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Abstrakt

Oxygenni fotosyntéza byla jisté jednim z nejdulezitéjsi déjl pro vznik velké ¢asti organismi
na Zemi. Oxygenni fotosyntéza probiha na tylakoidni membrané sinic, obdobné jako na tylakoidni
membrané v chloroplastech fas a vyssich rostlin. Tylakoidni membrana obsahuje mimo jiné také
fotosystém I, coz je komplex mnoha proteint. Jednim z nich je také mangano-vapenaty klastr,
stéZzejni komponent pro stépeni vody, pfi kterém vznika kyslik. Pro spravnou funkci tohoto klastru je
dllezity luminalni protein PsbO (znam i jako MSP - manga-stabilizujici protein), ktery je také soucasti
fotosystému Il. U vysSich rostlin je PsbO nezbytnou soucasti fotosyntetického aparatu, jelikoz bez néj
tyto rostliny nejsou schopny zit. Obecnou funkci PsbO je ochrana a stabilizace mangano-vapenatého
klastru. Avsak intenzivni vyzkum toho proteinu ukazal a stale ukazuje nové a nové poznatky o jeho
funkcich. Jmenuiji kupfikladu uvazovanou Ucast PsbO na transportu substratu a produktl k a od
mangano-vapenatému klastru ¢i jeho GTPazovou aktivitu pfi vymeéné proteinu D1. Témito a dalSimi
poznatky o PsbO se zabyva tato prace. Ta byla zpracovana jako literarni pfehled novych informaci o

PsbO (se zamérenim na rostliny) za poslednich nékolik let.
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Abstract

Oxygenic photosynthesis was one of the most important events for big part of organisms on
Earth. Oxygenic photosynthesis takes place on thylakoid membrane of cyanobacteria, as well as it
occurs on thylakoid membrane in chloroplasts of algae and higher plants. Among others, thylakoid
membrane contains photosystem Il which is multiprotein complex. One of the proteins in this
complex is manganese-calcium cluster, crucial component for water splitting. During this event, the
oxygen is evolved. For proper function of this cluster, there is an important luminal protein PsbO
(which is also known as MSP - manganese-stabilizing protein), which is part of photosystem Il as well.
In higher plants, the PsbO is necessary part of photosynthetic apparatus because without it, these
plants are unable to live. General functions of PsbO are protection and stabilization of manganese-
calcium cluster. However, intensive research of this protein revealed and still reveals new knowledge
about its functions. For example, there is a putative role of PsbO in transport of substrate and
products to and from manganese-calcium cluster or its GTPase activity in D1 turnover. These and
more information about PsbO were aim of this work. This work was made as literary overview of new

knowledge about PsbO (with focus on plants) in last few years.
Keywords
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Seznam pouzitych zkratek

AK — aminokyselina/aminokyselinovy zbytek

CCVs — CV containing vesicles - vesikuly obsahujici CV protein

CET — cyclic electron transport - cyklicky elektronovy transport

Co-IP — koimunoprecipitace

CsA — cyklosporin A

CV — chloroplast vesiculation - protein Ucastnici se degradace chloroplastu
Cyt bef — cytochrom bef

FTIR — infracervend spektroskopie s Fourierovou transformaci

IDP — intrinsically disordered protein - vnitfné neusporadany protein

LET — linear electron transport - linearni elektronovy transport

LHCII — light harvesting complex Il - svétlosbérny komplex Il

Mn4CaOs klastr — mangano-vdpenaty klastr

NDH — NADH dehydrogenase-like komplex

NPQ — non-photochemical qunching - nefotochemické zhaseni

OEC - oxygen evolving complex - kyslik vyvijejici komplex

PQ - plastochinon

PQH: - semichinon

PQH?2 - plastochinol

PSI — fotosystém |

PSII — fotosystém |l

PsbO-DR — PsbO down regulated - mutant v proteinu PsbO se sniZzenou expresi tohoto proteinu
PsbO-UR — PsbO up regulated - mutant v proteinu PsbO se zvySenou expresi tohoto proteinu
RC — reakéni centrum

ROS — reactive oxygen species - reaktivni formy kysliku

RNAi — RNA interference

SAVs — senescence-associated vacuols - vakuoly asociované se senescenci



WT — wild type - oznadeni pro rostlinu bez jakychkoliv ¢lovékem zplsobenych mutaci, jez slouzi jako
kontrola k pokusim

XFEL — X-ray free electron laser
Yz —tyrosin 161
Y2H — yeast two hybdrid, kvasinkovy dvouhybridni systém

2D-LC-IB — 2D - kapalna chromatografie kombinovana s imunoblotovanim



Uvod

Jednim z nejzakladnéjsich biochemickych procesl na Zemi je fotosyntéza. Jde o zpUsob,
jakym fotoautotrofové preménuji energii fotonl na energii chemickych vazeb, jeZ je moZno vyuzit pro
Zivot. Sinice, fasy a rostliny fotosyntetizuji mimo jiné diky membranovym komplexiim (tedy
fotosystému |, fotosystému Il a komplexu cytochrom bef), jeZ jsou si u téchto skupin znacné
podobné co do funkce (byt jsou tyto organismy navzajem evoluéné velice vzdalené). Ovsem na
molekuldrni trovni se mohou ony komplexy lisit v aminokyselinovych (dale jako AK) sekvencich, coz
usti v jiné rozloZeni ndboje na povrchu proteinu a tedy jiné moZnosti vazeb ¢asti komplexu mezi
sebou (Fedorov et al. 2019). Vysoka mira podobnosti téchto komplexu je disledkem spole¢ného
plGvodu. Diky endosymbidze (respektive primarni endosymbidze; Mares et al. 2019), tedy procesu,
kdy predek dnesnich rostlin a fas (obé patti do Archaeplastid) pohltil sinici a zaclenil ji do své bunky.

Tim vznikl pavodni chloroplast (McFadden 1999).

Fotosyntetické komplexy mizeme najit na tylakoidni membrané, pficemz u sinic se jedna o
vchlipenou ¢ast plasmatické membrany. U fas a rostlin jsou tyto membrany v endosymbioticky
vzniklych chloroplastech (fotosyntézu zajistujici plastid). Zde se oddélily od vnitfnich membran
chloroplastu. Lze je v rostlinach a rasach délit na grana (struktury podobné sloupeckiim na sebe
naskladanych disk(l) a stromatalni lamely, jeZ grana mezi sebou propojuji (Mares et al. 2019). Jak jiz
bylo feceno vyse, je to praveé tylakoidni membrana, ktera obsahuje fotosystémy a cytochromové

komplexy, jez dohromady zajistuji fotosynteticky transport elektron(.

Shamsipur a Pashabadi (2018) ve své préci popisuji elektron-transportni fetézec jako drahu,
ktera umozZnuje vyuzZiti energie fotonu. Tato energie je pouZita na uvolnéni elektronu z molekuly
chlorofylu a tento elektron nasledné putuje pres elektron-transportni fetézec na finalni akceptor,
kterym je NADP+. Pfi své cesté retézcem je také onen elektron vyuZit na tvorbu protonového
gradientu na membrdané chloroplastu. Aby se molekula chlorofylu regenerovala, dochazi k rozstépeni
(fotolyze) vody. Ziska se tak elektron (pro regeneraci) a proton (podili se na tvorbé protonmotivni
sily), zatimco jako vedlejsi produkt vznika O,. Tento proces uvolnéni a regenerace elektronu probiha
na prvnim Useku elektron-transportniho retézce, tedy na fotosystému Il (ddle jen jiz jako PSII).
Soucasti PSII je kyslik-vyvijejici komplex (OEC — oxygen evolving complex), jehoz hlavni soucasti je

Mn4CaOs cluster (mangano-vapenaty klastr), na némz probiha Kokav cyklus (viz Obr. 1).

Elektrony z PSIlI jsou predavany pomoci plastochinonu na dalsi slozkou fetézce, komplex

cytochrom bef (Cyt bef; Gao et al. 2018). Dimer komplex( Cyt bef zajistuje prabéh Q-cyklu (Cramer,
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Hasan a Yamashita 2011), jeZ slouZi k tvorbé protonmotivni sily. V prabéhu Q-cyklu se postupnou
oxidaci plastochinolu (PQH2) ve vazebném misté pobliz luminalni strany membrany tento méni na
plastochinon (PQ). Pti zjednoduseni mechanismu prenosu elektronu pres Cyt bsf komplex pak vypada
tento déj nasledovné. Jeden ze dvou elektron(, které PQH2 nese, je predan pres Rieskeho Zelezo-
sirné centrum na plastocyanin (popf. cytochrom). Z néj je pak ddle prenesen na PSI. Vznikly
semichinon (PQH') z pavodniho PQH2 preda druhy elektron diky hemu b na PQ ¢i PQH:, vazany v
druhém vazebném misté blize stromatalni membrany. Tim se redukuje zpét na PQH2, ktery m(ize
prenést dalsi par protonl. Timto zplsobem lze vyuZit jeden elektron na prenos 2 proton( (Cramer et
al. 2011). Tak dochazi ke zvyseni koncentrace proton(i na luminaini strané tylakoidu a celkovému
zvyseni protonového gradientu. Na zvyseni protonového gradientu se podili také cyklicky transport
elektront (CET - cyclic electron transport). Pfi ném dochazi k redukci plastochinonu na plastochinol
zpétnym pfenosem elektronu z PSI pres ferredoxin zpét na komplex bef (Cramer et al. 2011).
Zajimavosti je, Ze u vyssich rostlin miZzeme pozorovat dva typy CET: NDH typ (NADPH
dehydrogenase-like) a PGR5 typ (Johnson 2011). Oba maji vzajemné odlisitelné funkce, ale jak uvadi

Johnson (2011), jsou do jisté miry vzajemné redundantni.

Elektron pfeneseny na PSI je opétovné vybuzen do vyssiho energetického stavu a pres
ferredoxin je prenesen na NADP+ za vzniku NAPDH (zprostfedkovano ferredoxin NADP+ reduktazou).
Protonmotivni sila vytvorena rozkladem vody, pfenosem protonu plastochinolem mezi PSll a
cytochromovym komplexem, Q-cyklem a pfipadné CET je nasledné diky ATP syntaze vyuZita na
tvorbu ATP (Shamsipur a Pashabadi 2018). Celé schéma elektron-transportniho rfetézce v tylakoidni

membrané je zobrazeno na Obr. 2.
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Obradzek 1; A) Schéma Kokova cyklu; So -> S4jsou fdze cyklu, kdy kaZda predstavuje jeden oxidacni ekvivalent (elektronovou
diru), jeZ se postupné akumuluji a za spotieby 2 molekul vody se ndsledné regeneruji, pficemz se v pribéhu procesu ziskaji 4
elektrony, 4 protony a molekula O3., PssoYzMo -> PesoY7°*Ms jsou obdobou klasického zndzornéni Kokova cyklu pomoci S-fazi,
kde autori vyjadruji oxidacni ekvivalent pomoci pismene M a jeho stavy pomoci horniho (naboj v dané fazi) a dolniho (fdze)
indexu; B) detailnéjsi popis obnovy cyklu do pocdtecniho stavu spolu s oxidaci Yz a tedy recyklaci reakéniho centra

fotosystému I, PsgoYzM4 fdze je zatim jen teoretickd; Prevzato z Nilsson et al. (2016).
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Obrazek 2; Schéma elektron-transportniho retézce v tylakoidni membradné. Pricny rez. Zleva doprava naznacena trasa
elektronu z PSll pres Cyt bef na PSI. Schématicky naznaceno i vyuZiti makroergnich sloucenin ATP a NADPH v Calvinové cyklu

pro tvorbu cukri za spotreby CO,. Prevzato z Shamsipur a Pashabadi (2018).

Fotosystém Il (PSIl)

Jak uvadi Gao et al. (2018), PSII tvofi obvykle homodimer, ktery je lokalizovan predevsim v
grandlnich membranach (oproti PSI, jeZ je pfedevsim ve stromatdlnich lameldch). Zatim bylo zjisténo
25 proteind (Wei et al. 2016), které se podili na stavbé jednoho monomeru (avsak Shi et al. (2012)
uvadi az 40 proteinli na monomer u sinic). Studium PSll je provadéno jak na sinicich, tak na vyssich

rostlinach a lze tak pozorovat u téchto dvou skupin vzajemné odchylky.

Struktura PSII

Struktura PSlI pro vyssi rostliny byla detailné studovana na hrachu (Pisum sativum; Su et al.
2017). Slozeni komplexu PSlI je nasledovné: proteiny reakéniho centra (RC) D1 a D2, podjednotky
vhitfnich anténnich komplext CP43 a CP47, 12 membranovych podjednotek (PsbE, PsbF, PsbH-M,
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PsbTc, PsbW, PsbX a PsbZ) a 3 zakladni vnéjsich podjednky (PsbO, PsbP a PsbQ; Gao et al. 2018; Su et
al. 2017). Experimenty na sinici Thermosynechococcus elongatus (Ferreira et al. 2004) ukazuji sloZeni
komplexu PSIl znacné podobné sloZeni vyssich rostlin. Mirné odchylky jsou v membranovych
podjednotkach (PsbN, PsbY, a PsbYcf12) a vnéjsich podjednotkach (PsbU, PsbV misto PsbP a PsbQ;
Gao et al. 2018). U sinic vSak také existuji homology PsbP a PsbQ, oznac¢ované jako CyanoP a CyanoQ
(Bricker et al. 2012). Zvlastnosti jsou zde Cervené fasy. U nich mUZeme pozorovat PsbO, PsbQ’
(homolog PsbQ), PsbU a PsbV (Ago et al. 2016). U vyssich rostlin Wei et al. (2016) uvadi ¢tvrtou vnéjsi
podjednotku PsbTn. U zelenych fas a rostlin je jesté mozna pata vnéjsi podjednotka PsbR (Bricker et

al. 2012).

Podjednotky reakéniho centra D1 a D2 jsou si navzajem podobné, obé se skladaji z péti
transmembranovych helix(l. CP43 a CP47 maji také obdobné struktury a skladaji se z 6 helix(, jez
obklopuji RC. Jsou zde pfitomny i lipidy vazané v komplexu, které jednak tvoti kruh okolo RC (které
tak oddéluji od ostatnich protein(), a za druhé se vyskytuji na rozhrani mezi obéma monomery PSl|

dimeru (Gao et al. 2018).

Jak jiz bylo uvedeno vyse, k PSII patfi také OEC, jehoz katalytické centrum je MnsCaOs klastr.
Ten se popisuje jako ,kubanu-podobna“ struktura (kuban je synteticky uhlovodik, jez ma tvar
pravidelné krychle), pficemz ¢tvrty Mn atom z této , kubanu-podobné” struktury presahuje ven a
vznika tak struktura pripominajici Zidli s opérkou (Barber 2017). Klastr méni svou strukturu v zavislosti
na fazi Kokova cyklu (So -> S4), viz Obr. 1. Nejpresnéjsi rozliseni struktur klastru se pohybuji okolo
1,95 A (Suga et al. 2015). Byly ziskany pomoci XFEL (X-ray free electron laser, tedy metoda, ktera by
nemeéla poskozovat nativni konformaci zkoumané struktury). Bylo zjisténo, Ze k funkci OEC je
nezbytna pfitomnost chloridového iontu (Kawakami et al. 2009). Jeho funkce mUze spocivat bud’
v napomahani s koordinaci MnsCaOs klastru, nebo v napomahani tvorby unikové cesty pro protony
uvolfiované v prabéhu Kokova cyklu. Tyto teorie jsou vSak neustdle teréem dohadd, jelikoz ze

strukturnich analyz PSIl vyplyvad, ze dany Cl" iont je od klastru vzdéalen 7 A (Boussac et al. 2012).

VysSe uvedena struktura rostlinného PSII, kterou ziskal Su et al. (2017) z hrachu, je
momentalné nejpresnéjsim modelem pro vyssi rostliny. Jedna se o dva modely struktury
superkomplexu PSII-LHCII (typ C2S:M,, viz déle) s rozlisenim 2,7 a 3,2 A ziskané pomoci kryo-
elektronové mikroskopie. Modely se lisi podminkami, za kterych byla ziskana strukturni data (pH 5,7

s ionty Ca?* a pH 7,5 bez Ca? iontQ).

Vnéjsi podjednotky PSII rostlin jsou ony tfi zakladni PsbO, PsbP, PsbQ, ptricemz vyssi rostliny
maji jesté PsbTn (Wei et al. 2016) a mozna i PsbR (Bricker et al. 2012). Zakladni pojdednotky chrani

lumindlni stranu D1, CP43 a hlavné Mn4CaOs klastr. PsbO je zodpovédny hlavné za stabilizaci klastru,

11


https://www.zotero.org/google-docs/?h59jSE
https://www.zotero.org/google-docs/?h59jSE
https://www.zotero.org/google-docs/?rjlyob
https://www.zotero.org/google-docs/?vGfWo9
https://www.zotero.org/google-docs/?9dSgYU
https://www.zotero.org/google-docs/?0HnvN6
https://www.zotero.org/google-docs/?3ZsmQX
https://www.zotero.org/google-docs/?nkiRsZ
https://www.zotero.org/google-docs/?nkiRsZ
https://www.zotero.org/google-docs/?kCFFoh
https://www.zotero.org/google-docs/?86zjbz
https://www.zotero.org/google-docs/?RbwbcZ
https://www.zotero.org/google-docs/?F1RMyI
https://www.zotero.org/google-docs/?uv4xV7
https://www.zotero.org/google-docs/?uGjgZb
https://www.zotero.org/google-docs/?cAlJzf
https://www.zotero.org/google-docs/?0y4yrr

zatimco PsbP a PsbQ zodpovidaji za regulaci tvorby kysliku (Gao et al. 2018; Ifuku 2015). Podrobnéjsi

informace o vnéjsich podjednotkach PSIl uvedu v dalsi ¢asti tohoto textu samostatné.

Homodimer PSII je obklopen postrannimi komplexy svétlosbérnych antén (LHCII — light
harvesting complex Il). Tato struktura se oznacuje jako superkomplex PSII-LHCII (dale o ném vsak

budu mluvit jako o PSIlI).

Hlavni komponenty LHCII (vnéjsich antén PSII) jsou homo- i heterotrimery sloZzené z
proteind Lhcb1, Lhcb2 a Lhcbh3. Minoritni komponenty LHCII, které se vyskytuji jako monomery, tvofi
proteiny CP29 (Lhcb4), CP26 (Lhcb5) a CP24 (Lhcb6). Su et al. (2017) uvadi, Ze hlavni komponenty
LHCII se vaZi na vlastni PSIl pomoci minoritnich LHCII komponent a tvofi tak nékolik moznych stav(
PSIl komplexu. Ty reaguji na riizné hladiny ozafenosti. C,S; a C5S stavy! maji zvyseny vyskyt p¥i vysoké
ozarenosti, zatimco C;5;M, ¢i C;S;M stavy pomadhaji hlavné pfi adaptaci na nizky osvit. S-LHCII se vaze
na jadro PSIl pomoci CP29 a CP26, zatimco M-LHCII pomoci CP24. Jak uvadi Gao et al. (2018), Lhcb1
pfi jeho zvysené expresi znacné posiluje shlukovani tylakoidd do gran, zatimco sniZzeni exprese toto

shlukovani potlacuje.

Kromé proteinovych sloZek jsou nutné pro spravnou funkci PSIl i jeho kofaktory.
Z nejdulezitéjsich sem spadaji chlorofyly, karotenoidy, lipidy a Mn4CaOs (Gao et al. 2018; Loll et al.

2005). To plati jak pro sinice, tak pro fasy a vyssi rostliny. Pro detailnéjsi predstavu viz Obr. 3.

Funkce PSII

Jadro PSII mGzeme rozdélit dle funkci. D1 a D2 jsou odpovédné za separaci naboje a
transport elektronu z MnsCaOs klastru az na plastochinon, CP43 a CP47 jsou svétlosbérné antény, jeZ
funguji jako ptivadéce energie z vnéjsich antén LHCII. Diky této energii prevedené do reakéniho
centra na P680 (jde o primarni elektronovy donor, jenz se sklada z dvou molekul chlorofylu a dojde k
excitaci a naslednému uvolnéni elektronu z P680. Tento elektron putuje pres feofytin a na pevné
vazany plastochinon PQa, ¢imz vznika komplex P680*PQa". Odtud je predan (pfes nehemoveé vazany
atom Zeleza) na plastochinon PQg. Po redukci dvéma elektrony a nasledné protonaci (ze stromatu) se
plastochinon méni na plastochinol (PQHz), v némz elektrony opousti PSII a presouvaji se lipidovou

dvouvrstvou do komplexu cytochrom( bef (Ifuku 2015; Loll et al. 2005).

Vybuzenim a uvolnénim elektronu z P680 se spousti i dalsi ¢ast elektron-transportniho

fetézce chloroplast(, a to fotolyza vody. Ta je vyrazné pomalejsi (103 — 10®s) oproti pfenosu

1 Cznat¢i “Core”, tedy jadro komplexu PSII, S znaéi “Strong”, tedy silné vazany LHCII protein a M znaéi
“Medium, tedy stfedné silné vazany LHCII protein, dolni index znaci 2 (neni-li tam, znamena to 1) dané
komplexy v celkovém superkomplexu; Su et al. (2017)
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elektronu fetézcem dal (10°s; Shamsipur a Pashabadi 2018). P680" je extrémné silnym oxidaé¢nim
ginidlem (Junge 2019). Zpusobuje oxidaci aminokyselinového zbytku Tyr®! (Y,) podjednotky D1.
K redukci zpét do vychoziho stavu je vyuZit elektron z Mn,CaOs klastru (respektive 4 elektrony), jez se

po Ctyrech exitacich P680 doplni ze dvou rozlozenych molekul vody, viz Obr. 1.

A
Stroma
-+
o~
.
o
intrinsic
subunits
Lumen
extrinsic
subunits

Obrdzek 3; A) Zjednoduseny pohled z boku na PSII-LHCII superkomplex, Sedé znacena lipidickd dvojvrstva B) PSII pri pohledu
z lumen tylakoidu, prerusovand cdra od sebe oddéluje monomery, jadrovy komplex ohranicen prerusovanou elipsou, barvy
odpovidaji barvam podjednotek v A; C) zvyraznéni malych podjednotek PSll, pohled ze stromatdini strany,; D) pohled na
superkomplex z boku (rovnobézné s rovinou membrdny, smérem nahoru stroma, smérem dolt lumen), E) C,S,M; ve sbalené

formé, F) C,S,M, v rozbalené formé. Prevzato ze Su et al. (2017).
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Vné;jsi podjednotky PSII

Jak jiz bylo feceno, hlavnimi vnéjsimi podjednotkami PSII jsou u rostlin proteiny PsbO, PsbP a
PsbQ, vazané na PSII z lumindlni strany. Tyto proteiny jsou ¢asto kddované vice geny, diky ¢emuz
vznika vice izoforem téchto protein(, které jsou si vzadjemné do velké miry podobné. V pfipadé A.
thaliana jde o dvé izoformy PsbO (PsbO1-2), dvé izoformy PsbP (PsbP1-2) a dvé izoformy PsbQ
(PsbQ1-2; Perez-Bueno, Baron a Garcia-Luque 2011). Proteiny PsbP a PsbQ maji v rostlinach i
vzdalenéjsi paralogy, které jsou také lokalizované v lumen tylakoidd, ale ¢asto ziskaly i funkce, které
pravdépodobné nesouvisi s PSII. V A. thaliana jsou to dva PsbP-like proteiny (PPL1-2), sedm (mozZna
osm) PsbP-domain protein(i (PPD1-7) a tfi PsbQ-like proteiny (PQL1-3; Ifuku 2014, 2015; Nishimura et
al. 2016). Co do funkce, rlizné homology zaujimaiji Siroké spektrum funkci, jako napr. ucast na opravé
fotoposkozeného PSII, kde se uplatiuje PPL1, kdezto PQL1-3 a PPL2 se podileji na funkci NADPH

dehydrogendzového komplexu (soucasti cyklické elektronové drahy; Ifuku 2015).

PsbP a PsbQ jsou pfitomné pouze ve vyssich rostlinach a fasach. Ovsem i u sinic lze najit
homologni proteiny (CyanoP a CyanoQ), z kterych se asi vyvinuly eukaryotni formy (Ifuku 2015). Co se
jejich funkce tyce, u CyanoQ jde pravdépodobné o napomahani pfi stabilizaci dimeru PSII, k cemuz
pfispiva i PsbO. U CyanoP je funkce stale predmétem debat, ale pfedpoklada se, Ze se uplatniuje pfi
skladani PSll a nasledné je po maturaci tohoto komplexu nahrazen PsbO (Ifuku 2015), ktery se

nachdzi jak u nizsich, tak u vyssich rostlin a sinic.

Mezi vnéjsi proteiny PSII vyssich rostlin |ze fadit jeSté PsbR, avsak stdle neni jasna jeho
poloha v komplexu (jde-li o vnéjsi ¢i vnitini podjednotku). Jeho role souvisi pravdépodobné s vazbou
PsbP do membrany PSIl (Roose et al. 2016). Také sem spada PsbTn, ktery neni soucasti protein(

chranicich OEC, ale pravdépodobné se podili na ochrané pred fotoinhibici (Chen et al. 2019).

PsbP

Ifuku (2015) uvadi, Ze PsbP mohl byt zasadni protein pro vyvoj PSll v podobé, v jaké se
nachazi v zelenych rostlinach. Experimentalné bylo totiz zjisténo, Ze knockout (mutanti s vypnutou
expresi genu) ¢i knockdown (mutanti se snizenou expresi genu) rostliny v psbP genech vykazuji
poruchy mangan-vapenatého klastru, coz zna¢né ovliviiuje Zivotaschopnost rostlin (Ido et al. 2009).
Pomoci FTIR (infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci) bylo dokazano, ze PsbP
zajidtuje spravné koncentrace Cl a Ca?* iont( okolo OEC. Zajimavé je, 7e PsbP je pravdépodobné
nutny v semenadcich, ovsem u starsich rostlin se sestavenymi PSlI jiz ne (Roose et al. 2016). Dle

Knoppova et al. (2016) ma predchlidce PsbP, protein CyanoP, také svou roli pfi skladani PSlI sinic. V
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prabéhu evoluce byl vSak nahrazen proteinem PsbP, jelikoZ vznikaly nové vazby (napfiklad s CP26;

Knoppova et al. 2016).

PsbP ma velikost 24 kDa (Bricker a Burnap 2005) a vaze se k PSIl svym N-koncem, a to k PsbE,
PsbF (oboji soucasti cytochromu bsse) a PsbR (Su et al. 2017; Suorsa et al. 2006). PsbP a PsbQ se také
vazi k anténnim podjednotkam CP26 a CP43 (ldo et al. 2012, 2014). Byla zjiSténa role PsbP a PsbQ i
v sestavovani PSII-LHCII superkomplexd, kdy pfi sniZzeni koncentrace téchto proteinli bylo mozno
pozorovat mnozstvi nekompletnich PSII-LHCII superkomplex(. Tato zjisténi pFispivaji k teoriim o
vazbé PsbP a PsbQ k CP26 a CP43 (Allahverdiyeva et al. 2013; Ido et al. 2009). Pfi RNAi (RNA
interferenci) PsbP tabaku doslo k akumulaci volnych podjednotek RC (pf. PsbQ, MnsCaOs klastru), a
snizeni kvantového vytézku rostlin (Yi et al. 2008). Bricker et al. (2013) tak vyvozuji, Ze PsbP je v rdmci
své rodiny nezastupitelny pro spravné sestaveni PSII. PsbP interaguje také s PsbO a napomaha pfi

stabilizaci C-terminalnich domén D1 a D2 proteinl (Su et al. 2017; Wei et al. 2016).

PsbQ

PsbQ ma velikost 16 kDa (Bricker a Burnap 2005) a byl pro né&j udélan strukturni model s
rozligenim 1,49 A. Lze ho také nalézt v modelu celkové struktury PSII (Balsera et al. 2005; Su et al.
2017). V préci Balsera et al. (2005) vsak nejde o kompletni strukturu tohoto proteinu (chybi
informace hlavné o N-terminalni oblasti, které vsak ¢astecné doplnili pocitacovou simulaci). DlleZitou
roli zde hraje N-termindlni oblast bohatd na prolin, kde v rdmci jednotlivych skupin organismi

dochazi k nejvyraznéjsim zménam tohoto proteinu v ramci PsbQ-rodiny (Balsera et al. 2005).

PsbQ se vaze na N-terminalni ¢ast PsbO a také na CP43 (Wei et al. 2016). Naopak N-
terminalni ¢ast PsbQ se tahne 50 A a propojuje tak PsbQ a PsbP (Wei et al. 2016). Ovliviiuje tak jeho

konformaci, coz mu umoznuje vazbu k PSII (Ifuku 2015).

Co se funkce PsbQ tyce, Allahverdiyeva et al. (2013) uvadi, Ze po jeho odstranéni nedoslo k
vyraznému ovlivnéni bézné funkce rostlinného PSII. To se projevilo aZ pfi zvySeném ozareni, kdy doslo
vlivem nespravného poskladani PSIl k naruseni nefotochemického zhaseni (NPQ, non-photochemical
quenching - zpUsob, jakym se fotoautotrofové zbavuji prebytecné excitacni energie preménou na
teplo; Allahverdiyeva et al. 2013). Dalsi vyzkumy prichazi s poznatky, Ze pfitomnost PsbQ pomaha
vazbé PsbP a ¢astec¢né obnovuje funkci OEC (vyvoj kysliku) v tylakoidnich membranach (s PsbP a PsbQ
odmytymi pomoci NaCl). Zde autofi na membranu vraceli nativni a mutované formy PsbP spolu ¢i bez
PsbQ (Kakiuchi et al. 2012). Vyvozuji tak, Ze funkce PsbQ spociva ve stabilizaci propojeni PsbP a PSlI,
coz umozni obnoveni koncentraci chloridovych a vapenatych iontl dilezitych pro spravné fungovani

OEC.
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U Cervenych fas a rozsivek se vyskytuje PsbQ’, jez je ¢astecné odlisny od PsbQ vysSich rostlin
(Yamada et al. 2018). Jeho funkce pravdépodobné spociva v posunu redoxniho potencialu
plastochinonu PQx do kladnéjsSich hodnot, coz snizuje tvorbu ROS (v tomto ptipadé O;’; Yamada et al.

2018).

PsbTn

Jde o vnéjsi podjednotku zkoumanou v souvislosti s vytvorenim struktury PSII vyssich rostlin
(Wei et al. 2016). Jde o jaderné kédovanou podjednotku, ktera ma velikost 3 kDa, a je tak nejmensi
vnéjsi podjednotkou. Jako ostatni vnéjsi proteiny PSII, i PsbTn ma dvé isoformy, PsbTn1 a PsbTn2
(Chen et al. 2019). Chen et al. (2019) uvadi, Ze PsbTn se na membrané udrzel i poté, co vsechny
ostatni vnéjsi podjednotky byly chemicky odmyty. Jde tedy o silné se vazici protein. Dle Wei et al.

(2016) je PsbTn vklinén mezi C-terminalni doménu PsbE a CP47.

Co se tyce funkce PsbTn, panuji zde stdle dohady. Predmétem spekulaci je Ucast pfi
pfizpisobovani na zmény tma/svétlo a také pfizpGsobeni se prudkému svétlu. Chen et al. (2019)
zakladaji sva tvrzeni na tom, Ze u dvojitych knock-out mutantl psbTn1 psbTn2 byl zjistén znacny
pokles fosforylace podjednotek D1, D2 a CP43, kterouzto obstarava kindza STNS8 (Betterle et al.
2017). PsbTn tak mlZe slouZit k regulaci této kinazy, jejiz funkce souvisi s opravou PSII pfi
nadmérném osvitu (Chen et al. 2019). Dle téchto autor(i tak mlZe u PsbTn jit o G¢ast na redukci

fotoinhibice, avSak nelze to tvrdit zcela s jistotou.

PsbR

Jak bylo feceno v predchozich odstavcich, jde o podjednotku PSlI, u nizZ se stale spekuluje, zda
je vnéjsi ¢i vnitfni. Nachazi se pouze u zelenych rostlin a fas (neni u ¢ervenych fas; Bricker et al.
2012). Prostorova struktura u ni zatim nebyla popsana. Co zatim vime je, Ze se vaze k PsbP a nachazi
se mezi PsbP a PsbE (Roose et al. 2016). Suorsa et al. (2006) ve své praci uvadi, Zze mutanti v Psb)
neméli v PSIl Zadné PsbR, z ¢ehoZ vyvozuje, Ze Psb) je nutny k vazbé PsbR do PSII. U mutant( v genu
psbR byl pfi nizké hladiné osvitu zaznamenan drasticky pokles obsahu PsbP a PsbQ (Suorsa et al.
2006), stejné jako zvySeni mnozstvi LHCII nespojenych s PSII (coZz ovsem mohl zpUsobit pokles PsbQ,

v jehoZ mutantech byl podil nespojenych LHCII jesté vétsi; Roose et al. 2016).

PsbO

PsbO se jako jedind vnéjsi podjednotka PSII vyskytuje u vSech oxygennich fotosyntetizujicich
organismu (De Las Rivas a Barber 2004). Ke zménam v tomto proteinu v pribéhu evoluce doslo
pouze v koncovych smyckach a povrchovych aminokyselinovych zbytcich (Bommer et al. 2017). Jak jiz

bylo zminéno vyse, mezi jeho hlavni Ulohy v systému patfi stabilizace mangano-vapenatého klastru
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(udrzovani koncentrace vapenatych a chloridovych iont(), ochrana OEC proti reduktantiim a odvod
produktl (protont) z fotolyzy vody (Bricker et al. 2012; De Las Rivas a Barber 2004; Gabdulkhakov et
al. 2009). Avsak co se mechanismu téchto déjl tyce, prozatim zlstavaji velice malo objasnéné (Roose

et al. 2016).

Struktura PsbO

PsbO je protein, pro ktery se uvadi délka 246-249 aminokyselinovych zbytkd? (del Val a Bondar 2017)
a molekulové hmotnosti 27 kDa (De Las Rivas a Barber 2004) v jeho maturované podobé. Napfic 22
zkoumanymi organismy (jednalo se o rostliny, fasy a sinice) si protein PsbO dle Bricker a Burnap
(2005) zachoval 43 % AK zbytk( zcela stejnych ¢i alespon s neutralnimi zaménami. Tento protein tvofi
R-barel (Wei et al. 2016) skladajici se z osmi antiparalelnich R-vlaken, tvoricich “cylindrickou”
doménu. Mezi 5. a 6. B-vldknem se nachazi delsi smycka tvorici “hlavovou” doménu PsbO (De Las
Rivas a Barber 2004; Nield a Barber 2006). B-barel je uvnitf vyplnén hydroféobnimi AK zbytky. Spolu se
zminénou hlavovou doménou (R5-86 smycka) se vazby tohoto proteinu na PSII podili jesté N-
terminalni smycka a R1-B2 smycka (De Las Rivas a Barber 2004). Zde bych upozornil na fakt, Ze De Las
Rivas a Barber (2004) pracovali se strukturou PsbO ze sinice. Avsak Mummadisetti et al. (2016) ¢i Wei
et al. (2016) potvrzuji vétSinovou podobnost PsbO u sinic a zelenych rostlin. Struktura PsbO u vyssich

rostlin je zobrazena na Obr. 4.

2 plati pro vét$inu v dané praci zkoumanych vyssich rostlin (Spinacia oleracea), pficem? autofi uvadi, Ze Morus
nigra i Allium cepa maji tento protein vyrazné kratsi (214-217 AK zbytkd v maturované formé); zkoumano na
PsbO1 izoformé.
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Obrazek 4; Struktura PsbO vyssich rostlin (zde z hrachu); Zluté N-koncovd doména PsbO; bile 3-barel, tedy “cylindricka”

doména; cervené “hlavovd” doména; zelené $1-82 smycka,; Obrdzek vytvoren za pomoci programu Swiss-PdbViewer 4.1.0,

data v ném pouZita puvodem z 5xnl struktury (https.//www.ebi.ac.uk/pdbe/entry/pdb/5xnl) z prdace Su et al. (2017);

popsdno na zdkladé prdce J. De Las Rivas a Barber (2004).

Rozdil ve struktufe PsbO u sinic je hlavné v tzv. “sinicové smycce” (Bricker et al. 2012), jez ma
délku 14 AK. Korespondujici smycka vyssich rostlin k sinicové smycce je vyrazné mensi (Popelkova a
Yocum 2011). Co se polohy sinicové smycky tyce, De Las Rivas a Barber (2004) uvadéji, ze se
vyskytuje na luminalnim konci B-barelu PsbO mezi 4. a 5. B-listem. U rostlin jeji funkci
pravdépodobné nahradil prodlouzeny N-konce. Ten maji vyssi rostliny a fasy zhruba o 10 AK delsi, jde

o usek aminokyselinovych zbytk( *E — 1°E (&islovéno dle $pendtu; Mummadisetti et al. 2016).

DulezZitou soucasti struktury PsbO vsech organism je také jeho disulfidicky mUstek. Pfi jeho
absenci dochazi u tohoto proteinu k destabilizaci terciarni struktury (Wyman a Yocum 2005). Hall et
al. (2010) zjistili, Ze pokud je smés luminalnich protein(i vystavena redukénim podminkam, PsbO je
degradovan. Z toho usuzuji, Ze pro stabilitu PsbO je pfitomnost disulfidického mUstku nezbytna.
Karamoko et al. (2011) se ve své praci zabyvali proteinem LTO1 (Lumen Thiol Oxidoreduktdza 1),
ktery méni redoxni stav Cys zbytk( u luminalnich protein( tylakoidu. Za pomoci kvasinkového
dvouhybridniho systému (Y2H) zjistili, Ze jak PsbO1, tak PsbO2 mohou interagovat s LTO1. Lze se tak
domnivat, Ze pravé LTO1 je protein, ktery zabezpecuje oxidaci disulfidického mstku PsbO1.

Karamoko et al. (2011) tak odvodili, Ze pravé nedostatek LTO1 v jejich mutantech mUze byt pficinou
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$patného sestavovani PSlI, jehoZ je PsbO soucasti. Nedostatek LTO1 totiz zplsobi, Ze PsbO nebude
mit oxidovany disulfidicky mlstek, coZ povede k jeho nestabilité, ktera se zase odrazi v nespravném
skladani PSII. To by pak mohlo vysvétlit znacnou podobnost mezi fenotypem /tol a psbol mutantd.
Kromé interakce s PsbO1 autofi také zjistili, Ze dal$i mozny interaktor LTO1 by mohl byt protein
FKBP20-2 (jde o izomerazu). Ten taktéZ obsahuje disulfidicky mdstek a je také Gcasten na sestavovani
PSII. Neni tak tedy vylouceno, Ze i on by se mohl podilet na defektu PSIl v /to1 mutantovi. Dalsi
podporou domnénky, Ze fenotyp lto1 mutanta je zplsoben nedostatkem funkéniho PsbO Karamoko
et al. (2011) dokladaji mérenim fluorescence chlorofylu. Porovnavani fluorescence psbol a ltol

mutantl ukazala, Ze projevy obou mutantu se velice podobaji.

Disulfidicky mustek, jak bylo uvedeno v odstavci vyse, je dlleZity pro stabilitu PsbO a bez néj
mUzZe byt protein degradovan. Roberts et al. (2012) zkoumali vliv protedz na degradaci PsbO v sinicich
a Spenatu (zde budu uvadét pouze vysledky pro Spenat). V souladu s pozorovanim Hall et al. (2010)
na husenicku i Roberts et al. (2012) na Spenatu zjistili, Ze k degradaci PsbO dochazi po redukci
disulfidického mastku. Autofi tvrdi, Ze jde o redoxné podminény déj. Experimentalné to ovéfili tak, ze
k izolovanym luminalnim proteinim z husenicku a Spenatu pfidali redukovany thioredoxin. Oproti
kontrole (kde vsak bazalni degradace také probihala) bylo moZno pozorovat znaény narust v mire
degradace PsbO. Dalsi pokusy byly provedeny s rekombinantnimi protedzami ze sinice Synechocystis
6803. Nejvétsi efekt mél rekombinantni enzym rHhoA a thioredoxin, které zpUsobily po 10 hodinach
plsobeni pokles PsbO na méné nez 7 % plivodni hodnoty. Autoti podrobili pokusiim o degradaci i
fragmenty membrdan s navazanym PsbO. Zde nedoslo k zadné proteolyze (kromé testd s rHhoA, které
vsak dle autord mohly byt zkresleny kontaminaci vzorku volnym PsbO) a Ize tedy tvrdit, Ze vazany

PsbO je pred degradaci chranén (Roberts et al. 2012).

Vazba PsbO do PSII

Starsi prace na sinicich (De Las Rivas a Barber 2004) uvadi jako hlavni interagujici proteiny s
PsbO vnitini proteiny CP43 a D1. Tyto informace byly potvrzeny i v novéjsich pracech na vyssich
rostlindch (Su et al. 2017). D1 se dle autort De Las Rivas a Barber (2004) poji s PsbO pres své
transmembrdnové helixy a C-terminalni ¢ast. CP43 zase pres svou vnéjsi smycku. Pravé toto misto,
kde dochazi k interakci téchto tfi proteind, je onim mistem, kde se nachazi Mn,CaOs klastr (De Las
Rivas a Barber 2004). Vazbu k CP47 na jeho vnéjsi smycku zabezpecuje hlavova doména PsbO (oblast
AK zbytk( 7L - 179E, &islovano dle Thermosynechococcus elongatus). Pro D2 je vazba zprostfedkovéna
pres C-termindlni vnéjsi helix (De Las Rivas a Barber 2004). PsbO se také napfic¢ organismy ucastni
vazby PSII monomer( do dimeru a miZe tak napomahat v jeho stabilizaci. K této vazbé slouzi
prevazné $1-B2 smycka, jeZ se vaze na velkou vnéjsi smycku CP47 druhého monomeru (Anderson,

Chow a De Las Rivas 2008). Bentley a Eaton-Rye (2008) uvadéji, ze v dele¢nim mutantu PsbO sinice
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Synechocystis sp. PCC 6803 se vétsina PSIl vyskytovala v monomerni formé. Bricker et al. (2012) vsak
navrhuji druhou moZnost, a to, Ze pfi absenci PsbO je rostlina nachylna na silné svétlo, coz vede

k nutnosti rychlé obmény D1 proteinu, k ¢emuz je zapotiebi rozpojit PSIl dimer na monomery. | N-
koncova doména je povazovana za misto dlleZité pro vazbu PsbO k PSII a stabilitu vyvoje kysliku. Zde
bych pfipomnél, Ze N-konec rostlinnych PsbO je delsi oproti sinicovym. Lze tak odlisit dva dilezZité
useky v AK sekvenci PsbO napfic¢ organismy. Pro vyssi rostliny (zde uvedeno pro Spenat) a fasy jde o
Usek *K — °E aminokyselinovych zbytk( (ztrata této sekvence vyvold snizeni schopnosti vyvoje kysliku
0 50 %). Pro rostliny a sinice dohromady to jsou zbytky °E — 8T, Ztrata této druhé sekvence jesté
prohloubi sniZzeni schopnosti tvorby kysliku u rostlin, do$lo-li pfedtim ke ztraté sekvence *K — 1°E

(Popelkova, Im, D’Auria et al. 2002; Popelkova, Im a Yocum 2002).

Miyao a Murata (1984) uvadéji, ze PsbO lze z membran odmyt pomoci 1 M CaCl,, zatimco po
pfidani 2 M NaCl k odmyti nedochdzi narozdil od PsbP a PsbQ. OvSem pouZijeme-li 200 mM NaCl a
2,6 M mocovinu, k odmyti dojde (Miyao a Murata 1984). Dlivodem je pravdépodobné rozruseni
vodikovych mUstkd diky mocoviné, ¢imz se vazba k PSII oslabi natolik, Ze méné koncentrovany chlorid

sodny dokaze protein odpoutat (Bricker et al. 2012).

Izoformy PsbO

PsbO, stejné jako PsbP a PsbQ, je v rostlinach kédovan jadernou DNA (De Las Rivas, Balsera a
Barber 2004). Jak jiz bylo uvedeno vyse, A. thaliana exprimuje dvé izoformy genu psbO (na rozdil
tfeba od Spenatu, ktery ma jen jednu; Bricker et al. 2012), a to PsbO1 a PsbO2 (Murakami et al.
2005). Tyto se u Arabidopsis lisi 11 AK zbytky (Murakami et al. 2002). Lundin et al. (2007) se pfi svém
vyzkumu zajimali o mutanty v psbol a psbo2. Fenotypy obou mutant( se liSily od wild typu® (WT),
avSak oba byly Zivotaschopné. Lze se tak domnivat, Ze izoformy tohoto proteinu jsou vzajemné do

jisté miry zastupitelné.
Funkce PsbO

JiZ starsi prace (Ono a Inoue 1985) uvadi, Ze po odstranéni PsbO odmytim z membrany (viz
vyse) dochazi ke snizeni vyvoje kysliku kvili neschopnosti MnsCaOs klastru prodélavat spravné
jednotlivé kroky Kokova cyklu (v tomto pokusu zjistili, Ze je znemoznén prechod z S; do S4). Stejné tak
je jiz dlouho dobu zndm fakt, Ze PsbO udriuje v OEC stabilni hladinu CI- a Ca% iontd, pfi jejimZ snizeni
se snizi i schopnost vyvoje kysliku (Bricker 1992; Rivalta et al. 2011). Pravé ony nespravné

vrve v

koncentrace iontl zapf¥icinuji zpomaleni ¢i Uplné zastaveni fazi Kokova cyklu (Boussac, Zimmermann a

3 psbo1 mutant mél svétle zelené listy a znaéné pomaly riist oproti kontrole, psbo2 mutant mél listy tmavé
zelené a rast mél oproti kontrole zpomalen jen trochu (Lundin et al. 2007).
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Rutherford 1989; Wincencjusz, van Gorkom a Yocum 1997), ktery je pro tvorbu kysliku nezbytny.
PsbO vsak neslouzi jako donor téchto iontli pro Mn4CaO:s klastr, jelikoZ ten dokaze ¢astecné fungovat
i bez PsbO pfi zvySené koncentraci danych iontl (Bricker 1992). Pro ClI" iont se uvadi vazebné misto

317K proteinu D2 (Guskov et al. 2009), zatimco pro Ca?* jde o ¥ a 3**A proteinu D1 (Loll et al. 2005).

Burnap a Sherman (1991) zkoumali ve svych pokusech sinice, které bylo mozné v Zivném
médiu a za spravnych podminek péstovat i bez PsbO, byt se snizenou produkci kysliku. U vyssich
rostlin je vSak fotoautotrofni rdst bez PsbO (Ci s velmi malymi koncentracemi) nemozny (Yi et al.

2005, 2008).
PsbO a kanaly pro substrat/produkty OEC

PsbO se podili na zastiténi mangano-vapenatého klastru pred vnéjsimi vlivy lumen tylakoidu.
Ovsem aby mohlo dochazet k vyvoji kysliku, je logické, ze v tomto “Stitu” musi existovat kanaly pro
substrat a produkty OEC. Tyto kanaly se pravdépodobné sklddaji z vice jak deseti karboxylovych
skupin (jde o AK zbytky E a D; del Val a Bondar 2017). Gabdulkhakov et al. (2009) ve své praci déli
kanaly na tti typy: 1) kandly privadéjici vodu k OEC; 2) kanaly odvadéjici molekularni kyslik z OEC; 3)
kanaly odvadéjici z OEC protony. Kanaly jsou tvofeny prevazné AK zbytky proteinl PSII. V praci téchto
autorll je PsbO uveden jako ucastnik na tvorbé kanald pro pfivod vody k OEC a kanal( pro odvod
protont. U kandld, jeZ prenasi protony do lumen tylakoid(l, dochazi k pfenosu na zdkladé protonace
AK zbytkd. Jde o tzv. Grotthlv mechanismus, kdy protony , pfeskakuji z jedné molekuly na druhou
(Brzezinski a Adelroth 2006). Je zde také moznost, Ze tyto kanaly obsahuji molekuly vody, jeZ funguiji
jako prenasece protonu (Gabdulkhakov et al. 2009). To ve své praci rozvadi Guerra et al. (2018). Tito
autofi tvrdi, Ze existuje kolem PsbO sit, jez je tvofena vodikovymi mastky, které spojuji zbytky
aminokyselin a molekul vody, jez se mezi nimi nachazi. Témto vodnim spojim autofi fikaji “vodni
draty”. Sit se sklada z PsbO, D1 a D2 AK zbytk(. D2 zbyky tvofi jeji konec v blizkosti OEC, odkud
prochazi az do lumen tylakoidu, kde usti diky AK zbytkdim PsbO. D1 zbytky mohou mit v této siti roli v
transportu proton (Dilbeck et al. 2012; Service, Hillier a Debus 2010) spole¢né s PsbO zbytky (Lorch
et al. 2015).

PsbO jako GTPasa

GTPasovou aktivitu u PsbO pozoroval poprvé Lundin et al. (2008). Autofi na zakladé tohoto
objevu prichazi s tvrzenim, Ze tato aktivita mizZe souviset s D1 podjednotkou PSII. Ta patfi
k “nejnamahanéjsim” ¢astem fotosystému a je u ni nutna ¢asta vyména (Bricker et al. 2012). Za
ucelem této vymény mohly nékteré vyssi rostliny vytvofit vice izoforem PsbO (napf. husenicek a

hrach; Murakami et al. 2002). U A. thaliana je totiz predpokladano funkéni rozdéleni obou izoforem
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(Lundin et al. 2008). Dle tohoto rozdéleni PsbO1 funguje jako stabilizdtor OEC, zatimco PsbO2 se
uplatiiuje ve fosforylaci D1 proteinu, respektive v jeho vyméné. K domnénce o primarni funkci PsbO2

prispiva dle autord fakt, Ze ma trojnasobné vyssi GTPasovou aktivitu nez PsbO1 (Lundin et al. 2008).

PsbO a stresova odpovéd’

Prace Gururani et al. (2012, 2013), které byly provadény na bramborach, poskytly nahled na
vliv abiotickych stresu ¢i vynosnost rostlin, pfi snizené expresi PsbO. Pro indikaci miry stresové
odpovédi na médiich s prfidavkem NaCl, ZnCl, a manitolu vybrali autofi tvorbu ROS, konkrétné H,0,.
Oproti kontrolnim rostlindm vykazovaly rostliny se sniZzenou expresi PsbO (dale jen PbsO-DR, PsbO
down regulated) sniZzenou tvorbu H,0,. Autoti také zaznamenali zvySenou produkci antioxidac¢nich
enzym0 v PsbO-DR rostlinach. Ovsem jak sami uvadéji, neni znama presna pficina tohoto narUstu. V
jednom z pokusu pozorovali autofi v PsbO-DR rostlinach nar(st hladiny prolinu (ktery se bézné
Ucastni stresovych odpovédi; Parvaiz a Satyawati 2008). Dalsi latky, u kterych autofi uvadéji zvyseni
koncentrace v PsbO-DR rostlindch pfi zasoleni, vystaveni tézkym kovim ¢i osmotickému stresu, byly
askorbat a tokoferol. Ovsem u téchto sloucenin byla vyssi koncentrace pozorovana i pti normalnich,
nestresovych podminkach. Kdyz autoti zkoumali PsbO-DR v in vitro podminkach, vSimli si, Ze hlizy se u
téchto rostlin tvoti skoro dvojnasobné rychleji nez u rostlin PsbO-UR (PsbO up regulated) a PsbO-WT.
Spolecné s tim zjistili, Ze PsbO-DR rostliny maji v priiméru vétsi vynos a pocet hliz na rostlinu nez
PsbO-UR a kontrola. Pro porovnani Gururani et al. (2012) vypéstovali transgenni rostliny i ve skleniku.
Po 45 dnech pak provedli méreni, kdy zjistili, Ze az 80 % PsbO-DR rostlin jiz mélo vytvorené hlizy,
zatimco PsbO-UR a WT rostliny hlizy nemély viibec. Avsak rostliny jako takové byly co do vzristu
srovnatelné ve vsech tfech zkoumanych liniich. Kromé hliz byl u PsbO-DR zaznamenan i narlst v
koncentraci sacharid(l a jiz zminéného askorbatu (ktery pozdéji autofi dali do souvislosti se stresem).
Narlst sacharidl mohl byt zplsoben vétsi fotosyntetickou aktivitou, kterou autofi na PsbO-DR
rostlindch naméfili. Vétsi velikost hliz by mohla byt zplsobena zvySenou aktivitou cytokinind (Roitsch

a EhneR 2000), které jsou hladinou sacharid( ovliviiovany.

Podrobeni PsbO-DR rostlin stresu tézkymi kovy nasledné ukazalo, Ze jsou mnohem
stabilnéjsi, co do fungovani fotosyntetického aparatu, nez kontrolni rostliny. Obdobné vypadaly
vysledky i pro osmoticky stres Ci zasoleni. Na podporu svych vysledkd autoti uvadéji praci Pawtowicz,
Kosmala a Rapacz (2012). V ni byly pokusy provadény na travach (Festuca arundinacea a F. pratensis).
Tito autofi zjistili, Ze rostliny s vysokou toleranci na sucho maji mensi expresi PsbO nez rostliny s
mensi toleranci na sucho. To naznacuje, Ze snizovani hladiny PsbO by mohl byt jeden z mechanismu
slouZzicich rostliné k vyrovnani se se stresem, avsak je nutny dalsi vyzkum k potvrzeni této domnénky

a odhaleni mechanismu takové reakce. Zavérem kapitoly je tfeba jesté poznamenat, Ze pozorované
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efekty pokusd Gururani et al. (2012, 2013) se zdaji byt spiSe neptimymi dlsledky pozménéného PSll a

s tim souvisejicich zmén fotosyntetického aparatu.

Nové poznatky ohledné PsbO

Novinky ze struktury PsbO

Mummadisetti et al. (2016) provadéli na PsbO radiolytické znadeni (zjistovali, které AK zbytky
byly vystavené roztoku). Zjistili, Ze i néktera mista PsbO, ktera nezajistuji pfimo vazbu k PSlI, jsou
rezistentni vci oxidativnim modifikacim zplsobenym touto metodou (Mummadisetti et al. 2016;
Obr. 5). Z toho autofi vyvozuji, Ze tato mista slouzi k vazbé jinych ¢asti PSIl jako je napf. PsbQ. Tato
teorie je vsak zaloZena na predpokladu, Ze PsbQ je v podobné pozici jako bakterialni CyanoQ a je na
rozhrani dimeru PSII (Liu et al. 2014). Podporou pro ni je prace Wei et al. (2016), kde na PSll z hrachu
autofi uvadeéji, Zze PsbO se svou N-koncovou doménou vaze k PsbQ. Dalsimi moznostmi, pro¢ nedoslo
k modifikacim, jsou dosud nepopsané vazby luminalnich proteind, jako jsou katalazy, polyfenol
oxidazy, TL29 (protein s moZnou Ucasti pfi stabilizaci luminalni ¢asti PSII), TLP18.3 (protein Ucastnici
se skladani a opravy PSll), YCF39-like protein (také protein s predpokladanou ulohou pfi skladani PSlI)
¢i vazba druhého PsbO (k tomu zatim neexistuji dostate¢né dlkazy; Bricker et al. 2012; Granlund et
al. 2009; Chidgey et al. 2014; Mummadisetti et al. 2016; Sheptovitsky a Brudvig 1996; Tomizioli et al.
2014).

Jako dalsi moZny protein, ktery interaguje s PsbO, uvadéji Jiang et al. (2017) protein HSP90C v
A. thaliana. HSP90C je chaperon ve stromatu chloroplastu (Inoue, Li a Schnell 2013), u kterého autofi
zjistili za pomoci kvasinkového dvouhybridniho systému, Ze PsbO1 je jeden ze Sesti proteinl s nim
interagujicich. Pro zlepSeni pozorovani interakce HSP90C a PsbO1 si autofi vytvofili fuzni proteiny
PsbO1-GFP. U téchto fuznich proteinl vSak zaznamenali zpoZdéni v pfenosu pres membranu
tylakoidu oproti rychlosti prenosu WT PsbO1. Autofi uvadéji, Ze pfi pozorovani transformovanych
rostlin bylo patrné zpozdéni v zezelenani déloznich listki semenacka. To bylo dle nich zplsobeno
mensim obsahem chlorofylu. Tento efekt byl tim silnéjsi, ¢im byla vétsi exprese PsbO1GFP. Avsak ¢im
byly rostliny starsi, tim byl nedostatek chlorofylu mensi, a proto je mozné predpokladat, Ze slo pouze
0 zpozdéni v dozrdvani chloroplastu. Pro ovéreni hypotéz byly pouzity dalsi konstrukty, které
obsahovaly stromatalni cilovou sekvenci a tylakoidni cilovou sekvenci. Jiang et al. (2017) u rostlin s
témito konstrukty nepozorovali zménu fenotypu oproti WT rostlinam, a tudiz za zpoZdéni maturace
semenack byl pravdépodobné zodpovédny plnohodnotny PsbO1GFP protein. Pfi pozorovani vyvoje
transformovanych rostlin se Jiang et al. (2017) zaméfili na zbarveni listll. Intenzita GFP signalu se jim

zvySovala ve sméru od zelenych casti listl ke Zlutym az bélavym ¢astem, coZ podporuje tvrzeni, Ze za
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zménu barvy (a tedy mnozstvi chlorofylu) mlze PsbolGFP. K prizkumu mechanismu, jakym
dochézelo k opozdénému zelenani listl u PsbO1GFP byl pouZit konstrukt HSP9OC™A¢ (FLAG-tag je
proteinova znacka pripojujici se k C-konci proteinu; Oh et al. 2014), ke kterému byl nasledné
transformovan PsbO1GFP. Autofti poté zkoumali nékolik transgennich linii, avSak nikde nepozorovali,
Ze by doslo ke zpoZdéni zezelenani oproti WT. Je tedy moZzné, Ze zvySena exprese HSP90C do jisté
miry kompenzovala negativni plisobeni PsbO1GFP. Lze tak predpokladat, Ze HSP90C v rostliné
urychluje a pomaha s transportem PsbO1 do tylakoid(. U této prace vsak vyvstava otazka, a to, zda
PsbO2 také neni jednim z interaktor s HSP9OC. Jiang et al. (2017) ho sice pomoci Y2H screeningu s
HSP90C nespojili, ale také nepodnikli zadné dalsi kroky v hledani pfipadné interakce. Je zde tedy

nutnost dalSiho vyzkumu.
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Obrdzek
5, Struktura PsbO vyssich rostlin pouZita pri radiolytickém mapovdni domén tohoto proteinu, jeZ byly vystaveny roztoku.
Modré kulicky zobrazuji 77 oxidativné znacenych aminokyselinovych zbytku. A) pohled na PsbO z perspektivy vnitrnich
podjednotek PSll, cervené teckované jsou AK zbytky, jeZ interaguji s podjednotkami PSIl a nedoslo u nich k oxidativni
modifikaci; B) pohled na PsbO z lumindlni strany tylakoidni membrdny, domény oznacené jako A a B neobsahuji prakticky
Zadné oxidativni modifikace, zelené teckované jsou AK zbytky, jeZ byly vystaveny rozpoustédlu a nedoslo u nich k oxidativni
modifikaci (nabizi se zde vysvétleni, Ze jde o AK zbytky, jeZ jsou chrdnény zatim nespecifikovanymi interagujicimi proteiny),; C)
model PsbO vyssich rostlin zasazeny do kontextu PSll sinic, CP43 zndzornéno svétle zelenymi kulickami, CP47 béZovymi

kulickami, ostatni podjednotky zobrazeny jako Sedé kulicky; prevzato z Mummadisetti et al. (2016).
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Charakteristikou struktury PsbO jako samostatného celku, ¢i ve vazbé na PSII, se zabyvali
Offenbacher, Polander a Barry (2013). Ti uvadéji, Ze PsbO je tzv. vnitiné neusporadany protein
(intrinsically disordered protein, IDP), tedy Ze jde o protein, ktery ma v roztoku znacné proménlivou
konformaci a stabilnim se stane aZ po vazbé na jiny protein. Jednou z charakteristik IDP je znacny
pocet nabitych AK zbytk( na jeho povrchu, které zamezuji jeho shlukovani v roztoku (Lawrence,
Phillips, a Liu 2007; del Val a Bondar 2017). Tyto nabité AK byly pozorovany hlavné na smyckach, jez
vykazuji znacnou dynamicnost, a které tak pravdépodobné hraji znacnou roli pfi vazbé na PSII (del Val
a Bondar 2017). Wyman, Popelkova a Yocum (2008) uvadi, Zze mutaci W241F docilili zhorseni vazby
PsbO do PSIl a sniZeni produktivity OEC. | dalSi mutace vedly k potiZim s vazbou do PSII, z ¢ehozZ bylo
vyvozeno, ze diky témto mutacim doslo ke zvysSeni stability proteinu, a tedy ke snizeni jeho flexibility,
jez je dalezita pro vazbu k PSII. V praci Offenbacher et al. (2013) je poukazano na zavislost
konformace PsbO na teploté, kdy dochazi k viditelnym zméndm struktury PsbO. Autofi pozorovali
zménu v dynamice PsbO skrze cely S-cyklus pfi teplotach 263 K a 277 K. Nejvétsi rozdily ptifazuji
prechodu z S; do S; faze Kokova cyklu (za teploty 277 K). Offenbacher, Polander a Barry (2013) déle
uvadéji, ze i pres vzdalenost, ktera déli PsbO od Mn4CaOs klastru (cca 17A) spolu dokazi tyto
komunikovat, a to pres vodni sit, jeZ obklopuje OEC (Polander a Barry 2012). Na tu se PsbO napojuje

pres své amidové skupiny AK zbytkd, jeZ jsou soucasti vodni sité OEC (Offenbacher et al. 2013).

Novinky o izoformach PsbO

Dvé izoformy PsbO ma podle dostupnych informaci vétsina krytosemennych rostlin, zatimco
nahosemenné rostliny maji pouze jednu (Duchoslav a Fischer 2015). Tito autofti uvadi, Ze rozdily mezi
izoformami se pohybuji v rozpéti 6-26 AK zbytkd. K nejcastéjsSim zméndm dochazi diky substituci
aminokyselinovych zbytk( D a E. Zajimavé je, Ze izoformy PsbO vznikly v evoluci opakované
nezavislymi genovymi duplikacemi. Vzajemné paralogy daného druhu jsou si totiZ vice pfibuzné, nez
isoformy z dvou rliznych druhl (pokud jsou z riznych ¢eledi; Duchoslav a Fischer 2015). Hledanim
rozdill na rGznych hladinach (v rdmci izoforem, v rdmci ¢eledi ¢i mezi druhy) tak dosli Duchoslav a
Fischer (2015) k zavéru, Ze co se tyce AK zbytk(, které vazou PsbO k PSII, izoformy krytosemennych
rostlin se prakticky nelisi. V této praci autoti uvadi, Ze nejvétsi rozdily mezi izoformami jednoho
druhu jsou obvykle na B1-R2 smycce a na konci B-barelu, jeZz sméfuje do lumen. Nejrozsahlejsi rozdily
mezi celedémi ¢i mezi druhy Ize pozorovat na R5-86 smycce a pfiléhajicim R6 vlakné (Duchoslav a
Fischer 2015). Autofi predpokladaji, Ze strukturni rozdily mezi izoformami tak Usti v rozdilné funkce.
Ty by mohly spocivat v rozdilné GTPazové aktivité ¢i rozdilné vazbé potencialnich interaktord

(Duchoslav a Fischer 2015; Lundin et al. 2008). Vice viz v ¢asti PsbO jako GTPaza.
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Na studii mutant( v rliznych izoformach PsbO se ve své préaci zaméfili Suorsa et al. (2016).
Tito autofi si vytvofili pro sv(ij pokus nékolik mutantd. Slo o mutanty v psbO1, psb02, psbO2
psb01/psb0O1 (mutant v psbO2 a heterozygot v psb01) a A5 (pétinasobny mutant s minimalnim
poctem podjednotek OEC potiebnych pro jeho funkci). Mutant psbo2 psbol/psbol obsahoval stejné
mnozstvi PsbO1, jako mutant psbol obsahoval mnoZstvi PsbO2. A5 mutant obsahoval mutace psb0O1,
psbP2, psbQ1, psbQ2 a psbR1. Vzhledové byl psbo2 mutant velice podobny WT rostlindm. Oproti
tomu mél psbol mutant svétle zelené listy, malou listovou rizici a vykazoval pomaly rist
(Allahverdiyeva et al. 2009). Mutant psbo2 psbol/psbol byl, co se fenotypu tyée, nékde na pomezi
psbol a psbo2 mutantl. Posledni z uvedenych mutantd, A5, mél prekvapivé podobny fenotyp s
psbol mutantem, tedy svétle zelené listy a zpomaleny rlst oproti WT. P¥i blizsim zkoumani autofi
zjistili, Ze u mutantl psbol a A5 doslo k redukci mnozstvi PSII-LHCII komplexd. Tim se zménil
stechiometricky pomér PSII-PSI, s nimz se zaroven snizil pocet podjednotek PSI. K této zméné doslo
ve vétsi mirfe u psbol nez u A5. V mutantu A5 doslo k relativnimu zvySeni mnozZstvi Cyt bef na vyssi
hladinu nez u WT rostlin. Z toho tak Suorsa et al. (2016) vyvozuji, Ze pfi zméné struktury OEC a tim i
elektron-transportniho fetézce (LET - linear electron transport) vyssi rostliny zvysi miru uziti
alternativnich elektronovych drah jako CET (cyclic electron transport). Diky sniZeni celkového obsahu
chlorofylu tak tyto rostliny mély svétlejsi barvu nez WT rostliny. U mutanta psbo2 byl zaznamenan
mirny pokles v obsahu podjednotek PSII (hlavné PsbP) a LHCII, zatimco ostatni slozky tylakoidni
membrany byly na Urovni WT rostlin. Dale v této prdci autofi uvadéji, Ze zaznamenali znacny pokles
kvantového vytézku PSII u vSech vysSe v odstavci uvedenych mutant( kromé psbo2. Ovsem zajimavé
je, ze pfi kombinaci NDH mutant( (mutant v jedné ze dvou cyklickych elektronovych drah vyssich
rostlin) s psbo1 ¢i A5 mutanty nedoslo k dalSimu snizeni efektivity fotosyntézy (kvantového vytézku
PSIl). K tomu doslo aZ pfi kombinaci mutace A5 s pgr5 (druha draha cyklického transportu). Suorsa et
al. (2016) se tak domnivaji, Ze PGR5 CET je pro C3 rostliny vyznamnéjsi drahou CET oproti NDH.
Suorsa et al. (2016) si na svych mutantech také vsimli podivnych fosforylaci tylakoidnich protein(
PSII. Ty jsou bézné regulovdny redoxnim stavem PQ. Fosforylace zde slouZi k zajisténi spravné
pohyblivosti PSIl predevsim pfi vysoké ozarenosti, kdy je nutno vyménovat poskozené ¢asti PSlI za
nové. Ve WT rostlinach autofi pozorovali zvyseni fosforylace PSII-LHCII za béZzného svétla Ci za svétla
vice excitujiciho PSII. Ke sniZzeni naopak dochazelo za tmy i za svétla, jez vice excitovalo PSI. U psbo2
pozorovali, Ze k defosforylaci proteini D1 a D2 za tmy skoro nedochazelo, zatimco CP43 byl znacné
fosforylovan i pfi svételnych podminkach prospivajicich PSI. U mutant( s mensim ¢i Zadnym obsahem
PsbO1 byla u D1, D2 a CP43 (pfi podminkach prospésnych pro PSI) zaznamendna vyssi fosforylace nez
u WT. Ke snizeni fosforylace PSIl naopak doslo v psbol a psbo2 psbol/psbol, a to hlavné za
normalniho svétla a svétla prospésného pro PSIl. A5 mutanti neprojevily skoro Zadnou fosforylaci ani

za tmy, ani za jinych podminek (vyjimkou byl protein CP43). Zmény ve fosforylaci byly zaznamenany i
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pro LHCII. Kromé A5 mutanta (ktery to mél naopak) byla fosforylace LHCII vétsi pfi svételnych
podminkach vyhovujicich PSIl a normalnim svétle, zatimco pii podminkach prospésnych pro PSI byla
snizena. Zajimavé také je, Ze byt fenotypové podobné, tak co se fosforylace tyce, byly projevy u
mutantl psbol a A5 velice rozdilné. A5 totiz vykazoval oproti psbol daleko mensi miru fosforylace, a
to za jakychkoliv podminek (kromé fosforylace LHCII, a to za tmy a PSI prospésnych svételnych

podminek, kdy byla fosforylace srovnatelna).

Vlivem sniZeni mnoZstvi PsbO pomoci RNA interference na rostliny A. thaliana se zabyvali
Dwyer et al. (2012). Analyzovali antisense linie, které mély celkové mnoZstvi PsbO sniZzené na 25-60 %
oproti WT rostlinam. Pouzity antisense konstrukt mél dle autor( vétsi vliv na PsbO1 (provadéno na
rostlinach, které mély 25 % WT obsahu PsbO). Z celkového PsbO tvofila izoforma PsbO1 u antisense
linii 43 % oproti 59 % u WT. Vzhledem k naruseni normalniho poméru izoforem je otazka, do jaké
miry jsou pozorované zmény zpUsobené snizenym mnozstvim PsbO a do jaké miry zménou poméru
izoforem. Antisense linie mély o 32 % pomalejsi rast. Pfi porovnavani pomérl jednotlivych sloZek PSII
autofi zjistili, Ze snizeni obsahu PsbO bylo imérné (1:1) ke snizeni mnozstvi funkcénich PSIl a k obsahu
proteinu D2, ktery je celkem stabilni podjednotkou PSII. Z toho vyvodili, Ze aktivita PSIl byla sniZzena
diky celkové snizenému obsahu PSll a ne kvuli akumulaci nefunkcnich PSII. Antisense linie mély
snizeny maximalni kvantovy vytézek PSII (Fy/Fwm), ktery byl zplsoben jak snizenim hodnoty Fu, tak
zvySenim hodnoty Fo. To potvrzuje, Ze bylo snizeno mnoZzstvi PSII pfitomnych v listech. Tento jev byl
znam jiz drive pro psbol mutanty (Lundin et al. 2007), takzZe zde autofi pfipisuji tento jev i snizeni
poméru PsbO1/Psb0O2 (Dwyer et al. 2012). Dalsi zmény, které Dwyer et al. (2012) pozorovali v
rostlindch s nizkym obsahem PsbO byly: sniZeni obsahu chlorofylu, zména poméru chlorofylu a/b a
snizeni obsahu PSI. Co se chlorofylu a PSI tyce, ty dle autor(l byly sniZzeny zhruba ve stejném pomeéru
vUci sobé a zhruba v poloviénim poméru vici PSIl. Zména v poméru chlorofylu byla zplsobena
poklesem PSII a PSI (jde tedy hlavné o chlorofyl a v RC). Dalsi zmény Dwyer et al. (2012) zaznamenali
v transportu elektronl (méreno pomoci tvorby kysliku rostlinou) pfes membranu. Zde si vsimli, Ze pfi
zméné poméru funkénich PSIl v antisense rostlindch dojde ke znacné zméné tohoto parametru. Pfi
svételné saturaci autofi pozorovali narast tvorby kysliku u antisense rostlin skoro az na trojnasobek
hodnot WT. Z toho autofi vyvozuji, Ze rostliny s nizSim obsahem PsbO maji oproti WT vice takovych
PSII, které se pfi veliké ozarenosti neinhibuji (avSak celkovy pocet PSII maji antisense mutanti
samoziejmé mensi). Za béznych podminek je totiz pfi svételné saturaci rychlost transportu elektron(
nejvice ovlivnéna Cyt bef (Yamori et al. 2011). AZ pfi nadmérném osvitu je hlavnim omezujicim
prvkem PSII (Dwyer et al. 2012). Pti svych pokusech Dwyer et al. (2012) také sniZili obsah funkénich
PSIl na méné nez 25 % béznych hodnot. AZ po tomto sniZeni byli autofi schopni zaznamenat pfi

svételné saturaci prechod z limitace Cyt bef (co se fotosyntetického obratu tyce) na limitaci PSII.
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Novinky ohledné GTPazové funkce PsbO

V rdmci vyzkumu stresu nadmérnym ozarenim dospéli Wang et al. (2015) k provazani
proteinu CYP38 a GTPazové aktivity PsbO2. Ve své praci autofi studovali mutanta cyp38
postradajiciho imunofilin CYP38. He, Li, a Luan (2004) uvadéji, ze v A. thaliana bylo zatim objeveno 52
genl z rodiny imunofilinG, pfiéemz 16 z nich je lokalizovano v lumen tylakoidl a jedna se tedy zfejmé
0 vyznamné proteiny v tomto kompartmentu (Romano et al. 2005). A pravé jednim z téchto 16
lumindlnich imunofilin( je CYP38 (ortologem CYP38 ve $penatu je TLP40; Fulgosi et al. 1998). Jiz
drivéjsi prace (Sirpio et al. 2008) naznacuji, Ze bez CYP38 rostlina vykazuje sniZzenou fosforylaci D1 a
CP43 PSII. Tito autofi tak spekuluji o moZnosti, Ze se CYP38 ucastni skladani PSII (skladani a vazba D1
a CP43). Sirpio et al. (2008) dale uvadéji, Ze mutant cyp38 vykazoval znacné snizeni vyvoje kysliku pfi
vysoké ozarenosti. To vedlo Wang et al. (2015) k jejich testim, kdy zjistili znacny pokles maximalniho
kvantového vytézku PSII (Fv/Fw) pfi vysoké ozafenosti (trvajici 3 dny). Z vysledk( pokusu, kdy vzrostla
exprese CYP38 pfi nadmérném osvitu, autofi vyvozuji, Ze CYP38 muze hrat roli v ochrané rostliny pfi
fotoinhibici. U cyp38 mutantU totiz dochazi k vyssi Urovni poskozeni D1 proteinu, neZ je tomu u WT
rostlin (Wang et al. 2015). Pfi porovnani psbol a cyp38 mutantl Ize vidét podobnost jejich fenotypt
(svétle zelené listy a maly vzrist oproti WT; Lundin et al. 2007; Wang et al. 2015). Avsak pfi
porovnani jejich tolerance na vysokou ozarenost zjistime, Ze psbol mutant ma miru této tolerance
vySSi (priblizné srovnatelnou s WT; Lundin et al. 2007). Pro zjiSténi vztahu PsbO2 k CYP38 poutZili
Wang et al. (2015) cyklosporin A (CsA; Steinmann et al. 1991). Ten funguje jako obecny inhibitor
cyklofilinG (CYPs - jedna ze dvou podskupin imunofilin(; He et al. 2004). Z vysledkd vyplynulo, Ze
rostliny oSetfené CsA a vystavené vysoké ozafenosti mély zna¢né zvySenou produkci PsbO2 oproti
rostlinam neoSetfenym pomoci CsA, zatimco zména v Urovni transkripce PsbO1 byla pfi téchto
podminkach minimalni. To ovSem nemusi znamenat, Ze inhibice CYP38 za pomoci CsA, spolu s
vysokou ozarenosti, zplUsobily tuto zménu v mife exprese PsbO protein(, jelikoZz Wang et al. (2015) o

tom nepodavaji dostacujici dikazy (problém s CsA jako obecnym inhibitorem CYPs).

Byly to tedy rostliny s psbol mutaci oproti psbo2 a WT, které vykazovaly vyssi GTPazovou
aktivitu PsbO proteinu pfi vystaveni zvysenému osvitu a CsA (mira aktivity byla zaloZena na relativnim
obsahu chlorofylu, ktery je v psbol mutantu snizeny). Jde tak o potvrzeni vyzkumu Lundin et al.
(2007) o vyssi GTPazové aktivité PsbO2. Dalsi pokusy Wang et al. (2015) spodivaly v porovnani miry
exprese PsbO2 v mutantu cyp38, WT a cyp38-C (komplementovany mutant). Experimenty ukazaly, Ze
exprese PsbO2 byla u cyp38 vyssi, nez u cyp38-C a WT. Rozdil byl jesté markantnéjsi, pokud se
rostliny daly pod vysoce intenzivni svétlo. Z téchto vysledkl autofi usuzuji, Ze CYP38 je inhibitorem
GTPazové aktivity PsbO, a to predevsim Psb02. Vysledkem inhibice PsbO2 pomoci CYP38 tak mlze

byt dle Wang et al. (2015) snizeni defosforylace D1 proteinu pfi vysokém osvitu, coz by mohlo zvysit

29


https://www.zotero.org/google-docs/?O0CgEq
https://www.zotero.org/google-docs/?O0CgEq
https://www.zotero.org/google-docs/?dQaxmu
https://www.zotero.org/google-docs/?GRIp2r
https://www.zotero.org/google-docs/?qXciJV
https://www.zotero.org/google-docs/?KD8zuc
https://www.zotero.org/google-docs/?DfAhgE
https://www.zotero.org/google-docs/?JRTRUy
https://www.zotero.org/google-docs/?l4iS7U
https://www.zotero.org/google-docs/?fZJvbV
https://www.zotero.org/google-docs/?clS4iu
https://www.zotero.org/google-docs/?scWasc
https://www.zotero.org/google-docs/?JJzJh3
https://www.zotero.org/google-docs/?JJzJh3
https://www.zotero.org/google-docs/?JJzJh3
https://www.zotero.org/google-docs/?JJzJh3
https://www.zotero.org/google-docs/?4cVAkt
https://www.zotero.org/google-docs/?MJDSIp
https://www.zotero.org/google-docs/?MJDSIp
https://www.zotero.org/google-docs/?MJDSIp
https://www.zotero.org/google-docs/?51lmYv
https://www.zotero.org/google-docs/?51lmYv
https://www.zotero.org/google-docs/?twMBo9

jeho stabilitu (nedochdzelo by tak k jeho degradaci). K nasledné degradaci by pak mohlo dojit pfi
nizkém osvitu, kdy, jak autofi uvdadi, je hladina exprese CYP38 snizena a inhibi¢ni efekt na Psb02

¢astecné opadne.

O onom mechanismu vymény D1 proteinu spekuluji bez experimentalnich podklad( ve své
praci i Duchoslav a Fischer (2015). Tito autofi pfichazi s moznosti, jak by mohl fungovat mechanismus
vymény D1 proteinu za Ucasti PsbO2. Diky ponicenim D1 proteinu a Mn4CaOs klastru se spusti
GTPazova aktivita PsbO. Tim se zméni konformace R1-82 smycky, kterazto interaguje s druhym
monomerem PSII dimeru (De Las Rivas a Barber 2004), ¢imz by se mohl monomer uvolnit z vazby.
Takto uvolnény monomer by mohl prejit do stromatalni lamely, kde by se PsbO protein diky zméné
GTPazové aktivity uvolnil (Aro et al. 2005). Nasledné by se odboural poskozeny D1 protein a
nasyntetizoval by se novy. Poté by se mohl PsbO opét pfipojit k PSIl monomeru a ten by se vratil zpét

(Duchoslav a Fischer 2015).

PsbO a posttranslacni modifikace

Jednou z posttranslacnich modifikaci PsbO je nitrace (pfidani NO,). Tou se u Arabidopsis
zabyvali Takahashi et al. (2017). Autofi uvadéji, Ze nitrace byla spusténa béznou ozarenosti v pribéhu
osmi hodin pfi vystaveni rostlin 40 ppm NO,. Tyto podminky vyvolaly selektivni nitraci PsbO1, PsbO2,
PsbP1 a jesté dalsich ¢tyf proteinl nepatficich do PSIl (avsak vice jak 80 % pfipadlo na prvni tfi
jmenované; Takahashi et al. 2015). Nitrace se tykala vyhradné tyrosinovych zbytk( téchto proteint a
méla za ndsledek ¢asteénou inhibici vyvoje kysliku. Jako misto pribéhu nitrace byl uréen °Y (a dalsi
tyrosinové zbytky) u PsbO1 (pro PsbO2 a PsbP1 byly tyrosinové zbytky zjistény pouze na zakladé
pocitacové simulace; Takahashi et al. 2017). Takahashi et al. (2016) pfichazi se zajimavou, le¢ znacné
nepravdépodobnou domnénkou. Tvrdi, Ze °Y PsbO1 by se mohl G&astnit elektron-transportniho
fetézce podobné, jako Yzproteinu D1. Své tvrze autofi zakladaji na pokusech, kdy zjistili, ze pfi uziti
inhibitor( elektron-transportniho retézce (jako jsou DCMU, tedy 3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-
dimethylurea, ¢i azid sodny) nedoslo k redoxni reakci na tyrosinovém zbytku. Nevznikl tak tyrosylovy
radikal a nemohlo tudiz dojit k nitraci, jez vyZzaduje fotooxidaci daného zbytku ke svému prabéhu
(Takahashi et al. 2016). Je zde vsak nékolik problém. Prvni z nich pfindseji nové poznatky o PSII
rostlin (Su et al. 2017), kde byla vzdalenost PsbO °Y od OEC vypoctena na 36,1 A (Takahashi a
Morikawa 2018). Dle téchto autord je to pfrilis velka vzdalenost, aby mohlo dojit k pfimé interakci.
Ovsem prace Morita a Kimura (2003) naznacuji teoretickou moznost tohoto pfenosu. Druhym
uskalym prace je, Ze autoti provadéli pokusy pfi koncentraci 40 ppm NO,, pficemz bézna koncentrace
je 10-50 ppb. Pfi béZné koncentraci funguje NO; jako stimulant rlstu rostlin (Takahashi a Morikawa

2014). Predpoklada se u néj signalizacni funkce (Takahashi a Morikawa 2014). Inhibi¢ni funkce,
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kterou tedy NO, vykazoval, tak mohla byt dle autorl zpisobena 1000nasobnou koncentraci oproti

normalu.

Dalsi posttransla¢ni modifikace, ktera je spojovdna s PsbO je SUMOylace. SUMO, neboli
“small ubiquitin-related modifier” je protein, ktery se dle Novatchkova et al. (2004) ucastni rady
odpovédi organismu na vnéjsi podnéty a dalSich déjd. Jeho funkce spociva v posttransla¢ni modifikaci
daného substratu (Lopez-Torrejon et al. 2013). PFi svém proteomickém vyzkumu cilGl SUMO Lépez-
Torrejon et al. (2013) zjistili, Ze jednim z onéch cil( je mimo jiné PsbO. PouZili k tomu 2-D-LC-IB
metodu (2D-kapalna chromatografie kombinovana s imunoblotovdnim), avsak diky vysoké homologii
PsbO izoforem nebyli schopni urcit, zda jde o interakci s PsbO1 ¢i PsbO2. Autofi také poukazuji na to,
Ze k SUMOylaci pravdépodobné doslo jiz v cytoplasmé, protoze SUMOylacni mechanismus nebyl
nalezen ani v chloroplastu, ani v mitochondrii. Bohuzel, Lopez-Torrején et al. (2013) nepodavaji

zadné konkrétni informace o funkci SUMOylace u PsbO proteing.

PsbO a skladani gran

Jiz v ivodu se zminuji o tom, Ze grana jsou sloupeckovité struktury tylakoidnich membran,
které jsou naskladany na sebe. Timto sloZzenim se tak k sobé dostavaji dvé luminalni strany
tylakoidnich membran a Anderson, Chow a De Las Rivas (2008) jiz dtive pfisli s hypotézou, Ze by spolu
v granech mohly interagovat PSll z protéjSich membran (pfes luminalni mezeru). Spojeni by mohlo
byt zajisténo prostrednictvim vnéjsich protein( véetné PsbO. Jako vysvétleni mechanismu se nabizi
moznost, Ze nabité AK na povrchu PsbO ovliviiuji elektrické interakce pfi skladani (stackingu) gran.
Spusténi skladani do gran tak maze byt ovlivnéno poklesem negativniho ndboje na povrchu PsbO,
kdyz vlivem aktivity fotosyntézy dochazi k tvorbé protonového kanalu (jehoz je PsbO soucasti) a

prenosu kladného naboje (del Val a Bondar 2017).

Uloha PsbO v degradaci chloroplastu

Pro degradaci chloroplastt i jejich proteinl existuje nékolik moZnosti. Nejrozsahlejsi je
autofagie (lzumi et al. 2010). Avsak autofagii mGzeme najit v nejriznéjsich bunécnych
kompartmentech a pfi nejriznéjsich pfileZitostech, jako senescence, napadeni patogenem a stres (Liu
a Bassham 2012). Dalsi moznosti jsou vakuoly asociované se senescenci (SAVs - senescence-
associated vacuoles), kterézto maji vlastni lyticky aparat (Martinez et al. 2008). S tfetim zplsobem,
jak degradovat chloroplasty pfichazi Wang a Blumwald (2014). Ti popisuji jimi objeveny gen CV
(chloroplast vesiculation). Z néj exprimovany protein cili na chloroplasty, kde nasledné indukuje
degradaci a tvorbu vezikul(l, jez pfednostné obsahuiji tylakoidni proteiny. Vznikaji tak CCVs (CV-

containing vesicles), které putuji do vakuoly k degradaci. Wang a Blumwald (2014) na zakladé
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vysledkd koimunoprecipitace® (co-IP) a ndsledné kapalné chromatografie a hmotnostni
spektrometrie zjistili moznou vazbu obou izoforem PsbO na CV protein (provadéno na Arabidopsis
thaliana). Pro potvrzeni autofi poutzili BiFC (bimolekularni fluorescenéni komplementace), kdy
odhalili, Ze PsbO1 a CV skutecné interaguji (zjiSténo in vivo). Dalsi pokusy ukdzaly, Zze CV interaguje i s
PsbO2 ¢i CP43 a D1. Pfimo v rostliné husenicku pak autofi podnikli experimenty s fluorescencné
znacenymi proteiny. Bez exprimovaného CV byl znaceny PsbO1 pozorovan rovhomeérné napfic
chloroplastem. Pfi expresi CV doslo k prekryvu fluorescencnich signald na CCVs, coZ znamen3, Ze se
PsbO1 kumuloval v téchto strukturach. Z téchto pozorovani tak autofi usuzuji, Ze pfima interakce CV
s PsbO by mohla vést k disociaci tohoto proteinu z PSII. Tim by doslo k destabilizaci PSII, ¢imz by se
umoznil lepsi pfistup do RC PSIl pro proteazy, a tedy degradaci tohoto komplexu. Ve starsich pracech
(Henmi et al. 2003; Yamamoto et al. 1998) bylo pozorovano shlukovani podjednotek PSII (hlavné D1 a
CP43), ve kterém nebyl pfitomen PsbO. Wang a Blumwald (2014) naznacuji, Ze toto shlukovani by
mohlo byt signalem, ktery by mohl spusti tvorbu CCVs. Své tvrzeni podkladaji studii Jang et al. (2013),
Vv niZ jeji autoti popisuji zpUsob, kterym mozaikovy virus Alternanthera nici rostliny tabaku. Tento
virus obsahuje protein, ktery interaguje obdobné jako CV s PsbO a zpUsobuje tak mimo jiné vezikulaci

chloroplast(.

Zajimavé poznatky pfi svém vyzkumu Wang a Blumwald (2014) pozorovali, kdyz CV umlcené
rostliny podrobili stresovym testdim. Pfi oxidativnim stresu, zasoleni a suchu tyto rostliny prokazovaly
vy$si stabilitu chloroplastu a nedochazelo tak k predéasnému starnuti. Zde se nabizi porovnani s
pracemi Gururani et al. (2012, 2013), které jsem rozebiral v odstavci o vztahu PsbO ke stresu. Z
vysledk( vyplynulo, Ze rostliny s mensim obsahem PsbO rizné stresy snaseji Iépe. Zavér Gururani et
al. (2012, 2013) jde tedy proti zavéru Wang a Blumwald (2014), jelikoz CV protein by mél pravé
koncentraci PsbO snizovat, avSak CV umlcené rostliny vykazuji lepsi snasenlivost ke stresu. Tento

rozpor tak jisté poskytuje namét k dalSimu vyzkumu.

4 Jde o metodu, kdy k lyzatu buriky pfiddme protilatky proti hledanému proteinu, a pak je pomoci sekundarnf
protilatky precipitujeme na médium, z kterého pak lze centrifugaci precipitat ziskat (Xu et al. 2019).
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