksymalnej reak-
¢ji, prowadzone sa od wielu lat w réznych
laboratoriach. Z powodu ro6znej czutoSci
uzywanego sprzetu, stosowanej metody ana-
lizy i réznic w czynnikach takich jak: tem-
peratura pomiaru, sila jonowa i pH stosowa-
nych buforéw, sktad mieszaniny reakcyjnej,
a dodatkowo uzywania do badan enzymow
z roznych organizmow; rekombinowanych,
z metka lub bez niej badZ bialka izolowane-
g0 i oczyszczonego z etiolowanych siewek,
zebrane dane réznia si¢ znaczaco od siebie.
Na podstawie prostego poroéwnania wielko-
Sci nie mozna stwierdzi¢, ktory z enzymow:

DPOR, czy LPOR jest szybszy, a ktory silniej
wiaze substrat. Stala Michaelisa, wyznaczona
dla LPOR oczyszczonej z etiolowanego mate-
rialu, wynosi 0,47 uM (GRIFFITHS 1978, KLE-
MENT i wspotaut. 1999), podczas gdy dla bia-
tek rekombinowanych opublikowano rdzne
wartosci: 0,27 uM (MARTIN i wspotaut. 1997)
oraz 8,6 uM (HEYES i wspotaut. 2000). Jak do-
tad ukazalo si¢ jedno doniesienie (NOMATA i
wspotaut. 2005), w ktorym podano wartos¢
stalej Michaelisa wyznaczonej dla rekombino-
wanego DPOR (10,6 uM). Srednie predkosci
reakcji podane w wyzej wymienionych pra-
cach wynosza kilkadziesiat nanomoli substra-
tu na minute na miligram biatka dla LPOR i
dwa rzedy wielkoSci mniej dla DPOR.

WSPOEW YSTEPOWANIE GENOW KODUJACYCH DPOR I LPOR

Za wyjatkiem bakterii fotosyntetyzujacych
i roslin okrytonasiennych organizmy zdolne
do fotosyntezy posiadaja zarowno geny ko-
dujace DPOR, jak i LPOR. Jednak posiadanie
genow kodujacych DPOR nie zawsze jest
rownoznaczne ze zdolnoScia biosyntezy chlo-
rofilu, a tym samym zielenienia w ciemnosci.
Spora grupa organizmow, jak np. mitorzab
dwuklapowy (Ginkgo biloba) czy paproc
(Nephrolepis exaltata) (ARMSTRONG 1998),
dysponuje wadliwymi kopiami tych genow,
tzw. pseudogenami. RoSliny te w ciemnoSci
staja si¢ etiolowane, zatem zachowuja si¢ jak
okrytonasienne. Komplikuje to wszelkie pro-
by podzialu systematycznego organizmow
jedynie ze wzgledu na posiadane geny, za$

najlepszym kryterium podzialu wydaje si¢
by¢ fizjologiczna zdolnoS¢ do zielenienia w
danych warunkach.

W przypadku wspotwystepowania w jed-
nym organizmie obu rodzajow enzymow
redukujacych Pchlid, ich ekspresja jest Sci-
Sle regulowana czynnikami takimi jak: brak
Iub obecnos$¢ oraz kolor i natezenie Swia-
tla, warunki tlenowe Srodowiska, by zapew-
ni¢ najlepsza wydajnoS¢ syntezy chlorofilu
(ARMSTRONG 1998). Wspotdziatanie LPOR i
DPOR w jednym organizmie jest przedmio-
tem licznych badan prowadzonych w czasie
ostatnich 20 lat, aczkolwiek w dalszym ciagu
znajomoSC tego zjawiska jest fragmentarycz-
na (SCHOEFS 2005, MASUDA 2008, REINBOTHE
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i wspolaut. 2010). W badaniach skoncentro-
wanych gtownie na sinicach (m.in. Lepto-
lyngbya boryana i Synechocystis) wykazano,
ze DPOR moze uczestniczy¢ w biosyntezie
Chl w komorkach rosnacych w Swietle, lecz
jego udzial maleje wraz ze wzrostem nate-
zenia Swiatla (MASUDA 2008, SHUI i wspot-
aut. 2009). Stosujac odpowiednie mutanty
wykazano, ze DPOR zapewnia odpowiednia
wydajnos¢ syntezy chlorofilu przy nateze-
niu Swiatla bialego mniejszym lub rownym
okoto 130 mExm™—=xs!, natomiast LPOR
jest niezbedny do syntezy tego barwnika
przy natezeniu Swiatta biatego réwnym 170
mExm=?xs! (Fujita i wspotaut. 1998). Zaob-
serwowano rowniez, ze Swiatlo jest czynni-
kiem wzmacniajacym ekspresje wszystkich
podjednostek DPOR, zwiekszajac ja 2-4 krot-
nie (CAHOON i TIMKO 2003). Pozbawiony ge-
now kodujacych LPOR mutant Leptolyngbya
boryana byl zdolny syntetyzowa¢ Chl w ilo-
Sciach porownywalnych ze szczepem dzikim
tylko w atmosferze beztlenowej (YAMAZAKI i
wspotaut. 2006). Wzrost aktywnosci DPOR w
tym mutancie zwiazany byl z wicksza iloScia
syntetyzowanych podjednostek biatka DPOR.
SHUI i wspolaut. (2009) zauwazyli korelacje
pomiedzy ekspresja biatek LPOR i DPOR u
Fremyella diplosiphon (sinica) a iloScia oraz
wzgledna proporcja fikocyjaniny i fikoerytry-
ny (barwniki fotosyntetyczne), a takze kolo-
rem i natezeniem Swiatla.

Do badania aktywnoS¢ DPOR stosuje sie
rowniez siewki roSlin nagonasiennych kietl-
kujace i uprawiane w ciemnoSci, ktore, w
przeciwienstwie do okrytonasiennych, ziele-
nieja w ciemnosci. W badaniach nad Pinus

mugo i Pinus sylvestris (BREZNENOVA i wspol-
aut. 2010) stwierdzono, ze w ciemnoSci nie
tylko zachodzi biosynteza Chl @ i Chl b, ale
tez obserwuje si¢ nagromadzenie Pchlid, kt6-
ry w wiekszosSci ulega redukcji przy udziale
enzymu LPOR podczas ekspozycji na Swia-
tto, co przyczynia si¢ do znacznego wzrostu
stezenia Chl w pierwszych minutach oSwie-
tlania siewki. W przeciwieistwie do roslin
okrytonasiennych  odnotowano  ekspresje
niektorych biatek, sktadnikéw aparatu foto-
syntetycznego (m. in. bialek stanowiacych
elementy uktadu anten fotosyntetycznych
LHC), a takze wyksztalcenie blon tylakoidow.
DEMKO i wspoétaut. (2009) wykazali, ze bio-
synteza Chl w rosnacych w ciemnoSci siew-
kach Larix decidua zachodzi tylko w poczat-
kowych etapach wzrostu, a nastepnie ulega
on degradacji. W przeciwienstwie do Larix
decidua, w siewkach Picea abies synteza
Chl zachodzita przez caly czas prowadzenia
doswiadczenia w ciemnoSci, co wskazuje na
istnienie innego niz Swiatlo mechanizmu re-
gulacji. Wyjasnienie zlozonego mechanizmu
indukgji i regulacji biosyntezy Chl w ciemno-
$ci u nagonasiennych oraz wspotdziatania en-
zymoOow DPOR i LPOR wymaga jeszcze wielu
doswiadczen, w szczegOlnoSci pozostaje do
wyjasSnienia mechanizm ,przelaczania” mie-
dzy tymi enzymami oraz regulacji ich udziatu
w catoSciowej biosyntezie Chl. Prezentowane
dotad wyniki trudno podsumowac ze wzgle-
du na ré6znorodno$¢ gatunkoéw stosowanych
w badaniach oraz niejednakowe schematy
doSwiadczen stosowane przez rézine grupy
badawcze.

PODSUMOWANIE

Uwaza sie, ze powstanie dwoch nieza-
leznych drog redukcji Pchlid byto naturalna
konsekwencja zmian Srodowiska na prze-
strzeni miliardow lat. W pierwotnych wa-
runkach, jakie panowaly na Ziemi w czasie
ewolucji fotosyntezy, nie byto tlenu, zatem
reduktaza DPOR, ktora prawdopodobnie po-
wstala przez mutacje w genach nitrogenazy
i jest wrazliwa na tlen, moglta dziala¢ bez
przeszkod. Hipoteze beztlenowej atmosfery
potwierdza zdolno$S¢ Rubisco do wiazania
tlenu. Chronologiczne pierwszeinstwo DPOR
nad Swiatlo-zaleznym rozwiazaniem potwier-
dzaja analizy poro6wnawcze sekwencji genow
i same organizmy, posiadajace geny DPOR.
Sa one bardziej prymitywne od tych potrze-

bujacych Swiatta do syntezy chlorofilu. In-
tensywna fotosynteza, stopniowo zmienia-
jaca sklad atmosfery na znany nam dzisiaj,
zmusila organizmy do przystosowania si¢ do
nowych warunkow. W nieznany dzi§ sposob
powstal alternatywny szlak redukcji Pchlid,
ktory w przypadku niektorych roSlin zaczat
dominowac, prowadzac stopniowo do elimi-
nacji genow kodujacych DPOR.

Mimo olbrzymiego postepu nauki na tym
niewielkim poletku wiedzy, wciaz jeszcze
wiele pozostaje do odkrycia. Ewolucja bio-
chemiczna, kinetyka i precyzyjne wyjasnienie
mechanizmu obu reakcji na poziomie mole-
kularnym, okreSlenie struktury przestrzen-
nej LPOR oraz struktury calego kompleksu
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DPOR, regulacja ekspresji obu biatek to fa-
scynujace zagadnienia, ktore czekaja na roz-
winiecie.
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BIOSYNTEZA CHLOROFILU: DWA MECHANIZMY REDUKCJI PROTOCHLOROFILIDU

Streszczenie

W pracy podsumowano obecny stan wiedzy na
temat dwu istniejacych w przyrodzie mechanizmow
reakcji redukcji protochlorofilidu do chlorofilidu.
Redukcja protochlorofilidu jest jedna z ostatnich
reakcji szlaku biosyntezy chlorofili i bakteriochloro-
fili — podstawowych barwnikow fotosyntetycznych.
Reakcja ta moze zachodzi¢ w sposOb niezalezny od
Swiatla, katalizowany przez niezalezna od Swiatla re-

duktaze protochlorofilidu (DPOR) lub w procesie
indukowanym Swiattem i katalizowanym przez za-
lezna od Swiatta oksydoreduktaze protochlorofilidu
(LPOR). Mimo iz katalizuja t¢ sama reakcje, enzymy
LPOR i DPOR nie sa spokrewnione, kodowane sa
przez rézne geny, posiadaja inna budowe czasteczki
oraz charakteryzuje je inny mechanizm katalizowa-
nej reakcji.

CHLOROPHYLL BIOSYNTHESIS: TWO MECHANISMS OF PROTOCHLOROPHYLLIDE REDUCTION

Summary

In the present paper, the current state of knowl-
edge about two existing in nature mechanisms for
the reduction of protochlorophyllide to chlorophyl-
lide is presented. This reaction, which is a penulti-
mate step of chlorophyll biosynthesis, can occur by
either light-dependent or light-independent mecha-

nisms, catalysed by light-dependent protochlorophyl-
lide oxidoreductase (LPOR) or lightindependent
protochlorophyllide oxidoreductase (DPOR), respec-
tively. LPOR and DPOR are completely different in
their genes, protein structure and catalytic mecha-
nism.
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