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Zacnu schématem, ke kterému se jeSté nékolikrat vrati-
me, protoZe znazoriuje vyznamnou vlastnost fotosyntetického
aparatu, zde predstaveného ve formé chloroplastii. Je to roz-
déleni pochodt (#2)

(1) na pochody, které probihaji v membranach a pri
nichZ dochazi k preméné energie od zareni az na energii che-
mickou reprezentovanou NADPH+H" a ATP.

(2) na pochody biochemickych premén, které probihaji
ve stromatu a p¥i nichZ se chemicka energie NADPH+H" a
ATP pouzije k asimilaci oxidu uhli¢itého do organickych slou-
Cenin.

Je dulezité si uvédomit, co se tu vlastné déje. Na pocatku
se odehraje zcela vyjimefna preména energie, na niz zavisi
veSkery Zivot biosféry. (#3) Vysoka acinnost primarnich re-
akci této premény a stabilizace jejich primarnich produkti je
dana strukturnim a termodynamickym usporadani tohoto
ustroji. Jen tim je dano Ze néco tak prchavého jako je energie
fotonu, ktery se mistem svého zachyceni Fiti nejvyssi rychlosti
kterou nas vesmir zna (300 nm za fs) (#4) miZe byt tak ucin-
né zachyceno a preménéno strukturami na nichZ se nezdrzi
vice nez nékolik setin femtosekundy. KdyZ sledujeme navaz-
nosti jednotlivych dil€ich reakci fotosyntézy sledujeme vlast-
né, jak se vysledek této nepredstavitelné rychlé premény
energie postupné vtéluje do produkti, které si stale déle za-
chovavaji svou povahu — a tim i na delSi dobu skladuji energii
v nich uloZenou. Zachyceni fotonu je otazkou femtosekund.
(#5) Reak¢ni centra rozdéli naboje a vytvori velmi nestaly,
ale energii bohaty zaklad. Ten se stabilizuje jiZz pochody
v reakénim centru (#6,7). Elektron z excitovaného chlorofylu
se na prvni akceptor (Q,) presune v pikosekundach, na druhy
(Qgp) v mikrosekundach a na plastochinon v membranovém
poolu mu to trva milisekundy. S prodluzujicim se ¢asem klesa
také potencialovy rozdil mezi rozdélenymi naboji (%8) Elek-
tronovy transport v membrané jiz pracuje ve mnohem delSich
¢asovych intervalech (#9) a jeho sprazZeni s transportem pro-
tont pres membranu (& 10) zajisti stabilnéjsi formu energie
uloZené v rozdilu koncentrace protonii. Elektronovy transport
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kon¢i NADPH+H" a elektro-chemicko-osmoticky potencisl
protonii kon¢i jako ATP. Tyto dvé slozky difunduji plasmou
stromatu Kk enzymim (& 11, 12)a dalSim stupném stabilizace
energie dodané sluneCnimi paprsky je sladéné vyuziti
NADPH+H" a ATP p¥i syntéze organickych sloucenin.

K tomu dochazi velmi sloZitym cyklem reakei (%13), kte-
rym oxid uhlicity vstupuje do organické vazby a redukuje se.
Je to reduktivni pentosovy cyklus (PRC, pentose reducing
cycle), ktery se také nazyva fotosynteticky cyklus redukce
oxidu uhlic¢itého (PCRC, photosynthetic carbon reduction
cycle), nebo prosté Calvinuv cyklus (CBBC, Calvin Benson
Bassham cycle). (#14) Melvin Calvin se spolupracovniky A.A.
Bensonem a J.A. Basshamem v Berkeley (California, USA) v
padesatych letech s pouZitim isotopu uhliku znaéeného *CO,
vystopovali sled téchto reakci (cestu oxidu uhliitého) ve foto-
syntéze. Nobelova cena za tuto praci byla udélena M. Calvi-
novi v r. 1962.

Jakkoli kazda Nobelovka ma v sobé osten pochyb, tato
byla jisté v principu naprosto opravnéna, protoze rozlusténi
hadanky, které tito autori prinesli, bylo pravé tak necekané a
prevratné, jako na jiném poli bioenergetiky Mitchellova che-
miosmoticka teorie. Jak CO, vstupuje do organické vazby pri
fotosyntéze se hledalo jiZ velmi dlouho a moc se o tom pre-
mySlelo. VSechny uvahy se vSak nesly takovym zcela logickym
smérem. Z metabolismu bylo znamo velmi mnoho reversibil-
nich karboxyla¢nich reakci, jejichZz rovnovaha v katabolic-
kych pochodech je posunuta silné k dekarboxylaci. Jsou to
napr. reakce v hlavnim katabolickém enzymatickém cyklu
kyseliny citronové (Krebsové cyklu) (#15). A tak se mnozi
mo¥rili otazkou jak by bylo moZno tuto rovnovahu zménit ve
prospéch karboxylace. Ze to nebylo tak zcela pochybené uka-
zuje skutecnost (%16, 17), Ze nékteré fotosyntetické bakterie
skutecné pro asimilaci oxidu uhlicitého pouzivaji obraceného
Krebsova cyklu, ktery v obvyklém sméru uskutecCnuje dekar-
boxylace a dehydrogenace uhlikatych sloucenin pri jejich
zdychavani. Co vSak prokazala Calvinova laborator byl zcela
novy do té doby neznamy karboxylac¢ni pochod.
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Ustiedni reakci cyklu je (#18) karboxylace ribulosa-
(1,5)-bisfosfatu (RuBP), kterou vznikaji dvé molekuly fosfo-
glyceratu (PGA). Karboxylace probiha v mnoha krocich:
(%19) RuBP se navaze fosfatovymi skupinami na bazické
aminokyseliny enzymu (lysin) a soucasné jeho ketokyslik na
C2 a kyslik hydroxylu na C3 vazi koordina¢nimi vazbami
horc¢ikovy ion. Vyménou vodiku z C3 na C2 (#20) pomoci
karbamatové skupiny na lysinovém zbytku prejde RuBP na
enolovou formu. Negativné nabity druhy atom uhliku endio-
lové molekuly se svaze s positivhim atomem C v CO, (%21) a
vodik hydroxylu na C3 se prenese na aminokyselinovy zbytek
molekuly enzymu his294. Tak vznikne 2-karboxy-3-
ketoarabinitol-1,5-bisfosfat. Addici vody na C3 vzniknou na
tomto uhliku dva hydroxyly (#22). To je velmi nestabilni kon-
figurace, vodik jednoho hydroxylu piejde na zbytek his327
enzymové molekuly a produkt se rozpadne na dvé molekuly
fosfoglycerové kyseliny (PGA) (#23).

Cely sled reakci (#24) je znacen jako jedna karboxylacni
reakce (#25)ve schématu Calvinova cyklu (#26). Od kyseliny
k cukru vedou dalSi reakce tohoto cyklu (#27) , coZ je nejprve
dalsi fosforylace fosfoglycerové kyseliny na kyselinu difosfo-
glycerovou a pak redukce této slouceniny (za soucasné defos-
forylace) na fosfoglyceraldehyd, coz je prvy cukr, triosa. Ze
dvou molekul fosfotrios (#28) vznika pak prva fosfohexosa, tj.
difosfofruktosa (#29). VSechny dalSi reakce Calvinova cyklu
jsou jen ruzné cesty k regeneraci substratu pro vlastni karbo-
xylacni reakci, ktera konci fosforylaci ribulosofosfatu na ribu-
losobisfosfat (%30, 31). MiZeme tedy v cyklu rozeznavat tri
typy reakci (#32) : ty které vedou ke karboxylaci ribulosobis-
fosfatu, k redukci fosfoglycerové Kyseliny a k regeneraci sub-
stratu. V nasem schématu Calvinova cyklu jsou prvé dva typy
reakci zvyraznény Cervené, regeneracni reakce zustavaji na
bilém pozadi (#33). Smyslem sloZité soustavy regeneracnich
reakci je vyreSit tlohu jak z trios, které vzniknou z hlavnich
reakci uspokojit odtok asimilovaného uhliku ve formé trios
nebo hexos a regenerovat pentosu (#34).



D\ Bifjcu06\Fyrolec\Enzrea_06\enzreaCC_06 01

Na prvy pohled chapete, Ze vystopovat, jak takovato re-
akce probiha nebylo snadné. Ze se to podafilo bylo do zna¢né
miry podminéno tim, Ze Calvin a spolupracovnici mohli pou-
Ziti radioaktivni znaceni slou¢enin pomoci '*CO,, které umoz-
nily reaktory vybudované v USA za druhé svétové valky pro
vyrobu atomovych bomb. Pokusy o popis cesty oxidu uhlicité-
ho ve fotosyntéze se uskuteCnily jiz dvakrat tésné predtim,
nezli vystartovala Calvinova laborator. Nejprve byl vsak
k dispozici pouze izotop ''C s velice nizkym polo¢asem, ktery
pokusy velmi ztéZoval. Druhou okolnosti, ktera pomohla Cal-
vinovi bylo, Ze pravé vtéch povaleénych letech se
k dokonalosti vypracovala metoda papirové chromatografie,
ktera umoznovala délit rychle a spolehlivé produkty asimilac-
nich reakci. Calvin se spolupracovniky pouzili kultury rasy
Chlorella v aparatuie (%35), ktera umoziiovala rychlé zave-
deni '*CO, a rychly (v sekundovych intervalech) odbér vzorku
a jeho usmrceni ve vroucim alkoholu. P¥i delSich ozafenich se
na chromatogramech (%36) objevovalo velké mnoZstvi znace-
nych sloucenin, mezi nimiz byly organické kyseliny, aminoky-
seliny, ale hlavné fosforylované sacharidy. Se zkracovanim
doby ozareni(& 37 %38) se pocet slouCenin zmensoval, az pri
expozici 2s prevladl fosfoglycerat. Ten byl soustavnymi poku-
sy bezpecné urcen jako prvy produkt fixace CO,. A prokazalo
se dale, ze k této fixaci dochazi navazanim CQO, na ribuloso-
bisfosfat.

Jako priklad pokusi, které vedly k tomuto zavéru uva-
dim: Fotosyntetizujici kulture rasy Chlorella byl v ¢ase 0 pii-
dan '*CO,. KdyZ znaceni poolii ribulosobisfosfatu (RuBP, pl-
né krouzky) a glyceraldehydfosfatu (GAP, prazdné krouzky)
dosahlo stalé hodnoty, bylo zhasnuto svétlo. (%39) Koncentra-
ce RuBP prudce klesne, kdeZto GAP prechodné stoupne. Je to
proto, Ze pripravena zasoba ribulosobisfosfatu se spotrebuje
na karboxylacni reakci a vytvori se odpovidajici mnozstvi fos-
foglycerové kyseliny, ale pro jeji rychlou fosforylaci a redukci
chybi uZ NADPH+H". V druhém pokusu byla kultui‘e fotosyn-
tetizujici v ustaleném stavu nahle snizena koncentrace CO,.
(%40) Vysledek je pravé opacny: RuBP, pro jehoZ vznik fos-



D\ Bifjcu06\Fyrolec\Enzrea_06\enzreaCC_06 01

forylaci je dostatek ATP, ale ktery se nyni pomaleji karboxy-
luje se prechodné nahromadi, kdezZto priito¢na koncentrace
PGA se snizi.

Z. dalSi imorné prace pak vyvstalo schema Calvinova
cyklu (%41) , jehoz jsou reakce, které jsme si ukazali soucasti.
Spocitame-li jaké mnoZstvi produktii ¢innosti fotosyntetické
membrany se spotiebuje na jednu molekulu asimilovaného
CO, jsou to 2 NADPH-+H" a tii ATP jak také nazorné& vyplyva
ze schématu.

Zakladni karboxyla¢ni reakci Calvinova cyklu katalyzu-
je enzym ribulosobisfosfatkarboxylasa-oxygenasa, velmi ¢asto
nazyvana jen zkratkou RUBISCO (RBC, Rbc). Naprosta vét-
Sina CO,, ktery vstupuje do organickych sloucenin, nejen ve
fotosyntéze, ale také u chemolithotrofnich mikroorganismi,
prochazi timto enzymem. Je to jeden z nejstarSich enzymu a
enzym, jehoz je na Zemi vyrazné nejvétSi mnozstvi. Je vSak
soucasné jednim z nejpomalejSich enzymii a jeho aktivita je
sniZzovana ne zcela prisnou substratovou specifitou, takze Kys-
lik soutézi s CO, o misto v reakénim centru enzymu. Tato
kompetice miiZe snizit acinnost fixace CO, timto enzymem az
0 50%.

Schema ukazuje strukturu, ktera je u vSech organismi
oxygenni fotosyntézy shodna. Sklada se z 8 velkych podjedno-
tek (55 kDa, kodovany v chloroplastu) a 8 malych podjedno-
tek (15 kDa, kéodovany v jadre). Velké podjednotky maji sled
aminokyselin témér shodny u vSech vyssich rostlin. Kazda ma
N-terminalni ¢ast, oznaCovanou N a hlavni ¢ast s katalytic-
kym centrem, oznacovanou B. V této Casti Sroubovice a a listy
B tvori tzv. a-B-tunely. Aktivni centrum je blizko usti tunelu;
bodové mutace v blizkosti aktivniho centra silné snizuji akti-
vitu.

Vidy dvé velké podjednotky k sobé priléhaji tak, ze asti
tunelu je tésné u sty¢né plochy. Katalyticka jednotka je tedy
vlastné teprve dimer velkych podjednotek (#43). Malé pod-
jednotky prisedaji k N-terminalnim ¢astem velkych podjedno-
tek (#44A) a Ctyri takovéto dimery s prisedlymi malymi pod-
jednotkami tvori cely enzymovy komplex (#44B pohled ,,se
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strany“, tj. ve sméru osy dvoucetné soumérnosti; 45 pohled
»shora* ve sméru osy ¢tyrcetné soumérnosti).

Malé podjednotky pravdépodobné jen vytvareji kvar-
terni strukturu enzymu, ale neobsahuji katalyticka mista; sle-
dy jejich aminokyselin jsou proménlivé. Také sdruzZeni osmi
podjednotek v komplexu neni podminkou katalytické aktivity.
Rubisco nékterych fotosyntetickych bakterii ma menSi pocet
podjednotek, tak napr. u Rhodospirillum rubrum se sklada
pouze ze 2 velkych podjednotek. Na obr. (#46B) je tento
komplex, ktery se oznacuje jako Rubisco typ II (forma II),
srovnan s jednim dimerem nejrozsirenéjSi formy I (typu I)
Rubisco (#46A), ktera sdruzuje Ctyri tyto dimery
s prisluSnymi malymi podjednotkami.

(#47) ukazuje blize strukturu N-terminalni casti velké
podjednotky, (#48) strukturu C terminalni casti (N-
terminalni Cast je zde vypusténa) s pohledem do tunelu, ktery
je z jedné strany uzavien jednou a-Sroubovici (#49) a na dru-
hé strané je katalytické centrum s horéikovym atomem. Po-
hled s boku ukazuje (#50)

Poloha katalytickych center v dimeru velkych podjedno-
tek je jeSté jednou ukazana v (#51) a (#52) ukazuje podrob-
néji strukturu aktivniho centra s hoi¢ikovym atomem a jeho
koordina¢nimi ligandy z nichZ jednim je karbamylovany lysin
201 a tfi vazby jdou na 2-karboxy-3-ketoarabinitol-1,5-
bisfosfat. Karbamylace lysinu (#53) je nutnym krokem, ktery
aktivuje enzym. To je situace z niZ jsme nahore zacali sled
karboxyla¢nich reakci (#54) . Kdo si chce tento sled reakci
zopakovat na molekulovych modelech najde ho na adrese
(#55)
http://www.biologie.uni-hamburg.de/lehre/bza/l1rxo/elrxom.htm

Tamtéz si 1ze podrobnéji prohlédnout strukturu podjednotek
Rubisco.




