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Abstrakt

Vznik oxygenni fotosyntézy byl jednim z &ivych moment evoluce Zivota na Zemi.
Veskery molekularni kyslik v atmosé& pravépodobré vznikl S€penim vody, které probiha
v centru vyvijejicim kyslik na fotosystému Il. Feystém I, slozity komplex mnoha protéin
a kofaktofi, jehoz struktura je do velké miry fylogeneticky nkervovana, se nachazi
v thylakoidnich membranach chloroplasa sinic. A je mechanismus fotosyntetického
rozkladu vody, probihajiciho na manganovém Kklastitenzivre zkouman, neni do dnesni
doby uspokoji¢ objasin. Podstatny vliv na stabilizaci manganového kiagr &innost
rozkladu vody maji w&Si proteiny fotosystému Il nachézejici se v lumithylakoidi.
Nejdalezit¢jSi z nich je mangan-stabilizujici protein (MSP}ery je gitomny ve vSech
znamych oxyfototrofnich organismech. V literf@uje tomuto proteinu fjpisovano velké
mnozstvi Uloh — krokh stabilizace manganového klastru fhklad také
karbonatdehydratazova aktivita, GTP4zova aktiiitegulace vyminy poSkozeného proteinu
D1. Funkce MSP jsou pragpodobr fizeny zn¢nami v jeho dynamické strukier MSP se
pravdépodobré podili na regulaci fotosyntézy zaznych vrgjSich a vnitnich podminek.
PredloZen& prace shrnuje sasné znalosti o struki® a funkcich MSP a rozdilech dvou
izoforem MSP v pkterych vysSich rostlinach.
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Abstract

The appearance of oxygenic photosynthesis was aWanyt in the evolution of life on
the Earth. All molecular oxygen in the atmosphakely comes from a water-splitting
reaction catalysed by the oxygen-evolving centemplebtosystem Il. Photosystem Il — a
multisubunit protein-cofactor complex with a physogticaly highly conserved structure — is
embedded in the thylakoid membrane of chloroplasts cyanobacteria. The mechanism of
the photosynthetic water-splitting reaction, whadturs on the manganese cluster, has been
widely investigated; however, it has not yet beelhyfunderstood. An essential role in the
stabilization of the manganese cluster and in #edifation of oxygen evolution is played by
photosystem Il extrinsic proteins that occur inlakgid lumen. The most important among
them is a manganese-stabilizing protein (MSP) ihagresent in all known oxyphototrophs.
This protein is believed to have many functionssitées stabilizing the manganese cluster, it
is also carbonic anhydrase activity, GTPase agtaitd regulation of the turnover of the D1
protein. The functions of the MSP are probably tead through changes in its dynamic
structure. The MSP is likely to take part in thgulation of photosynthesis under various
external and internal conditions. This work revieWws current understanding of the structure
and the functions of the MSP, and summarizes tfierdhces between two MSP isoforms in

some higher plants.

Keywords
photosynthesis, photosystem I, manganese-staigliziotein, MSP, PsbO, water-splitting

reaction, oxygen evolution
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Obr. 1: Fotosyntetizujici mofsky zadozabry plZz Elysia chlorotica.
Foto: Mary S. Tyler. Pfevzato z obdlky Proceedings of the

National Academy of Sciences of the United States of America
105 (46), rok 2008.



1 Uvod

Zhruba ged 2,5 miliardami let (Olson a Blankenship 2004)usitosyntetizujicich
organisnii vyvinul aparat schopny &lit vodu za pomoci energie zeéa na molekuly
kysliku a vodik navazovany do organickych gkmin, jinymi slovy oxidovat vodu naa
redulkéni ekvivalenty. Tato udalost, eveéhi vynalez fotosystému I, byla ,velkynieskem*
ve Vyvoji biosféry, protoze Zivot na této plahei nebyl limitovan zdroji slatenin, které do
té doby byly pouzivany jako donory vodiku a elekir¢organické kyseliny, F& H,S, NH).
Voda byla a stale je na Zemi dostupnd v praktickpmezeném mnoZzstvi. #ptupréni
tohoto nevyerpatelného zdroje redékich ekvivaleni potrebnych k fixaci uhliku je ii¢inou
obrovského mnozstvi biomasy na Zemi v dnesSnid&lbom¢ toho uvohovani kysliku jako
odpadniho produktu &o za nasledek vytweni atmosféry s velkym podilem kysliku
umoziujici aerobni dychani, fp kterém je maximél& vyuZzita energie obsazena v
organickych latkach (Nield a Barber 2006). Mimodl kyslik v atmosfé& vznik ochranné
ozbénove vrsty, ktera dovolila roz$éni Zivota na sous (Kern a Renger 2007).

Predkladana prace je z#&mna na mangan-stabilizujici protein (MSP) —¢j$h
(lumindalni) podjednotku fotosystému II, kter& méadni viiv na funkci vlastniho centra
vyvijejiciho kyslik, tvdeného skupinouwtyi atomi manganu a jednoho atomu vépniku
(Popelkova a kol. 2003; Loll a kol. 2005). MSP sachmazi ve vSech znamych
fotosyntetizujicich organismech vyvijejicich kysl{be Las Rivas a kol. 2004). Jeho
nezbytnost pro funkci fotosyntetického aparatu deenonstrovat i na kuriéznimiigladu
zvlastniho meéského zadozabrého plidysia chlorotica(obr. 1), ktery ziskava plastidy ze
své potravyfasyVaucheria litorea Plastidy uklada do svého traviciho epitelu, kdkotik
meésial fotosyntetizuji a dodavaji plzi energii a fixovanflik i bez pitomnosti jaderného
genomurasy, coz je zarazejici, nabetSina proteif v chloroplastech (mimo jiné také MSP)
je kédovana pravjadernym genomem. Bylo vSak prokdzano, ze minigngém pro MSP ma
plZ pfitomny ve svém jaderném genomu, prpatobré v disledku horizontalniho genového
pienosu (Rumpho a kol. 2008).

Objasrni struktury a mechanismu fungovani fotosynteticképaratu gpiciho vodu
neni jen obrovskou vyzvou a fascinujicim tématerkladiniho vyzkumu, ale fize také
poskytnout inspiraci pro vyt¥eni biomimetickych (biologické systémy napodobgjigi

zarizeni slouzicich k technickému vyuzivani skmieenergie (Kern a Renger 2007).
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Obr. 2: Dimer fotosystému Il sinice Thermosynechococcus elongatus. (a) Pohled na
rovinu membrany. Na kazdém monomeru (I a Il), které jsou oddélené pferuSovanou
¢ernou ¢arou, jsou ukazany rozdilné strukturni prvky. I, Podjednotky jadra D1 (Zluté), D2
(oranzové), CP43 (fialové) a CP47 (Cervené), a- a B-fetézec cytochromu b-559 (zelené a
modrozeleng), malé membranové podjednotky (Sedé€). Nepfifazené transmembranové
helixy jsou oznaCeny X1-X3. VnéjSi podjednotky a kofaktory nejsou znazornény. I,
Proteiny jsou znazornény jejich transmembranovymi helixy obarvenymi stejné jako v ¢asti
|. Déle jsou zn&zornény kofaktory: chlorofyl A (zeleng), feofytin (Zluté), B-karoteny
(Cerveng), hem (modrfe), plastochinony (fialové), lipidy (Cerné), molekuly detergentu a
nepfifazené alkylové fetézce (hnéde), Zeleznaty kationt (modra kulicka) a pfedpokladany
vapenaty kationt (Zlutd kulicka). (b) Pohled z boku (z roviny membrany). Barvy pro
membranové podjednotky a kofaktory jsou stejné jako v ¢asti (a). VnéjSi podjednotky jsou
znazornény zelené (MSP), rGzové (PsbU) a modfe (PsbV), atomy manganu jsou
znazornény ¢ervenymi kuliCkami. Pfevzato z Loll a kol. (2005).



2 Fotosystém Il

Fotosynteticky rozklad vody probiha v proteinovémmiplexu ozn&vaném jako
fotosystém Il (photosystem Il), ktery se nachattiydakoidnich membranach. Fotosystém I
je slozeny z #tSiho p@tu podjednotek a funguje jako oxidoreduktdza oxaiuyodu a
redukujici plastochinon, nebolitgnasejici elektrony z vody (za vzniku molekularniho
kysliku) na plastochinon, ktery se redukuje natplasnol. Superkomplex fotosystému Il se
sklada zeif ¢asti — swtlosbirného komplexu (light harvesting complex, LHCladjového
komplexu (core complex) a #jSich proteiri centra vyvijejiciho kyslik (oxygen evolving
center, OEC). Kazdy z kompléxje slozen zvice podjednotek (Kern a Renger 2007).
V thylakoidnich membranach se fotosystém Il vysje/tuhomodimerech (Loll a kol. 2005).

V dneSni dob je ponerné dokie znama struktura fotosystému Il sinice
Thermosynechococcus elongatus/last diky praci Loll a kol. (2005), kté pomoci
rentgenove difradni analyzy ziskali strukturu jddrového komplexungj&imi proteiny OEC
s rozlidenim 3,0 A (obr. 2). O fotosystému Il vgEsiostlin bohuZzel nejsou znamy takové
podrobnosti, protoZze se zatim nepidldaziskat dostatané kvalitni ttirozmérne krystaly pro
rentgenovou difradni analyzu. Nejkvalit§jSi struktury jaderného komplexu rostlinného
fotosystému Il byly ziskany elektronovou krystakafir ktera umoznila @it pozici hlavnich
podjednotek a umi&ti transmembranovych hetixHankamer a kol. 2001b).fiRporovnani
s modelem odvozenym ze struktury sinicového fotigsga Il Hankamer a kol. (2001a)
zjistili, ze pozice hlavnich podjednotek a jejialartsmembranovych hefixsi odpovidaji.
Uspaadani menSich podjednotek uz vSak odpovidaé¢mBredstava o usgadani celého
superkomplexu (jadra fotosystemu II,&aich proteii OEC a s¥tlosbérného komplexu)
vysSich rostlin vychazi z elektronmikroskopickychimski. Trirozmeérna struktura tohoto
superkomplexu ze 3penéatuSpinacea oleracda s rozlisenim 17 A byla ziskana
jednaiasticovou analyzou pomoci elektronové kryomikros&dgpbr. 3; Nield a kol. 2002).

2.1 Jadrovy komplex

Jadro fotosystému Il t¥d heterodimer protein D1 a D2. VSechny kofaktory
zaji¥ujici separaci nabj oxidaci vody a redukci plastochinonu jsou vazémito dwma
proteiny. Po stranach protéirD1 a D2 jsou proteiny CP43 a CP47 (chlorophylidirig
proteins) slouzici k absorpci &la a penosu energie ze &losbirného komplexu
k realknimu centru. Tytoctyii proteiny jsou usp@dany v celku symetricky, ste&jnako
kofaktory jimi vazané (obr. 4). Kolengdhto ¢tyi hlavnich podjednotek je mnozstvi malych

transmembranovych protéin(obr. 2; Loll a kol. 2005). V dostupné liter&&udosud chybi



Obr. 3: Sikmy pohled na povrch tfirozmérného modelu superkomplexu svétlosbé&rnych
komplexd a dimeru fotosystému Il 3penatu o rozliseni 17 A ziskany pomoci
jednocasticové analyzy zfotografii z elektronového mikroskopu. Vybézky oznacené
pismeny pravdépodobné odpovidaji vnéjSim proteindm OEC. Pfevzato z Nield a kol.
(2002).
spolehlivy Udaj o jejich celkovéem pt, nebd nekteré podjednotky jsourejmé vazané jen
lehce a @ izolaci komplexu odpadavaji. Loll a kol. (2005yadi pro sinice minimah13
malych membranovych podjednotekigemz se daiedpokladat, Ze vyssi rostliny budou mit
téchto podjednotek jeStvice. U Eukaryot je &Sina €chto podjednotek, stejnjako &tyti
centralni podjednotky, kddovana chloroplastovymogeam.

Cely jadrovy komplex fotosystému Il sinice vazéep sedmdesét kofakfor
Heterodimer D1/D2 vaze symetricky ugadané nasledujici kofaktory: 6 molekul chlorofylu
A, 2 molekuly feofytinu, 2 molekuly plastochinon2,molekulyp-karotenu, jeden Zeleznaty
kation a jeden uhlitanovy anion. Z luminalni strany proteinu D1 j&tfevazebné misto pro
manganovy Kklastr komplexu vyvijejiciho kyslik (Lol kol. 2005). Usp@dani &chto
kofaktofi je vidkét v obrazku 4.

CP47 vaze 16 molekul chlorofylu A a 5 moleldkarotenu, CP43 13 molekul
chlorofylu A a 3 molekuly B-karotenu. Kromd toho jsou nagiklad v podjednotkach

oznaovanych cytochrom b559 vazany 2 molekuly hemu (adbl. 2005).

2.2 Centrum vyvijejici kyslik
Jako centrum vyvijejici kyslik (oxygen evolving tem OEC) je oznsmvan obvykle
klastr (seskupenigtyi atomi manganu a jednoho atomu vapniku — kofaktara kterych

probiha oxidace vody. V Sir§im pojeti, které budezivano i v této praci, jsou za sast



amn T — Obr. 4: Uspofadani kofaktord
" Q,” FedQ, . Stroma vjadru fotosystému Il, pohled
. - z roviny membrany. Znazornéné
. kofaktory: chlorofyl A (zelené),
feofytin (Zlute), B-karoteny
(Cervené), plastochinony (fialové),
Zeleznaty kationt (modra kuli¢ka),
vapenaty kationt (Zluta kulicka),
atomy manganu (Cervené).
PFiblizné polohy proteinti D1 a D2
jsou znazornéné teCkovanymi
¢arami. Cerné Sipky znazorfiuji
pfenos elektronu po excitaci
He - A P680 (Loll a kol. 2005, pfevzato
. MnOLCa- . S z Kern a Renger 2007).
. D1 D2 -

Lumen

OEC povazovany i okolni proteiny, které s&astni vazby a stabilizace manganového klastru
(D1 a CP43 z jadra fotosystému Il aéai proteiny fotosystému Il nasedajici z lumina
thylakoidu). Casto se v literatie setkdme s pouzitim zkratky OEC nejen pro ,oxygen
evolving center”, ale také pro ,oxygen evolving qdex”. Okias jsou pouzivany i pojmy

~water-oxidizing complex“ (WOC¢i ,water-splitting complex*.

2.2.1 Manganovy klastr

Manganovy klastr centra vyvijejiciho kyslik je vAzgevazr proteinem D1, a to
v jehocasti sngiujici do lumina thylakoidu. Sklada se z jednohoeré@iého kationtu a 2yt
atoni manganu, které se wisledku odebirani elektrérdo reakniho centra fotosystému Il
postupr oxiduji. Plré oxidovany klastr je nasledrschopen se Zmé redukovat rozgpenim
dvou molekul vody. Detailni uspédani ¢chto atond a atonti kysliku, které jsou izjmeé
mezi nimi, neni zatim znama@ast&né kvili nedostaténému rozliSeni struktur ziskanych
rentgenovou krystalografii¢ast&éné i kvuli zménam navozovanym ip vlastni analyze
(Barber 2008). Yano a kol. (2005) totiz uké&zali, dédvky rentgenového wni kEzre
pouzivané pro rentgenovou krystalografii mohou naaogy klastr znéné¢ poznenovat.

Krome rentgenové difradni analyzy jsou ke studiu struktury manganovéhatklaa
jejich zmén v pribéhu oxidace vody vyuzivany takéizné spektroskopické metody.
Interpretace vysledkvSak neni zcela jasna, coz vede k vigwd mnoha iznych modal
(Barber 2008; Yano a Yachandra 2008). Jisty nenz@irsob vazby manganového klastru na
okolni proteiny, modely vychazejici z nejrési krystalografické struktury fotosystému II

(Loll a kol. 2005) se v8ak shoduji vtom, Ze jakgahdy pro mangan slouzi¢kolik
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Obr. 5: (A) Jeden z modelt usporadani manganového klastru v OEC. Atom vapniku je
znazornén zelen&, atomy manganu fialové, atomy kysliku ¢erveng. Sipka znazorfuje
smér normdly k membrané. (B) Stejny model jako v (A) znazornény schematicky.
Vzdalenosti mezi atomy mensi nez 2,8 A jsou znazornéné Sarami. Pievzato z Barber a
Murray (2008).

aminokyselin proteinu D1 a jedna aminokyselina grat CP43 (Barber 2008; Yano a
Yachandra 2008). Jeden z madg na obrazku 5.

e

2.2.2 Vné@jSi proteiny centra vyvijejiciho kyslik

VnéjSi proteiny (extrinsic proteins) fotosystému llhmaované do OEC nasedaji na
integralni membranové proteiny jadra fotosysténwnznalni strany (Nield a Barber 2006).
Tvoii tim jakysi ,vystupek® fotosystému Il do luminaytakoidu. Jak je viét z obrazku 6,
fotosystém Il sinic i vySSich rostlin je z cytosie/stromatalni strany plochy. Tento
strukturni rys, kterym se podstatriiSi od fotosystému | s napadnym ,vystupkem® na
cytosolické/stromatalni strarmembrany, je podstatny pro skladani (stacking)akoidia —
tvorbu gran, v nichz je fotosystém liguinosts lokalizovan (Kern a Renger 2007).

Hlavnim vrgjSim proteinem OEC je mangan-stabilizujici protgimanganese-
stabilizing protein, MSP). V literata jsou pro tento protein pouzivany také nazvy PsbO
(podle ndzvu genu), oxygen-evolving enhancer pnotefOEE1) nebo OEC 33 kDa subunit.
MSP se nachazi ve v8ech zndmych fotosyntetizujicicdanismech vyvijejicich kyslik
(oxyfototrofech), narozdil od ostatnich &%ich proteii OEC, které uz nejsou tak Siroce
konzervované. U vysSich rostlin a zelenyias jsou sothasti OEC proteiny PsbP (OEC
23 kDa subunit) a PsbQ (OEC 16 kDa subunit). Ucsjsou misto nich na fotosystém Il
vazany proteiny PsbU (photosystem Il 12 kDa exitzipsotein) a PsbV (cytochroneb50),
ackoliv se v jejich genomu nachéazeji i sekvence patginy homologni k PsbP a PsbQ (De
Las Rivas a kol. 2004). Thornton a kol. (2004) @xdi, Ze tyto homology se u sinice



Obr. 6: Model superkomplexu svétlosbérnych komplexd a dimeru fotosystému I, pohled
(a) z roviny membrany a (b) z luminu thylakoidu. Struktury proteinu jadra fotosystému lI
ze sinice (Ferreira a kol. 2004) a struktury svétlosbérnych komplext (Liu a kol. 2004)
ziskané rentgenovou krystalografii jsou v (b) zobrazeny do struktury superkomplexu ze
Spenéatu ziskané elektronovou kryomikroskopii a jednocasticovou analyzou (Nield a kol.
2002). Vnéjsi proteiny OEC jsou v (a) oznaceny O (MSP), P (PsbP) a Q (PsbQ), v (b)
nejsou zobrazeny. Neoznaené malé membranové podjednotky jadra fotosystému jsou
znazornény bile, molekuly chlorofylu zelené. Trimericky hlavni svétlosbérny komplex je
oznacen LHCII. Pro zobrazeni struktury menSinovych svétlosbérnych komplexu, CP26 a
CP29, byla pouzita struktura monomeru hlavniho svétlosbérného komplexu. Pfevzato
z Nield a Barber (2006).

o

Synechocystislespa c¢asténé vazi na fotosystém Il a z&fi§i jeho optimalni aktivitu.
Umisgni PsbP a PsbQ na fotosystému Il vySSich rostlipasile elektronmikroskopickych
snimka zda byt velice odlisSné od umist PsbU a PsbV na fotosystému siniceécéhto
Gdaji se da vyvodit, Ze proteiny PsbP a PsbQ nejsaktatnim a funknim nahrazenim
sinicovych PsbU a PshbV ve fotosystému rostlin (Niel Barber 2006) a Ze evohE
puvodnich je #ejme¢ pét proteini OEC, z nichz se dva, PsbU a Psb¥hdm evoluce zelenych
rostlin ztratily (Thornton a kol. 2004).éBem evoluce zelenych fotosyntetizujicich Eukaryot

také doSlo kfesunu gel pro MSP, PsbP a PsbQ (spolu se stovkami dalSicli) ge



z chloroplasi do jadra, nehityto geny se u vSech zkoumanych zelenych fotosiyaféecich
Eukaryot nachézeji prévv jaderné DNA (De Las Rivas a kol. 2004). ZvlaSskupinu
vngjSich proteii OEC maji ruduchy — wasy Cyanidium caldariumbyl nalezen jadegn
kodovany protein o molekulové hmotnosti 20 kDa yi@tase na fotosystéem Il a nazvan
PsbQ vzhledem Iktast&né homologii s PsbQ (Ohta a kol. 2003). Kgotoho maji ruduchy
protein PsbU, kddovany jadernou DNA, a protein Rdkddovany plastidovou DNA (De Las
Rivas a kol. 2004).

VnéjSi proteiny OEC se na fotosystému Il nachazejiizkbsti manganového klastru.
Jejich hlavni funkce je pra¥dodobr stabilizovat a chranit vlastni centrum vyvijejkgislik
a optimalizovat fistup ionfi C&* a CT, které jsou v reatnim centru pdeba jako kofaktory
pro S€peni vody. Prd zde maji sinice a ruduchyitpomny i cytochrom (PsbV) je zahada,
neba tento cytochrom ma velmi nizky potencial a nem&nb& redoxni aktivitu
indukovatelnou sitlem (Barber 2003).

2.3 Anténni komplexy

Takzvané anténni komplexyilghajici k fotosystému Il slouZi k absorpci¢ainé
energie a kfenosu této energie do jadra fotosystému. Tim jSewvg efektivita absorpce
swtla rostlinou, a tudiz dinnost celé fotosyntézy.ir@€dpoklada se take, Zekteré sodasti
anténnich komplek slouzi k gemené nadbytku absorbované exdcite energie na teplo
(disipaci) za podminek nadimé ozdenosti (Barros a Kihlbrandt 2009).

Anténni komplexy eukaryotickych fotosystémse v literatie ozn&uji jako
swtloskerné (light harvesting) komplexy. Do &loskérného komplexu fotosystému Il (light
harvesting complex II, LHCII) vysSich rostlin a eefych fas je zahrnovano ¢holik
membranovych protein paticich do genové nadrodiny (gene superfamily) Lhéedhny
geny z této nadrodiny jsou s@sti jaderného genomu (Barros a Kihlbrandt 200sich)
proteinové produkty vazituené pd@ty molekul chlorofylu A, chlorofylu B a xantofgl
(luteinu, violaxantinu a neoxantinu). V n&8im mnozstvi je v thylakoidnich membranach
piitomen takzvany ,hlavni* komplex LHCII. Tento konegl je trimer o nestaléem slozeni —
tvoii ho mhizné kombinacert velice podobnych proteinozna&ovanych podle nazvu gén
Lhcbl, Lhcb2 a Lheb3. V literate jecasto zkratka LHCII pouZivana jen pro tento trimleyic
komplex. Kron¢ toho jsou vSak v thylakoidnich membranéactiiitakzvané ,mensinové*
anténni komplexy ozgavané Lhcb4 (CP29), Lhcb5 (CP26) a Lhcb6 (CP24gréktse
vétSinou vyskytuji jako monomery (Dekker a Boekem@3)0



Obr. 7: Model struktury trimerického hlavniho svétlosbérného komplexu fotosystému |l
hrachu (Pisum sativum). (A) pohled ze stromatalni strany, (B) pohled z roviny membrany
(luminalni strana sméfuje doll). Chlorofyl A je zobrazen modrozelené, chlorofyl B zelené,
karotenoidy oranzové a lipidy fialové. Pfevzato ze Standfuss a kol. (2005).

Struktura trimerického hlavniho komplexu LHCII bylaiskana rentgenovou
krystalografii, a to z rostlin Spenatu (Liu a kb004) a hrachu (Standfuss a kol. 2005; obr. 7).
Predpoklada se, Ze mensinové proteiny LHCII maji diodo prostorové uspadani jako
monomery hlavniho komplexu (Dekker a Boekema 20Qkld a Barber 2006). Jeden
z modeh uspdadani superkomplexu jadra fotosystému Il a LHChgeobrazku 6.

Anténni komplexy sinic a ruduch, takzvané fykoloitisy, jsou velmi odliSné od
swtloskérného komplexu vySSich rostlin a zelenyeas — netvii je integralni membranové
proteiny, ale rozpustné (hydrofilni) proteinové kmexy giléhajici k jadru fotosystému Il z
cytosolické/stromatélni strany thylakoidni membraniyto proteiny kovalenth vazi
chromofory biliny (napklad fykocyanobilin ¢i fykoerythrobilin), proto jsou nazyvané
biliproteiny (Blankenship 2002).



3 Mangan-stabilizujici protein
3.1 Struktura MSP

3.1.1 Primarni struktura MSP

Mangan-stabilizujici protein (MSP) vySSich rostlan zelenychias je kodovan
jadernym genomem, jak jiz bylo zndimo, a tudiZ je syntetizovan v cytoplagmma volnych
ribozomech. Transport do thylakdige zajiStn dwma signalnimi peptidyazenymi za sebou
na N-konci proteinu. Prvni je signalni peptid pransport do stromatu chloroplastu, za nim je
signalni peptid pro ignos do lumina thylakoidu. Tyto signalni peptidguspo transportu
odSEpeny peptidazou. V sinicich, kde je MSP kédovarootozomalni DNA, je exprimovan
jen s jednim signalnim peptidem, priepos do thylakoiil Tento peptid je poipnosu opt
odSeEpen peptidazou (Seidler 1996).

Podle databdze UniProt (The UniProt Consortium 204 @élka prekurzoru jednoho
Z nejprobada¥Sich MSP, MSP ze Spenatu (accession number P12339)aminokyselin,
z ¢ehoz 84 aminokyselin je seéasti signalnich peptid Délka vlastniho proteinu je tedy 248
aminokyselin. Délka MSP sinicelhermosynechococcus elongat@accession number
POA431) je 272 aminokyselin, z nichz 26 tiveignalni peptid. Délka vlastniho proteinu (246
aminokyselin) je tedy té#i stejna jako u Spenatu.

Nasledujicicast této prace se&nuje pouze vliastnimu MSP, bez signalnich péptid

Molekulovd hmotnost MSP Spenatu vyftana z aminokyselinové sekvence (26,53
kDa), byla potvrzena pomoci hmotnostni spektroragtdZ ukazuje na ndgpmnost velkych
posttranslanich modifikaci (Svensson a kol. 2002jivBdni oznaeni OEC 33 kDa subunit
bylo odvozeno z pohyblivosti MSP na denatuia elektroforéze - SDS-PAGE
(polyakrylamidové gelové elektroforéze zétpmnosti dodecylsiranu sodného). Z toho je
ziejmé, Ze elektroforetick& pohyblivost MSP je anam&toZ nejspis souvisi s jeho priméarni
strukturou (Popelkova a kol. 2003)

De Las Rivas a Barber (2004) srovnanim vSech tehtymych sekvenci MSP
(z celého spektra oxyfototrofnich organisnod sinic pes zelen&asy k vySSim rostlinam)
zjistili, Ze pouze 19 aminokyselinovych zb§tle plne konzervovanych. Z toho 18 se nachazi
v péti konzervovanych oblastech, které v sekvencichemm identifikovali. Ty zahrnuji dva
cysteinové zbytky €astnici se tvorby intramolekularniho disulfidickémistku a sekvence
Gcastnici se vazby na fotosystém Il. Krokonzervovanych oblasti audtadentifikovali pét

oblasti specifickych pro prokaryotické a eukarykgid1SP (obr. 8).
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Obr. 8: Srovnani aminokyselinovych sekvenci MSP ze sinice Thermosynechococcus
elongatus (Therm), Spenéatu (Spin) a nejprimitivnéjsi zname sinice Gloeobacter violaceus
(Glo). Zelené jsou zobrazené konzervované aminokyseliny, Cervené nekonzervované.
Aminokyseliny oznacené ,* jsou piné konzervované ve vSech druzich podle mnohoc&etného
srovnani sekvenci, které vytvorili De Las Rivas a Barber (2004). Aminokyseliny oznacené
.3 jsou funkéné konzervované ve vSech druzich. Aminokyseliny oznacené .+ jsou plné
konzervované ve vSech druzich kromé G. violaceus a aminokyseliny oznacené ,#" jsou
funk&né konzervované ve v3ech druzich kromé G. violaceus. Vysoce konzervované oblasti,
které identifikovali De Las Rivas a Barber (2004), jsou oznalené Cervenymi ramecky a
ocCislované, oblasti specifické pro rostliny &i sinice jsou oznaené modrymi ramecky.
Pfrevzato z Williamson (2008).

3.1.2 Sekundarni a terciarni struktura MSP

3.1.2.1 Struktura MSP sinice ziskana rentgenovou krystalogafii

Dnesni pedstava o strukte MSP vychazi fedevsim z modélcelého fotosystému Il
sinice Thermosynechococcus elongataskanych pomoci rentgenové diféak analyzy
(Ferreira a kol. 2004, Loll a kol. 2005). &hto modai je vidt, Ze MSP je podlouhly a ma
dvé hlavni domény (obr. 9). Prvni doména ma tvar 8sé45 A dlouhého a 15-20 A Sirokého
valce. Tvdi ji 8 antiparalelniciB-vlaken sloZzenych do struktury zvafiésoudek g-barrel).
Vnitiek B-soudku neni duty, ale piny velkych hydrofobniclstpannichietézci aminokyselin,
mimo jiné sedmi fenylalanin Pfitomnost &chto postrannichetzca je typicka pro jadro
stabilnich proteit.. ,Hlavu“ proteinu tvdi druhd doména, t¥enaiettzcem proteinu me4i-

vlakny 5 a 6. Zde se da jasrozliSit jedena-helix a pak gkolik aminokyselinovych zbyik
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Obr. 9: Struktura MSP sinice Thermosynechococcus elongatus ve stavu, kdy je vazana
na fotosystém I, kterou ziskal Loll a kol. (2005) pomoci rentgenové difrakéni analyzy.
Modfe znazornéné c&asti maji a-helikalni strukturu, fialové jsou znazornéné p-listy.
Pfrevzato z Williamson (2008)

tvoricich B-strukturu, ¥tSina vSak sestava z nepravidelnych &shya zahyb. Ve stavu, kdy
je MSP navazan na fotosystém Il, je jeho osa pddniatzhruba 40° k rovih thylakoidni
membrany a C-konec i N-konec proteinu jsotasti sngtujici do lumina thylakoidu (De Las
Rivas a Barber 2004).

Jak uz bylo uvedeno, De Las Rivas a Barber (20@&htifikovali v MSP srovnanim
33 sekvenci @ konzervovanych oblasti aétpoblasti specifickych pro prokaryotické a
eukaryotické MSP. Zamapovanim konzervovanych obkststruktury MSP zjistili, Ze se
nachézeji fedevsim v hla¥ proteinu, kterd interaguje s ostatnimi proteinyo$gstému |l

(obr. 10). De Las Rivas a Barber (2004) mimo jmiétvyuZili znamou strukturu MSP sinice

Conserved regions

4

Obr. 10: Struktura MSP sinice Thermosynechococcus elongatus se zvyraznénymi silné
konzervovanymi oblastmi, ocislovanymi stejné jako na obrazku 8. Fialové je znazornéna
takzvana sinicova smycka, oblast specifickd pro sinice. Pfevzato z De Las Rivas a
Barber (2004).
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n ™\ Obr. 11: ProlozZeni struktury MSP sinice
®eGb motif 1hermosynechococcus elongatus (Cervené)
‘ modely struktur (a) Spenatu (PSBO_SPIOL)
a (b) zelené fasy Chlamydomonas reinhardtii
(PSBO_CHLRE). Dvé oblasti s nejvétsimi
odliSnostmi jsou oznatené — RGD motiv a
sinicova smycka. Pfevzato z De Las Rivas a
Barber (2004).

Thermosynechococcus elongakugytvédeni homolognich modilpro MSP Spenatu a zelené
fasy Chlamydomonas reinhardti{pomoci jejich sekvenci). &oli se aminokyselinova
sekvence MSP sinice p@&mmé dost liSi od sekvenci MSP vysSich rostlin a zetbnias,
modely struktury si celkem déd odpovidaji. Nej#tSi odliSnosti jsou v takzvané sinicové
smyce (cyano-loop) na luminalnim koncB-soudku a vtakzvaném RGD motivu
vy¢nivajicim z ,hlavy” proteinu (obr. 11). @kyto oblasti pedtim definovali jako specifické
pro sinice, respektive vyssi rostliny.

Stale vSak astava otazkou, jak déb jsou znalosti o MSP sinicégvoditelné na MSP
vySSich rostlin a zelenyctas. Podleifrozmérného modelu ziskaného pomoci elektronové
mikroskopie (bohuZel jen s rozlidenim 17 A) je ktewa MSP 3penétu a jeho pozice v rdmci
fotosystému Il v podstatstejna jako urhermosynechococcudongatus(Nield a kol. 2002,
Nield a Barber 2006). Podle leckterych vyzkuma vSak MSP rostlin trochu jiné fuirk
charakteristiky a charakter struktury v roztokuvidakteré viastnosti struktury MSP sinice
Thermosynechococcedongatusmohou souviset s tim, Ze se jedna o termofilnaoigmus
(Williamson 2008).

3.1.2.2Dynamika struktury MSP
Diive nez byla struktura MSP ziskana pomoci rentgeéndifrakéni analyzy o
dostaténém rozliSeni alespoze sinice, bylyc¢ast€né informace o sekundarni struldu

ziskavany pomoci CD (circular dichroism) spektrgekoa infra&ervené spektroskopie
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s Fourierovou transformaci (FTIR, Fourier transfanfnared spectroscopy). Kusé informace
o terciarni struktte poskytovaly také cilené mutace ri@nych mistech proteingast&né
Stpeni proteazami a chemické modifikacgedevsim s pouzitim propojovaciaiinidel
(crosslinkers). Vysledkyethto studii shrnuji Popelkova a kol. (2003). Vygyx nich, ze
MSP ma v roztoku charakter takzvaného iitneusptddaného (intrinsically disordered)
neboli @irozere rozvolreného (natively unfolded) proteinu (viz také Lydakignantiris a
kol. 1999). Podobné proteiny obvykle ziskavaji gtdbstrukturu az po navazani na jiny
protein, popipact nukleovou kyselinu, na které mohou diky svym wviastem perfekth
nasednout.

VétSina studii také nazdevala jiné usptadani MSP v roztoku a navazaného na
fotosystém II. Nafiklad Enami a kol. (1998) analyzovali v MSP ze &jarpozice propojeni
vytvoienych  pomoci  EDC  N-ethyl-N'-(N,N-dimethyl-3-aminopropyl)karbodiimid),
propojovaciho ¢inidla vytvéejiciho kovalentni vazby mezi aminovou a karboxglov
skupinou v pipad, Ze jsou ve vzdalenosti typické pro van der Waaldaterakce. Autti
studie zjistili, Ze p pasobeni EDC na MSP v roztoku se propoji Lys14 (lyspozici 14) s
Glul0 (kyselinou glutamovou v pozici 10) a Lys4&lsi246, kdezto $ pasobeni EDC na
MSP vazané na fotosystém Il se Glu246 propoji 489s

Zajimavé vysledky finesly téz studie termostability MSP. Lydakis-Siriias a kol.
(1999) zjistili, Ze po zalati MSP ze Spenatu na 90 °C &topném ochlazeni byl protein stale
schopny vazby na fotosystém I, jehoz aktivita ¢ukce kysliku) byla obnovena az z 80 %
oproti vzorku s nezahtym MSP.

V sekvenci MSP jsou dva pirkonzervované cysteinové zbytky (Cysl19 a Cys44 u
Thermosynechococcus elongatGys28 a Cys55 u Spenatu). Nikitina a kol. (2008tikj Ze
pokud je mezi nimi vytvieny disulfidicky niistek, sili to stabilizuje strukturu MSP
v roztoku. Pokud jsou cysteinové zbytky redukovéaiéulfidicky mastek neni vytvieny),
MSP je mnohem nachyjsi k denaturaci m@mvinou. Autdi vSak gedpokladaji, Zzen vivo
nemusi byt disulfidicky ristek vytvden stale, ale Ze redukce/oxidace MSP (v zavistasti
prostedi v thylakoidu) mize souviset gzenim jeho funkce, podobrjako je reverzibilni
redukci/oxidaci disulfidickych #hstkia regulovana aktivita thylakoidniho imunofilinu
FKBP13 (Gopalan a kol. 2004). Gopalan a kol. (2a04%, vzhledem k jejich experimeamh
s imunofilinem FKBP13, navrhuji koncept redoxniukge v luminu thylakoidu s tim, Ze by
luminalni enzymy byly aktivovany za &la oxidaci jejich cysteinovych zbyik To je
v kontrastu s procesy ve stromatu, kde jsou enzymswtla aktivovany naopak redukci

disulfidickych mistki (Schurmann a Jacquot 2000).
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Koncept regulace OEC zaiznych s¥telnych podminek prosgdnictvim zndn
v konformaci MSP, v tomtoifpadt vSak indukovanych zémami pH, navrhuji také Shutova
a kol. (2005). Svymi experimenty zjistili, Zeip@ménach pH obdobnych fyziologickym
zménam Vv luminu thylakoid na setle a ve tn¢ (5,7-7,2) MSP mni svou konformaci.
V mirn¢ kyselém prosedi (za swtla) jsou hydrofobni aminokyselinové zbytky jadreSRI
vice gistupné z roztoku (Shutova a kol. 2005).

Celkow se o struktte MSP d&ict, Ze je pravépodobré do velké miry prornliva a
Ze tato dynamika fize hrat dlezitou roli ve funkcich, které MSP v rosttinzastava
(Popelkova a kol. 2003; Williamson 2008).

3.1.3 Vazba MSP na fotosystém Il

Mnohymi biochemickymi experimenty bylo zidvano, jakym zfisobem se vaze
MSP na fotosystém II. Byla prové&th misti-specifickd mutageneze genu pro MSP a
chemické modifikace izolovaného proteinu.é¢hto studiich, které shrnuji Popelkova a kol.
(2003) a Williamson (2008), byly &éeny polypeptidové Useky i jednotlivé aminokyseli@ov
zbytky podstatné pro vazbu MSP na jadro fotosyst@muétSina tchto poznatk souhlasi
s analyzou vazebnych mist ve strdktUMSP ze siniceThermosynechococcuslongatus
kterou provedli De Las Rivas a Barber (2004). Wotétnice se interakci s viritimi
podjednotkami fotosystému lI¢astni pedevsim hlavova doména, ,krk“, ktery ji spojuje
s B-soudkem, filéhajici cast B-soudku a smiky vycnivajici z hlavniho da proteinu (N-
koncova smyka a smyka mezi B-vlakny 1 a 2). B porovnani &chto oblasti
s konzervovanymi oblastmi sekvence MSP se ukazelsi vzajemé dokre odpovidaji (De
Las Rivas a Barber 2004).

Nejrozsahlejsi interakce s MSP maji proteiny CP4B1a Tyto interakce zahrnuji
vodikové niistky a elektrostatické vazby. Manganovy klastr eisgén praw mezi oblastmi
interakce CP43 a D1 s MSP. Pobliz se nachazi takénCovy helix proteinu D2, ktery
s MSP tvéi minimalré dva vodikové nastky. S proteinem CP47 interaguje MSP skiast
hlavové domény nejvzdal&si od €la proteinu.

MSP interaguje také s proteinem CP47 z druhého menodimerického komplexu
fotosystému Il. Tato vazba, které s&astni smyka mezip-vldkny 1 a 2 vgnivajici z tla
MSP, ma pravébodobré vliv na stabilizaci dimerické organizace fotosystéll (De Las
Rivas a Barber 2004). Umésii MSP wici vnitinim podjednotkam fotosystému Il, se kterymi

interaguje, ukazuje obrazek 12.
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Obr. 12: Umisténi MSP sinice Thermosynechococcus elongatus vic¢i podjednotkam
fotosystému I, se kterymi interaguje. MSP (PsbO) zobrazen Sedé, D1 Zluté, D2
oranzoveé, CP43 zelené, CP47 Cervené a PsbU rizové. (a) Pohled podél povrchu
membrany, (b) pohled pfiblizné kolmo na povrch membrany, (c) interakce s proteinem
CPA47 z druhého monomeru fotosystému Il. Prevzato z De Las Rivas a Barber (2004).

Opet zastava otazkou, co vSe z utlap vazbach MSP z termofilni sinicetgeme
vyvozovat pro vysSi rostliny.rBstoze se podle struktury ziskané je@sticovou analyzou
z kryoelektronmikroskopickych snimikzda, Ze MSP je na fotosystému Il Spenéatu ve stejné

pozici a také v jedné kopii na jeden fotosysténakio u sinice (Nield a kol. 2002, Nield a
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Barber 2006), ¢které biochemické experimenty nazop, Ze ve vysSich rostlinach se na
jeden fotosystém Il vdZou &kopie MSP. Nafiklad Popelkova a kol. (2002) uvgi Ze gi
opétovném navazovani MSP na fotosystém Il Spen&bdgm zbaveny gich protei se
maximalni rychlosti vyvijeni kysliku dosahlo a# pridani dvou mai MSP k jednomu molu

fotosystému Il

w v s

3.1.4 Interakce MSP s dalSimi vn éjSimi proteiny fotosystému Il

3.1.4.1 Interakce MSP v sinicich

V sinici Thermosynechococcesongatusinteraguje MSP s proteinem Psbigp svoji
hlavovou doménu. Protein PsbV je ve fyzickém kottak PsbU, ne vSak s MSP (De Las
Rivas a Barber 2004). Pro vazbu PsbU na fotosy#t@mutna gitomnost navazaného PsbV
narozdil od pitomnosti MSP — PsbU setfe na fotosystém Il vazat i pokud je MSP
negitomen (Eaton-Rye 2005).

Zatim neni zcela jasné, jak se na fotosystém ltsinazi homology proteinPsbP a
PsbQ. Nkteré strukturni charakteristiky napovidaji, Ze raghly byt vazany k membrén
pomoci lipidové kotvy na N-konci (Thornton a koD@). Thornton a kol. (2004) z{i@vali,

v jakém stechiometrickém paimu jsou v izolovanych thylakoidnich membranach cgni
Synechocystigroteiny CP47 a homology PsbP a PsbQ. Homolog PlsWQpiitomen
piiblizné ve stejném mnozstvi jako CP47¢ehoz vyvodili, Ze je i2jmé vazan jednou na
kazdém monomeru fotosystému Il. Homolog PsbP kybmen v silg substechiometrickém
mnozstvi — pouze 3 % mnozstvi CP47. Vzhledem k tarauyto homology nejsouipomny

v modelu struktury fotosystému Il sinice (Ferrar&ol. 2004; Loll a kol. 2005), jsou nejspis
oba k fotosystému Il vazany jen vélnThornton a kol. (2004) z toho mimo jiné vyvozé
oba tyto homology budou mit nejspiS v sinicich tagni funkci, gicemz funkce homologu
PsbP by mohla souviset se skladanim fotosystémauproto by nemusel byt na fotosystém
vazan trvale.

Jackson a kol. (2010) nedavno publikovali modellgtrry homologu PsbQ ze sinice
Synechocystigiskany pomoci rentgenové krystalografie. Prottwrauto homologu chybi
nekteré struktury, které jsou u PsbQ ze Spenatiiepot pro vazbu na fotosystém Il, jeho
zpasob vazby na fotosystém Il sinice bude pegoatiobrk jiny (Jackson a kol. 2010).

3.1.4.2 Interakce MSP vySSich rostlin a zelenyclitas
Podle mivodniho modelu vazby ¥sich proteiti ve vysSich rostlinach $nMSP po

navazani na fotosystém |l vyted vazebné misto pro PsbP a ten po navazani zagesp)
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(Miyao a Murata 1989; Suorsa a Aro 2007). \kolnroztoku spolu tyto proteiny neinteraguji
(Miyao a Murata 1989). Zasadni rysy tohoto moddist&vaji zatim stejné.i€kvapivy by se
mohl zdat vysledek Yu a kol. (2006), kterym se pmlwgoomoci chloridu rttnatého odpoutat
z fotosystému Il MSP,itemz proteiny PsbP a Psb@staly navazany. Existuji dohady, Zze
chlorid rtwnaty by mohl zpsobit nepirozenou vazbu PsbP a PsbQ naimiipodjednotky
fotosystému (Suorsa a Aro 2007), Ize to vSak ¥y jinak. Bricker a Frankel (2003) uz
piedtim navrhli, Ze byifitomnost PsbP a PsbQ po odstrdariMISP nemusela nutrvyluc¢ovat
nezbytnost MSP pro navazani PsbP a PsbQ. Protein 3sse mohl vazat zaravea MSP a
vnitini  podjednotky fotosystému I, ptipadt pouze na vniti podjednotky, fcemz
navazany MSP by ovliioval konformacidchto vnitnich podjednotek tak, aby byly schopné
PsbP primaré navazat. R vazbé PsbP mohou préhnout dalSi konformai zmeny, diky
kterym Zistane PsbP pe¥mavazan na vriti podjednotky fotosystému Il i po odstéain
MSP (Bricker a Frankel 2003).

Bricker a Frankel (2003) také ukazali, Ze pro vaz@sbP jsou poeba rkteré
karboxylové skupiny na MSP. Ze strukturnich dat\Jgeodit, Ze PsbP se vaze na zagorn
nabity povrch MSP svymi konzervovanymi klgdmabitymi oblastmi (De Las Rivas a Roman
2005; De Las Rivas a kol. 2007).

Pro navazani PsbQ na fotosystém Il vySSich roglimezbytna fedchozi vazba MSP
a PsbP, zatim vSak neni jasné, jestli se PsbQ nazba tyto proteiny, nebo jen na jeden.
S MSP by mohl protein PsbQ interagovat pomoci siskatickych sil mezi negatign
nabitym povrchenf-soudkové domény MSP a kladmabitym povrchem PsbQ, obdabn
jako prav@podobré interaguje MSP s PsbP (De Las Rivas a Roman 2083;as Rivas a
kol. 2007).

Zpusob vazby protein PsbP a PsbQ na fotosystém feje¢ neni v evoluci tak
konzervovan jako Zjsob vazby MSP, neldov zelenérase Chlamydomonas reinhardtse
pravEpodobré vSechny iti vnéjSi proteiny OEC (MSP, PsbP a PsbQ) vazi na fotéeysl
nezavisle na sa@(Suzuki a kol. 2005).

3.2 Funkce MSP

3.2.1 Stabilizace manganového klastru

Hlavni role MSP v oxyfototrofnich organismech vyzhéz z jeho ndzvu — stabilizace
manganového klastru oxidujiciho vodu (vyvijejickyslik). Vzhledem k tomu, Ze MSP neni
s manganovym klastrem wimmém kontaktu (neposkytuje mu zadny ligand), aléspodle

struktury fotosystému 1l ze sinice (De Las RivaBaaber 2004; Loll a kol. 2005), podili se na
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jeho stabilizaci nefimo. Tato nefima stabilizace iejmé zahrnuje zrény prostedi v okoli
manganového klastru. dou to bytcast&né zneény v konformaci proteitn poskytujicich
ligandy pro atomy manganu a vapenaty kation — prdtB1 a CP43 nebo lokalni zmy
v dostupnosti &kterych ionf, ptipadre i vody (Barber 2008; Yano a Yachandra 2008).

Mutantni siniceSynechocystis nefunknim genem pro MSP je schopna sestavovat
fotosystém Il a udrZzovat ho stejné mnoZstvi jakanu@vani jedinci, ale mnoZstvi
uvolovaného kysliku je podstatrsnizeno, fotoautotrofniist je pomalejSi a jsou kmu
potieba zvySené koncentrace?Ca CI ionti. Kromg toho je tato sinice citl®jsi k vyssi
oz&enosti (Burnap a Sherman 1991).

Oproti sinicim je pro fotoautotrofniist vySSich rostlin a zelenydhs MSP naprosto
nezbytny. Mutantni hiky zelenéfasy Chlamydomonas reinhardtpostradajici MSP nemaji
sestavené fotosystémy Il a nejsou schopny fotoanftdho istu (Mayfield a kol. 1987). V
husentku (Arabidopsis thalianpje MSP kdédovan dima geny (rozebirano nize). Po deni
exprese obou ¢thto gemm pomoci RNA interference nebyly rostliny schopnéstr
fotoautotrof@ a byly u nich pozorovany poruchy v sestavovani tabikte komplexa
fotosystému 1l (Yi a kol. 2005).

V in vitro pokusech se k vyzkumu fotosystému Il pouzivajgrmanty thylakoidnich
membran. V takovych podminkach |zé&spbenim zvySené koncentrace soli s jednomocnymi
kationty, napiklad NaCl, odmyt z fotosystému Il proteiny PsbPPsbQ (Akerlund a kol.
1982). Nasledh je mozné odmyt i MSP, a to zvySenou koncentratii sdvojmocnymi
kationty, napiklad CaC} (Ono a Inoue 1983), nebo pomoci zvySené koncentragoviny
(Miyao a Murata 1984). Pokud vichu této procedury neni v médiu dostai® koncentrace
CI", dochazi ke ztratdvou zectyt atoma manganu vazanych v OEC (Miyao a Murata 1984).
V piipact neporuseného manganového klastru jsou taktaremgetfotosystémy Il schopné
vyvijet kyslik pouze za zvySenych koncentraci néjén ale také C4, a i tak vykazuji jen
zhruba 20% aktivitu oproti intaktnim fotosystém Il (Bricker 1992).

Diky t¢tmto pozorovanim se zd4, Ze MSP stabilizuje mangarbastr gedevsim
ovliviiovanim lokanich koncentraci chloridovych anioatvapenatych katiogt

De Las Rivas a Barber (2004) ze struktury fotosystdl sinice pedpowdéli, Ze
protoze je fylogeneticky nejvice konzervovany a lgkalizovan vésné blizkosti
manganového klastru (15-20 A). To potvrzuji i praeespenatu. Popelkova a kol. (2006)

zjistili, Ze mutace plé konzervovanych argininArgl51 a Argl61dislovani ve Spenatovém
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MSP), které oba zahrnuje DPKGR region, snizuji yyksliku na 20 %, respektive 40 %.
Schopnost takto mutovanych proteivdzat se na fotosystém Il je ovidma jen slab,
schopnost zadrzovat €aneni ovliviéna \ibec, ale schopnost zadrzovat @@ podstati
snizena. Nedavna prace Popelkové a kol. (2009)cnakazuje, Ze mutace kyseliny
asparagové Aspl57 v DPKGR regionu MSP Spenatujsnizhhopnost fotosystému Il vyvijet
kyslik na 30 % oproti kontrole, i kdyZz neni ovléma vazba MSP na fotosystém. | v tomto
piipadt byla podstaté snizena schopnost MSP zadrZzovat chloridové anioktiezto
schopnost zadrZovat vapenaté anionty o¥liannebyla (Popelkova a kol. 2009).

Mutantni MSP ze Spenatui&né dlouhymi delecemi na N-konci (3—18 N-koncovych
aminokyselinovych zbyik vykazovaly podle stugn zkraceni postugn se sniZujici
schopnost vazby na vhili podjednotky fotosystému Il. Diky tomuém také postupé
snizenou schopnost zadrZovat €napoméhat vyvoji kysliku. Schopnost zadrzovat €a u

nich neliSila (Popelkové a kol. 2008).

3.2.2 Interakce s Ca #

Adelroth a kol. (1995) pomoci radioaktivniho vapeha kationtu Ca") ukazali, Ze
odstragni MSP z fotosystému Il znatélrovliviiuje vazbu C&. V negiitomnosti MSP bylo
snizeno mnozstvi G4 vazaného na fotosystém Il a zvySena rychlost jeismciace.
Odstragni MSP tedy pravtpodobré vede k naruseni vazebného mista pro vapenatéigatio
nebo k odstrami bariéry, ktera brani rychlé vgms C&* mezi OEC a okolnim médiem
(Adelroth a kol. 1995).

Heredia a De Las Rivas (2003) a Kruk a kol. (20@&)rhli, Ze vapenaty kation je i
sowtasti struktury MSP. Pomoci FTIR spektroskopie HeredDe Las Rivas (2003) zjistili,
7e fFitomnost C& meéni konformaci MSP v roztoku na m#mspdadanou a snizuje jeho
teplotni stabilitu. Kruk a kol. (2003) detekovalMSP gFitomnost jednoho nizkoafinitniho
vazebného mista pro €a Murray a Barber (2006) dokoncedilir pravdépodobné misto
vazby C&" ve struktiie MSP sinice z anomalnich difkaiéch dat, které ziskali Ferreira a kol.
(2004). Z ¢chto dat vSak neni jasné, jestli se jedna o vapekationty, nebo o kationty
jiného kovu. Kromd toho ze iti aminokyselinovych zbytk navrhovanych jako ligandy
kationtu kovu je pouze jeden vysoce konzervovaegel je konzervovany mé&m jeden je
specificky pro siniciThermosynechococcus elongafiurray a Barber 2006). Popelkova a
kol. (2008) se k vyznamu vazby vapenatych katiorea MSP stavi skepticky a argumentuji
tim, Zze MSP je kysely (pl = 5,2), a tudiZ negatimaboj na proteinuipfyziologickém pH
muzZe zmsobovat nespecifickou vazbu dvojmocnych kationt
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3.2.3 Karbonatdehydratazova aktivita

Pro optimélni oxidaci vody jsourgmé mimo jiné poteba i hydrogenuhiitanové
anionty. Jejich nutnost pro spravnou funkci OECtedy i nutnost karbonatdehydratazy
(carbonic anhydrase), ktera je v dostatemfe produkuje katalyzou reakce oxidu ghého
a vody, prokazali u zeler@dsyChlamydomonas reinhardtifillarejo a kol. (2002). Lu a kol.
(2005) ukazali, ze u hrachu jsou s fotosystémemadobciovany dokonce dva zdroje
karbonatdehydratazové aktivity, z nichz ¢&j&i, Iluminalni, se nachazi na MSP.
Karbonatdehydratazova aktivita MSP je &ilstimulovana manganatymi kation§yaste&ne
také vapenatymi kationty. MSP tedyejms potebuje Mi* jako kofaktor pro maximalni
karbonatdehydratazovou aktivitu (Lu a kol. 2005;d.&temler 2007). Villarejo a kol. (2002)
navrhuji, Ze by karbonatdehydrataza mohla takélkata zgtné reakce, i které reaguji
protony s HC@ za vzniku vody a oxidu uliitého, chranit OECifp nadmérném ozéeni geed

priliSnou acidifikaci odebiranim proton

3.2.4 Predpokladany kanal pro vodu a protony

Jednou z roli, kterymi MSP zajifie spravnou funkci OEC, jegme také podil na
tvorbeé kanalu mezi luminem thylakoidu a manganovym k&str Takovy kanal by mohl
zaji¥ovat kontrolovany vstup substratové vody k mangénay klastru, regulovatiistup
raiznych dalSich malych molekul a z#@p¥at odvod produkit — protorii a kysliku, aby bylo
zabragno nechtnym vedlejSim reakcim (De Las Rivas a Barber 2®ilier a kol. 2001;
Shutova a kol. 2007). Hillier a kol. (2001) ukazae odstragnim vrgjSich proteii OEC
(MSP, PsbP a PsbQ) se zpomali ¢¥gianvody v katalytickém centru.

Ze znamé struktury MSP sinice (Ferreira a kol. 2@ a kol. 2005) je jasné, ze
hydrofilni kanal nerdZze vést vnikem B-soudku, protoZze ten je plny hydrofobnich
postrannichrettzci. Kanal 2ejm¢ vede mezi MSP a viiitimi proteiny fotosystému Il (De
Las Rivas a Barber 2004).

Shutova a kol. (2007) identifikovali ve strukkuMSP siniceThermosynechococcus
elongatusskupinu karboxylovych skupin, ktera je podle ngtheasti hydrofilniho kanaldi
jakési hydrofilni kapsy a funguje jako ,protonovaténa“ — vaze protony uvainé g
oxidaci vody a rychle je delokalizuje na mnozstkEepton, a tim zajiSuje moznost rychle
prijimat dalSi protony. Takovym #Agobem pufruje vnihi prostedi OEC a fenasi protony
do lumina thylakoidu. Zgny v konformaci MSP zavislé na jeho protonaci byhigdirat roli
v regulaci transportu vody k manganovému klastpuogoni zpét (Shutova a kol. 2007).

21



DalSi modely umighi kanali, zaloZzené na krystalografickych strukturach MSP a
fotosystému Il sinic@ hermosynechococcus elongatoavrhli Murray a Barber (2007) a Ho
a Styring (2008). Murray a Barber (2007) maji v&éravmodelu ii kanaly, Ho a Styring
(2008) dokoncetyii. Jeden z kana) ktery navrhli Ho a Styring, zahrnuje aminokyselig
zbytky z MSP, ale ty se liSi od aminokyselinovydiytka, které navrhli Murray a Barber, a
pouze jeden z nich je konzervovany v evoluci MSPiokyselinové zbytky &astnici se
tvorby kanal, které navrhli Murray a Barber, jsou vice konzeamé atastén¢ se shoduji se
zbytky s karboxylovymi skupinami identifikovanymh&ovou a kol. (Williamson 2008).

Ve vsech diskutovanych modelech se&agirtné aminokyselinové zbytky na MSP
nachazeji na flexibilnich snigach. Vzhledem k tomu, Ze tyto modely byly vyvozergy
statické struktury sinice,iastava otazkou, jak se chovaji vivo, kde pravédpodobr muze
MSP nenit konformaci v piibéhu reakniho cyklu oxidace vody atfpzménach vijSich
podminek (Williamson 2008).

3.2.5 Thioredoxinova aktivita

Heide a kol. (2004) izolovali ze zelend@sy Scenedesmus obliquusrotein o
molekulové hmotnosti 28 kDa, ktery vykazoval thiwginovou aktivitu. Cast&énym
sekvenovanim zjistili, Ze se jednd o MSP nebo jélomnolog. Extrakci z izolovanych
thylakoidi potvrdili, Ze se v nich tento protein nachézi. &Zajici je, Ze thioredoxinova
aktivita tohoto proteinu se zda byt specificka paktivaci enzynmi nachéazejicich se ve
stromatu chloroplagt(Heide a kol. 2004).

Obdobny protein (vykazujici thioredoxinovou aktiyise autarm poddilo vyizolovat
také zrasyChlorella vulgaris ale ne Zzasy Chlamydomonas reinhardtiMSP izolovany ze
Spenatu thioredoxinovou aktivitu nevykazoval. Jéazkbu, jestli je thioredoxinova aktivita
MSP specificka prodkteré zelendasy, a jakou ma funkci — jestli se MSRZ®a nachazet i ve
stromatu, aby reguloval aktivitu stromatélnich enigyHeide a kol. 2004). Vzhledem Kk jiz
zmirgné hypotéze redoxni regulace v luminu thylakdi@opalan a kol. 2004) vyvstava také

otazka, jestli by MSP nemohl regulovat aktivitugeiod v luminu thylakoidh.

3.2.6 Vliv MSP na strukturu superkomplexu fotosysté mu Il a
svétlosb érnych komplex G

Jak uZ bylo zmi#no, ze struktury fotosystému Il sinice (Ferreirkah 2004) bylo
Zjisténo, Zze MSP interaguje i s proteinem CP47 druhéhonomeru dimerického komplexu
fotosystému Il (De Las Rivas a Barber 2004). Kédwho také MSP ,v§niva“ pres ,okraj*

komplexu fotosystému Il v mist kde je u vySSich rostlin vazan trimericky hlavni
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swtloskirny komplex (Dekker a Boekema 2005). Elektronmikopscka studie
superkomplek fotosysténi Il a swtlosbérnych komplex vystavenych tznym podminkam
odhalila, Ze po odstrani MSP se znatethméni struktura superkomplexu. Trimericky hlavni
swtloskérny komplex se posune asi 0 0,9 nm a u mnoha sapgrlexi se také feskupi
monomery fotosystétn (Boekema a kol. 2000). Z toho lze usuzovat, Ze MEbilizuje
dimery fotosystému Il a udrZzuje ve spravné poazicnericky hlavni sétloskerny komplex
(Boekema a kol. 2000; Dekker a Boekema 2005; DeRiaas a Barber 2004).

3.2.7 GTPazova aktivita MSP

Ac¢ se div predpokladalo, Ze v luminu thylakdidnejsou nukleotidy, Spetea a kol.
(2004) u Spenatu jejichipomnost v luminu prokazali. Demonstrovali, Ze ylékoidnich
membranach existuje transportni systém pro nuklgad uvnit thylakoidi jsou proteiny,
které je vazi. Jednim 2dhto proteir je prekvapiv MSP (Spetea a kol. 2004). GTP-vazebné
misto MSP Spenétu je prajmbdobré lokalizovano vB-soudkové domén Aminokyselinové
zbytky zahrnuté do vazby GTP nejsou konzervovanyimgssimi rostlinami, zelenymi
fasami a sinicemi, coz je v souladu s pozorovardmiyISP zelenychas a sinic GTP nevaze
— tato aktivita je nejspiS specificka pro MSP vgB3siostlin (Lundin a kol. 2007b).

MSP Spenatu méa nizkou vimt GTP4zovou aktivitu, ktera se aldhtizné patnactkrét
zvysi, pokud je MSP navazan na dimer fotosystémuHildrolyza GTP nejspiS zmi
konformaci smyky mezi B-vlakny 1 a 2, ktera interaguje s proteinem CP4dhého
monomeru dimerického komplexu fotosystému 1l, cozZiZzen vést k monomerizaci

fotosystému aifipadre i k odpoutani MSP z fotosystému (Lundin a kol. 200

3.2.8 Funkce MSP v degradaci poskozeného proteinuD 1

Béhem normalni funkce fotosystému Il a zejména zamdawe oz#enosti dochazi
k ponceni proteinu D1 oxidanty produkovanymi v OEC, kzakné fotoinhibici.
Fotosystémy Il s poSkozenymi proteiny D1 podstumpgjiistale probihajici opravny cyklus,
ktery zahrnuje degradaci péeného D1 a jeho nahrazeni Bosyntetizovanym proteinem.
Tento opravny cyklus je mimo jiné regulovan revieilni fosforylaci rgkterych podjednotek
jadra fotosystému Il (Aro a kol. 2005). Pokud neaitomny MSP, protein D1 neni
degradovan a tid agregaty s proteiny CP43 a CP47 (Yamamoto a k888). Proto
Yamamoto a kol. (1998) navrhli hypotézu, Ze by M86hl fungovat jako jakysi chaperon

zabraiujici agregaci D1, a tim umtdjici jeho degradaci.
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Ve Spenatu je k degradaci poskozeného D1 mimjii&éba pitomnost GTP (Spetea
a kol. 1999). Je tedy pragpbdobné, Ze s opravnym cyklem D1 souvisi GTPazatigita
MSP (Lundin a kol. 2007b). Ve shédd tim je i zjiSEni, ze @i opravném cyklu se dimer
fotosystému Il rozpada na monomery (coZZm byt zgisobeno zrénou konformace MSP po
hydrolyze GTP), které naslegliputuji z granélnich thylakoidnich membran do statimich
oblasti, kde mize dojit k vyngné proteinu D1 (Dekker a Boekema 2005; Aro a kol.200

Lundin a kol. (2007a) navrhuji, Ze by MSP mohl mliv i na defosforylaci proteinu
D1 potebnou k jeho degradaci.

3.3 Funkéni rozdily mezi izoformami MSP v huseni  ¢ku

Sekvenovanim genomu huséni (Arabidopsis thalianabylo zjiS€no, Ze jeho genom
obsahuje dva geny pro MSpsbO1l1apsbO2(The Arabidopsis Genome Initiative 2000). Oba
geny jsou exprimovany a jejich produkty, izoformysM oznaované PsbO1 a PsbO2, se liSi
pouze 11 aminokyselinovymi zbytky. PsbO1 se zdahtawni izoformou, protoZe v rosttin
se ji nachazi gkolikrat vice nez izoformy PsbO2 (Murakami a koD08). A¢ se primarni
struktura izoforem jen malo liSi, nedokdzi se wvadge pin¢ nahradit. Oba mutanti
s nefunknim jednim nebo druhym genem vykazuji jasn&mmfenotypu. Mutantpsbol
(postrada izoformu PsbO1) vykazuje oproti nemutgwa rostlinam zpomalenyast, blect
zelené listy, zvySenou nachylnost k fotoinhibiaiasjSi vyménu posSkozeného proteinu D1
(Murakami a kol. 2002; Lundin a kol. 2007a). Mutasbo2roste rychleji nez mutamsbol
avSak pomaleji nez nemutované rostliny a jeho ljspu tma¥¢ zelené. Kromd toho ma
poSkozeny cyklus degradace D1 @& Ise mu d# pii dlouhodobém nadénném ozéeni
(Lundin a kol. 2007a). Exprese izoforem je vzajérkantrolovana, v obou mutantech doslo
k navySeni mnoZzstvi zbylé izoformy (Murakami a K005; Lundin a kol. 2007a). M vitro
pokusech s navazovanim jednotlivych izoforem, erpvianych v bakteriEscherichia coli
na fotosystém Il bylo zji8ho, Ze ob izoformy se na fotosystém vazi stejliokie, ovSem
produkce kysliku v OEC je o¢no vySsi v pitomnosti izoformy PsbO1 (Murakami a kol.
2005). Lundin a kol. (2008) zjistili, Zze izoformasHO2 ma naopakiiplizné tiikrat vysSi
GTPazovou aktivitu.

Tyto skut€nosti vyplynuly v hypotézu, Ze izoforma PsbO1l sioy#edevsim
k usnadovani funkce OEC (stabilizaci manganového klaskdgzto izoforma PsbO2, které
je vrostlinach husetku podstatéy mérg, ma spisSe regudai funkci potebnou pro vyrénu
poSkozeného proteinu D1 (Lundin a kol. 2007a; Lonaikol. 2008; Allahverdiyeva a kol.
2009).
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MozZnost, Ze d¥ rozdilné izoformy MSP jsoutdeZité i pro pizpisobovani #iznym
vnejSim podminkam, je podpena zjisénim, Ze pi chladové aklimaci rostlin husetkiu se
meéni porer zastoupeni jednotlivych izoforem v rostlinGoulas a kol. (2006) zjistili, Zefip
¢tyricetidenni kultivaci rostlin husetdiu pi 5 °C stoupa v luminu thylakoid mnoZzstvi
izoformy PsbO2 a klesa mnoZstvi izoformy PsbO1, alezmiZze ot souviset s relativh
nadnérnym ozd&enim a paeboucasgjSi vymeny proteinu D1.

PrestoZze ve Spenatu, z hlediska fotosyntézy nejpronkacejSi vysSi rostlig, se
nachazi nejspi§ pouze jedna izoforma MSP, zd4 seyeZ «tSine alespa cast&né
osekvenovanych vysSich rostlin, s vyjimkou ryze, reehazi pr&v dw izoformy MSP
(Lundin a kol. 2007a; Duchoslav a Fischer, nepubvidno). Rozdily vdchto izoformach
mohou hrat vyznamnou roli ve vSech funkcich, ke8P vykonava, coz pra¥gdodobr
umoziuje rostlinam dofe se pizpisobovat prorénlivym podminkdm progedi. Vzhledem
k tomu, Ze v luminu thylakoidse nach&zi velké mnoZzstvi volnych MSP schopnyskdrauti
na fotosystém Il (Hashimoto a kol. 1996), je mozp&,prostednictvim vynény izoforem

muze dochazet i k velmi rychlémdippusobovani aktivity fotosystému Il.
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