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Hned na zacatku jsme se zminili o tom, Ze ribulosobisfos-
fatkarboxylasa ma také aktivitu oxygenasovou. Na tyZ uhlik,

na ktery se vaze CO, se také muZe navazat O, (%2) za vzniku
PGA a fosfoglykolatu.

Oxygena¢ni mechanismus neni dosud dostate¢né objas-
nén. Kvantovi chemici tvrdi, Ze si molekuly O, a CO, jsou
v jistém smyslu velmi podobné a Ze neni divu, Ze je RUBISCO
nerozeznava. Dosud je vSak nejasné, jak se kyslik aktivuje.
Neexistuje totiZz jiny oxygenacni enzym, ktery by nemél jako
aktivator Fe-hem, nebo jinou obdobnou skupinu.

Oxygenacni aktivita je vlastnosti vSech dosud zkouma-
nych forem Rubisco, i téch, které se izoluji z anaerobnich au-
totrofnich bakterii. Je pravdépodobné diisledkem toho, Ze se
tento enzym vyvijel hned na pocatku vyvoje Zivota na Zemi v
prostiedi bez Kysliku (%3). Tak se vSeobecné rozs§iiil enzym, u
néjZz struktura aktivniho centra pro karboxylaci predurcuje
také jeho oxygenasovou aktivitu. KdyZ se objevil v atmosfére
kyslik, nebyly jiz fotosyntetické organismy schopny vyvojem
oxygenasovou aktivitu zcela potlacit. Jak uvidime dale, pri-
rodni vyvoj od fotosyntetickych bakterii k vysSim rostlinam,
v§ak prece dosahl znatelné zmény poméru karboxylacni a
oxygenacni rychlosti. AvSak tuto mez se nepodarilo prekrocit
ani v laboratornich pokusech a nebyla dosud nalezena cilena
mutace, ktera by zménila pomér oxygenasové a karboxylasové
aktitivy. To je pochopitelné, kdyzZ se to prirodnimu vyvoji ne-
podarilo za miliardy let.

Oxygenacni aktivita Rubisco byla prokazana pomérné
pozdé, teprve zacatkem sedmdesatych let, kdyz se patralo po
pri¢inach fotorespirace. Fotorespirace je také jeden z ne pra-
vé Stastnych termint, resp. je to termin, ktery se udrzuje
z historickych duvodi. Poprvé se jasné dukazy o vylu¢ovani
CO, v prubéhu fotosyntézy ziskaly, kdyZ se koncem 60tych let
s pomoci '*C zkoumalo jaks je rychlost vylu¢ovani CO, bé-
hem fotosyntézy. Bylo to spojeno s nékolika prekvapenimi pro
néZ tehdy nebylo hned vysvétleni. Pfedevsim, Ze je to rychlost
znacna a zavisla na ozarenosti, Casto prevysSujici 25% rychlos-
ti soucasného pohlcovani CO, fotosyntézou. Dale, Ze izotopové
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sloZeni vylucovaného CO, je velmi blizké pohlcovanému CO,,
coZ naznacuje, Ze se zdychavaji slouceniny blizké prvnim va-
zebnym reakcim, tedy reakcim Calvinova cyklu. Dnes vime,
Ze nejde o respiraci, nybrz o cyklus reakci, které zmirnuji du-
sledky oxygenasové aktivity Rubiscoa pri nichz se také vyviji
oxid uhlicity.

Jde o to, Ze fosfoglykolat, ktery vznika oxygenasovou
¢innosti Rubisco nemiiZe najit Zadné uplatnéni v soustavé re-
akci Calvinova cyklu. Nékteré fotosyntetické mikroorganismy
jej skute¢né vylucuji do prostredi, ¢imz ztraceji dva jiz drive
asimilované uhliky. Fotosyntetické mikroorganismy se tomu
nijak napadné nebrani, nebot’ vétSina jich ma ucinné pro-
stfedky na neprimé potlac¢eni oxygenasové aktivity o nichz
budeme mluvit za chvili. Z vysSich rostlin si takovouto obranu
vybudovaly jen nékteré, a to jeSté pomérné pozdé) to jsou Cy
rostliny, o nichz se dozvite v druhé casti prednasky. Vyssi
rostliny vSak kromé casto velkych ztrat, které oxygenasova
aktivita zpiisobuje, nemaji také kam odkladat fosfoglykolat, a
musely proto néjaky zpiisob jeho odstranéni vytvorit. Tim je
pravé fotorespirace.

Tento nazev oznacuje cyklus reakci, které ze dvou fosfo-
glykolati udélaji jeden fosfoglycerat, ktery se vrati do Calvi-
nova cyklu a ¢tvrty uhlik vylou¢i jako CO,. Tak se % uhliku
vyrazenych oxygenasovou reakci zachrani pro dalsi pouziti a
to za cenu jedné molekuly ATP. To urcité stoji za to, protoze
kdyby téchto reakci nebylo pak téch svrchu zminénych 25%
fotorespiraci uvolnovaného oxidu uhli¢itého, by znamenalo na
tri asimilované uhliky ¢tyri ztracené jako fosfoglykolat a tedy
jen ztratovou reakci. Protoze 25% je ve velmi mnoha situa-
cich obvykla hodnota, nemohla by ve vSech téchto pripadech
fotosyntéza probihat s pozitivnim vytéZkem. Vedle toho jak je
fotorespirace uziteCna je také velmi zajimava s hlediska spo-
luprace reakci, které probihaji v riiznych organelach (%4).

(%5) Prvym krokem je, Ze se fosfoglykolat v chloroplastu
preméni na glykolat, ktery prejde do (#6) peroxisomu. Tam
ho oxidasa glykolatu oxiduje kyslikem na glyoxylat za vzniku
H,0,. Glutamat-glyoxylat aminotransferasa preméni glyoxy-
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lat na glycin. Glutamat se z ketoglutaratu regeneruje serin-
ketoglutarat aminotransferasou, odkud prichazi serin uvidi-
me za chvili. (H,0, se katalasou rozklada na vodu a O,). Gly-
cin prejde do mitochondrie (#7). Z kazdych dvou molekul
glycinu, které¢ vstoupi do mitochondrie vznikne po jedné mo-
lekule serinu, CO, a NH; a jeden NAD" se redukuje na
NADH+H' . Reakce katalyzuji dekarboxylasa glycinu a hyd-
roxymethyltransferasa serinu. Serin prechazi znovu do pero-
xisomu (#8), kde ho serin-glyoxylat aminotransferasa deami-
nuje na hydroxypyruvat, ktery hydroxypyruvatreduktasa re-
dukuje na glycerat. Glycerat prrejde opét do chloroplastu (#9)
s pouzitim téhoZ prenasece, ktery exportuje glykolat z chloro-
plastu do peroxisomu. V chloroplastu je glycerat fosforylovan
a fosfoglycerat se zaClenuje do reakei Calvinova cyklu. Cely
sled reakci si lze zopakovat také podle schémat (#10) a (#11),
ktera obé ukazuji, Ze na aminaci dvou molekul glyoxylatu na
dva glyciny, které se dale v mitochondrii zpracovavaji, pracu-
ji soubéZné serin-glyoxylat aminotransferasa a glutamat-
glyoxylat aminotransferasa a glutamat se vlastné regeneruje
z ketoglutaratu aminaci v chloroplastu, k niz se pouziva amo-
niak uvolnény z glycinu v mitochondrii. Pro tuto reasimilaci
amoniaku v chloroplastu podle rovnice

o-ketoglutarat + NH; + ATP +2¢” = glutamat + ADP + P;

slouzi glutamin synthetasa (GS) a glutamat synthasa
(GOGAT) a potrebné elektrony a ATP se ziskavaji z fotosyn-
tetické aktivity chloroplastu.

Samoziejmé, Ze pohyb molekul v téchto reakcich se ne-
déje po néjakych vytyCenych drahach, nybrz nahodné pro-
stirednictvim prenasSecu a difuzi podle koncentra¢nich spadi.
V burnce jsou vSak pro tc¢innou vyménu metabolitii mezi zmi-
nénymi organelami dobré podminky, protoZe, jak ukazuji
elektronmikroskopické snimky (#12), tyto organely jsou
v tésném kontaktu.

Rychlostni konstanta pro oxygenaci je asi osmdesatkrat
menSi nez pro karboxylaci, ale pri poméru koncentraci CO,: O,
v roztoku, ktery je v rovnovaze se vzduchem (#13), je uz pomér-
na rychlost oxygenace, oznacovana o, rovna témér 0,4.
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Pro pomér karboxylasové a oxygenasové aktivity a pomér
fotorespirace k fotosyntéze se pouZzivaji tyto rovnice a veliiny:

(%14) Piredpoklada se Michaelis-Mentenovska kinetika pro

oba pochody, podle niz rychlost pochodu
V= Vmax X [S] / (KM + [S])

kde v je rychlost reakce, V., je maximalni rychlost reakce pro
enzym za danych podminek, [S] je koncentrace substratu a Ky
je koncentrace substratu, pri niz je rychlost reakce polovinou
maximalni rychlosti (v=V,,,/2). Pro koncentrace substratu,
které jsou nizké ve srovnani s Ky, 1ze psat

V=V X [S] / Ku
Takové rovnice miZeme napsat (&15) pro karboxylaci (veli¢iny s

indexem c¢) i pro oxygenaci (veliiny s indexem o), které katalyzu-
je Rubisco soucasné:

Ve = Vc X [COZ] / Kc

Vo=‘70>< [02] /Ko
a z téchto rovnic ziskame pro pomér rychlosti karboxylace a
oxygenace

Ve / Vo = (Vc Ko / Vo Kc) X ([COZ] / [02])

kde V. a 'V, je psano misto V ,ax @ Vo max» Ko 2 K¢ je psano mis-
to Ky, a Ky

Vyraz (V. K, /V, K,) urCuje tedy pomér rychlosti obou
reakci pri stejné koncentraci CO, a O,. Sestava z konstant cha-
rakteristickych pro enzym a nazyva se faktor (pomérné) specifi-
ty (relative specificity factor) nebo rozdélovaci koeficient (parti-
tioning coefficient) a oznacuje se nékdy S, . S,;q popisuje miru
specifity enzymu pro dvé reakce, které enzym katalyzuje a je to

vlastné pomér poméri maximalnich rychlosti k Michaelisovym
konstantam obou reakci, tedy (V/K,) / (V/K,).

(%16) Pro vyssi rostliny ma tento faktor hodnotu okolo 80,
zjiSténé hodnoty pro rasy jsou okolo 60, pro sinice okolo 50 a
velmi nizké jsou pro nékteré fotosyntetické bakterie, napr. 9
nebo 15 (zde zalezi jiz také na strukture Rubisco, ktera je u
téchto bakterii zjednoduSena). Graficky je Cast této zavislosti

znazornéna na (#17).
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Faktor specifity lze také pouzit k (pribliznému) vypoctu
rychlosti fotorespirace pri danych podminkach fotosyntézy
(#18). Jeden takovy ucebnicovy vypocet vychazi z pomérné pri-
znivych

koncentraci [CO2] =8 uM a [O2] =260 uM a

z faktoru specifity 80.

Za takovych podminek je pomér rychlosti karboxylace a
oxygenace

ve /vo =80 x 8 /260 = 2,46 cili priblizné 2,5 : 1.

Ponévadz rychlost tvorby CO2 fotorespiraci je 0,5 rychlos-
ti oxygenace je pomér spotieby CO2 fotosyntézou a vzniku CO2
oxygenaci 2,5 : 0,5, tj. tvorba CO?2 fotorespiraci je 20 % jeho
spoti‘eby pri fotosyntéze.

S rostouci teplotou se pomér fotorespirace k fotosyntéze
vyrazné zvySuje. Tento jev ma dvé pri¢iny: Predné se stoupajici
teplotou se sniZuje afinita Rubisco k CO, vice nezli afinita k O,.
Ma-li pri 25 °C faktor specifity hodnotu 80, je tato hodnota
p¥i 35 °C uz jen 60 (rozdil 25 % ). Za druhé rozpustnost CO,
klesa s teplotou rychleji nez rozpustnost O,. Pomér jejich roz-
pustnosti se mezi 25 a 35 °C zméni o 10 %.

Fotorespirace pouze zmirniuje neblahé disledky oxygena-
sové aktivity Rubisco. Mnohem vhodnéjsi by bylo ovSem tuto
aktivitu primo potlacit.

Uvedli jsme, Ze vyvoj udélal co bylo mozné pokud jde o
zlepSeni faktoru specifity urcujiciho pomér karboxyla¢ni a oxy-
genaCni aktivity. Hlavni prekazkou vSak je velmi nevyhodny
pomér koncentraci, resp.parcialnich tlaki CO, a O, v prostiedi.
Pri nezménéném faktoru specifity Ize tedy priznivéjSiho poméru
karboxylacni a oxygenacni reakce dosahnout také zménou kon-
centraci nebo parcialnich tlaki uvedenych plyni, konkrétné
zvySenim velmi nizké koncentrace CO, v bezprostifednim okoli
Rubisco. K tomu jsou vhodné rizné mechanismy hromadici
oxid uhlicity ¢ili Carbon(dioxide) Concentrating Mechanisms
(CCM). Tém bude vénovan zbytek tohoto oddilu.
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Pokud vyvoj pocatkii Zivota probihal podle scénare, kte-
rému mnozi z nas véri (#20), pak to byly pravé sinice (cyano-
bakterie), které se jako prvni musely vyrovnat s osudovym
nedostatkem hlavniho karboxyla¢niho enzymu fotosyntézy.
Ten se vyvinul velmi davno pred nastupem oxygenni fotosyn-
tézy, ktery je spojen se sinicemi, a pri jeho konstrukci se s
kyslikem nepocitalo.

Sinice skutené maji velmi uc¢inné mechanismy koncent-
race CO, v okoli Rubisco, které se jiz velmi dlouho zkoumaji
a dospélo se vtomto sméru k velmi zajimavym vysledkiim.
NejpodstatnéjSim z nich je zjiSténi pravé podstaty karboxy-
somil (#21) a prvé vhledy do mechanismu jejich funkce. Kar-
boxysomy jsou velmi divno znamé bunécné inkluse u sinic s
pravidelnymi tvary pripominajicimi krystaly (#22), které byly
dlouho povazovany za téliska sestavajici z bilkovin nejasné
funkce, nejéastéjsi domnénky byly, Ze jsou to rezervni bilko-
viny. U nékterych sinic zaujimaji centralni pozici (#23) u ji-
nych jsou hojné vmezereny mezi thylakoidy (#24). Sestavaji
zvelmi pravidelné, témér krystalicky usporadanych kom-
plexit Rubisco, kterym Kk pravidelné struktuie pomahaji jeSté
dalSi bilkoviny. Cely ,,krystal“ je uzavien (#25) v bilkovinné
obalce o niz bude za chvilku Fec.

Jak karboxysomy funguji? Ve spolupraci s prenaseci,
které na ukor energie poskytované fotosyntézou prenaseji do
buiiky proti koncentra¢nimu gradientu CQO,, ale hlavné bi-
karbonat, jehoZ koncentraci mohou v buiice zvySit proti okol-
nimu prostiedi o dva az tfi rady. Bikarbonat difunduje do
karboxysomu pres zminé€nou jiz obalku, ktera ma zjevné vel-
mi pozoruhodné vlastnosti, kterymi vstup bikarbonatovych
ionti do karboxysomu usnadnuje. Jednou z bilkovin, které
jsou v karbozysomu vedle Rubisco je anhydraza kyseliny uh-
licité (carbonic anhydrase, CA) a ta uvoliiuje z ionti bikarbo-
natu molekuly CO, s nimiZ pracuje Rubisco. Pozoruhodnou
vlastnosti obalky karboxysomu (#26) je také, Ze minimalizuje
unik CO, z vysoké koncentrace v karboxysomu do buiiky ne-
bot’ jeho difuzi klade velky odpor. Tento mechanismus kon-
centrujici CO, v bezprostredni blizkosti aktivnich center Ru-
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bisco dovoluje sinicim provozovat ucinnou fotosyntézu i ve
velmi nevyhodnych podminkach, napf. je-li pH prostredi vy-
soké a obsah plynného CO; velmi nizky. Zdanliva Michaelis-
Mentenovska konstanta pro fotosyntézu takovych sinic maze
byt az o nékolik radi nizsi, nezli skuteCna konstanta enzymu
Rubisco.

Pozoruhodné vlastnosti obalky karboxysomu (#27) se
pravé nyni velmi intenzivné zkoumaji. Je tvorena zvlastni bil-
kovinou, ktera patii do rodiny bilkovin vytvarejicich obalky
riuznych primitivnich organel prokaryotickych bunék. Hexa-
mery této bilkoviny vytvari tésné semknutou dlazdicovitou
vrstvu, v niZ jsou pory s pozoruhodnymi vlastnostmi. (%28)
Svym tvarem i kladnym ndabojem aminokyselinovych zbytki
na svém povrchu mohou usnadnovat difuzi bikarbonatovych
iontii do karboxysomu, ale soudi se, Ze nékteré maji specific-
kou funkci i pro import ribulosobisfosfatu a export fosfogly-
ceratu (%26).



