FOTOFOSZFORILACIO ES IONTRANSZPORT
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Némenklatira

Amikor egy élénken kutatott teriilet eredményeit at akarjuk tekinteni,
akkor nemcsak a kisérleti eredmények ellentmondésos értelmezésével kell
megkiizdeniink, hanem a némenklatira kellemetlen zavarossagaval is.

Az irodalom adatai alapjan jelenleg két fotoszintézisre képes struktirat
ismeriink: a kromatoférat és a kloroplasztiszt. A fotoszintézisre képes bakté-
riumoknak nincs kloroplasztiszuk. A fotoszintézisben kozvetleniil résztvevd
molekulak a sejtmembréanban lokalizalédnak, ami betiiremkedhet a plazmaba
és specialis mezoszomat képez. Ultrahangos kezelés utan a klorofill tartalmua
membran fragmentumok izolalhatok, amelyek djrarendezédve vezikulumos
vagy lamellaris struktidrat képeznek. Ezt nevezik kromatoféranak.

A Kkloroplasztiszok membrannal kériilvett organellumok. Dezoxiribo-
nukleinsavat tartalmaznak, amely a sejtmag nukleinsav anyagatél kiilonbo-
zik. Atmérgjiikk 110 p kozott valtozik. Alakjuk, killsnosen az algakban
nagyon viltozatos. A kloroplasztisz kitoltheti az egész sejtet, mint pl. a Chlorel-
laban. A Spirogyraban ugyancsak egy plasztisz van, amely szalagszeriien
helyezkedik el a sejtben. Magasabbrendtieknél a plasztiszok tébbnyire diszkosz-
alakiak, szamuk valtozatos, egy-egy sejtben lehet 23 darab, de szamuk
elérheti sejtenként a 40-et is. In vivo energiaigényes mozgisra képesek, vagy
passzivan sodrédnak a plazmaarammal.

Két szerz6 probal rendet teremteni a plasztisz némenklatira teriiletén:
Hawrr 1972-ben megjelent dolgozata és WEIER et al. 1965, 1966-ban megjelent
dolgozatai.

HALL az izolalas soran nyert kloroplasztisz tipusokat, illetve fragmentu-
mokat rendszerezi és kozli, hogy ki, mikor és minek nevezte a névényi sejthsl
nyert szines anyagot. Hatféle ,,allapotot” kiilonboztet meg:

1. A-tipus (complete chloroplasts): gyors preparalas utan, izo-, vagy
hiperténias oldattal, egy centrifugalassal nyert, intakt hatarfeliilettel rendel-
kezs, ép plasztiszok, amelyek ozmotikusan aktivak. Jellemz§ rajuk a gyors
CO, fixalas és O, fejlesztés. Transzlokacids rendszeriik ép, vagyis nem vesznek
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fel NADP-t és [Fe(CNg) ] -t; ATP-t, ADP-t és anorganikus pirofoszfatot csak
nagyon lassan. Ortofoszfat, cukorfoszfatok, malat, aszpartat gyorsan felve-
vidik.

2. B-tipus (unbroken chloroplasts): a preparalas izo-, vagy hiperténias
oldatban térténik, gyorsan, de t6bb centrifugalassal. A plasztisz kiils§ memb-
ranja ép, de ozmotikusan inaktiv. A CO, fixalas joval gyengébb, mint az
A-tipusnal, NADP, [Fe(CN;)]*~, ADP bejut a plasztiszba. A NADP redukeciéja-
hoz extra ferredoxinra nines sziikség.

3. C-tipus (broken chloroplasts): a kiils6 membran széttorik és elvész a
preparalas alatt. Sztroma alig van. A lamellaris szerkezet intakt, de a thylakoi-
dok kissé duzzadtak. CO, fixalast nem, vagy alig lehet kimutatni. A NADP
redukciéjahoz extra ferredoxinra van sziikség.

4. D-tipus (free-lamellar chloroplasts): az A-tipusid intakt kloroplasztisz-
bél ozmotikus sokkal nyecrik, majd azonnal izoténias oldatba helyezik. A kiils§
hatarfeliilet és a sztréma eltlinik a plasztiszbé6l, de a kézeghben megmarad,
mivel a mosas nem tavolithatja el igy, mint a C-tipusnal. Bizonyos koérilmé-
nyek kézott CO, fixalasra képes. Kiilonosen azokhoz a vizsgalatokhoz hasznal-
jak, ahol a kiilsd hatarfelillet szerepét kivanjak tanulmanyozni.

5. E-tipus (chloroplasts fragments): ezt a tipust a plasztiszok hipoténias
oldatban torténé tobbszéri reszuszpenzidjaval nyerik. A thylakoidok szabaly-
talanul rendez8dnek és megduzzadnak. Kiils¢ membran és sztréma nincs, a
fragment CO, fixalasra sem képes.

6. F-tipus (sub-chloroplasts particles): ultrahanggal, digitoninnal, triton
kezeléssel nyerhets. Kiilonb6z6 méreti thylakoid membranokat tartalmaz,
amit centrifugalassal szét lehet valasztani. CO, fixalasra nem képes. ATP-
képzés kisméretli vagy hianyzik és a ciklikus fotofoszforilacion keresztiil
torténhet. A ferricianid és a DPIP redukcié megtorténik, a NADP-t redukalja
a fotoszisztém I-en keresztiil, ha redukalt DPIPH,-t adnak a rendszerhez.

Csak a C- és F-tipus esetében lehet azzal szamolni, hogy az eldallitott
preparatum viszonylag homogén, a tobbi tisztasaga, egységessége mnagyon
valtoz6. Az A-tipusbol a 60--809,-0s termelés mar nagyon jo eredmény.
A kiilonbo6z8 szerz8k a felsorolt plasztisz tipusokat altalaban elég kovetkezet-
leniil tobb mint hisz névvel illetik.

A kloroplasztisz felépitése

Fénymikroszképpal a kloroplasztisz struktiramentesnek latszik. Szinte-
len sztrémahol és a benne levé z6ld korongokbél all. Ezt az utébbit grananak
nevezték el és gy gondoltak, hogy egyediil ez tartalmazza a klorofillt. Az
elektronmikroszkpos képek azonban azt mutatjak, hogy a grana egymasra
halmozott lamellakbél all. MENKE 1961-ben a lamellaris egységeket thylakoi-
doknak nevezte el. Formajuk és eloszlasuk nagymértékben kiilonbézhet még
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egy plasztiszon beliil is. Néhany csak a granum teriiletére korlatozédik, néme-
lyik pedig athalad az egész sztréman. Az el6bbit granum-thylakoidnak, az
utobbit sztroma-thylakoidnak nevezték el. Kozbevetsleg hangsilyoznom kell
egy fontos kisérleti eredményt: régebben feltételezték, hogy a klorofill csak
a granum-thylakoidokban talalhaté meg. Azonban LiNTHILAC és PARK 1966-
ban kimutattak, hogy a szinanyagok a sztréma-thylakoidokban is megtalal-
haték, s6t az egész lamellaris rendszer azonos koncentraciéban tartalmazza a
pigmenteket.

WEIER és munkatarsai (1965, 1966) az egyes kloroplasztisz alkotorészek
elnevezésére terminolégiat dolgoztak ki (1. abra).
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1. dbra. Grana- és sztromathylakoidok vazlatos rajza és alkotérészeik elnevezése (MUHLETHA-
LER 1971)

A granum a thylakoidok egymasra rendezett rétegeibél all. Koztiik
grana-, ill. sztréma-thylakoidok talalhatok. A két, egymassal szorosan érint-
kez§ thylakoid kozotti rész: partition. A thylakoidok sztrémaval érintkezd
része: a margin. Ha a thylakoid a granumok kozotti részt keresztezi, akkor
membranja fret-nek nevezendé. A thylakoid bels§ részét loculusnak hivjak.
A granum legszélsg thylakoidjanak membranja az end granal membran.

A fenti nevezéktanbél az irodalomban a kovetkez§ fogalmak maradtak
meg: sztréma, grana, sztréma-, grana-thylakoid, fret, loculus, envelope (a
kloroplasztiszt borit6 hartya). Sajnalatos azonban az, hogy még a ,,thylakoid”
fogalmat sem hasznaljak altalanosan.

A kloroplasztisz-membranok szerkezete

A sejteket és a sejt alkotérészeit membranok hataroljak. A membran
lehet egyrétegii, mint pl. a névényi sejteket kiviilrgl hatarolé plazmalemma és a
vakuolat hatarolé tonoplaszt, vagy kétrétegli, mint a kloroplasztisz, mito-
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kondrium, sejtmag membranja. Joggal fel lehet tenni azt a kérdést, hogy a
partikulumokhoz tartozik-e mind a két membran, vagy pedig a belsé membran
a partikulumot, a kiils6 membran a plazmat hatarolja? PAckER (1972) hivat-
kozas nélkiil irja le azt a véleményt, hogy amitokondrium kiils§ membranja
az eukariota sejt membranjabél szarmazik, mig a mitokondrium bels6 memb-
ranja egy prokariota korai infekciéjanak az eredménye.

A membran modellek harom f6 tipusat kiilénbéztetjiik meg, amelyek
jellegiikben eltérdek. 1. A klasszikus unit membrant, amelyet LPL vagy PLP
tipustinak tételeztek fel. 2. GREEN et al. (1967) altal f6ként a mitokondrialis
membran krisztai alapjan elképzelt subunit egységekbdl felépiil6 membrant,
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2. d@bra. A thylakoid-membran szerkezete. A PSIg régi6 csak kisméretii partikulumokat tartal-
maz. A PSl; + PS2 régié kis- és nagyméretd partikulumokat is tartalmaz (PARK és SANE 1971)
és a 3. modellt, amelynek alapja a freeze etching technikaval nyert elektron-
mikroszképos kép és a detergensekkel nyert partikulumok analizise. Kimutat-
tak, hogy a fagyasztva-metszésnél mind a mitokondrium, mind pedig a thyla-
koid membran a hidroféb kétések mentén hasad. Az igy nyert membranok
elektronmikroszképos képén tehat négy feliilet tanulmanyozhaté (2—5. abra).
A membranok kiilsg feliiletén altalaban kiilonb6z8 nagysagi és a felii-
letre jellemzd stirtiséghen kiemelked$ partikulumok talalhaték: a kiilsg felii-
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3. d@bra. A kloroplaszt thylakoid kett8s membranjanak szerkezete (CRANE et al. 1971)
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4. dbra. A mitokondrium kiils§ és bels¢ membranjénak szerkezete; a partikulumok szdma és
nagysiga (PACKER 1972)
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letek sokkal simabbak. Mindkét membranban, feltételezhetGen bizonyos teriile-
teken, a lipoidok kétrétegli struktaraban rendezédnek, amibe a fehérjemole-
kulak, kiilonésen, ha nagyok mint az ATPaz, mélyen beagyazédnak. Az 5.
abran szemléletes képét latjuk az elektron-transzportlinchan szerepld fehérjék
elrendezddésének.

Bizonyithat6, hogy a légzési elektrontranszport rendszer egyes részei elkiilo-
niilten talalhaték a membran egyik, illetve masik részében. Detergensekkel
a két réteget szét lehet valasztani. A matrix felé esé rész inkabb a dehidro-
genazokat (voros frakcid), a sejt felé esd rész inkabb az oxidazokat tartalmazza
(z6ld frakeid), CRANE et al. 1971.

A mitokondrium bels§ membran frakciéjanak partikulum eloszlasat
a membran viztartalma jelent8sen befolyasolja (PACKER 1972). Az izot6éniasnal
magasabb cukor koncentracié gatolja az elektron- és az energiatranszportot.
A reakei6 ugyanugy megfordithaté, mint a fagyasztva-metszéssel kimutathaté
strukturalis maédosulas.

A thylakoid-membran eredetére nézve a mitokondrium krisztaival
analég, mivel a thylakoidok a plasztiszt borit6 bels¢ membrannak a bet{irdései.
A thylakoidok azonban elvalnak a bels6 membrantdl és igy kiilon lumennel és
membrannal rendelkeznek. A kloroplasztisznal a kiilsé borité membran
(envelope), ami dnmagaban is kettds rétegii, egy elkiiloniilt bels§ lamellaris
rendszert vesz koriil. Amint a 2., 3. abran lattuk, a thylakoid membran ugyan-
csak kétrétegii és elektrontranszport rendszerei, a hozzatartozé pigmentekkel
egyiitt, detergensekkel szétvalaszthatok.

A legujabb irodalmi adatok szerint (KoeNIc et al. 1972) harom frakeciét
tudnak elkiiloniteni. Az els§ frakcié molekulasilya 600 000. Az egyes partiku-
lumok kb. 25 klorofill molekulat tartalmaznak. Ez a frakcié csak fotoszisztém
I (PSI) aktivitast mutat. A masodik frakcié molekulasilya 110 000. Az egyes
partikulumok 1 klorofill molekulat tartalmaznak. A frakcié mind a PS I, mind
pedig a fotoszisztém II (PS II) aktivitast mutatja. Valészintinek tartjak, hogy
a két fotoszisztém mas-mas partikulumhoz tartozik, mivel a két elektrontransz-
port kozott kapcesolatot nem tudtak kimutatni. A harmadik frakeié molekula-
stlya 80100000, partikulumonként 1 klorofill molekulat tartalmaz, csak PS I1
aktivitast mutat. Azt a kérdést, hogy az elsd és masodik frakcié PS I aktivitasa
azonos partikulumhoz tartozik-e, nem déntstték még el. Azt mar sokan megal-
lapitottak, hogy PS I aktivitast két kiilonb6z8 tipusi partikulum is mutat.
A késGbbiek vilagosabba tétele érdekében megjegyzem még, hogy a PS II
frakeiét 10 000 g-vel, a PS I frakeiét 144 000 g-vel nyerték (CRANE et al. 1970).
Elektronmikroszképos képen a PS I frakciénak a 100 A-6s globulusok, a PS 11
frakciénak a 175 A-6s globulusok felelnek meg (2. abra).

A plasztiszokat a sejt felé kettds membran boritja, amely tehat ugyancsak
négyfelé hasithat6. Ha a mitokondrium membranokat a kloroplasztisz memb-
ranokhoz hasonlitjuk, akkor fel kell figyelniink arra, hogy a plasztisz membran
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rendszere sokkal bonyolultabb. Mig a mitokondrium betiiremkedésekkel meg-
novelt bels§ membranjaban helyezkednek el az elektron-transzportlanc kompo-
nensei, a fotoszintetikus elektron-transzportlanc a thylakoid membranokban
talalhaté. A kloroplasztisznak tehat plusz egy membranja van a mitokondrium-
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5, dbra. A fehérjekomponensek feltételezett elrendezédése a mitokondrium bels6 membranja-
ban (PAcCkERr 1972)

hoz képest: a borité membran (envelope) bels§ membranja. A kiilsé mitokond-
rium membran alkotérészei sem ismertek még részletesen, a kloroplasztiszo-
kat borité membrannal azonban sem a kiilsé, sem a bels6 membran rendelteté-
sét nem ismerjiik, az alkoté fehérjekomponensekrsl nem is beszélve. Az latszik
csak bizonyosnak, hogy a CO, a kiils6 borité membranon kontrollaltan halad
at. A szerves molekuldkba kotott szén pedig specifikus szallitkon keresztiil
jut ki a sejthe. Ezek a szallitok a borité membran bels§ membranjaban lokali-
zalédnak.

A fényindukalt elektron-transzportlinc

1943-ban allapitotta meg kétséget kizaréan RUBENS, hogy a fényenergia
ATP-be raktarozédhat és 1943-ban allapitotta meg EMERsoN és LEwis, hogy
a 680 nm-nél hosszabb hullamhosszt fény a fotoszintézisben ineffektiv, holott
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ebben a tartomanyban in vivo a klorofill még jelent§s mennyiségii fényt
abszorbeil. Ez a jelenség a red-drop. A fotoszintézis hatasfoka jelent§sen emel-
kedik, ha a far red fény mellett r6videbb hullimhosszi fényt is adnak a rend-
szerhez. Ez az emelkedés nagyobb (természetesen azonos fényintenzitassal
szamolva), mint a vordés fényben és a far red fényben kiilén-kiilon kapott
értékek osszege.

rate (red - farred) — rate(red)
rate(far red)

Novekedés =

Ma mar a fényindukalt elektron-transzportlanc ismeretében ezeket a
jelenségeket vildgosan meg tudjuk magyarazni. A P ,-nak nevezett a-klorofill
csak a hosszi hullimhosszi fény abszorpciéjara képes. Természetes korilmé-
nyek kozott, ha a rendszert egyidejiileg 680 nm-nél révidebb hullamhosszd
fénnyel is megvilagitjak, akkor létrejon a fotoszintézis serkentésének jelensége.
Ezt a hatast azok a pigmentek valtjak ki, amelyek a vorés hullamhosszon
abszorbealjak a fényt és biztositjadk az elektron utanpétlast. A P, ,-as oxido-
redukecios rendszert fotoszisztém I-nek, a vords fényben abszorbealé rendszert
fotoszisztém Il-nek mnevezték el.
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6. abra. A fotoindukalt elektrontranszport vazlata (avron 1971)

Az elektron-transzportlancan. Z-sémajanak valtozatait, ami az elektron-
donor vizmolekulatél a végso elektronakceptor NADP+-ig vezet, a 6., 7., 8.

abran latjuk. Ezt a transzportlancot nevezzik nem-ciklikus elektrontranszport-

nak. A nem-ciklikus elektronaramlas a fénykvantum abszoipcidjaval kezdddik,

a kérdéses kvantum a reakcié centrumban jutva meginditps&s al-nek neve-

zett oxidaciés-redukcios

oxidacidjat és a Q anyag redukcidojat eredményezi. A képzddott
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Fotoszisztém 1

oxidalja a vizet ismeretlen intermediereken keresztil, ami szabad oxigént és
hidrogén ionokat eredményez. A transzportlanc karrierjeinek egymasutanisaga
nincs még eldéntve. Feltételezik, hogy a Q-nak nevezett ismeretlen vegyilet a
IL-es pigmentrendszer elektronakceptora. HALL és EVANS (1972) séméajaban
itt talaljuk a Csso-et és a /?-karotint is. Az alacsonyabb potencidld cyt bsse. és a
plasztokinon készlet a membranban egy relative mobilis karrier csoportot
alkotnak. A plasztocianin és a cyt. f olyan elektronszallitok, amelyeknek
specifikus orientacidja szikséges ahhoz, hogy vagy a nem-ciklikus, vagy a
ciklikus elektrontranszporthoz tartozzanak.

Bizonyitottnak tekintik (AVRON 1967) a ferredoxin és a flavoprotein
ferredoxin-NADP reduktaz részvételét a rendszerben. Ezeket az anyagokat
tisztitott enzimpreparatum forméajaban is el6allitottak. AzonbaRSal primér
elektronakceptora teljesen ismeretlen. Létezését indirekt médon bizonyitottak,
kimutattak, hogy a megvilagitott kloroplasztiszok olyan redukalé anyagot
(anyagokat) tartalmaznak, amelyek redoxpotencialja jéval alacsonyabb, mint
a ferredoxiné. Spendt plasztiszbdl izolaltak is olyan anyagot, ami a ferredoxin
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8. abra. A fotoindukalt elektrontranszport vazlata (HALL és EVANS 1972)

redukciéjahoz kellett és ferredoxin redukalé anyagnak (FRS) nevezték el.
Talaltak egy Fe-t és S-t tartalmazé, membranhoz kotdtt fehérjét is (HALL és
EVANS, 1972). Jelenleg még nem lehet eldénteni, hogy azonos vagy kilénbézdé
anyagokrél van sz6.

Mesterséges elcktrondonorokkal, illetve -akceptorokkal a nem-ciklikus
elektron-transzportlanc részeire bonthaté. Az igy kapott eredményekbdl
kévetkeztetni lehet a karrierek valédi helyére a lancban.idzivo Gt a viztdl
a NADP+-ig vezet. A vizet helyettesiteni lehet difenilkarbaziddal (DPC) mint
elektrondonorral. APS Il és PS | ko6zodtt mesterséges elektrondonorként
eldszor a diklorfenolindofenolt (DPIP) hasznaltak, ugyanezt a célt szolgalja az
aszkorbat is. APS Il részvételével jatszodik le a DPC » [Fe(GW reakcié.

A NADP-t a Mehler reakciéban a metilviologén helyettesitheti és igy a DPIP-
rél vagy az aszkorbéatrol ®#S I-en at jut az elektron az autooxidabilis metil-
viologénra.

Eddig az egyszerlsités kedvéért csak a nem-ciklikus elektrontranszport-
rol beszéltink. Azonban mar régen kimutattak, higy a kloroplasztisz ciklikus
elektrontranszportot is katalizal. A ciklikus elektrontranszportot nem lehet
ugyanazokkal a moédszerekkel kdvetni, mint a nem-ciklikus elektronaramot.
Létezését bizonyitja, hogy az izolalt plasztisz ADP, P. jelenlétében meguvila-
gitds hatasara ATP-t szintetizal anélkil, hogy elektrondonorrél és -akceptorrdl

MTA Biol. Oszt. Kézi. 17, (1974)



FOTOFOSZFORILACIO ES IONTRANSZPORT 213

kellene gondoskodni. Ebbdl nyilvanvalé az a feltételezés, hogy az ADP fosz-
forilaldsdhoz szikséges energiat a fény szolgéaltatja és olyan elektrontranszport-
hoz kapcsol6dik, ahol az elektronok visszakeriilnek ugyanabba a molekulaba,
ahonnan exeitalédtak.

A lehetséges utak rovid ismertetése utan kiemeljik a legfontosabb
problémakat:

1. Nem ismerjik pontosan a nem-ciklikus elektrontranszportban részt-
vevd karrierek helyét, anyagi min6ségét és a részreakciok pontos mechanizmu-
sat. Kirivo példa erre a viz fotolizise.

2. Ha 0Osszehasonlitjuk az elektrontranszport sémaéakat, akkor Ilatjuk,
hogy legfeltindbben a cyt. f helye véaltozik. A vérés fényt abszorbeald kloro-
fillok elektron utanpétlasat biztosit6 anyag(ok) (Z) ésP8 Il primér elekt-
ronakceptora (Q ?, 450 ?) ugyancsak bizonytalan.

3. A legizgalmasabb kérdés azonban az, hogP% 1l és aPS Il hogyan
viszonylik egymashoz? A legvalészinibbnek az latszott, hogy a két fotoszisz-
tém egymast kovetve(in series) mikodik, vagyis a Py elektron hidnyéat a
PS Il pétolja.

A detergensekkel tértént partikulum szétvalasztas vildAgosan bizonyitja
azt, hogy aPS | aktivitassal rendelkez6 frakcié (kisméretd, globularis partiku-
lumok) és aPS | + PS Il aktivitasu frakcio létezik. Az utébbiban kulénb6zd
méretd partikulumok vannak (100 A + 175 A). Kérdéses azonban az, hogy a
két PS | és partikulumai kvalitative kilénbdznek-e egymastdl, vagy azonosak.
A fotorespiracio, a ¢tipust novények felfedezése és az a megfigyelés, hogy
ezeknél a novényeknél a levélereket korilvevd sejtekben csak sztroémalamel-
ldkkal rendelkezd plasztiszok vannak és ezekben a lamellakban pedig csak a
fotoszisztém I-nek megfeleld kis partikulumok, igazolni latszottP& | telje-
sen 6néallé mikodését. Sajnos ez csak 1970-ben volt érvényes. 1972-ben tébben
kimutattdk, hogy a sztrémalamellakkal rendelkezd plasztiszoknak is lehet
PS Il aktivitdsuk.

Ujabban ARNON és munkatarsai a Z-sémat teljesen megvaltoztattak
(9. abra) és azt allitjak, hogy a ciklikus és a nem-ciklikus rendszer egymas mellett
makodik és a ciklikus rendszer nem része a nem-ciklikus rendszernek. Leg-
sulyosabb érvik allitasuk igazolasara az, hogy a vizbontadsra képes plasztisz
frakci6ban NADP+ redukci6ot mértek, holott a rendszerben ¢Pagm volt
(PARK és SANE 1971). Nem tudtadk kimutatna NADP+ redukcié ndvekedését
(enhancement)a révid és hossz( hullAmhosszlu fény kombinacidja esetén. A
vita tart. Jelenleg ARNON ellentabora van félényben.

PARK és SANE (1971) a probléma megoldasara feltételeznek egy elektron-
karriert aPS | és az elektron-transzportlankdzott (10. abra). Ennek l|étezése
nemcsak azt magyardzna meg szerintik, hogy;@ R PS 11-hdz kapcsolédik,
hanem azt is, hogya NADP+ redukcidjanak serkentését miért nem észlelik
mindig. Feltételezhetd, hogy ez a kapcsolat izolalas kézben idénként elveszik.
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Fény

9. dbra. Az elektrontranszportlanc Knaff és Arnon &ltal moédositott valtozata (HALL és EVANS
1972)

MTA Biol. Oszt. Kozi. 17, (1974)



fotofoszforilacié és iontranszport 215

H0

GRANA LAMELLA SZTROMA  LAMELLA

10. abra. A felsd modell kNAFF és ARNON feltételezésén alapuld vazlat; az alsé modell PArRk és
SANE (1971)

Fotofoszforilacio

A fényindukalt elektrontranszport ATP képzddéssel jar. Ugyanugy,
mint az elektron-transzportlanin vivo rendszere, az ATP képz6dés is az érdek-
I16dés kdzéppontjaban &ll, de kdzel sem tekinthetd megoldottnak. Kérdéses az
is, hogy hany foszforilaciés 1épés van és hol kapcsolédnak az elektron-transz-
portlanchoz. Szinte napjainkig két hipotézis verseng egymassal: a kémiai és a
kemiozmotikus hipotézis.

A kémiai hipotézis. Feltételezték, hogy a mitokondrium valamelyik
komponense (1) kombinalédik az elektrontranszportlanc egy tagjaval. A kap-
csolédasi helynél a redukalt karrier (AH,) oxidalédik és egy nagy energiatar-
talmu vegyulet keletkezik. A reakciot a kdvetkez8 egyenletekkel irhatjuk le:

AH, + A —BH, + A~ |

I + ADP + Pi - ATP + | (AVRON 1971)
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Az energiagazdag intermedier l1étét tdmogattak a kilonbozd gatlékkal
kapott eredmények és az a megfigyelés, hogy mas energiaigényes reakciok
(pl. ionfelvétel) és az ATP képzOGdés egymassal verseng. A kémiai hipotézis
alapjan tanidmanyoztak az elektrontranszport inhibitorok és az uncouplerek
hatasmechanizmusét is. Az intenziv kutatas ellenére sem sikerult azonban az
energiagazdag intermedier kimutatasa.

A kemiozmotikus hipotézist a hatvanas évek elej@iTCHELL (1961)
alakitotta ki. Erre a gondolatra részben az intermedier hianya vezette, részben
pedig az a kisérleti tény, hogy a mitokondrium membrannak Iényegében
intaktnak kell lennie, hogy a foszforilaci6 megtorténhessen. Feltételezte,
hogy az intakt membran impermeabilis H+ ionokra nézve. A membranban
lokalizalt elektrontranszport H+ ion gradienst hoz létre, ugy hagh + ionok
az extramitokondrialis térbe valasztédnak ki. igy a szabadenergia csokkenés
energiagazdag H iongradicnsbe konzervalodik. Azokban a reakcidékban, ahol a
légzési elektron-transzportlancban bidrogénionok tovabbitédnak, olyan enzi-
mek szerepelnek, amelyek ugy helyezkednek el a membranban, holgy
ionokat a kompartment belsejébdl kifelé szallithassak. Ez az energiagazdag
H+ gradiens hasznalédik fel az ATP képzddéshez.

ADP + Pi A ATP + HOH

MITCHELL feltételezte azt is, hogy az ATPaz (FEoupling factor)az az
enzim, ami a membranban elfoglalt helyzeténél fogva képes ugy elvonni a
vizet az ADP-b6l és a foszfatbdl, H + és OH~ ionok formajaban, hogy” aékl
OH" ionok iranyitottan szallitédjanaKMITCHELL, 1972).
tamogatta. NEUMAN és JAGENDORF 1964-ben kimutattak, hogy a nem pufferolt
kloroplasztisz szuszpenziéban fényindukalta protonfelvétel torténik, a kdzeg
pH-ja emelkedik, a plasztiszé pedig csdkken. Elektrontranszport inhibitorok
és uncouplerek a folyamatot gatoljald H+ influxot kation leadas kiséri, a
plasztiszbél K+ és M§" ionok adodnak le. Elsotétitve a rendszert a folyamat
megfordul. Az elektrontranszporthoz kapcsolt+Hon vandorlast tehat mind a
mitokondriumnal, mind pedig a kloroplasztisznal ki lehet mutatni. Azonban
egy lényeges eltérés van a két folyamat kdzott: mig a mitokondriumbél H +
ionok adédnak le a kbézegbe, addig a kloroplasztisz H+ ionokat vesz fel.
Ugyancsak JAGENDORF és munkatarsai (1966) fedezték fel a pH gradienstdl
figgd ATP szintézist. A kloroplasztisz bels6 pH-jat mesterségesen savassa
lehet tenni, ha organikus savakat tartalmazé pH 4-es pufferbe helyezik.
Ezutan ADP-t és anorganikus foszfatot tartalmazé lagos (pH 8,5) oldatba
vitték at a kloroplasztiszokat. Az igy keletkez6 pH gradiens hatasara jelentds
mennyiségld ATP képzddott. Az egész folyamat sotétben jatszodott le.
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Mindezek ellenére még mindig megvan a lehetdsége annak, hleoély+
ion gradiens kdzvetve (A) vagy kdzvetlenul (B) szerepeljen az ATP-szintézisben.

A. ET ~ ATP
J
pH

B. ET ~ /1 pH ~ ATP

(TEFLER és EVANS 1972)

Kisérletileg a két lehet6ség k6zott a H+/e~ arany ddénthet. Amennyiben
a H+/e- arany barmilyen kériilmények kézoétt valtozatlanul egész szam, akkor
a kemiozmotikus hipotézis érvényes, ha viszont ez az arany az ATP-szintézis-
ben az energiagazdag vegylilet viszonylagos részvételétdl figg és a proton-
transzlokacid is valtozik, akkor a He~ arany valtoz6 érték lesz (TEFLER és
EVANS 1972). Tehéat ki kell mutatni a sztdchiometrikus aranyt a H+/e~ kozott
(SCHWARTZ 1971), ha ez nem all fenn, akkor valészindtlen, hogyH+ ion
vandorlas kozvetlenil kapcsolédik a foszforilaciéhoz.

Ezt a kérdést plasztiszokkal sokkal kénnyebb tanulmanyozni, mint
mitokondriumokkal, mivel nincs sziukség légzési szubsztrat adagoldséara és a
fény ki-bekapcsolasa is sokkal jobban kontrollalhaté, mint az oxigén adagolas
vagy elvonas. Az utdbbi években sok mérést végeztek a H'deany megalla-
pitdsara (6sszefoglalva: HALL és EVANS, 1972). Akik a kérdéshez értenek, azok
ahhoz a végkodvetkeztetéshez jutnak, hogy ez az arany egyenld kettével a
kloroplasztiszban, a mitokondriumban és a kromatoforaban is. Az a proton-
gradiens azonban, ami a plasztiszban felépul megvilagitas hatasara, el kell
érjen egy kritikus értéket ahhoz, hogy ATP szintetizalédjon. Amikor ez a
kritikus érték kialakult, akkor 2 H+ hasznéalédik fel 1 molekula ATP szintézi-
séhez, tehata H+/ATP arany ugyancsak kettd.

Transzmembran elektrokémiai  potencial kérdése

MCCARTY (1968, 1969) kimutatta a speno6tbdél szarmazé szubkloroplasz-
tisz partikulumoknal, hogy NH,;C1 jelenlétében a fényindukéalt pH emelkedés
megszlOnik, de ennek alig vagy nincs hatasa a foszforilaciéra. Ha azonban
NH,Cl-dal egyitt valinomicin is jelen van a rendszerben, akkor a foszforilacio
gatlédik. Valinomicin és nigericin egylttes jelenléte ugyancsak szinergikus
szétkapcsoldé hatast mutat K+ ionok jelenlétében. NELS®MI. (1970) szintén
kimutattdak, hogy a salatalevélbdl szarmazdé kloroplasztisz partikulumok,
amelyeket digitoninos kezeléssel nyertek, foszforilaciora képesek fényindukalt
pH valtozas nélkil.

SCHLLDINER et al. (1972) sav-bazis tipusnak megfeleld kisérleteket
végeztek KCl gradiens létrehozasaval kloroplasztiszokkal olyan korilmények
kozott, amikor a pH szuboptimalis volt. A kialakult ‘Kgradiens jelentdsen
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ndvelte az ATP szintézist. Ezt a stimulaciét meg lehet sziintetni,ah@a+
gradienst csokkentik azaltal, hogg K+ koncentraciét a belsd térben K+
preinkubacioval novelik, vagyis a Khk/K*,, arany koézvetlenul aranyos az
extra ATP képzddéssel.

A fenti kisérleti adatok azt bizonyitjak, hogy nemcsak a pH gradiens,
hanem az ion-gradiens is ATP szintézishez vezet.

Fény hatasa az ionfelvételre

A novényi sejt felépitése

Valamennyi novényi sejtet poliszacharidakbél felépilt sejtfal veszi
korul. Az ionfelvételt tekintve a sejtfal kation-ko6tdll. kation-cseréld csopor-
tokkal rendelkezik. Passzivan ionok juthatnak be a sejtfal viz-szabadterébe és
a kation-kotd helyek miatt a Donnan-szabadtérbe.

A sejtplazméat a kulvilag felé a plazmalemma hatarolja, amit unit
membrannak tekintenek. Az érett sejtek altaldban nagy vakuolaval rendelkez-
nek, amit tobb-kevesebb szerves anyagot tartalmazdé ,valoédi oldat" tolt ki.
A vakuolat a tonoplasztnak nevezett sejthartya veszi korul. A tonoplaszt is
unit membran. A mezoplazmaban foglalnak helyet a kettds membréannal
rendelkezd plasztiszok, mitokondriumok és a sejtmag (11. abra).

A ndvényi sejtek ionfelvételét, kiléndsen az egyvegyértékd anionokét és
kationokét, aktiv folyamatnak tekintjik. A felvétel koncentraci6 gradienssel
szemben toérténik, az ionok k6zott kompeticié figyelhetd meg, anyagcsere gatlok
gatoljak, Qio értéke nagyobb 2-nél. A koncentracio gorbékre altalanos jellemzd,
hogy kettds telitédést mutatnak: az elsdt az alacsony f30l«® M-ig), a
masodikat a magas koncentracié terileten (10~®—3 « 10~? M-ig).

Jelentds terjedelemben targyalja az irodalom a plazmalemman és a
tonoplaszton at torténd felvétel mechanizmusanak kérdését. A kutaték tobb-
sége a plazmalemméat szemipermeabilisnak tekinti a vizsgalt koncentracio
teriileten és ezért az ionok felvételét karrier kdzvetitettnek fogjak fel. A tono-
plaszton at térténd transzport maodja(i) rendkivil kérdéses. Semmi okunk
sincs annak feltételezésére, hogy a vakuolum nem ozmotikus térfogatként ma-
kodik. Az ionfelvétel jellemzdi tekintetében az egy- vagy soksejtd algak, a
magasabbrendiek gyodkér és levél parenchimatikus sejtjei kdozott alapvetd el-
térés nincs. A kloroplasztisszal nem rendelkezd sejtek energiaszolgaltatd
rendszere a légzési elektron-, energiatranszport, vagyis az oxidativ foszfo-
rilacio. A fotoszintetizalé6 sejteknél ehhez jarul a fotofoszforilaci6 mint
energia szolgaltatd rendszer.

Feltind jelenség a klorofillal rendelkez6 sejteknél az anyagfelvétel fény-
serkentése. A fényben és sotétben torténd felvétel kozotti kilonbség ugyan-
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sejtfal

endop/azmatikus
retikulum

11, abra. Levélparenchima sejt vazlatos rajzaLEHNINGER 1971)

annal a sejtnél meghaladhatja az egy nagysagrendet. A jelenség tehat feltét-
lentil megérdemli a figyelmet.

A kovetkezOkben felsorolom azokat a kisérleti tényeket, amelyeket
altalaban bizonyitottnak fogadnak el:

1. Mar 1957-ben kimutatta Lookeren Campagne, hogy a Vallisneria
spiralis fénystimulalta CI1 influxdnak akciéspektruma azonos a fotoszintézis
akciospektrumaval. Ezt az 0Osszefliggést késORAVEN (1969) és JESCHKE
(1969) is igazoltdk, amit a kovetkezd abrak vilAgosan szemléltetnek (12, 13.,
14. abra). Valamennyi vizsgalt esetben az iontranszport alacsonyabb fény-
intenzitasnal telitddott, mint a fotoszintézis.

2. A sejt-kompartmentek analizise (a plazmalemman at torténd felvétel,
a tonoplaszton at torténd transzport, a plazma-, mitokondriumok-, kloro-
plasztiszok iontartalma) valaszt ad arra a kérdésre, hogy a fény elsddlegesen
hol befolyasolja az iontranszportot. A fény a plazmalemman keresztiul jelentd-
sen serkentia K+, Na® és a €1" ionok influxat, de alig hat az ugyanitt torténd
effluxra. A tonoplaszton keresztil torténd ionmozgasra a fény indirekt udton
hat, legalabbis K+ esetében (JESCHKE 1971). Meganalizaltdk a sejttartalom és a
kloroplasztiszok *C1 tartalmat. Fény hatdsara mindkettdben novekedett a
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SO0 600 700
Hullamhossz, nm (500. erg cm?  sec)

12. abra. *CO0, fixalas mértéke kiillonb6zd hullamhosszl fénybEeRAVEN 1969)

400 S00 600 700
Hullamhossz, nm (500 erg cm? sec'J

13. abra. ®K influx killénb6zd hullAmhosszi fénybefRAVEN 1969)

14. &bra. **Clinflux killénb6z6 hullaAmhosszl fénybefRAVEN 1969)
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jeldlt klorid mennyisége, de id6ben eldsz6r a plazméaé és csak ezt kdvetden a
plasztiszoké, ami ugyancsak a plazmalemma szerepének elsddlegességére utal.

3. Kilonbdz6 eredetd klorofill tartalmu sejteknél (Atriplex spongiosa
— moha ndévényke —, Chenopodium  album kétszika ) fény sotét, vagy
sotét > fény atmenetkor a sejtekben membranpotencial valtozas figyelhetd
meg. Megvilagitas hatdsara a mért potencial érték azonnal jelentdsen negati-
vabb lesz, majd arra a szintre csdkken, ahol a folyamatos megvilagitas ideje
alatt lenni szokott. Ezt a jelenséget csak akkor lehet megfigyelni, ha a fény
bullamhossza 705 nm-nél rovidebb (LUTTGE és PALLAGHY 1969). Feltételezik,
hogy a plazma H+ ion koncentracidja csdkken, mivel a plasztiszok felveszik a
hidrogén ionokat és egyidejileg kationokat adnak le.

Elodea densa esetében a vakuola potencial ugyancsak jelentds hiper-
polarizaciét mutat megvilagitas hatasara. A jelenség két komponensre bont-
haté: van egy azonnali gyors és egy lassu szakasza. Fényen a vakuolapotencial
hosszl ideig megmaradt a hiperpolarizaciés szinten. Elsdtétitéskor depolariza-
ci6 figyelhetd meg. Ugyancsak depolarizaciot idéz eld6 a DCMU vaf§ND
jelenléte.

A megvilagitott Elodea levél kdrnyezetében a pH jelentdsen csdkken
(JESCHKE 1970). Elektrogén-pumpa létezését fel lehetne tételezni, a kation
felvétel pedig az elektrokémiai potencial gradiens mentén térténhetne. A kisér-
leti tények azonban nem tamogatjak egyértelmlen ezt a feltételezést. Hig
KCI és NaCl oldatban megvilagitas hatasara hiperpolarizacié jén létre, ha
azonban a kilsdé koncentraci6 eléri a 10 mM-t a jelenség mar nem figyelhetd
meg, holott az ionfelvétel mérhet6en nagyolBAVEN 1968).

4. MACROBBIE (1965) megfigyelése, hogw far red tartomany a K+
felvételt Nitellandl nem befolyasolja, tehat a fényserkentés megmarad, de a
Cl™ felvétel gatlédik, meginditott egy hosszu kisérletsorozatot annak eldonté-
sére, hogy a fotoszisztémak hogyan befolyasoljak a fényserkentette ionfelvé-
telt.

Objektumként a kisérletek tébbségében a Hydrodictyon coenocyta algat
és a magasabbrendlekhez tartozé vizi névényt az Elodeat hasznéaltak. MAC-
ROBBIE (1965) ésRAVEN (1968) algak esetében is aktik ~ Na transzportot
tudtak kimutatni, ami ouabainszenzitiv volt. Szerintik ennél a transzport-
nal a ciklikus foszforilaciébd6l szarmazé ATP hasznaldédik fel, miviar red
tartomanyban, CP mentes N atmoszférabana E felvétel nem gatlédik. Ha
csak a ciklikus fotofoszforilacié lehetséges, akkadrE influx érzékennyé valik
DNP-re, antimycin A-ra és desaspidinre, amelyeket a ciklikus rendszer gatléi-
nak tekintenek (RAVEN 1970).

A fény indukalta CI felvételt MACROBBIE ésRAVEN is aPS Il mikddé-
séhez kapcsoltak, miveh far redtartomanyban felvétele gatlédik. JESCHKE
(1966) ezt a klorid gatlast (tehat, amikor csak a ciklikus fotofoszforilaci6 lehet-
séges) Elodeanal kimutatta ugyan, de nem fogadja el azt a feltételezést, hogy
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a PS Il elektrontranszportjahoz kapcsolt. A klorid fényt6l figgd felvétele a
fény intenzitasatol, a DCMU és a G(elenlététdl is fugg. A CH jelenléte a
rendszerben befolyasolja a Cl° felvétel fényintenzitastol figgd telitddését és
jelentdsen gatolja a fénytdl fiuggd Cl° felvételt, amikor a fény hullAmhossza
683 nm-nél rovidebb és a fény a fotoszintézist limitalé tényezd. Vagyis a CO,
alacsony fényintenzitasnal erdsen, nagy fényintenzitdsnal kevésbé gatolja a
Cl™ felvételt. Ha azonban nagy fényintenzitasnal DCMU-t is adnak a rend-
szerhez, akkor a klorid felvétel is gatlédik. JESCHKE nézete szerint afdivétel
energiaszolgaltatd rendszere,Natmoszféraban CO0, jelenléte nélkil a ciklikus
fotofoszforilaci6. CQ jelenlétében a Clfelvétel gatlasat a nem ciklikus és a
ciklikus elektrontranszport ko6zotti kompetici6 okozhatja. AVRON 1968-as
sémaja szerint a ciklikus elektrontranszport agy jéhet létre, hogy az X elcktron-
akceptorrél nema NADP+ felé halad az elektron, hanem a ciklikus elektron-
transzporton keresztil jut vissza aof*hoz. Az X anyagnal mint elektron-
transzport elagazasnal tehat versengés johet létre az elektronokért, amikor
mind a két at lehetséges. Ha NADP+ van jelen, akkor az affinitdsa az elektro-
nok irant nagyobb, mint a ciklikus elektrontranszport (té, eziértvitro az
utébbi nem johet létreln vivo a ciklikus elektrontranszport GOjelenlétében,
alacsony fényintenzitasnal csékkenni fog, £Bianydban azonban serkentddik.
Magas fényintenzitasnal a GO gatlé hatasa a ciklikus fotofoszforilaciéra
kisebb lesz. Ezért alacsony fényintenzitdsnal a CO0, gatl6 hatasa a Cl  felvé-
telre jelentds, magas fényintenzitdsnal gyengébb. Amikor a @0Cl" felvételt
nagy fényintenzitasnal gatolja DCMU jelenlétében, akkor is a ciklikus és a
nem-ciklikus elektrontranszport regulacidjar6l van sz6: az X anyag és a
ferredoxin oxidalt allapotban marad és a ciklikus elektrontranszport meggat-
l6dik (JESCHKE ésSIMONIS 1969).

A valtozatlan sebességl Kinflux anaerob kériilmények kozottar red
fényben, DCMU + CN, DCMU + N jelenlétében ugyancsak azt Ilatszik
bizonyitani, hogy sem az oxidativ foszforilaci6, sem a nem-ciklikus foto-
foszforilaci6, hanem csak a ciklikus fotofoszforilaci6 az energia szolgaltaté
(RAVEN 1969).

A fent leirt kisérleti eredmények és a raépilt tedridk nagyon elegansak,
azonban két feltételezésbdl indultak ki: 1. a nem-ciklikus és a ciklikus foto-
foszforilacié in series mdkddik, 2. az ATP képzG6dést az energiagazdag inter-
medier képzddése eldzi meg (kémiai hipotézis), amelynek az energidja ionfel-
vételre is felhasznalédhat. Ha mindez bizonyitott lenne még akkor is nehéz
a mitokondrium,ill. kloroplasztisz membranjaban lejatsz6do6 folyamatokat és a
plazmalemman lejatszé6do6 ionfelvétel kapcsolatat magyarazni. Azonbah+
ion gradiens,a K + ion gradiens és az ATP képz8d®&HTCHELL &altal kidolgozott
tedriaja, a fotoszintetikus elektrontranszport utak bizonytalansagai az ion-
felvétel fényserkentésének magyarazatait megfosztjak az elméleti alapoktdl.

lgaz, hogy vannak uUjabb prébalkozasofSMITH 1970, JESCHKE 1972),
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amelyek MITCHELL elképzelését és a plazmalemman térténd felvételt kivannak
egyeztetni, de a jelenlegi valésdg az, hogy a kisérleti tények magyarazata
nagyon esetleges, nem altalanos érvényld. Ha a novényi sejt ionfelvételi
mechanizmusat komplikdltsagaban meg akarjuk ismerni, sokkal tobbet kell
tudnunk a névényi sejt membréanjairél és a szorosan kapcsolédd anyagcsere
folyamatokrol is.
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