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Abstrakt

Vznik oxygenni fotosyntézy byl jednim z kbivych moment evoluce ivota na Zemi.
Veskery molekularni kyslik v atmos&pravdpodobn vznikl St penim vody, které probiha
v centru vyvijejicim kyslik na fotosystému Il. Feystém I, slo ity komplex mnoha protein
a kofaktor, jeho struktura je do velké miry fylogeneticky rkeervovana, se nachazi
v thylakoidnich membranach chloroplasa sinic. A je mechanismus fotosyntetického
rozkladu vody, probihajiciho na manganovém Kklastitenzivn zkouman, neni do dnesni
doby uspokojiv objasnn. Podstatny vliv na stabilizaci manganového kiasgr Ginnost
rozkladu vody maji vrjSi proteiny fotosystému Il nachézejici se v lumitihylakoid .
Nejd leit jSi z nich je mangan-stabilizujici protein (MSP}ery je pitomny ve vSech
znamych oxyfototrofnich organismech. V litera&ue tomuto proteinu pisovano velké
mno stvi Uloh — krom stabilizace manganového klastru nrklad také
karbonatdehydratazova aktivita, GTP&zova aktivitegulace vymny poSkozeného proteinu
D1. Funkce MSP jsou pravpgodobn izeny zmnami v jeho dynamické strukier MSP se
pravd podobn podili na regulaci fotosyntézy zaznych vnjSich a vnitnich podminek.
P edlo ena prace shrnuje sasné znalosti o strukie a funkcich MSP a rozdilech dvou
izoforem MSP v nkterych vysSich rostlinach.

Kli ova slova
fotosyntéza, fotosystém Il, mangan-stabilizujiatpm, MSP, PsbO, rozklad vody, vyvoj
kysliku



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 centemplobtosystem 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 #odifation 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 functionssites 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 tegad 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 revie¥ws current understanding of the structure
and the functions of the MSP, and summarizes tfierdnces between two MSP isoforms in

some higher plants.
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Obr. 1: Fotosyntetizujici mo sky zado abry pl Elysia chlorotica.
Foto: Mary S. Tyler. P evzato z obdlky Proceedings of the

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



1 Uvod

Zhruba ped 2,5 miliardami let (Olson a Blankenship 2004)usitosyntetizujicich
organism vyvinul aparat schopny it vodu za pomoci energie ze #a na molekuly
kysliku a vodik navazovany do organickych skmin, jinymi slovy oxidovat vodu naa
reduk ni ekvivalenty. Tato udalost, evohi vynalez fotosystému I, byla ,velkymeskem*
ve Vyvoji biosféry, proto e ivot na této planet nebyl limitovan zdroji slouenin, které do
té doby byly pou ivany jako donory vodiku a elektro(organické kyseliny, F& H,S, NH).
Voda byla a stale je na Zemi dostupnd v praktickpmezeném mno stvi. Zfstupnni
tohoto nevyerpatelného zdroje redukich ekvivalent pot ebnych k fixaci uhliku je p inou
obrovského mno stvi biomasy na Zemi v dnesni dafrom toho uvol ovani kysliku jako
odpadniho produktu no za nasledek vytveni atmosféry s velkym podilem Kkysliku
umo ujici aerobni dychani, p kterém je maximaln vyuita energie obsaena v
organickych latkach (Nield a Barber 2006). Mimodal kyslik v atmosfé& vznik ochranné
ozénove vrsty, ktera dovolila rozSéni ivota na sous (Kern a Renger 2007).

P edkladana prace je zamna na mangan-stabilizujici protein (MSP) — j$h
(lumindalni) podjednotku fotosystému II, kter& méadni viiv na funkci vlastniho centra
vyvijejiciho kyslik, tvoeného skupinouty atom 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 degnonstrovat i na kuriéznim igladu
zvlastniho maského zado abrého pl €&lysia chlorotica(obr. 1), ktery ziskava plastidy ze
sveé potravy, asyVaucheria litorea Plastidy uklada do svého traviciho epitelu, kdkotik
m sic fotosyntetizuji a dodavaji pli energii a fixovanyhlik i bez pitomnosti jaderného
genomu asy, co je zara ejici, nebov tSina protein v chloroplastech (mimo jiné také MSP)
je kédovana pravjadernym genomem. Bylo vSak prokdzano, e minim&en pro MSP ma
pl p itomny ve svém jaderném genomu, prgpatobn v d sledku horizontalniho genového
p enosu (Rumpho a kol. 2008).

Objasnni struktury a mechanismu fungovani fotosynteticképaratu Spiciho vodu
neni jen obrovskou vyzvou a fascinujicim tématerkladnino vyzkumu, ale me také
poskytnout inspiraci pro vytveni biomimetickych (biologické systémy napodobgjigi

zaizeni slou icich k technickému vyu ivani slumé energie (Kern a Renger 2007).
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Obr. 2: Dimer fotosystému Il sinice Thermosynechococcus elongatus. (a) Pohled na
rovinu membrany. Na ka dém monomeru (I a Il), které jsou odd lené p eruSovanou
ernou arou, jsou ukazany rozdilné strukturni prvky. I, Podjednotky jadra D1 (lut ), D2
(oranov ), CP43 (fialov ) a CP47 ( erven ), -a - et zec cytochromu b-559 (zelen a
modrozelen ), malé membranové podjednotky (Sed ). Nep i azené transmembranové
helixy jsou ozna eny X1-X3. Vn jSi podjednotky a kofaktory nejsou znazorn ny. Il,
Proteiny jsou znazorn ny jejich transmembranovymi helixy obarvenymi stejn jako v asti
|. Déle jsou znazorn ny kofaktory: chlorofyl A (zelen ), feofytin (lut ), -karoteny
( erven ), hem (mod e), plastochinony (fialov ), lipidy ( ern ), molekuly detergentu a
nep i azené alkylové et zce (hn d ), eleznaty kationt (modra kuli ka) a p edpokladany
vapenaty kationt (lutad kuli ka). (b) Pohled z boku (z roviny membrany). Barvy pro
membranové podjednotky a kofaktory jsou stejné jako v asti (a). Vn jSi podjednotky jsou
znazorn ny zelen (MSP), r ov (PsbU) a mode (PsbV), atomy manganu jsou
znazorn ny ervenymi kuli kami. P evzato z Loll a kol. (2005).



2 Fotosystém Il

Fotosynteticky rozklad vody probiha v proteinovémmiplexu oznaovaném jako
fotosystém Il (photosystem Il), ktery se nachattiydakoidnich membranach. Fotosystém I
je sloeny zvtSiho potu podjednotek a funguje jako oxidoreduktdza oxalupodu a
redukujici plastochinon, neboli gnasejici elektrony z vody (za vzniku molekularniho
kysliku) na plastochinon, ktery se redukuje natplgsnol. Superkomplex fotosystému Il se
sklada ze f asti — svtlosb rného komplexu (light harvesting complex, LHCIadjového
komplexu (core complex) a vi§ich protein centra vyvijejiciho kyslik (oxygen evolving
center, OEC). Kady z komplex je sloen zvice podjednotek (Kern a Renger 2007).
V thylakoidnich membranach se fotosystem Il vysje/iuhomodimerech (Loll a kol. 2005).

V dneSni dob je pomrn dobe zndma struktura fotosystému Il sinice
Thermosynechococcus elongatus/last diky praci Loll a kol. (2005), kté pomoci
rentgenoveé difrakni analyzy ziskali strukturu jddrového komplexunsj&imi proteiny OEC
s rozlidenim 3,0 A (obr. 2). O fotosystému Il vgEsiostlin bohu el nejsou znamy takové
podrobnosti, proto e se zatim nepoitta ziskat dostaten kvalitni tirozm rné krystaly pro
rentgenovou difrakni analyzu. Nejkvalitnsi struktury jaderného komplexu rostlinného
fotosystému Il byly ziskany elektronovou krystakfir ktera umo nila urit pozici hlavnich
podjednotek a umisti transmembranovych helixHankamer a kol. 2001b). iRporovnani
s modelem odvozenym ze struktury sinicového fotiésga Il Hankamer a kol. (2001a)
zjistili, e pozice hlavnich podjednotek a jejichabhsmembranovych helixsi odpovidaji.
Uspoadani menSich podjednotek u vSak odpovida méhedstava o uspéadani celého
superkomplexu (jadra fotosystému II, ygich protein OEC a svtlosb rného komplexu)
vysSich rostlin vychazi z elektronmikroskopickychimk . T irozm rna struktura tohoto
superkomplexu ze 3penéatuSpinacea oleracda s rozlisenim 17 A byla ziskana
jedno asticovou analyzou pomoci elektronové kryomikros&dpbr. 3; Nield a kol. 2002).

2.1 Jadrovy komplex

Jadro fotosystému Il tvd heterodimer protein D1 a D2. VSechny kofaktory
zajis ujici separaci naboj oxidaci vody a redukci plastochinonu jsou vazamgito dv ma
proteiny. Po stranach proteirD1 a D2 jsou proteiny CP43 a CP47 (chlorophylidirig
proteins) slouici k absorpci stla a penosu energie ze dlosb rného komplexu
k reak nimu centru. Tyto ty i proteiny jsou usp@dany v celku symetricky, stejrnjako
kofaktory jimi vazané (obr. 4). Kolemdhto ty hlavnich podjednotek je mno stvi malych

transmembranovych protein(obr. 2; Loll a kol. 2005). V dostupné literatudosud chybi



Obr. 3: Sikmy pohled na povrch t irozm rného modelu superkomplexu sv tlosb rnych
komplex a dimeru fotosystému Il 3penatu o rozliSeni 17 A ziskany pomoci
jedno asticové analyzy zfotografii z elektronového mikroskopu. Vyb ky ozna ené
pismeny pravd podobn odpovidaji vn jSim protein m OEC. P evzato z Nield a kol.
(2002).
spolehlivy Udaj o jejich celkovém pt, nebo n které podjednotky jsou gm vazané jen
lehce a p izolaci komplexu odpadavaji. Loll a kol. (2005yadi pro sinice minimaln13
malych membranovych podjednoteki pm se da pedpokladat, e vysSi rostliny budou mit
t chto podjednotek jeStvice. U Eukaryot je wSina tchto podjednotek, stejnjako ty i
centralni podjednotky, kddovana chloroplastovymogeam.

Cely jadrovy komplex fotosystému Il sinice vae ep sedmdesét kofaktor
Heterodimer D1/D2 va e symetricky usgmané nasledujici kofaktory: 6 molekul chlorofylu
A, 2 molekuly feofytinu, 2 molekuly plastochinonZ,molekuly -karotenu, jeden eleznaty
kation a jeden uhlitanovy anion. Z luminalni strany proteinu D1 j&tjevazebné misto pro
manganovy Kklastr komplexu vyvijejiciho kyslik (Lol kol. 2005). Usp@dani tchto
kofaktor je vid t v obrazku 4.

CP47 vae 16 molekul chlorofylu A a 5 molekutkarotenu, CP43 13 molekul
chlorofylu A a 3 molekuly -karotenu. Krom toho jsou napklad 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 oznavan obvykle
klastr (seskupeni)ty atom manganu a jednoho atomu vapniku — kofaktara kterych

probiha oxidace vody. V Sir§Sim pojeti, které bude fvano i v této préci, jsou za saast



I Obr. 4: Uspo adani kofaktor

Q,” FedQ, . Stroma vjadru fotosystému 1, pohled
. - z roviny membrany. Znazorn né
' kofaktory: chlorofyl A (zelen ),

feofytin (lut ), -karoteny
( erven ), plastochinony (fialov ),
eleznaty kationt (modra kuli ka),
vapenaty kationt (lutd kuli ka),
atomy manganu ( erven ).
P ibli né polohy protein D1 a D2
jsou znazorn né te kovanymi
arami. erné Sipky znazor uji
p enos elektronu po excitaci
He - A P680 (Loll a kol. 2005, p evzato
. MnOLCa- . S z Kern a Renger 2007).
. D1 D2 -

Lumen

OEC pova ovany i okolni proteiny, které seadtni vazby a stabilizace manganového klastru
(D1 a CP43 zjadra fotosystému Il a & proteiny fotosystému Il nasedajici z lumina
thylakoidu). asto se v literate setkdme s pouitim zkratky OEC nejen pro ,oxygen
evolving center”, ale také pro ,oxygen evolving qdex”. Ob as jsou pou ivany i pojmy

~water-oxidizing complex“ (WOC)i ,water-splitting complex”.

2.2.1 Manganovy klastr

Manganovy klastr centra vyvijejiciho kyslik je vAzpevan proteinem D1, a to
v jeho asti sm ujici do lumina thylakoidu. Sklada se z jednohoer&giého kationtu a zey
atom manganu, které se vsledku odebirani elektrordo reakniho centra fotosystému Il
postupn oxiduji. PIn oxidovany klastr je nasledrschopen se zgn redukovat rozSpenim
dvou molekul vody. Detailni usp&dani tchto atom a atom kysliku, které jsou 2jm
mezi nimi, neni zatim znamoasten kv li nedostatenému rozliSeni struktur ziskanych
rentgenovou krystalografii,asten i kv li zm nam navozovanym p vlastni analyze
(Barber 2008). Yano a kol. (2005) toti ukazali, @avky rentgenového zni b n
pou ivané pro rentgenovou krystalografii mohou mamgyy klastr znan pozm ovat.

Krom rentgenové difralni analyzy jsou ke studiu struktury manganovéhatklaa
jejich zmn vprb hu oxidace vody vyuivany také zné spektroskopické metody.
Interpretace vysledkvSak neni zcela jasna, co vede k vy®di mnoha rznych model
(Barber 2008; Yano a Yachandra 2008). Jisty nenz@rsob vazby manganového klastru na
okolni proteiny, modely vychazejici z nejngsi krystalografické struktury fotosystému II

(Loll a kol. 2005) se v8ak shoduji vtom, e jakimandy pro mangan sloui Rkolik
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Obr. 5: (A) Jeden z model uspo adani manganového klastru v OEC. Atom vapniku je
znazorn n zelen , atomy manganu fialov , atomy kysliku erven . Sipka znazor uje
sm r normdly k membran . (B) Stejny model jako v (A) znazorn ny schematicky.
Vzdalenosti mezi atomy mensi ne 2,8 A jsou znazorn né arami. P evzato z Barber a
Murray (2008).

aminokyselin proteinu D1 a jedna aminokyselina g@rat CP43 (Barber 2008; Yano a
Yachandra 2008). Jeden z modg na obrazku 5.

2.2.2 Vn |Si proteiny centra vyvijejiciho kyslik

Vn jSi proteiny (extrinsic proteins) fotosystému llhmaované do OEC nasedaji na
integralni membranové proteiny jadra fotosysténwnznalni strany (Nield a Barber 2006).
Tvo i tim jakysi ,vystupek” fotosystému Il do luminaytakoidu. Jak je vidt 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/stromatéalni strarmembrany, je podstatny pro skladani (stacking)akoid —
tvorbu gran, v nich je fotosystém Il @dnostn lokalizovan (Kern a Renger 2007).

Hlavnim vnjSim proteinem OEC je mangan-stabilizujici protgimanganese-
stabilizing protein, MSP). V literata jsou pro tento protein pou ivany 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 y&ich protein OEC, které u nejsou tak Siroce
konzervované. U vysSich rostlin a zelenyas jsou souasti 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 exizipsotein) a PsbV (cytochroneb50),

a koliv se v jejich genomu nachéazeji i sekvence patginy homologni k PsbP a PsbQ (De
Las Rivas a kol. 2004). Thornton a kol. (2004) @zdi, e tyto homology se u sinice



Obr. 6: Model superkomplexu sv tlosb rnych komplex a dimeru fotosystému Il, pohled
(a) z roviny membrany a (b) z luminu thylakoidu. Struktury protein jadra fotosystému I
ze sinice (Ferreira a kol. 2004) a struktury sv tlosb rnych komplex (Liu a kol. 2004)
ziskané rentgenovou krystalografii jsou v (b) zobrazeny do struktury superkomplexu ze
Spenéatu ziskané elektronovou kryomikroskopii a jedno asticovou analyzou (Nield a kol.
2002). Vn jSi proteiny OEC jsou v (a) ozha eny O (MSP), P (PsbP) a Q (PsbhQ), v (b)
nejsou zobrazeny. Neozna ené malé membranové podjednotky jadra fotosystému jsou
znazorn ny bile, molekuly chlorofylu zelen . Trimericky hlavni sv tlosb rny komplex je
ozna en LHCII. Pro zobrazeni struktury mensinovych sv tlosb rnych komplex , CP26 a
CP29, byla pouita struktura monomeru hlavniho sv tlosb rného komplexu. P evzato
z Nield a Barber (2006).

Synechocystislespo 4&sten vai na fotosystém Il a zajifiji jeho optimalni aktivitu.
Umist ni PsbP a PsbQ na fotosystému Il vySSich rostlipasite elektronmikroskopickych
snimk zda byt velice odlisSné od umist PsbU a PsbV na fotosystému sinice. ¢hto
Gdaj se da vyvodit, e proteiny PsbP a PsbQ nejsoukgirnim a funknim nahrazenim
sinicovych PsbU a PshV ve fotosystému rostlin (i@l Barber 2006) a e evolo

p vodnich je zejm p t protein OEC, z nich se dva, PsbU a PsbVhbm evoluce zelenych
rostlin ztratily (Thornton a kol. 2004). Bem evoluce zelenych fotosyntetizujicich Eukaryot

také doSlo k pesunu gen pro MSP, PsbP a PsbQ (spolu se stovkami dalSich) ge



z chloroplast do jadra, nebotyto geny se u vSech zkoumanych zelenych fotosiyaféecich
Eukaryot nachézeji pravv jaderné DNA (De Las Rivas a kol. 2004). ZvlaSskupinu
vn jSich protein OEC maji ruduchy — uasy Cyanidium caldariumbyl nalezen jadern
kodovany protein o molekulové hmotnosti 20 kDa yi@tasse na fotosystem Il a nazvan
PsbQ vzhledem k astené homologii s PsbQ (Ohta a kol. 2003). Krotnho maji ruduchy
protein PsbU, kédovany jadernou DNA, a protein Bdkddovany plastidovou DNA (De Las
Rivas a kol. 2004).

Vn jSi proteiny OEC se na fotosystému Il nachazejiizkbsti manganového klastru.
Jejich hlavni funkce je pravdodobn stabilizovat a chranit vlastni centrum vyvijejkgislik
a optimalizovat dstup iont C&* a CI, které jsou v realhim centru poeba jako kofaktory
pro Stpeni vody. Pro zde maji sinice a ruduchyifpmny i cytochrom (PsbV) je zahada,
nebo tento cytochrom ma velmi nizky potencial a nem&ndu redoxni aktivitu

indukovatelnou swlem (Barber 2003).

2.3 Anténni komplexy

Takzvané anténni komplexy ilghajici k fotosystému 1l slou i k absorpci gelné
energie a k gnosu této energie do jadra fotosystému. Tim jSewvg efektivita absorpce
sv tla rostlinou, a tudi udinnost celé fotosyntézy. €dpoklada se take, e které souasti
anténnich komplex sloui kpemn nadbytku absorbované excitk energie na teplo
(disipaci) za podminek nadmé ozéenosti (Barros a Kihlbrandt 2009).

Anténni komplexy eukaryotickych fotosystémse v literatue oznauji jako
sv tlosb rné (light harvesting) komplexy. Do dlosb rného komplexu fotosystému Il (light
harvesting complex II, LHCII) vysSich rostlin a eefch as je zahrnovano holik
membranovych proteinpaticich do genové nadrodiny (gene superfamily) Lhéedhny
geny z této nadrodiny jsou sd@sti jaderného genomu (Barros a Kihlbrandt 200sich)
proteinové produkty vai rzné poty molekul chlorofylu A, chlorofylu B a xantofyl
(luteinu, violaxantinu a neoxantinu). V nef8im mno stvi je v thylakoidnich membranach
p itomen takzvany ,hlavni* komplex LHCII. Tento konegl je trimer o nestalém slo eni —
tvo i ho r zné kombinace t velice podobnych proteinoznaovanych podle nazvu gen
Lhcbl, Lhcb2 a Lhcb3. V literata je asto zkratka LHCII pou ivana jen pro tento trimésic
komplex. Krom toho jsou vSak v thylakoidnich membranéachiitakzvané ,mensSinové*
anténni komplexy oznavané Lhcb4 (CP29), Lhcb5 (CP26) a Lhcb6 (CP24gréktse

v tSinou vyskytuji jako monomery (Dekker a Boekem@3)0



Obr. 7: Model struktury trimerického hlavniho sv tlosb rného komplexu fotosystému Il
hrachu (Pisum sativum). (A) pohled ze stromatalni strany, (B) pohled z roviny membrany
(lumindlni strana sm uje dol ). Chlorofyl A je zobrazen modrozelen , chlorofyl B zelen
karotenoidy oran ov a lipidy fialov . P evzato ze Standfuss a kol. (2005).

Struktura trimerického hlavniho komplexu LHCII bylaiskana rentgenovou
krystalografii, a to z rostlin Spenatu (Liu a kbD04) a hrachu (Standfuss a kol. 2005; obr. 7).
P edpoklada se, e mensSinové proteiny LHCII maji dma® prostorové uspadani jako
monomery hlavniho komplexu (Dekker a Boekema 20Qkld a Barber 2006). Jeden
z model uspoadani superkomplexu jadra fotosystému Il a LHChgeobrazku 6.

Anténni komplexy sinic a ruduch, takzvané fykoloilisy, jsou velmi odliSné od
sv tlosb rného komplexu vySSich rostlin a zelenyas — netvd je integralni membranové
proteiny, ale rozpustné (hydrofilni) proteinové kmexy piléhajici k jadru fotosystému Il z
cytosolické/stromatélni strany thylakoidni membréariyto proteiny kovalentn vai
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 zelenych as je kodovan
jadernym genomem, jak ji bylo zmino, a tudi je syntetizovan v cytoplazmna volnych
ribozomech. Transport do thylakoige zajiStn dv ma signalnimi peptidyazenymi za sebou
na N-konci proteinu. Prvni je signalni peptid pransport do stromatu chloroplastu, za nim je
signélni peptid pro gnos do lumina thylakoidu. Tyto signalni peptidguspo transportu
odsSt peny peptidazou. V sinicich, kde je MSP kddovarootozomalni DNA, je exprimovan
jen s jednim signalnim peptidem, prepos do thylakoid Tento peptid je po pnosu opt
odst pen peptidazou (Seidler 1996).

Podle databdze UniProt (The UniProt Consortium 204 @élka prekurzoru jednoho
z nejprobadansich MSP, MSP ze Spenatu (accession number P12339)aminokyselin,
z eho 84 aminokyselin je soasti signalnich peptid Délka vlastniho proteinu je tedy 248
aminokyselin. Délka MSP sinicelhermosynechococcus elongat@accession number
POA431) je 272 aminokyselin, z nich 26 tvaignalni peptid. Délka vlastniho proteinu (246
aminokyselin) je tedy tém stejna jako u Spenatu.

Nasledujici ast této prace se nuje pouze vlastnimu MSP, bez signalnich peptid

Molekulovd hmotnost MSP Spenatu vyftana z aminokyselinové sekvence (26,53
kDa), byla potvrzena pomoci hmotnostni spektroragtd ukazuje na nefiomnost velkych
posttranslanich modifikaci (Svensson a kol. 2002).vBdni oznaeni OEC 33 kDa subunit
bylo odvozeno z pohyblivosti MSP na denatmia elektroforéze - SDS-PAGE
(polyakrylamidové gelové elektroforéze zatpmnosti dodecylsiranu sodného). Z toho je
z ejmé, e elektroforeticka pohyblivost MSP je anonmigko nejspiS souvisi s jeho primarni
strukturou (Popelkova a kol. 2003)

De Las Rivas a Barber (2004) srovnanim vsSech tehtymych sekvenci MSP
(z celého spektra oxyfototrofnich organisnod sinic pes zelenéasy k vySSim rostlinam)
zjistili, e pouze 19 aminokyselinovych zbytke pln konzervovanych. Z toho 18 se nachazi
v p ti konzervovanych oblastech, které v sekvencichemmo identifikovali. Ty zahrnuji dva
cysteinové zbytky (astnici se tvorby intramolekularniho disulfidickémostku a sekvence
U astnici se vazby na fotosystém Il. Krokonzervovanych oblasti autadentifikovali p t

oblasti specifickych pro prokaryotické a eukarykgéid1SP (obr. 8).
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Obr. 8: Srovnani aminokyselinovych sekvenci MSP ze sinice Thermosynechococcus
elongatus (Therm), Spenéatu (Spin) a nejprimitivn jSi zndme sinice Gloeobacter violaceus
(Glo). Zelen jsou zobrazené konzervované aminokyseliny, erven nekonzervované.
Aminokyseliny ozna ené ,* jsou pln konzervované ve vSech druzich podle mnoho etného
srovnani sekvenci, které vytvo ili De Las Rivas a Barber (2004). Aminokyseliny ozna ené
.3 jsou funk n konzervované ve vSech druzich. Aminokyseliny ozna ené ,+" jsou pin
konzervované ve v3ech druzich krom G. violaceus a aminokyseliny ozna ené ,#* jsou
funk n konzervované ve v3ech druzich krom G. violaceus. Vysoce konzervované oblasti,
které identifikovali De Las Rivas a Barber (2004), jsou ozna ené ervenymi rame ky a
o islované, oblasti specifické pro rostliny i sinice jsou ozna ené modrymi rdme Kky.
P evzato 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 gdevsim z modelcelého fotosystému Il
sinice Thermosynechococcus elongataskanych pomoci rentgenové difrak analyzy
(Ferreira a kol. 2004, Loll a kol. 2005). Z£hto model je vid t, e MSP je podlouhly a ma
dv hlavni domény (obr. 9). Prvni doména ma tvar 8s45 A dlouhého a 15-20 A Sirokého
valce. Tvoi ji 8 antiparalelnich -vlaken slo enych do struktury zvanésoudek (-barrel).
Vnit ek -soudku neni duty, ale piny velkych hydrofobniclstpannich et zc aminokyselin,
mimo jiné sedmi fenylalanin P itomnost tchto postrannichet zc je typicka pro jadro
stabilnich protein. ,Hlavu“ proteinu tvoi druhd doména, tvena et zcem proteinu mezi-

vlakny 5 a 6. Zde se da jasrozliSit jeden -helix a pak nkolik aminokyselinovych zbytk
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Obr. 9: Struktura MSP sinice Thermosynechococcus elongatus ve stavu, kdy je vazana
na fotosystém Il, kterou ziskal Loll a kol. (2005) pomoci rentgenové difrak ni analyzy.
Mod e znazorn né asti maji -helikalni strukturu, fialov jsou znazorn né -listy.
P evzato z Williamson (2008)

tvo icich -strukturu, vtSina vSak sestava z nepravidelnych sekya zahyb. Ve stavu, kdy
je MSP navazan na fotosystém Il, je jeho osa pddniatzhruba 40° k rovinthylakoidni
membrany a C-konec i N-konec proteinu jsowasti sm ujici do lumina thylakoidu (De Las
Rivas a Barber 2004).

Jak u bylo uvedeno, De Las Rivas a Barber (20@éniifikovali v MSP srovnanim
33 sekvenci g konzervovanych oblasti a tpoblasti specifickych pro prokaryotické a
eukaryotické MSP. Zamapovanim konzervovanych oblststruktury MSP zjistili, e se
nachézeji pdevSim v hlav proteinu, kterd interaguje s ostatnimi proteinyo$gstému |l
(obr. 10). De Las Rivas a Barber (2004) mimo j@éétvyu ili znamou strukturu MSP sinice

Conserved regions

4

Obr. 10: Struktura MSP sinice Thermosynechococcus elongatus se zvyrazn nymi siln
konzervovanymi oblastmi, o islovanymi stejn jako na obrazku 8. Fialov je znazorn na
takzvana sinicova smy ka, oblast specifickd pro sinice. P evzato z De Las Rivas a
Barber (2004).
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™ Obr. 11: Proloeni struktury MSP sinice
®eGb motif 1hermosynechococcus elongatus ( erven )
‘ modely struktur (a) Spenatu (PSBO_SPIOL)
a (b) zelené asy Chlamydomonas reinhardtii
(PSBO_CHLRE). Dv oblasti s nejv tSimi
odliSnostmi jsou ozna ené — RGD motiv a
sinicova smy ka. P evzato z De Las Rivas a
Barber (2004).

Thermosynechococcus elongakugytva eni homolognich modelpro MSP Spenatu a zelené
asy Chlamydomonas reinhardti{pomoci jejich sekvenci). Aoli se aminokyselinova
sekvence MSP sinice pomm dost liSi od sekvenci MSP vysSich rostlin a zetbngs,
modely struktury si celkem dab odpovidaji. NejvsSi odliSnosti jsou v takzvané sinicové
smy ce (cyano-loop) na Iluminalnim konci-soudku a vtakzvaném RGD motivu
vy nivajicim z ,hlavy” proteinu (obr. 11). Olyto oblasti pedtim definovali jako specifické
pro sinice, respektive vyssi rostliny.

Stale vSak zstava otazkou, jak dob jsou znalosti o MSP sinicegqvoditelné na MSP
vySSich rostlin a zelenyclas. Podle frozm rného modelu ziskaného pomoci elektronovée
mikroskopie (bohu el jen s rozlisenim 17 A) je $ttura MSP 3penatu a jeho pozice v ramci
fotosystému Il v podstatstejna jako urhermosynechococcudongatus(Nield a kol. 2002,
Nield a Barber 2006). Podle leckterych vyzkuma vSak MSP rostlin trochu jiné funk
charakteristiky a charakter struktury v roztokuvidan které viastnosti struktury MSP sinice
Thermosynechococcedongatusmohou souviset s tim, e se jedna o termofilniamigmus
(Williamson 2008).

3.1.2.2Dynamika struktury MSP
D ive ne byla struktura MSP ziskdna pomoci rentgénalifrak ni analyzy o
dostateném rozliSeni alespoze sinice, byly astené informace o sekundarni struldu

ziskavany pomoci CD (circular dichroism) spektrge&oa infraervené spektroskopie
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s Fourierovou transformaci (FTIR, Fourier transfanfnared spectroscopy). Kusé informace
o terciarni struktie poskytovaly také cilené mutace namnych mistech proteinuastena

St peni proteazami a chemické modifikacegedevsSim s pou itim propojovacichinidel
(crosslinkers). Vysledky thto studii shrnuji Popelkova a kol. (2003). Vyg@yx nich, e
MSP ma v roztoku charakter takzvaného wnitneuspcddaného (intrinsically disordered)
neboli pirozen rozvoln ného (natively unfolded) proteinu (viz také Lydalisnantiris a
kol. 1999). Podobné proteiny obvykle ziskavaji #tdbstrukturu a po navazani na jiny
protein, popipad nukleovou kyselinu, na které mohou diky svym wviastem perfektn
nasednout.

V tSina studii také naznaevala jiné uspadani MSP v roztoku a navadzaného na
fotosystém II. Nagklad Enami a kol. (1998) analyzovali v MSP ze &jarpozice propojeni
vytvo enych  pomoci EDC  N-ethyl-N'-(N,N-dimethyl-3-aminopropyl)karbodiimid),
propojovaciho inidla vytvaejiciho kovalentni vazby mezi aminovou a karboxglov
skupinou v pipad, e jsou ve vzdalenosti typické pro van der Waajsinterakce. Autd
studie zjistili, e pi p sobeni EDC na MSP v roztoku se propoji Lys14 (lyspozici 14) s
Glul0 (kyselinou glutamovou v pozici 10) a Lys4&lsi246, kde to pi p sobeni EDC na
MSP vazané na fotosystém Il se Glu246 propoji 489s

Zajimavé vysledky pnesly té studie termostability MSP. Lydakis-Sintiais a kol.
(1999) zjistili, e po zahati MSP ze Spenatu na 90 °C atopném ochlazeni byl protein stale
schopny vazby na fotosystém I, jeho aktivita (podce kysliku) byla obnovena a z 80 %
oproti vzorku s nezahtym MSP.

V sekvenci MSP jsou dva plrkonzervované cysteinové zbytky (Cysl19 a Cys44 u
Thermosynechococcus elongatGys28 a Cys55 u Spenatu). Nikitina a kol. (200&tikj e
pokud je mezi nimi vytveny disulfidicky mstek, siln to stabilizuje strukturu MSP
v roztoku. Pokud jsou cysteinové zbytky redukovéaiéulfidicky m stek neni vytveeny),
MSP je mnohem néachylj$i k denaturaci mavinou. Autoi vSak pedpokladaji, ein vivo
nemusi byt disulfidicky mstek vytvoen stale, ale e redukce/oxidace MSP (v zavisloati
prostedi v thylakoidu) m e souviset sizenim jeho funkce, podobrjako je reverzibilni
redukci/oxidaci disulfidickych nstk regulovana aktivita thylakoidniho imunofilinu
FKBP13 (Gopalan a kol. 2004). Gopalan a kol. (2a04), vzhledem k jejich experimenin
s imunofilinem FKBP13, navrhuji koncept redoxniukge v luminu thylakoidu s tim, e by
luminalni enzymy byly aktivovany za dla oxidaci jejich cysteinovych zbytk To je
v kontrastu s procesy ve stromatu, kde jsou enzymysvtla aktivovany naopak redukci

disulfidickych m stk (Schurmann a Jacquot 2000).
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Koncept regulace OEC za znych svtelnych podminek prostdnictvim zmn
v konformaci MSP, v tomto fpad vSak indukovanych znmami pH, navrhuji také Shutova
a kol. (2005). Svymi experimenty zjistili, e ipzm nach pH obdobnych fyziologickym
zm nam v luminu thylakoid na svtle a ve tm (5,7-7,2) MSP mmi svou konformaci.
V mirn kyselém prosedi (za swvtla) jsou hydrofobni aminokyselinové zbytky jadreS®I
vice pistupné z roztoku (Shutova a kol. 2005).

Celkov se o struktle MSP daict, e je pravdpodobn do velké miry pronnliva a
e tato dynamika me hrat dleitou roli ve funkcich, které MSP v rostlinzastava
(Popelkova a kol. 2003; Williamson 2008).

3.1.3 Vazba MSP na fotosystém Il

Mnohymi biochemickymi experimenty bylo zjdvano, jakym zpsobem se vae
MSP na fotosystém II. Byla provata mistn-specifickd mutageneze genu pro MSP a
chemické modifikace izolovaného proteinu. ¥hto studiich, které shrnuji Popelkova a kol.
(2003) a Williamson (2008), byly ueny polypeptidové Useky i jednotlivé aminokyseli@ov
zbytky podstatné pro vazbu MSP na jadro fotosystmJ tSina tchto poznatk souhlasi
s analyzou vazebnych mist ve struktUMSP ze siniceThermosynechococcuslongatus
kterou provedli De Las Rivas a Barber (2004). Wotétnice se interakci s vmitimi
podjednotkami fotosystému Il éstni pedevsim hlavova doména, ,krk“, ktery ji spojuje
s -soudkem, pléhajici ast -soudku a smyky vy nivajici z hlavniho ta proteinu (N-
koncova smyka a smyka mezi -vldkny 1 a 2). H porovnani tchto oblasti
s konzervovanymi oblastmi sekvence MSP se ukazalsi vzajemn dobe odpovidaji (De
Las Rivas a Barber 2004).

NejrozsahlejSi interakce s MSP maji proteiny CP4B1l1a Tyto interakce zahrnuji
vodikové mstky a elektrostatické vazby. Manganovy klastr jeist n prav mezi oblastmi
interakce CP43 a D1 s MSP. Pobli se nachazi takér€ovy helix proteinu D2, ktery
s MSP tvoi minimaln dva vodikové mstky. S proteinem CP47 interaguje MSP skrast
hlavové domény nejvzdalgsi od t la proteinu.

MSP interaguje také s proteinem CP47 z druhého menodimerického komplexu
fotosystému Il. Tato vazba, které seastni smyka mezi -vldkny 1 a 2 vynivajici z tla
MSP, ma pravdodobn vliv na stabilizaci dimerické organizace fotosystéll (De Las
Rivas a Barber 2004). Umisii MSP v i vnit nim podjednotkam fotosystému Il, se kterymi

interaguje, ukazuje obrazek 12.
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Obr. 12: Umist ni MSP sinice Thermosynechococcus elongatus v i podjednotkam
fotosystému 1l, se kterymi interaguje. MSP (PsbO) zobrazen Sed , D1 Iut , D2
oranov , CP43 zelen , CP47 erven a PsbU r ov . (a) Pohled podél povrchu
membrany, (b) pohled p iblin kolmo na povrch membrany, (c) interakce s proteinem
CP47 z druhého monomeru fotosystému Il. P evzato z De Las Rivas a Barber (2004).
Opt z stava otazkou, co vSe z udap vazbach MSP z termofilni sinice rame
vyvozovat pro vysSi rostliny. Bsto e se podle struktury ziskané jedasticovou analyzou
z kryoelektronmikroskopickych snimkzda, e MSP je na fotosystému Il Spenatu 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), rkteré biochemické experimenty nazog, e ve vySSich rostlinAch se na
jeden fotosystém Il v& ou dvkopie MSP. Napklad Popelkova a kol. (2002) uvgd e p i
op tovném navazovani MSP na fotosystém Il Spen&bdgm zbaveny vigich protein se
maximalni rychlosti vyvijeni kysliku dosahlo a i idani dvou mol MSP k jednomu molu

fotosystému Il

3.1.4 Interakce MSP s dalSimi vn  jSimi proteiny fotosystému Il

3.1.4.1 Interakce MSP v sinicich

V sinici Thermosynechococcetongatusinteraguje MSP s proteinem Psblép svoji
hlavovou doménu. Protein PshV je ve fyzickém kottak PsbU, ne vSak s MSP (De Las
Rivas a Barber 2004). Pro vazbu PsbU na fotosy#t@mutna pitomnost navazaného PsbV
narozdil od ptomnosti MSP — PsbU se ne na fotosystém Il vazat i pokud je MSP
nepitomen (Eaton-Rye 2005).

Zatim neni zcela jasné, jak se na fotosystém ltsina i homology protein PsbP a
PsbQ. Nkteré strukturni charakteristiky napovidaji, e byhly byt vazany k membran
pomoci lipidové kotvy na N-konci (Thornton a koD@). Thornton a kol. (2004) zji8vali,

v jakém stechiometrickém pomu jsou v izolovanych thylakoidnich membranach ceni
Synechocystigroteiny CP47 a homology PsbP a PsbQ. Homolog PistQp itomen
piblin ve stejném mno stvi jako CP47, eho vyvodili, e je zejm vazan jednou na
ka dém monomeru fotosystému 1. Homolog PsbP bytigmen v siln substechiometrickém
mno stvi — pouze 3 % mno stvi CP47. Vzhledem k tonautyto homology nejsou ftomny

v modelu struktury fotosystému Il sinice (Ferrawr&ol. 2004; Loll a kol. 2005), jsou nejspis
oba k fotosystému Il vazany jen volnThornton a kol. (2004) z toho mimo jiné vyvozug,
oba tyto homology budou mit nejspisS v sinicich tagu funkci, pi em funkce homologu
PsbP by mohla souviset se skladanim fotosystémau proto by nemusel byt na fotosystém
vazan trvale.

Jackson a kol. (2010) nedavno publikovali modellgtrry homologu PsbQ ze sinice
Synechocystigiskany pomoci rentgenové krystalografie. Prottomuto homologu chybi
n které struktury, které jsou u PsbQ ze Spenatuepot pro vazbu na fotosystém Il, jeho
zp sob vazby na fotosystém Il sinice bude pragatiobn jiny (Jackson a kol. 2010).

3.1.4.2 Interakce MSP vySSich rostlin a zelenychas
Podle pvodniho modelu vazby visich protein ve vysSich rostlinach mMSP po

navazani na fotosystém Il vyted vazebné misto pro PsbP a ten po navazani zagesp)
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(Miyao a Murata 1989; Suorsa a Aro 2007). Volnroztoku spolu tyto proteiny neinteraguji
(Miyao a Murata 1989). Zasadni rysy tohoto modelstavaji zatim stejné. &kvapivy by se
mohl zdat vysledek Yu a kol. (2006), kterym se pmidwgpomoci chloridu rttnatého odpoutat
z fotosystému Il MSP, p em proteiny PsbP a PsbQ staly navazany. Existuji dohady, e
chlorid rtu naty by mohl zpsobit nepirozenou vazbu PsbP a PsbQ na wmipodjednotky
fotosystému (Suorsa a Aro 2007), Ize to vSak wyisv jinak. Bricker a Frankel (2003) u

p edtim navrhli, e by pitomnost PsbP a PsbQ po odstrdariMSP nemusela nutrvylu ovat
nezbytnost MSP pro navazani PsbP a PsbQ. Proteln B3sse mohl vazat zarovea MSP a
vnit ni podjednotky fotosystému Il, pdpad pouze na vniti podjednotky, p em
navazany MSP by ovlivoval konformaci tchto vnitnich podjednotek tak, aby byly schopné
PsbP primarn navazat. R vazb PsbP mohou prohnout dalSi konformani zm ny, diky
kterym z stane PsbP pevmavazan na vnii podjednotky fotosystému Il i po odstrai
MSP (Bricker a Frankel 2003).

Bricker a Frankel (2003) také ukazali, e pro vazBsbP jsou potba nkteré
karboxylové skupiny na MSP. Ze strukturnich dat\geodit, e PsbP se va e na zaporn
nabity povrch MSP svymi konzervovanymi kladmabitymi oblastmi (De Las Rivas a Roman
2005; De Las Rivas a kol. 2007).

Pro navazani PsbQ na fotosystém Il vySSich rogtlimezbytna gdchozi vazba MSP
a PsbP, zatim vSak neni jasné, jestli se PsbQ na eba tyto proteiny, nebo jen na jeden.
S MSP by mohl protein PsbQ interagovat pomoci siskatickych sil mezi negativn
nabitym povrchem -soudkové domény MSP a kladmabitym povrchem PsbQ, obdobn
jako pravdpodobn interaguje MSP s PsbP (De Las Rivas a Roman 2083;as Rivas a
kol. 2007).

Zp sob vazby protein PsbP a PsbQ na fotosystém lejm neni v evoluci tak
konzervovan jako zmob vazby MSP, nebov zelené ase Chlamydomonas reinhardtse
pravd podobn vSechny t vn jSi proteiny OEC (MSP, PsbP a PsbQ) va i na fottesysl|
nezavisle na sob(Suzuki a kol. 2005).

3.2 Funkce MSP

3.2.1 Stabilizace manganového klastru

Hlavni role MSP v oxyfototrofnich organismech vyzhé z jeho nazvu — stabilizace
manganového klastru oxidujiciho vodu (vyvijejicikyslik). Vzhledem k tomu, e MSP neni
s manganovym klastrem vimém kontaktu (neposkytuje mu adny ligand), alespodle

struktury fotosystému 1l ze sinice (De Las RivaBaaber 2004; Loll a kol. 2005), podili se na
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jeho stabilizaci nepmo. Tato negma stabilizace 2jm zahrnuje zmny prostedi v okoli
manganového klastru. Mou to byt &stené zmny v konformaci protein poskytujicich
ligandy pro atomy manganu a vapenaty kation — prot®1 a CP43 nebo lokalni zmy
v dostupnosti rkterych iont, p ipadn i vody (Barber 2008; Yano a Yachandra 2008).

Mutantni siniceSynechocystis nefunknim genem pro MSP je schopna sestavovat
fotosystém Il a udrovat ho stejné mno stvi jako nmgtovani jedinci, ale mno stvi
uvol ovaného kysliku je podstatrsni eno, fotoautotrofni 1st je pomalejSi a jsou k mu
pot eba zvysené koncentrace?Ca Cl iont . Krom toho je tato sinice citlivii k vyssi
ozaenosti (Burnap a Sherman 1991).

Oproti sinicim je pro fotoautotrofni st vySSich rostlin a zelenychs MSP naprosto
nezbytny. Mutantni bikky zelené asy Chlamydomonas reinhardtpostradajici MSP nemaji
sestavené fotosystémy Il a nejsou schopny fotoanftdho r stu (Mayfield a kol. 1987). V
huseniku (Arabidopsis thalianpje MSP kédovan dima geny (rozebirano ni e). Po urahi
exprese obou thto gen pomoci RNA interference nebyly rostliny schopnéstr
fotoautotrofn a byly u nich pozorovany poruchy v sestavovani tabiit komplex
fotosystému 1l (Yi a kol. 2005).

V in vitro pokusech se k vyzkumu fotosystému Il pou ivajigireenty thylakoidnich
membran. V takovych podminkach lzespbenim zvySené koncentrace soli s jednomocnymi
kationty, napiklad NaCl, odmyt z fotosystému Il proteiny PsbPPsbQ (Akerlund a kol.
1982). Nasledn je moné odmyt i MSP, a to zvySenou koncentradi salvojmocnymi
kationty, napiklad CaC} (Ono a Inoue 1983), nebo pomoci zvySené koncentraxoviny
(Miyao a Murata 1984). Pokud v fdr hu této procedury neni v médiu dostai® koncentrace
Cl , dochazi ke ztratdvou ze ty atom manganu vazanych v OEC (Miyao a Murata 1984).
V p ipad neporuseného manganového klastru jsou takto emetfotosystémy Il schopné
vyvijet kyslik pouze za zvySenych koncentraci neéjén ale také C4, a i tak vykazuji jen
zhruba 20% aktivitu oproti intaktnim fotosystémm Il (Bricker 1992).

Diky t mto pozorovanim se zd4, e MSP stabilizuje manggnkiastr pedevsim
ovliv ovanim lokanich koncentraci chloridovych anioatvapenatych kationt

De Las Rivas a Barber (2004) ze struktury fotosystdl sinice pedpovd li, e
nejd le it jSi pro stabilizaci manganového klastru bude takgvaPKGR region MSP sinice,
protoe je fylogeneticky nejvice konzervovany a jekalizovan vtsné blizkosti
manganového klastru (15-20 A). To potvrzuji i préeespenatu. Popelkova a kol. (2006)

zjistili, e mutace pln konzervovanych argininArgl51 a Argl61 (islovani ve Spenatovém
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MSP), které oba zahrnuje DPKGR region, sni uji viykgsliku na 20 %, respektive 40 %.
Schopnost takto mutovanych proteindzat se na fotosystém Il je ovlivia jen slab,
schopnost zadr ovat Ganeni ovlivnna v bec, ale schopnost zadr ovat e podstatn
sni ena. Nedavna prace Popelkové a kol. (2009) mmawazuje, e mutace kyseliny
asparagové Aspl57 v DPKGR regionu MSP Spenatujsnschopnost fotosystému Il vyvijet
kyslik na 30 % oproti kontrole, i kdy neni ovlivha vazba MSP na fotosystém. | v tomto
p ipad byla podstatn sniena schopnost MSP zadrovat chloridové anipnkge to
schopnost zadr ovat vapenaté anionty ovliva nebyla (Popelkova a kol. 2009).

Mutantni MSP ze Spenatu n dlouhymi delecemi na N-konci (3—18 N-koncovych
aminokyselinovych zbytk vykazovaly podle stupn zkraceni postupn se sni ujici
schopnost vazby na vnii podjednotky fotosystému Il. Diky tomu W také postupn
sni enou schopnost zadr ovat Ci napoméhat vyvoji kysliku. Schopnost zadr ovat'Ge u

nich neliSila (Popelkové a kol. 2008).

3.2.2 Interakce s Ca

Adelroth a kol. (1995) pomoci radioaktivniho vapeha kationtu €Ca&") ukazali, e
odstranni MSP z fotosystému Il znatelrovliv uje vazbu C&. V nepitomnosti MSP bylo
snieno mnostvi C& vazaného na fotosystém Il a zvySena rychlost jeismciace.
Odstranni MSP tedy pravgpodobn vede k naruseni vazebného mista pro vapenaténigatio
nebo k odstrami bariéry, ktera brani rychlé vym C&* mezi OEC a okolnim médiem
(Adelroth a kol. 1995).

Heredia a De Las Rivas (2003) a Kruk a kol. (2008)rhli, e vapenaty kation je i
sou asti struktury MSP. Pomoci FTIR spektroskopie HeredDe Las Rivas (2003) zjistili,
e p ftomnost C& m ni konformaci MSP v roztoku na mémspoadanou a sni uje jeho
teplotni stabilitu. Kruk a kol. (2003) detekovaliMSP pitomnost jednoho nizkoafinitniho
vazebného mista pro €a Murray a Barber (2006) dokonce iliir pravd podobné misto
vazby C&" ve struktue MSP sinice z anomalnich difraléch dat, které ziskali Ferreira a kol.
(2004). Z tchto dat vSak neni jasné, jestli se jedna o vapekationty, nebo o kationty
jiného kovu. Krom toho ze ti aminokyselinovych zbytk navrhovanych jako ligandy
kationtu kovu je pouze jeden vysoce konzervovaegel je konzervovany mém jeden je
specificky pro siniciThermosynechococcus elongafiurray a Barber 2006). Popelkova a
kol. (2008) se k vyznamu vazby vapenatych katiarea MSP stavi skepticky a argumentuji
tim, e MSP je kysely (pl = 5,2), a tudi negativnéboj na proteinu pfyziologickém pH
m e zp sobovat nespecifickou vazbu dvojmocnych kationt
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3.2.3 Karbonatdehydratazova aktivita

Pro optimélni oxidaci vody jsou gm mimo jiné poteba i hydrogenuhlitanové
anionty. Jejich nutnost pro spravnou funkci OECtedy i nutnost karbonatdehydratazy
(carbonic anhydrase), ktera je v dostatemie produkuje katalyzou reakce oxidu uhé&ho
a vody, prokazali u zelenédsyChlamydomonas reinhardtifillarejo a kol. (2002). Lu a kol.
(2005) ukazali, e u hrachu jsou s fotosystémem aHociovany dokonce dva zdroje
karbonatdehydratazové aktivity, z nich y&i, luminalni, se nachazi na MSP.
Karbonatdehydratazova aktivita MSP je silstimulovana manganatymi kationtyasten
také vapenatymi kationty. MSP tedyejm potebuje Mi* jako kofaktor pro maximalni
karbonatdehydratazovou aktivitu (Lu a kol. 2005;d.&temler 2007). Villarejo a kol. (2002)
navrhuji, e by karbonatdehydrataza mohla také ligateu zp tné reakce, p které reaguji
protony s HCQ@ za vzniku vody a oxidu uhiitého, chranit OEC pnadm rném ozéeni ped

p iliSnou acidifikaci odebiranim proton

3.2.4 P edpokladany kanal pro vodu a protony

Jednou z roli, kterymi MSP zajife spravnou funkci OEC, jegm také podil na
tvorb kanalu mezi luminem thylakoidu a manganovym ké&str Takovy kanal by mohl
zajis ovat kontrolovany vstup substratové vody k mangénay klastru, regulovat {stup
r znych dalSich malych molekul a zaj&at odvod produkt— proton a kysliku, aby bylo
zabranno nechtnym vedlejSim reakcim (De Las Rivas a Barber 2®ilier a kol. 2001;
Shutova a kol. 2007). Hillier a kol. (2001) ukazaé odstrannim vn jSich protein OEC
(MSP, PsbP a PsbQ) se zpomali viiamvody v katalytickém centru.

Ze znamé struktury MSP sinice (Ferreira a kol. 2@ a kol. 2005) je jasne, e
hydrofilni kanadl neme vést vnitkem -soudku, protoe ten je plny hydrofobnich
postrannichet zc . Kanal zejm vede mezi MSP a vnitimi proteiny fotosystému Il (De
Las Rivas a Barber 2004).

Shutova a kol. (2007) identifikovali ve struktuMSP siniceThermosynechococcus
elongatusskupinu karboxylovych skupin, ktera je podle ngdu asti hydrofilniho kanalui
jakési hydrofilni kapsy a funguje jako ,protonovaténa“ — vae protony uvolmé pi
oxidaci vody a rychle je delokalizuje na mno stkicaptor, a tim zajiSuje mo nost rychle
p ijimat dalSi protony. Takovym zgobem pufruje vniti prostedi OEC a enasi protony
do lumina thylakoidu. Zmmy v konformaci MSP zavislé na jeho protonaci byhigdirat roli
v regulaci transportu vody k manganovému klastpuogon zp t (Shutova a kol. 2007).
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DalSi modely umishi kanal, zalo ené na krystalografickych strukturach MSP a
fotosystému Il sinic@ hermosynechococcus elongatnavrhli Murray a Barber (2007) a Ho
a Styring (2008). Murray a Barber (2007) maji v&éravmodelu i kanaly, Ho a Styring
(2008) dokoncety i. Jeden z kand) ktery navrhli Ho a Styring, zahrnuje aminokyselig
zbytky z MSP, ale ty se liSi od aminokyselinovydiytk , 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 konzeaumé a asten se shoduji se
zbytky s karboxylovymi skupinami identifikovanymh&ovou a kol. (Williamson 2008).

Ve vsech diskutovanych modelech seasinné aminokyselinové zbytky na MSP
nachazeji na flexibilnich smkach. Vzhledem k tomu, e tyto modely byly vyvozeng
statické struktury sinice, stava otazkou, jak se chovaji vivo, kde pravdpodobn m e
MSP mnit konformaci v prb hu reakniho cyklu oxidace vody a pzm nach vnjSich
podminek (Williamson 2008).

3.2.5 Thioredoxinova aktivita

Heide a kol. (2004) izolovali ze zelenésy Scenedesmus obliquysrotein o
molekulové hmotnosti 28 kDa, ktery vykazoval thabwginovou aktivitu. astenym
sekvenovanim zjistili, e se jedna o MSP nebo jemmmolog. Extrakci z izolovanych
thylakoid potvrdili, e se v nich tento protein nachazi. Z&jici je, e thioredoxinova
aktivita tohoto proteinu se zda byt specificka p@ktivaci enzym nachéazejicich se ve
stromatu chloroplast(Heide a kol. 2004).

Obdobny protein (vykazujici thioredoxinovou aktiyise autorm podailo vyizolovat
také z asyChlorella vulgaris ale ne zasy Chlamydomonas reinhardtiMSP izolovany ze
Spenatu thioredoxinovou aktivitu nevykazoval. Jéazkou, jestli je thioredoxinova aktivita
MSP specificka pro rkteré zelenéasy, a jakou ma funkci — jestli se MSP mnachéazet i ve
stromatu, aby reguloval aktivitu stromatélnich enzyHeide a kol. 2004). Vzhledem Kk ji
zmin né hypotéze redoxni regulace v luminu thylakdi@opalan a kol. 2004) vyvstava také

otazka, jestli by MSP nemohl regulovat aktivitugein v luminu thylakoid .

3.2.6 Vliv MSP na strukturu superkomplexu fotosysté mu Il a
sv tlosb rnych komplex

Jak u bylo zminno, ze struktury fotosystému Il sinice (Ferreirkah 2004) bylo
ZjiSt no, e MSP interaguje i s proteinem CP47 druhéhamoneoeru dimerického komplexu
fotosystému Il (De Las Rivas a Barber 2004). Krawho také MSP ,vyniva“ p es ,okraj*

komplexu fotosystému Il v mist kde je u vySSich rostlin vazan trimericky hlavni
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sv tlosb rny komplex (Dekker a Boekema 2005). Elektronmikopsckd studie
superkomplex fotosystém Il a sv tlosb rnych komplex vystavenych rznym podminkam
odhalila, e po odstrami MSP se znatelnm ni struktura superkomplexu. Trimericky hlavni
sv tlosb rny komplex se posune asi 0 0,9 nm a u mnoha sapgrlex se také peskupi
monomery fotosystém (Boekema a kol. 2000). Z toho lze usuzovat, e MS8Rbilizuje
dimery fotosystému Il a udr uje ve spravné poziginericky hlavni svtlosb rny komplex
(Boekema a kol. 2000; Dekker a Boekema 2005; DeRieas a Barber 2004).

3.2.7 GTPazova aktivita MSP

A se div p edpokladalo, e v luminu thylakoid nejsou nukleotidy, Spetea a kol.
(2004) u Spenatu jejich pomnost v luminu prokazali. Demonstrovali, e wkikoidnich
membranach existuje transportni systém pro nuklgad uvnit thylakoid jsou proteiny,
které je va i. Jednim z thto protein je p ekvapiv MSP (Spetea a kol. 2004). GTP-vazebné
misto MSP Spenétu je praymbdobn lokalizovano v -soudkové domén Aminokyselinové
zbytky zahrnuté do vazby GTP nejsou konzervovanyimgssimi rostlinami, zelenymi
asami a sinicemi, co je v souladu s pozorovanimiMSP zelenychas a sinic GTP neva e
— tato aktivita je nejspiS specificka pro MSP vgB3siostlin (Lundin a kol. 2007b).

MSP Spenatu méa nizkou vmit GTP4zovou aktivitu, ktera se aleli n  patnactkrét
zvySi, pokud je MSP navazan na dimer fotosystémuHiidrolyza GTP nejspiS zmi
konformaci smyky mezi -vlakny 1 a 2, ktera interaguje s proteinem CP4dhého
monomeru dimerického komplexu fotosystému 1l, co e vést k monomerizaci

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

3.2.8 Funkce MSP v degradaci poskozeného proteinuD 1

B hem normalni funkce fotosystému Il a zejména zamatk ozéenosti dochazi
k poni eni proteinu D1 oxidanty produkovanymi v OEC, kzané fotoinhibici.
Fotosystémy Il s poSkozenymi proteiny D1 podstumpgjiistale probihajici opravny cyklus,
ktery zahrnuje degradaci poeného D1 a jeho nahrazeni nosyntetizovanym proteinem.
Tento opravny cyklus je mimo jiné regulovan revieilni fosforylaci nkterych podjednotek
jadra fotosystému Il (Aro a kol. 2005). Pokud nemitomny MSP, protein D1 neni
degradovan a tvo agregaty s proteiny CP43 a CP47 (Yamamoto a k888). Proto
Yamamoto a kol. (1998) navrhli hypotézu, e by M8BhI fungovat jako jakysi chaperon

zabraujici agregaci D1, a tim umouijici jeho degradaci.
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Ve Spenatu je k degradaci poskozeného D1 mimajmé&ba pitomnost GTP (Spetea
a kol. 1999). Je tedy pravgbdobné, e s opravnym cyklem D1 souvisi GTPazduévita
MSP (Lundin a kol. 2007b). Ve shod tim je i zjiStni, e pi opravném cyklu se dimer
fotosystému Il rozpada na monomery (co mbyt zp sobeno znnou konformace MSP po
hydrolyze GTP), které naslediputuji z granélnich thylakoidnich membran do statimich
oblasti, kde m e dojit k vym n proteinu D1 (Dekker a Boekema 2005; Aro a kol.200

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

3.3 Funk nirozdily meziizoformami MSP v huseni  ku

Sekvenovanim genomu huseéani (Arabidopsis thalianpbylo zjist no, e 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 zdahtgwni izoformou, proto e v rostlin
se ji nachazi rkolikrat vice ne izoformy PsbO2 (Murakami a kol0@5). A se primarni
struktura izoforem jen malo liSi, nedokdi se vrdje pin nahradit. Oba mutanti
s nefunknim jednim nebo druhym genem vykazuji jasné rymfenotypu. Mutantpsbol
(postrada izoformu PsbO1) vykazuje oproti nemutgwa rostlinam zpomaleny st, bled
zelené listy, zvySenou nachylnost k fotoinhibiciast jSi vym nu posSkozeného proteinu D1
(Murakami a kol. 2002; Lundin a kol. 2007a). Mutasbo2roste rychleji ne mutanpsbol
avSak pomaleji ne nemutované rostliny a jeho ligggu tmav zelené. Krom toho ma
poSkozeny cyklus degradace D1 a Ise mu dd pi dlouhodobém nadnmném ozéeni
(Lundin a kol. 2007a). Exprese izoforem je vzajerkantrolovana, v obou mutantech doslo
k navySeni mno stvi zbylé izoformy (Murakami a k&D05; Lundin a kol. 2007a). M vitro
pokusech s navazovanim jednotlivych izoforem, erpxianych v bakteriEscherichia coli
na fotosystém Il bylo zjiSho, e ob izoformy se na fotosystém va i stejulobe, ovSem
produkce kysliku v OEC je o oo vySsi v pitomnosti izoformy PsbO1 (Murakami a kol.
2005). Lundin a kol. (2008) zjistili, e izoformasBO2 ma naopak iplin tikrat vysSi
GTPazovou aktivitu.

Tyto skutenosti vyplynuly v hypotézu, e izoforma PsbO1 sloup edevsSim
k usnadovani funkce OEC (stabilizaci manganového klaskdg to izoforma PsbO2, které
je vrostlinach huserku podstatn mén, ma spiSe regulai funkci potebnou pro vymnu
poSkozeného proteinu D1 (Lundin a kol. 2007a; Laonaikol. 2008; Allahverdiyeva a kol.
2009).
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Mo nost, e dv rozdilné izoformy MSP jsou de ité i pro pizp sobovani rznym
vn jSim podminkam, je podpena zjiStnim, e pi chladové aklimaci rostlin husekiu se
m ni pomr zastoupeni jednotlivych izoforem v rostlinGoulas a kol. (2006) zjistili, e p
ty icetidenni kultivaci rostlin huserku pi 5 °C stoupa v luminu thylakoid mno stvi
izoformy PsbO2 a kles& mno stvi izoformy PsbO1, ele m e op t souviset s relativn

nadm rnym ozaenim a poebou ast jSi vym ny proteinu D1.

P esto e ve Spenatu, z hlediska fotosyntézy nejpromkan jSi vysSi rostlin, se
nachazi nejspiS§ pouze jedna izoforma MSP, zd4 seye vtSin alespo asten
osekvenovanych vysSich rostlin, s vyjimkou ry e, sachazi prav dv izoformy MSP
(Lundin a kol. 2007a; Duchoslav a Fischer, nepubi@no). Rozdily v tchto izoformach
mohou hrat vyznamnou roli ve vSech funkcich, ke8P vykonava, co pravgodobn
umo uje rostlinam dole se pizp sobovat promnlivym podminkdm prosedi. Vzhledem
k tomu, e v luminu thylakoid se nach&zi velké mno stvi volnych MSP schopnycfedauti
na fotosystém Il (Hashimoto a kol. 1996), je mo n&,prostednictvim vymny izoforem

m e dochazet i k velmi rychlému gp sobovani aktivity fotosystému Il.
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