
 

P�írodov� decká fakulta Univerzity Karlovy v Praze 
 

Katedra experimentální biologie rostlin 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

���������	��
���
������������������������������������
�

���������������	�����
���
������	����������������������� ����

 
 
 
 
 

Miloš Duchoslav 

 
 
 
 
 
 

Vedoucí práce: 
RNDr. Lukáš Fischer, Ph.D. 

 
 
 
 
 
 

Bakalá�ská práce 
 

Praha 2010 



 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Prohlašuji, �e jsem p�edlo�enou práci vypracoval samostatn�  pod vedením školitele 

RNDr. Lukáše Fischera, Ph.D., kterému tímto d� kuji za zodpov� dné vedení. Všechny 

p�ejaté informace jsou �ádn�  citovány. 

 

V Praze dne 29.4.2010    Podpis: 

 



 

Abstrakt 

Vznik oxygenní fotosyntézy byl jedním z klí� ových moment�  evoluce �ivota na Zemi. 

Veškerý molekulární kyslík v atmosfé�e pravd� podobn�  vznikl št� pením vody, které probíhá 

v centru vyvíjejícím kyslík na fotosystému II. Fotosystém II, slo�itý komplex mnoha protein�  

a kofaktor� , jeho� struktura je do velké míry fylogeneticky konzervovaná, se nachází 

v thylakoidních membránách chloroplast�  a sinic. A�  je mechanismus fotosyntetického 

rozkladu vody, probíhajícího na manganovém klastru, intenzivn�  zkoumán, není do dnešní 

doby uspokojiv�  objasn� n. Podstatný vliv na stabilizaci manganového klastru a ú� innost 

rozkladu vody mají vn� jší proteiny fotosystému II nacházející se v luminu thylakoid� . 

Nejd� le�it � jší z nich je mangan-stabilizující protein (MSP), který je p�ítomný ve všech 

známých oxyfototrofních organismech. V literatu�e je tomuto proteinu p�ipisováno velké 

mno�ství úloh – krom�  stabilizace manganového klastru nap�íklad také 

karbonátdehydratázová aktivita, GTPázová aktivita � i regulace vým� ny poškozeného proteinu 

D1. Funkce MSP jsou pravd� podobn�  �ízeny zm� nami v jeho dynamické struktu�e. MSP se 

pravd� podobn�  podílí na regulaci fotosyntézy za r� zných vn� jších a vnit�ních podmínek. 

P�edlo�ená práce shrnuje sou� asné znalosti o struktu�e a funkcích MSP a rozdílech dvou 

izoforem MSP v n� kterých vyšších rostlinách. 
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Abstract 

The appearance of oxygenic photosynthesis was a key event in the evolution of life on 

the Earth. All molecular oxygen in the atmosphere likely comes from a water-splitting 

reaction catalysed by the oxygen-evolving center of photosystem II. Photosystem II – a 

multisubunit protein-cofactor complex with a phylogeneticaly highly conserved structure – is 

embedded in the thylakoid membrane of chloroplasts and cyanobacteria. The mechanism of 

the photosynthetic water-splitting reaction, which occurs on the manganese cluster, has been 

widely investigated; however, it has not yet been fully understood. An essential role in the 

stabilization of the manganese cluster and in the facilitation of oxygen evolution is played by 

photosystem II extrinsic proteins that occur in thylakoid lumen. The most important among 

them is a manganese-stabilizing protein (MSP) that is present in all known oxyphototrophs. 

This protein is believed to have many functions: besides stabilizing the manganese cluster, it 

is also carbonic anhydrase activity, GTPase activity and regulation of the turnover of the D1 

protein. The functions of the MSP are probably regulated through changes in its dynamic 

structure. The MSP is likely to take part in the regulation of photosynthesis under various 

external and internal conditions. This work reviews the current understanding of the structure 

and the functions of the MSP, and summarizes the differences between two MSP isoforms in 

some higher plants. 
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Obr. 1: Fotosyntetizující mo�ský zado�ábrý pl� Elysia chlorotica. 
Foto: Mary S. Tyler. P�evzato z obálky Proceedings of the 
National Academy of Sciences of the United States of America 
105 (46), rok 2008. 
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1 Úvod 

Zhruba p�ed 2,5 miliardami let (Olson a Blankenship 2004) se u fotosyntetizujících 

organism�  vyvinul aparát schopný št� pit vodu za pomoci energie ze sv� tla na molekuly 

kyslíku a vodík navazovaný do organických slou� enin, jinými slovy oxidovat vodu na O2 a 

reduk� ní ekvivalenty. Tato událost, evolu� ní vynález fotosystému II, byla „velkým t�eskem“ 

ve vývoji biosféry, proto�e �ivot na této planet�  u� nebyl limitován zdroji slou� enin, které do 

té doby byly pou�ívány jako donory vodíku a elektron�  (organické kyseliny, Fe2+, H2S, NH2). 

Voda byla a stále je na Zemi dostupná v prakticky neomezeném mno�ství. Zp�ístupn� ní 

tohoto nevy� erpatelného zdroje reduk� ních ekvivalent�  pot�ebných k fixaci uhlíku je p�í� inou 

obrovského mno�ství biomasy na Zemi v dnešní dob� . Krom�  toho uvol� ování kyslíku jako 

odpadního produktu m� lo za následek vytvo�ení atmosféry s velkým podílem kyslíku 

umo�� ující aerobní dýchání, p�i kterém je maximáln�  vyu�ita energie obsa�ená v  

organických látkách (Nield a Barber 2006). Mimo to dal kyslík v atmosfé�e vznik ochranné 

ozónové vrstv� , která dovolila rozší�ení �ivota na souš (Kern a Renger 2007). 

P�edkládaná práce je zam�� ena na mangan-stabilizující protein (MSP) – vn� jší 

(luminální) podjednotku fotosystému II, která má zásadní vliv na funkci vlastního centra 

vyvíjejícího kyslík, tvo�eného skupinou � ty� atom�  manganu a jednoho atomu vápníku 

(Popelková a kol. 2003; Loll a kol. 2005). MSP se nachází ve všech známých 

fotosyntetizujících organismech vyvíjejících kyslík (De Las Rivas a kol. 2004). Jeho 

nezbytnost pro funkci fotosyntetického aparátu lze demonstrovat i na kuriózním p�íkladu 

zvláštního mo�ského zado�ábrého pl�e Elysia chlorotica (obr. 1), který získává plastidy ze 

své potravy, �asy Vaucheria litorea. Plastidy ukládá do svého trávicího epitelu, kde n� kolik 

m� síc�  fotosyntetizují a dodávají pl�i energii a fixovaný uhlík i bez p�ítomnosti jaderného 

genomu �asy, co� je zará�ející, nebo�  v� tšina protein�  v chloroplastech (mimo jiné také MSP) 

je kódována práv�  jaderným genomem. Bylo však prokázáno, �e minimáln�  gen pro MSP má 

pl� p �ítomný ve svém jaderném genomu, pravd� podobn�  v d� sledku horizontálního genového 

p�enosu (Rumpho a kol. 2008). 

Objasn� ní struktury a mechanismu fungování fotosyntetického aparátu št� pícího vodu 

není jen obrovskou výzvou a fascinujícím tématem základního výzkumu, ale m� �e také 

poskytnout inspiraci pro vytvo�ení biomimetických (biologické systémy napodobujících) 

za�ízení slou�ících k technickému vyu�ívání slune� ní energie (Kern a Renger 2007). 
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Obr. 2: Dimer fotosystému II sinice Thermosynechococcus elongatus. (a) Pohled na 
rovinu membrány. Na ka�dém monomeru (I a II), které  jsou odd� lené p�erušovanou 
� ernou � arou, jsou ukázány rozdílné strukturní prvky. I, Podjednotky jádra D1 (�lut � ), D2 
(oran�ov � ), CP43 (fialov� ) a CP47 (� erven� ), � - a � -�et� zec cytochromu b-559 (zelen�  a 
modrozelen� ), malé membránové podjednotky (šed� ). Nep�i�azené transmembránové 
helixy jsou ozna� eny X1–X3. Vn� jší podjednotky a kofaktory nejsou znázorn� ny. II, 
Proteiny jsou znázorn� ny jejich transmembránovými helixy obarvenými stejn�  jako v � ásti 
I. Dále jsou znázorn� 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� ), �eleznatý kationt (modrá kuli � ka) a p�edpokládaný 
vápenatý kationt (�lutá kuli � ka). (b) Pohled z boku (z roviny membrány). Barvy pro 
membránové podjednotky a kofaktory jsou stejné jako v � ásti (a). Vn� jší podjednotky jsou 
znázorn� ny zelen�  (MSP), r� �ov �  (PsbU) a mod�e (PsbV), atomy manganu jsou 
znázorn� ny � ervenými kuli� kami. P�evzato z Loll a kol. (2005). 
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2 Fotosystém II 

Fotosyntetický rozklad vody probíhá v proteinovém komplexu ozna� ovaném jako 

fotosystém II (photosystem II), který se nachází v thylakoidních membránách. Fotosystém II 

je slo�ený z v� tšího po� tu podjednotek a funguje jako oxidoreduktáza oxidující vodu a 

redukující plastochinon, neboli p�enášející elektrony z vody (za vzniku molekulárního 

kyslíku) na plastochinon, který se redukuje na plastochinol. Superkomplex fotosystému II se 

skládá ze t�í � ástí – sv� tlosb� rného komplexu (light harvesting complex, LHCII), jádrového 

komplexu  (core complex) a vn� jších protein�  centra vyvíjejícího kyslík (oxygen evolving 

center, OEC). Ka�dý z komplex�  je slo�en z více podjednotek (Kern a Renger 2007). 

V thylakoidních membránách se fotosystém II vyskytuje v homodimerech (Loll a kol. 2005). 

V dnešní dob�  je pom� rn�  dob�e známá struktura fotosystému II sinice 

Thermosynechococcus elongatus, zvlášt�  díky práci Loll a kol. (2005), kte�í pomocí 

rentgenové difrak� ní analýzy získali strukturu jádrového komplexu s vn� jšími proteiny OEC 

s rozlišením 3,0 Å (obr. 2). O fotosystému II vyšších rostlin bohu�el nejsou známy takové 

podrobnosti, proto�e se zatím nepoda�ilo získat dostate� n�  kvalitní t�írozm� rné krystaly pro 

rentgenovou difrak� ní analýzu. Nejkvalitn� jší struktury jaderného komplexu rostlinného 

fotosystému II byly získány elektronovou krystalografií, která umo�nila ur� it pozici hlavních 

podjednotek a umíst� ní transmembránových helix�  (Hankamer a kol. 2001b). P�i porovnání 

s modelem odvozeným ze struktury sinicového fotosystému II Hankamer a kol. (2001a) 

zjistili, �e pozice hlavních podjednotek a jejich transmembránových helix�  si odpovídají. 

Uspo�ádání menších podjednotek u� však odpovídá mén� . P�edstava o uspo�ádání celého 

superkomplexu (jádra fotosystému II, vn� jších protein�  OEC a sv� tlosb� rného komplexu) 

vyšších rostlin vychází z elektronmikroskopických snímk� . T�írozm� rná struktura tohoto 

superkomplexu ze špenátu (Spinacea oleracea) s rozlišením 17 Å byla získána 

jedno� ásticovou analýzou pomocí elektronové kryomikroskopie (obr. 3; Nield a kol. 2002). 

2.1 Jádrový komplex 
Jádro fotosystému II tvo�í heterodimer protein�  D1 a D2. Všechny kofaktory 

zajiš� ující separaci náboj� , oxidaci vody a redukci plastochinonu jsou vázány t� mito dv� ma 

proteiny. Po stranách protein�  D1 a D2 jsou proteiny CP43 a CP47 (chlorophyll binding 

proteins) slou�ící k absorpci sv� tla a p�enosu energie ze sv� tlosb� rného komplexu 

k reak� nímu centru. Tyto � ty�i proteiny jsou uspo�ádány v celku symetricky, stejn�  jako 

kofaktory jimi vázané (obr. 4). Kolem t� chto � ty� hlavních podjednotek je mno�ství malých 

transmembránových protein�  (obr. 2; Loll a kol. 2005). V dostupné literatu�e dosud chybí 
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spolehlivý údaj o jejich celkovém po� tu, nebo�  n� které podjednotky jsou z�ejm�  vázané jen 

lehce a p�i izolaci komplexu odpadávají. Loll a kol. (2005) uvádí pro sinice minimáln�  13 

malých membránových podjednotek, p�i� em� se dá p�edpokládat, �e vyšší rostliny budou mít 

t� chto podjednotek ješt�  více. U Eukaryot je v� tšina t� chto podjednotek, stejn�  jako � ty� i 

centrální podjednotky, kódována chloroplastovým genomem. 

Celý jádrový komplex fotosystému II sinice vá�e p�es sedmdesát kofaktor� . 

Heterodimer D1/D2 vá�e symetricky uspo�ádané následující kofaktory: 6 molekul chlorofylu 

A, 2 molekuly feofytinu, 2 molekuly plastochinonu, 2 molekuly � -karotenu, jeden �eleznatý 

kation a jeden uhli� itanový anion. Z luminální strany proteinu D1 je ješt�  vazebné místo pro 

manganový klastr komplexu vyvíjejícího kyslík (Loll a kol. 2005). Uspo�ádání t� chto 

kofaktor�  je vid� t v obrázku 4. 

CP47 vá�e 16 molekul chlorofylu A a 5 molekul � -karotenu, CP43 13 molekul 

chlorofylu A a 3 molekuly � -karotenu. Krom�  toho jsou nap�íklad v podjednotkách 

ozna� ovaných cytochrom b559 vázány 2 molekuly hemu (Loll a kol. 2005). 

2.2 Centrum vyvíjející kyslík 
Jako centrum vyvíjející kyslík (oxygen evolving center, OEC) je ozna� ován obvykle 

klastr (seskupení) � ty�  atom�  manganu a jednoho atomu vápníku – kofaktor� , na kterých 

probíhá oxidace vody. V širším pojetí, které bude pou�íváno i v této práci, jsou za sou� ást 

Obr. 3: Šikmý pohled na povrch t� írozm� rného modelu superkomplexu sv� tlosb� rných 
komplex�  a dimeru fotosystému II špenátu o rozlišení 17 Å získaný pomocí 
jedno� ásticové analýzy z fotografií z elektronového mikroskopu. Výb� �ky ozna � ené 
písmeny pravd� podobn�  odpovídají vn� jším protein� m OEC. P�evzato z Nield a kol. 
(2002). 
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OEC pova�ovány i okolní proteiny, které se ú� astní vazby a stabilizace manganového klastru 

(D1 a CP43 z jádra fotosystému II a vn� jší proteiny fotosystému II nasedající z lumina 

thylakoidu). � asto se v literatu�e setkáme s pou�itím zkratky OEC nejen pro „oxygen 

evolving center“, ale také pro „oxygen evolving complex“. Ob� as jsou pou�ívány i pojmy 

„water-oxidizing complex“ (WOC) � i „water-splitting complex“. 

2.2.1 Manganový klastr 

Manganový klastr centra vyvíjejícího kyslík je vázán p�evá�n�  proteinem D1, a to 

v jeho � ásti sm�� ující do lumina thylakoidu. Skládá se z jednoho vápenatého kationtu a ze � ty� 

atom�  manganu, které se v d� sledku odebírání elektron�  do reak� ního centra fotosystému II 

postupn�  oxidují. Pln�  oxidovaný klastr je následn�  schopen se zp� tn�  redukovat rozšt� pením 

dvou molekul vody. Detailní uspo�ádání t� chto atom�  a atom�  kyslíku, které jsou z�ejm�  

mezi nimi, není zatím známo, � áste� n�  kv� li nedostate� nému rozlišení struktur získaných 

rentgenovou krystalografií, � áste� n�  i kv� li  zm� nám navozovaným p�i vlastní analýze 

(Barber 2008). Yano a kol. (2005) toti� ukázali, �e dávky rentgenového zá�ení b� �n �  

pou�ívané pro rentgenovou krystalografii mohou manganový klastr zna� n�  pozm�� ovat. 

Krom�  rentgenové difrak� ní analýzy jsou ke studiu struktury manganového klastru a 

jejích zm� n v pr� b� hu oxidace vody vyu�ívány také r� zné spektroskopické metody. 

Interpretace výsledk�  však není zcela jasná, co� vede k vytvá�ení mnoha r� zných model�  

(Barber 2008; Yano a Yachandra 2008). Jistý není ani zp� sob vazby manganového klastru na 

okolní proteiny, modely vycházející z nejnov� jší krystalografické struktury fotosystému II 

(Loll a kol. 2005) se však shodují v tom, �e jako ligandy pro mangan slou�í n� kolik 

Obr. 4: Uspo�ádání kofaktor�  
v jádru fotosystému II, pohled 
z roviny membrány. Znázorn� né 
kofaktory: chlorofyl A (zelen� ), 
feofytin (�lut � ), � -karoteny 
(� erven� ), plastochinony (fialov� ), 
�eleznatý kationt (modrá kuli � ka), 
vápenatý kationt (�lutá kuli � ka), 
atomy manganu (� erven� ). 
P�ibli�né polohy protein �  D1 a D2 
jsou znázorn� né te� kovanými 
� arami. � erné šipky znázor� ují 
p�enos elektronu po excitaci 
P680 (Loll a kol. 2005, p�evzato 
z Kern a Renger 2007). 
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aminokyselin proteinu D1 a jedna aminokyselina proteinu CP43 (Barber 2008; Yano a 

Yachandra 2008). Jeden z model�  je na obrázku 5. 

2.2.2 Vn� jší proteiny centra vyvíjejícího kyslík 

Vn� jší proteiny (extrinsic proteins) fotosystému II zahrnované do OEC nasedají na 

integrální membránové proteiny jádra fotosystému z luminální strany (Nield a Barber 2006). 

Tvo�í tím jakýsi „výstupek“ fotosystému II do lumina thylakoidu. Jak je vid� t z obrázku 6, 

fotosystém II sinic i vyšších rostlin je z cytosolické/stromatální strany plochý. Tento 

strukturní rys, kterým se podstatn�  liší od fotosystému I s nápadným „výstupkem“ na 

cytosolické/stromatální stran�  membrány, je podstatný pro skládání (stacking) thylakoid�  – 

tvorbu gran, v nich� je fotosystém II p�ednostn�  lokalizován (Kern a Renger 2007). 

Hlavním vn� jším proteinem OEC je mangan-stabilizující protein (manganese-

stabilizing protein, MSP). V literatu�e jsou pro tento protein pou�ívány také názvy PsbO 

(podle názvu genu), oxygen-evolving enhancer protein 1 (OEE1) nebo OEC 33 kDa subunit. 

MSP se nachází ve všech známých fotosyntetizujících organismech vyvíjejících kyslík 

(oxyfototrofech), narozdíl od ostatních vn� jších protein�  OEC, které u� nejsou tak široce 

konzervované. U vyšších rostlin a zelených �as jsou sou� ástí OEC proteiny PsbP (OEC 

23 kDa subunit) a PsbQ (OEC 16 kDa subunit). U sinic jsou místo nich na fotosystém II 

vázány proteiny PsbU (photosystem II 12 kDa extrinsic protein) a PsbV (cytochrome c550), 

a� koliv se v jejich genomu nacházejí i sekvence pro proteiny homologní k PsbP a PsbQ (De 

Las Rivas a kol. 2004). Thornton a kol. (2004) prokázali, �e tyto homology se u sinice 

Obr. 5: (A) Jeden z model�  uspo�ádání manganového klastru v OEC. Atom vápníku je 
znázorn� n zelen� , atomy manganu fialov� , atomy kyslíku � erven� . Šipka znázor� uje 
sm� r normály k membrán� . (B) Stejný model jako v (A) znázorn� ný schematicky. 
Vzdálenosti mezi atomy menší ne� 2,8 Å jsou znázorn � né � arami. P�evzato z Barber a 
Murray (2008). 



 7 

Synechocystis alespo�  � áste� n�  vá�í na fotosystém II a zajiš� ují jeho optimální aktivitu. 

Umíst� ní PsbP a PsbQ na fotosystému II vyšších rostlin se podle elektronmikroskopických 

snímk�  zdá být velice odlišné od  umíst� ní PsbU a PsbV na fotosystému sinice. Z t� chto 

údaj�  se dá vyvodit, �e  proteiny PsbP a PsbQ nejsou strukturním a funk� ním nahrazením 

sinicových PsbU a PsbV ve fotosystému rostlin (Nield a Barber 2006) a �e evolu� n�  

p� vodních je z�ejm�  p� t protein�  OEC, z nich� se dva, PsbU a PsbV, b� hem evoluce zelených 

rostlin ztratily (Thornton a kol. 2004). B� hem evoluce zelených fotosyntetizujících Eukaryot 

také došlo k p�esunu gen�  pro MSP, PsbP a PsbQ (spolu se stovkami dalších gen� ) 

Obr. 6: Model superkomplexu sv� tlosb� rných komplex�  a dimeru fotosystému II, pohled 
(a) z roviny membrány a (b) z luminu thylakoidu. Struktury protein�  jádra fotosystému II 
ze sinice (Ferreira a kol. 2004) a struktury sv� tlosb� rných komplex�  (Liu a kol. 2004) 
získané rentgenovou krystalografií jsou v (b) zobrazeny do struktury superkomplexu ze 
špenátu získané elektronovou kryomikroskopií a jedno� ásticovou analýzou (Nield a kol. 
2002). Vn� jší proteiny OEC jsou v (a) ozna� eny O (MSP), P (PsbP) a Q (PsbQ), v (b) 
nejsou zobrazeny. Neozna� ené malé membránové podjednotky jádra fotosystému jsou 
znázorn� ny bíle, molekuly chlorofylu zelen� . Trimerický hlavní sv� tlosb� rný komplex je 
ozna� en LHCII. Pro zobrazení struktury menšinových sv� tlosb� rných komplex� , CP26 a 
CP29, byla pou�ita struktura monomeru hlavního sv � tlosb� rného komplexu. P�evzato 
z Nield a Barber (2006). 
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z chloroplast�  do jádra, nebo�  tyto geny se u všech zkoumaných zelených fotosyntetizujících 

Eukaryot nacházejí práv�  v jaderné DNA (De Las Rivas a kol. 2004). Zvláštní skupinu 

vn� jších protein�  OEC mají ruduchy – u �asy Cyanidium caldarium byl nalezen jadern�  

kódovaný protein o molekulové hmotnosti 20 kDa vázající se na fotosystém II a nazván 

PsbQ� vzhledem k � áste� né homologii s PsbQ (Ohta a kol. 2003). Krom�  toho mají ruduchy 

protein PsbU, kódovaný jadernou DNA, a protein PsbV, kódovaný plastidovou DNA (De Las 

Rivas a kol. 2004). 

Vn� jší proteiny OEC se na fotosystému II nacházejí v blízkosti manganového klastru. 

Jejich hlavní funkce je pravd� podobn�  stabilizovat a chránit vlastní centrum vyvíjející kyslík 

a optimalizovat p�ístup iont�  Ca2+ a Cl� , které jsou v reak� ním centru pot�eba jako kofaktory 

pro št� pení vody. Pro�  zde mají sinice a ruduchy p�ítomný i cytochrom (PsbV) je záhada, 

nebo�  tento cytochrom má velmi nízký potenciál a nemá �ádnou redoxní aktivitu 

indukovatelnou sv� tlem (Barber 2003). 

2.3 Anténní komplexy 
Takzvané anténní komplexy p�iléhající k fotosystému II slou�í k absorpci sv� telné 

energie a k p�enosu této energie do jádra fotosystému. Tím je zvýšena efektivita absorpce 

sv� tla rostlinou, a tudí� ú� innost celé fotosyntézy. P�edpokládá se také, �e n� které sou� ásti 

anténních komplex�  slou�í k p�em� n�  nadbytku absorbované excita� ní energie na teplo 

(disipaci) za podmínek nadm� rné ozá�enosti (Barros a Kühlbrandt 2009). 

Anténní komplexy eukaryotických fotosystém�  se v literatu�e ozna� ují jako 

sv� tlosb� rné (light harvesting) komplexy. Do sv� tlosb� rného komplexu fotosystému II (light 

harvesting complex II, LHCII) vyšších rostlin a zelených �as je zahrnováno n� kolik 

membránových protein�  pat�ících do genové nadrodiny (gene superfamily) Lhc. Všechny 

geny z této nadrodiny jsou sou� ástí jaderného genomu (Barros a Kühlbrandt 2009). Jejich 

proteinové produkty vá�í r� zné po� ty molekul chlorofylu A, chlorofylu B a xantofyl�  

(luteinu, violaxantinu a neoxantinu). V nejv� tším mno�ství je v thylakoidních membránách 

p�ítomen takzvaný „hlavní“ komplex LHCII. Tento komplex je trimer o nestálém slo�ení – 

tvo�í ho r� zné kombinace t�í velice podobných protein�  ozna� ovaných podle názvu gen�  

Lhcb1, Lhcb2 a Lhcb3. V literatu�e je � asto zkratka LHCII pou�ívána jen pro tento trimerický 

komplex. Krom�  toho jsou však v thylakoidních membránách i t� i takzvané „menšinové“ 

anténní komplexy ozna� ované Lhcb4 (CP29), Lhcb5 (CP26) a Lhcb6 (CP24), které se 

v� tšinou vyskytují jako monomery (Dekker a Boekema 2005). 
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Struktura trimerického hlavního komplexu LHCII byla získána rentgenovou 

krystalografií, a to z rostlin špenátu (Liu a kol. 2004) a hrachu (Standfuss a kol. 2005; obr. 7). 

P�edpokládá se, �e menšinové proteiny LHCII mají obdobné prostorové uspo�ádání jako 

monomery hlavního komplexu (Dekker a Boekema 2005; Nield a Barber 2006). Jeden 

z model�  uspo�ádání superkomplexu jádra fotosystému II a LHCII je na obrázku 6. 

Anténní komplexy sinic a ruduch, takzvané fykobilisomy, jsou velmi odlišné od 

sv� tlosb� rného komplexu vyšších rostlin a zelených �as – netvo�í je integrální membránové 

proteiny, ale rozpustné (hydrofilní) proteinové komplexy p�iléhající k jádru fotosystému II z 

cytosolické/stromatální strany thylakoidní membrány. Tyto proteiny kovalentn�  vá�í 

chromofory biliny (nap�íklad fykocyanobilin � i fykoerythrobilin), proto jsou nazývané 

biliproteiny (Blankenship 2002). 

Obr. 7: Model struktury trimerického hlavního sv� tlosb� rného komplexu fotosystému II 
hrachu (Pisum sativum). (A) pohled ze stromatální strany, (B) pohled z roviny membrány 
(luminální 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). 
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3 Mangan-stabilizující protein 

3.1 Struktura MSP 

3.1.1 Primární struktura MSP 

Mangan-stabilizující protein (MSP) vyšších rostlin a zelených �as je kódován 

jaderným genomem, jak ji� bylo zmín� no, a tudí� je syntetizován v cytoplazm� , na volných 

ribozomech. Transport do thylakoid�  je zajišt� n dv� ma signálními peptidy �azenými za sebou 

na N-konci proteinu. První je signální peptid pro transport do stromatu chloroplastu, za ním je 

signální peptid pro p�enos do lumina thylakoidu. Tyto signální peptidy jsou po transportu 

odšt� peny peptidázou. V sinicích, kde je MSP kódován chromozomální DNA, je exprimován 

jen s jedním signálním peptidem, pro p�enos do thylakoid� . Tento peptid je po p�enosu op� t 

odšt� pen peptidázou (Seidler 1996). 

Podle databáze UniProt (The UniProt Consortium 2010) je délka prekurzoru jednoho 

z nejprobádan� jších MSP, MSP ze špenátu (accession number P12359), 332 aminokyselin, 

z � eho� 84 aminokyselin je sou� ástí signálních peptid� . Délka vlastního proteinu je tedy 248 

aminokyselin. Délka MSP sinice Thermosynechococcus elongatus (accession number 

P0A431) je 272 aminokyselin, z nich� 26 tvo�í signální peptid. Délka vlastního proteinu (246 

aminokyselin) je tedy tém��  stejná jako u špenátu. 

Následující � ást této práce se v� nuje pouze vlastnímu MSP, bez signálních peptid� . 

Molekulová hmotnost MSP špenátu vypo� ítaná z aminokyselinové sekvence (26,53 

kDa), byla potvrzena pomocí hmotnostní spektrometrie, co� ukazuje na nep�ítomnost velkých 

posttransla� ních modifikací (Svensson a kol. 2002). P� vodní ozna� ení OEC 33 kDa subunit 

bylo odvozeno z pohyblivosti MSP na denatura� ní elektroforéze – SDS-PAGE 

(polyakrylamidové gelové elektroforéze za p�ítomnosti dodecylsíranu sodného). Z toho je 

z�ejmé, �e elektroforetická pohyblivost MSP je anomální, co� nejspíš souvisí s jeho primární 

strukturou (Popelková a kol. 2003). 

De Las Rivas a Barber (2004) srovnáním všech tehdy známých sekvencí MSP 

(z celého spektra oxyfototrofních organism� , od sinic p�es zelené �asy k vyšším rostlinám) 

zjistili, �e pouze 19 aminokyselinových zbytk�  je pln�  konzervovaných. Z toho 18 se nachází 

v p� ti konzervovaných oblastech, které v sekvencích protein�  identifikovali. Ty zahrnují dva 

cysteinové zbytky ú� astnící se tvorby intramolekulárního disulfidického m� stku a sekvence 

ú� astnící se vazby na fotosystém II. Krom�  konzervovaných oblastí auto� i identifikovali p� t 

oblastí specifických pro prokaryotické a eukaryotické MSP (obr. 8). 
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3.1.2 Sekundární a terciární struktura MSP 

3.1.2.1 Struktura MSP sinice získaná rentgenovou krystalografií 

Dnešní p�edstava o struktu�e MSP vychází p�edevším z model�  celého fotosystému II 

sinice Thermosynechococcus elongatus získaných pomocí rentgenové difrak� ní analýzy 

(Ferreira a kol. 2004; Loll a kol. 2005). Z t� chto model�  je vid� t, �e MSP je podlouhlý a má 

dv�  hlavní domény (obr. 9). První doména má tvar asi 40–45 Å dlouhého a 15–20 Å širokého 

válce. Tvo�í ji 8 antiparalelních � -vláken slo�ených do struktury zvané � -soudek (� -barrel). 

Vnit�ek � -soudku není dutý, ale plný velkých hydrofobních postranních �et� zc�  aminokyselin, 

mimo jiné sedmi fenylalanin� . P�ítomnost t� chto postranních �et� zc�  je typická pro jádro 

stabilních protein� . „Hlavu“ proteinu tvo�í druhá doména, tvo�ená �et� zcem proteinu mezi � -

vlákny 5 a 6. Zde se dá jasn�  rozlišit jeden 	 -helix a pak n� kolik aminokyselinových zbytk�  

Obr. 8: Srovnání aminokyselinových sekvencí MSP ze sinice Thermosynechococcus 
elongatus (Therm), špenátu (Spin) a nejprimitivn� jší známe sinice Gloeobacter violaceus 
(Glo). Zelen�  jsou zobrazené konzervované aminokyseliny, � erven�  nekonzervované. 
Aminokyseliny ozna� ené „*“ jsou pln�  konzervované ve všech druzích podle mnoho� etného 
srovnání sekvencí, které vytvo�ili De Las Rivas a Barber (2004). Aminokyseliny ozna� ené 
„$“ jsou funk� n�  konzervované ve všech druzích. Aminokyseliny ozna� ené „+“ jsou pln�  
konzervované ve všech druzích krom�  G. violaceus a aminokyseliny ozna� ené „#“ jsou 
funk� n�  konzervované ve všech druzích krom�  G. violaceus. Vysoce konzervované oblasti, 
které identifikovali De Las Rivas a Barber (2004), jsou ozna� ené � ervenými ráme� ky a 
o� íslované, oblasti specifické pro rostliny � i sinice jsou ozna� ené modrými ráme� ky. 
P�evzato z Williamson (2008). 
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tvo�ících � -strukturu, v� tšina však sestává z nepravidelných smy� ek a záhyb� . Ve stavu, kdy 

je MSP navázán na fotosystém II, je jeho osa pod úhlem zhruba 40° k rovin�  thylakoidní 

membrány a C-konec i N-konec proteinu jsou v � ásti sm�� ující do lumina thylakoidu (De Las 

Rivas a Barber 2004). 

Jak u� bylo uvedeno, De Las Rivas a Barber (2004) identifikovali v MSP srovnáním 

33 sekvencí p� t konzervovaných oblastí a p� t oblastí specifických pro prokaryotické a 

eukaryotické MSP. Zamapováním konzervovaných oblastí do struktury MSP zjistili, �e se 

nacházejí p�edevším v hlav�  proteinu, která interaguje s ostatními proteiny fotosystému II 

(obr. 10). De Las Rivas a Barber (2004) mimo jiné také vyu�ili známou strukturu MSP sinice 

Obr. 9: Struktura MSP sinice Thermosynechococcus elongatus ve stavu, kdy je vázaná 
na fotosystém II, kterou získal Loll a kol. (2005) pomocí rentgenové difrak� ní analýzy. 
Mod�e znázorn� né � ásti mají � -helikální strukturu, fialov�  jsou znázorn� né � -listy. 
P�evzato z Williamson (2008) 

Obr. 10: Struktura MSP sinice Thermosynechococcus elongatus se zvýrazn� nými siln�  
konzervovanými oblastmi, o� íslovanými stejn�  jako na obrázku 8. Fialov�  je znázorn� na 
takzvaná sinicová smy� ka, oblast specifická pro sinice. P�evzato z De Las Rivas a 
Barber (2004). 
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Thermosynechococcus elongatus k vytvá�ení homologních model�  pro MSP špenátu a zelené 

�asy Chlamydomonas reinhardtii (pomocí jejich sekvencí). A� koli se aminokyselinová 

sekvence MSP sinice pom� rn�  dost liší od sekvencí MSP vyšších rostlin a zelených �as, 

modely struktury si celkem dob�e odpovídají. Nejv� tší odlišnosti jsou v takzvané sinicové 

smy� ce (cyano-loop) na luminálním konci � -soudku a v takzvaném RGD motivu 

vy� nívajícím z „hlavy“ proteinu (obr. 11). Ob�  tyto oblasti p�edtím definovali jako specifické 

pro sinice, respektive vyšší rostliny. 

Stále však z� stává otázkou, jak dob�e jsou znalosti o MSP sinice p�evoditelné na MSP 

vyšších rostlin a zelených �as. Podle t�írozm� rného modelu získaného pomocí elektronové 

mikroskopie (bohu�el jen s rozlišením 17 Å) je struktura MSP špenátu a jeho pozice v rámci 

fotosystému II v podstat�  stejná jako u Thermosynechococcus elongatus (Nield a kol. 2002, 

Nield a Barber 2006). Podle leckterých výzkum�  má však MSP rostlin trochu jiné funk� ní 

charakteristiky a charakter struktury v roztoku. Navíc n� které vlastnosti struktury MSP sinice 

Thermosynechococcus elongatus mohou souviset s tím, �e se jedná o termofilní organismus 

(Williamson 2008). 

3.1.2.2 Dynamika struktury MSP 

D�íve ne� byla struktura MSP získána pomocí rentgenové difrak� ní analýzy o 

dostate� ném rozlišení alespo�  ze sinice, byly � áste� né informace o sekundární struktu�e 

získávány pomocí CD (circular dichroism) spektroskopie a infra� ervené spektroskopie 

Obr. 11: Prolo�ení struktury MSP sinice 
Thermosynechococcus elongatus (� erven� ) 
modely struktur (a) špenátu (PSBO_SPIOL) 
a (b) zelené �asy Chlamydomonas reinhardtii 
(PSBO_CHLRE). Dv�  oblasti s nejv� tšími 
odlišnostmi jsou ozna� ené – RGD motiv a 
sinicová smy� ka. P�evzato z De Las Rivas a 
Barber (2004). 
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s Fourierovou transformací (FTIR, Fourier transform infrared spectroscopy). Kusé informace 

o terciární struktu�e poskytovaly také cílené mutace na r� zných místech proteinu, � áste� ná 

št� pení proteázami a chemické modifikace, p�edevším s pou�itím propojovacích � inidel 

(crosslinkers). Výsledky t� chto studií shrnují Popelková a kol. (2003). Vyplývá z nich, �e 

MSP má v roztoku charakter takzvaného vnit�n�  neuspo�ádaného (intrinsically disordered) 

neboli p�irozen�  rozvoln� ného (natively unfolded) proteinu (viz také Lydakis-Simantiris a 

kol. 1999). Podobné proteiny obvykle získávají stabilní strukturu a� po navázání na jiný 

protein, pop�ípad�  nukleovou kyselinu, na které mohou díky svým vlastnostem perfektn�  

nasednout. 

V� tšina studií také nazna� ovala jiné uspo�ádání MSP v roztoku a navázaného na 

fotosystém II. Nap�íklad Enami a kol. (1998) analyzovali v MSP ze špenátu pozice propojení 

vytvo�ených pomocí EDC (N-ethyl-N'-(N,N-dimethyl-3-aminopropyl)karbodiimid), 

propojovacího � inidla vytvá�ejícího kovalentní vazby mezi aminovou a karboxylovou 

skupinou v p�ípad� , �e jsou ve vzdálenosti typické pro van der Waalsovy interakce. Auto�i 

studie zjistili, �e p�i p� sobení EDC na MSP v roztoku se propojí Lys14 (lysin v pozici 14) s 

Glu10 (kyselinou glutamovou v pozici 10) a Lys48 s Glu246, kde�to p�i p� sobení EDC na 

MSP vázané na fotosystém II se Glu246 propojí s Lys190. 

Zajímavé výsledky p�inesly té� studie termostability MSP. Lydakis-Simantiris a kol. 

(1999) zjistili, �e po zah�átí MSP ze špenátu na 90 °C a op� tovném ochlazení byl protein stále 

schopný vazby na fotosystém II, jeho� aktivita (produkce kyslíku) byla obnovena a� z 80 % 

oproti vzorku s nezah�átým MSP. 

V sekvenci MSP jsou dva pln�  konzervované cysteinové zbytky (Cys19 a Cys44 u 

Thermosynechococcus elongatus, Cys28 a Cys55 u špenátu). Nikitina a kol. (2008) zjistili, �e 

pokud je mezi nimi vytvo�ený disulfidický m� stek, siln�  to stabilizuje strukturu MSP 

v roztoku. Pokud jsou cysteinové zbytky redukované (disulfidický m� stek není vytvo�ený), 

MSP je mnohem náchyln� jší k denaturaci mo� ovinou. Auto�i však p�edpokládají, �e in vivo 

nemusí být disulfidický m� stek vytvo�en stále, ale �e redukce/oxidace MSP (v závislosti na 

prost�edí v thylakoidu) m� �e souviset s �ízením jeho funkce, podobn�  jako je reverzibilní 

redukcí/oxidací disulfidických m� stk�  regulována aktivita thylakoidního imunofilinu 

FKBP13 (Gopalan a kol. 2004). Gopalan a kol. (2004) toti�, vzhledem k jejich experiment� m 

s imunofilinem FKBP13, navrhují koncept redoxní regulace v luminu thylakoidu s tím, �e by 

luminální enzymy byly aktivovány za sv� tla oxidací jejich cysteinových zbytk� . To je 

v kontrastu s procesy ve stromatu, kde jsou enzymy za sv� tla aktivovány naopak redukcí 

disulfidických m� stk�  (Schurmann a Jacquot 2000). 
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Koncept regulace OEC za r� zných sv� telných podmínek prost�ednictvím zm� n 

v konformaci MSP, v tomto p�ípad�  však indukovaných zm� nami pH, navrhují také Shutova 

a kol. (2005). Svými experimenty zjistili, �e p�i zm� nách pH obdobných fyziologickým 

zm� nám v luminu thylakoid�  na sv� tle a ve tm�  (5,7–7,2) MSP m� ní svou konformaci. 

V mírn�  kyselém prost�edí (za sv� tla) jsou hydrofobní aminokyselinové zbytky jádra MSP 

více p�ístupné z roztoku (Shutova a kol. 2005). 

Celkov�  se o struktu�e MSP dá �íct, �e je pravd� podobn�  do velké míry prom� nlivá a 

�e tato dynamika m� �e hrát d� le�itou roli ve funkcích, které MSP v rostlin�  zastává 

(Popelková a kol. 2003; Williamson 2008). 

3.1.3 Vazba MSP na fotosystém II 

Mnohými biochemickými experimenty bylo zjiš� ováno, jakým zp� sobem se vá�e 

MSP na fotosystém II. Byla provád� na místn� -specifická mutageneze genu pro MSP a 

chemické modifikace izolovaného proteinu. V t� chto studiích, které shrnují Popelková a kol. 

(2003) a Williamson (2008), byly ur� eny polypeptidové úseky i jednotlivé aminokyselinové 

zbytky podstatné pro vazbu MSP na jádro fotosystému II. V� tšina t� chto poznatk�  souhlasí 

s analýzou vazebných míst ve struktu�e MSP ze sinice Thermosynechococcus elongatus, 

kterou provedli De Las Rivas a Barber (2004). U této sinice se interakcí s vnit�ními 

podjednotkami fotosystému II ú� astní p�edevším hlavová doména, „krk“, který ji spojuje 

s � -soudkem, p�iléhající � ást � -soudku a smy� ky vy� nívající z hlavního t� la proteinu (N-

koncová smy� ka a smy� ka mezi � -vlákny 1 a 2). P�i porovnání t� chto oblastí 

s konzervovanými oblastmi sekvence MSP se ukázalo, �e si vzájemn�  dob�e odpovídají (De 

Las Rivas a Barber 2004). 

Nejrozsáhlejší interakce s MSP mají proteiny CP43 a D1. Tyto interakce zahrnují 

vodíkové m� stky a elektrostatické vazby. Manganový klastr je umíst� n práv�  mezi oblastmi 

interakce CP43 a D1 s MSP. Poblí� se nachází také C-koncový helix proteinu D2, který 

s MSP tvo�í minimáln�  dva vodíkové m� stky. S proteinem CP47 interaguje MSP skrze � ást 

hlavové domény nejvzdálen� jší od t� la proteinu. 

MSP interaguje také s proteinem CP47 z druhého monomeru dimerického komplexu 

fotosystému II. Tato vazba, které se ú� astní smy� ka mezi � -vlákny 1 a 2 vy� nívající z t� la 

MSP, má pravd� podobn�  vliv na stabilizaci dimerické organizace fotosystému II (De Las 

Rivas a Barber 2004). Umíst� ní MSP v�� i vnit�ním podjednotkám fotosystému II, se kterými 

interaguje, ukazuje obrázek 12. 
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Op� t z� stává otázkou, co vše z údaj�  o vazbách MSP z termofilní sinice m� �eme 

vyvozovat pro vyšší rostliny. P�esto�e se podle struktury získané jedno� ásticovou analýzou 

z kryoelektronmikroskopických snímk�  zdá, �e MSP je na fotosystému II špenátu ve stejné 

pozici a také v jedné kopii na jeden fotosystém II jako u sinice (Nield a kol. 2002, Nield a 

Obr. 12: Umíst� ní MSP sinice Thermosynechococcus elongatus v�� i podjednotkám 
fotosystému II, se kterými interaguje. MSP (PsbO) zobrazen šed� , D1 �lut � , D2 
oran�ov � , CP43 zelen� , CP47 � erven�  a PsbU r� �ov � . (a) Pohled podél povrchu 
membrány, (b) pohled p�ibli�n �  kolmo na povrch membrány, (c) interakce s proteinem 
CP47 z druhého monomeru fotosystému II.  P�evzato z De Las Rivas a Barber (2004). 
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Barber 2006), n� které biochemické experimenty nazna� ují, �e ve vyšších rostlinách se na 

jeden fotosystém II vá�ou dv�  kopie MSP. Nap�íklad Popelková a kol. (2002) uvád� jí, �e p�i 

op� tovném navazování MSP na fotosystém II špenátu p�edem zbavený vn� jších protein�  se 

maximální rychlosti vyvíjení kyslíku dosáhlo a� p�i p�idání dvou mol�  MSP k jednomu molu 

fotosystému II. 

3.1.4 Interakce MSP s dalšími vn � jšími proteiny fotosystému II 

3.1.4.1 Interakce MSP v sinicích 

V sinici Thermosynechococcus elongatus interaguje MSP s proteinem PsbU p�es svoji 

hlavovou doménu. Protein PsbV je ve fyzickém kontaktu s PsbU, ne však s MSP (De Las 

Rivas a Barber 2004). Pro vazbu PsbU na fotosystém II je nutná p�ítomnost navázaného PsbV 

narozdíl od p�ítomnosti MSP – PsbU se m� �e na fotosystém II vázat i pokud je MSP 

nep�ítomen (Eaton-Rye 2005). 

Zatím není zcela jasné, jak se na fotosystém II sinice vá�í homology protein�  PsbP a 

PsbQ. N� které strukturní charakteristiky napovídají, �e by mohly být vázány k membrán�  

pomocí lipidové kotvy na N-konci (Thornton a kol. 2004). Thornton a kol. (2004) zjiš� ovali, 

v jakém stechiometrickém pom� ru jsou v izolovaných thylakoidních membránách sinice 

Synechocystis proteiny CP47 a homology PsbP a PsbQ. Homolog PsbQ byl p�ítomen 

p�ibli�n �  ve stejném mno�ství jako CP47, z � eho� vyvodili, �e je z�ejm�  vázán jednou na 

ka�dém monomeru fotosystému II. Homolog PsbP byl p�ítomen v siln�  substechiometrickém 

mno�ství – pouze 3 % mno�ství CP47. Vzhledem k tomu, �e tyto homology nejsou p�ítomny 

v modelu struktury fotosystému II sinice (Ferreira a kol. 2004; Loll a kol. 2005), jsou nejspíš 

oba k fotosystému II vázány jen voln� . Thornton a kol. (2004) z toho mimo jiné vyvozují, �e 

oba tyto homology budou mít nejspíš v sinicích regula� ní funkci, p�i� em� funkce homologu 

PsbP by mohla souviset se skládáním fotosystému II, a proto by nemusel být na fotosystém 

vázán trvale. 

Jackson a kol. (2010) nedávno publikovali model struktury homologu PsbQ ze sinice 

Synechocystis získaný pomocí rentgenové krystalografie. Proto�e tomuto homologu chybí 

n� které struktury, které jsou u PsbQ ze špenátu pot�ebné pro vazbu na fotosystém II, jeho 

zp� sob vazby na fotosystém II sinice bude pravd� podobn�  jiný (Jackson a kol. 2010). 

3.1.4.2 Interakce MSP vyšších rostlin a zelených � as 

Podle p� vodního modelu vazby vn� jších protein�  ve vyšších rostlinách m� l MSP po 

navázání na fotosystém II vytvá�et vazebné místo pro PsbP a ten po navázání zase pro PsbQ 
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(Miyao a Murata 1989; Suorsa a Aro 2007). Voln�  v roztoku spolu tyto proteiny neinteragují 

(Miyao a Murata 1989). Zásadní rysy tohoto modelu z� stávají zatím stejné. P�ekvapivý by se 

mohl zdát výsledek Yu a kol. (2006), kterým se povedlo pomocí chloridu rtu� natého odpoutat 

z fotosystému II MSP, p�i� em� proteiny PsbP a PsbQ z� staly navázány. Existují dohady, �e 

chlorid rtu� natý by mohl zp� sobit nep�irozenou vazbu PsbP a PsbQ na vnit�ní podjednotky 

fotosystému (Suorsa a Aro 2007), lze to však vysv� tlit i jinak. Bricker a Frankel (2003) u� 

p�edtím navrhli, �e by p�ítomnost PsbP a PsbQ po odstran� ní MSP nemusela nutn�  vylu� ovat 

nezbytnost MSP pro navázání PsbP a PsbQ. Protein PsbP by se mohl vázat zárove�  na MSP a 

vnit�ní podjednotky fotosystému II, pop�ípad�  pouze na vnit�ní podjednotky, p�i� em� 

navázaný MSP by ovliv� oval konformaci t� chto vnit�ních podjednotek tak, aby byly schopné 

PsbP primárn�  navázat. P�i vazb�  PsbP mohou prob� hnout další konforma� ní zm� ny, díky 

kterým z� stane PsbP pevn�  navázán na vnit�ní podjednotky fotosystému II i po odstran� ní 

MSP (Bricker a Frankel 2003). 

Bricker a Frankel (2003) také ukázali, �e pro vazbu PsbP jsou pot�eba n� které 

karboxylové skupiny na MSP. Ze strukturních dat lze vyvodit, �e PsbP se vá�e na záporn�  

nabitý povrch MSP svými konzervovanými kladn�  nabitými oblastmi (De Las Rivas a Roman 

2005; De Las Rivas a kol. 2007).  

Pro navázání PsbQ na fotosystém II vyšších rostlin je nezbytná p�edchozí vazba MSP 

a PsbP, zatím však není jasné, jestli se PsbQ vá�e na oba tyto proteiny, nebo jen na jeden. 

S MSP by mohl protein PsbQ interagovat pomocí elektrostatických sil mezi negativn�  

nabitým povrchem � -soudkové domény MSP a kladn�  nabitým povrchem PsbQ, obdobn�  

jako pravd� podobn�  interaguje MSP s PsbP (De Las Rivas a Roman 2005; De Las Rivas a 

kol. 2007). 

Zp� sob vazby protein�  PsbP a PsbQ na fotosystém II z�ejm�  není v evoluci tak 

konzervován jako zp� sob vazby MSP, nebo�  v zelené �ase Chlamydomonas reinhardtii se 

pravd� podobn�  všechny t� i vn� jší proteiny OEC (MSP, PsbP a PsbQ) vá�í na fotosystém II 

nezávisle na sob�  (Suzuki a kol. 2005). 

3.2 Funkce MSP 

3.2.1 Stabilizace manganového klastru 

Hlavní role MSP v oxyfototrofních organismech vychází u� z jeho názvu – stabilizace 

manganového klastru oxidujícího vodu (vyvíjejícího kyslík). Vzhledem k tomu, �e MSP není 

s manganovým klastrem v p�ímém kontaktu (neposkytuje mu �ádný ligand), alespo�  podle 

struktury fotosystému II ze sinice (De Las Rivas a Barber 2004; Loll a kol. 2005), podílí se na 
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jeho stabilizaci nep�ímo. Tato nep�ímá stabilizace z�ejm�  zahrnuje zm� ny prost�edí v okolí 

manganového klastru. M� �ou to být � áste� né zm� ny v konformaci protein�  poskytujících 

ligandy pro atomy manganu a vápenatý kation – protein�  D1 a CP43  nebo lokální zm� ny 

v dostupnosti n� kterých iont� , p�ípadn�  i vody (Barber 2008; Yano a Yachandra 2008). 

Mutantní sinice Synechocystis s nefunk� ním genem pro MSP je schopná sestavovat 

fotosystém II a udr�ovat ho stejné mno�ství jako nemutovaní jedinci, ale mno�ství 

uvol� ovaného kyslíku je podstatn�  sní�eno, fotoautotrofní r� st je pomalejší a jsou k n� mu 

pot�eba zvýšené koncentrace Ca2+ a Cl�  iont� . Krom�  toho je tato sinice citliv� jší k vyšší 

ozá�enosti (Burnap a Sherman 1991). 

Oproti sinicím je pro fotoautotrofní r� st vyšších rostlin a zelených �as MSP naprosto 

nezbytný. Mutantní bu� ky zelené �asy Chlamydomonas reinhardtii postrádající MSP nemají 

sestavené fotosystémy II a nejsou schopny fotoautotrofního r� stu (Mayfield a kol. 1987). V 

husení� ku (Arabidopsis thaliana) je MSP kódován dv� ma geny (rozebíráno ní�e). Po uml� ení 

exprese obou t� chto gen�  pomocí RNA interference nebyly rostliny schopné r� st 

fotoautotrofn�  a byly u nich pozorovány poruchy v sestavování a stabilit�  komplex�  

fotosystému II (Yi a kol. 2005). 

V in vitro pokusech se k výzkumu fotosystému II pou�ívají fragmenty thylakoidních 

membrán. V takových podmínkách lze p� sobením zvýšené koncentrace soli s jednomocnými 

kationty, nap�íklad NaCl, odmýt z fotosystému II proteiny PsbP a PsbQ (Åkerlund a kol. 

1982). Následn�  je mo�né odmýt i MSP, a to zvýšenou koncentrací soli s dvojmocnými 

kationty, nap�íklad CaCl2 (Ono a Inoue 1983), nebo pomocí zvýšené koncentrace mo� oviny 

(Miyao a Murata 1984). Pokud v pr� b� hu této procedury není v médiu dostate� ná koncentrace 

Cl� , dochází ke ztrát�  dvou ze � ty� atom�  manganu vázaných v OEC (Miyao a Murata 1984). 

V p�ípad�  neporušeného manganového klastru jsou takto ošet�ené fotosystémy II schopné 

vyvíjet kyslík pouze za zvýšených koncentrací nejen Cl� , ale také Ca2+, a i tak vykazují jen 

zhruba 20% aktivitu oproti intaktním fotosystém� m II (Bricker 1992). 

Díky t� mto pozorováním se zdá, �e MSP stabilizuje manganový klastr p�edevším 

ovliv� ováním lokáních koncentrací chloridových aniont�  a vápenatých kationt� . 

De Las Rivas a Barber (2004) ze struktury fotosystému II sinice p�edpov� d� li, �e 

nejd� le�it � jší pro stabilizaci manganového klastru bude takzvaný DPKGR region MSP sinice, 

proto�e je  fylogeneticky nejvíce konzervovaný a je lokalizován v t� sné blízkosti 

manganového klastru (15–20 Å). To potvrzují i práce na špenátu. Popelková a kol. (2006) 

zjistili, �e mutace pln�  konzervovaných arginin�  Arg151 a Arg161 (� íslování ve špenátovém 
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MSP), které oba zahrnuje DPKGR region, sni�ují vývoj kyslíku na 20 %, respektive 40 %. 

Schopnost takto mutovaných protein�  vázat se na fotosystém II je ovlivn� na jen slab� , 

schopnost zadr�ovat Ca2+ není ovlivn� na v� bec, ale schopnost zadr�ovat Cl�  je podstatn�  

sní�ena. Nedávná práce Popelkové a kol. (2009) navíc ukazuje, �e mutace kyseliny 

asparagové Asp157 v DPKGR regionu MSP špenátu sni�uje schopnost fotosystému II vyvíjet 

kyslík na 30 % oproti kontrole, i kdy� není ovlivn� na vazba MSP na fotosystém. I v tomto 

p�ípad�  byla podstatn�  sní�ena schopnost MSP zadr�ovat chloridové anionty, kde�to 

schopnost zadr�ovat vápenaté anionty ovlivn� na nebyla (Popelková a kol. 2009). 

Mutantní MSP ze špenátu s r� zn�  dlouhými delecemi na N-konci (3–18 N-koncových 

aminokyselinových zbytk� ) vykazovaly podle stupn�  zkrácení postupn�  se sni�ující 

schopnost vazby na vnit�ní podjednotky fotosystému II. Díky tomu m� ly také postupn�  

sní�enou schopnost zadr�ovat Cl�  a napomáhat vývoji kyslíku. Schopnost zadr�ovat Ca2+ se u 

nich nelišila (Popelková a kol. 2008). 

3.2.2 Interakce s Ca 2+ 

Ädelroth a kol. (1995) pomocí radioaktivního vápenatého kationtu (45Ca2+) ukázali, �e 

odstran� ní MSP z fotosystému II znateln�  ovliv� uje vazbu Ca2+. V nep�ítomnosti MSP bylo 

sní�eno mno�ství Ca2+ vázaného na fotosystém II a zvýšena rychlost jeho disociace. 

Odstran� ní MSP tedy pravd� podobn�  vede k narušení vazebného místa pro vápenaté kationty, 

nebo k odstran� ní bariéry, která brání rychlé vým� n�  Ca2+ mezi OEC a okolním médiem 

(Ädelroth a kol. 1995).  

Heredia a De Las Rivas (2003) a Kruk a kol. (2003) navrhli, �e vápenatý kation je i 

sou� ástí struktury MSP. Pomocí FTIR spektroskopie Heredia a De Las Rivas (2003) zjistili, 

�e p�ítomnost Ca2+ m� ní konformaci MSP v roztoku na mén�  uspo�ádanou a sni�uje jeho 

teplotní stabilitu. Kruk a kol. (2003) detekovali v MSP p�ítomnost jednoho nízkoafinitního 

vazebného místa pro Ca2+. Murray a Barber (2006) dokonce ur� ili pravd� podobné místo 

vazby Ca2+ ve struktu�e MSP sinice z anomálních difrak� ních dat, které získali Ferreira a kol. 

(2004). Z t� chto dat však není jasné, jestli se jedná o vápenaté kationty, nebo o kationty 

jiného kovu. Krom�  toho ze t�í aminokyselinových zbytk�  navrhovaných jako ligandy 

kationtu kovu je pouze jeden vysoce konzervovaný, jeden je konzervovaný mén�  a jeden je 

specifický pro sinici Thermosynechococcus elongatus (Murray a Barber 2006). Popelková a 

kol. (2008) se k významu vazby vápenatých kationt�  na MSP staví skepticky a argumentují 

tím, �e MSP je kyselý (pI = 5,2), a tudí� negativní náboj na proteinu p� i fyziologickém pH 

m� �e zp� sobovat nespecifickou vazbu dvojmocných kationt� . 
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3.2.3 Karbonátdehydratázová aktivita 

Pro optimální oxidaci vody jsou z�ejm�  mimo jiné pot�eba i hydrogenuhli� itanové 

anionty. Jejich nutnost pro správnou funkci OEC, a tedy i nutnost karbonátdehydratázy 

(carbonic anhydrase), která je v dostate� né mí�e produkuje katalýzou reakce oxidu uhli� itého 

a vody, prokázali u zelené �asy Chlamydomonas reinhardtii Villarejo a kol. (2002). Lu a kol. 

(2005) ukázali, �e u hrachu jsou s fotosystémem II asociovány dokonce dva zdroje 

karbonátdehydratázové aktivity, z nich� vn� jší, luminální, se nachází na MSP. 

Karbonátdehydratázová aktivita MSP je siln�  stimulována manganatými kationty, � áste� n�  

také vápenatými kationty. MSP tedy z�ejm�  pot�ebuje Mn2+ jako kofaktor pro maximální 

karbonátdehydratázovou aktivitu (Lu a kol. 2005; Lu a Stemler 2007). Villarejo a kol. (2002) 

navrhují, �e by karbonátdehydratáza mohla také katalýzou zp� tné reakce, p�i které reagují 

protony s HCO3
�  za vzniku vody a oxidu uhli� itého, chránit OEC p�i nadm� rném ozá�ení p�ed 

p�ílišnou acidifikací odebíráním proton� . 

3.2.4 P� edpokládaný kanál pro vodu a protony 

Jednou z rolí, kterými MSP zajiš� uje správnou funkci OEC, je z�ejm�  také podíl na 

tvorb�  kanálu mezi luminem thylakoidu a manganovým klastrem. Takový kanál by mohl 

zajiš� ovat kontrolovaný vstup substrátové vody k manganovému klastru, regulovat p�ístup 

r� zných dalších malých molekul a zajiš� ovat odvod produkt�  – proton�  a kyslíku, aby bylo 

zabrán� no necht� ným vedlejším reakcím (De Las Rivas a Barber 2004; Hillier a kol. 2001; 

Shutova a kol. 2007). Hillier a kol. (2001) ukázali, �e odstran� ním vn� jších protein�  OEC 

(MSP, PsbP a PsbQ) se zpomalí vým� na vody v katalytickém centru. 

Ze známé struktury MSP sinice (Ferreira a kol. 2004; Loll a kol. 2005) je jasné, �e 

hydrofilní kanál nem� �e vést vnit�kem � -soudku, proto�e ten je plný hydrofobních 

postranních �et� zc� . Kanál z�ejm�  vede mezi MSP a vnit�ními proteiny fotosystému II (De 

Las Rivas a Barber 2004). 

Shutova a kol. (2007) identifikovali ve struktu�e MSP sinice Thermosynechococcus 

elongatus skupinu karboxylových skupin, která je podle nich sou� ástí hydrofilního kanálu � i 

jakési hydrofilní kapsy a funguje jako „protonová anténa“ – vá�e protony uvoln� né p�i 

oxidaci vody a rychle je delokalizuje na mno�ství akceptor� , a tím zajiš� uje mo�nost rychle 

p�ijímat další protony. Takovým zp� sobem pufruje vnit�ní prost�edí OEC a p�enáší protony 

do lumina thylakoidu. Zm� ny v konformaci MSP závislé na jeho protonaci by mohly hrát roli 

v regulaci transportu vody k manganovému klastru a proton�  zp� t (Shutova a kol. 2007). 
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Další modely umíst� ní kanál� , zalo�ené na krystalografických strukturách MSP a 

fotosystému II sinice Thermosynechococcus elongatus, navrhli Murray a Barber (2007) a Ho 

a Styring (2008). Murray a Barber (2007) mají ve svém modelu t� i kanály, Ho a Styring 

(2008) dokonce � ty�i. Jeden z kanál� , který navrhli Ho a Styring, zahrnuje aminokyselinové 

zbytky z MSP, ale ty se liší od aminokyselinových zbytk� , které navrhli Murray a Barber, a 

pouze jeden z nich je konzervovaný v evoluci MSP. Aminokyselinové zbytky ú� astnící se 

tvorby kanál� , které navrhli Murray a Barber, jsou více konzervované a � áste� n�  se shodují se 

zbytky s karboxylovými skupinami identifikovanými Shutovou a kol. (Williamson 2008). 

Ve všech diskutovaných modelech se zú� astn� né aminokyselinové zbytky na MSP 

nacházejí na flexibilních smy� kách. Vzhledem k tomu, �e tyto modely byly vyvozeny ze 

statické struktury sinice, z� stává otázkou, jak se chovají in vivo, kde pravd� podobn�  m� �e 

MSP m� nit konformaci v pr� b� hu reak� ního cyklu oxidace vody a p� i zm� nách vn� jších 

podmínek (Williamson 2008). 

3.2.5 Thioredoxinová aktivita 

Heide a kol. (2004) izolovali ze zelené �asy Scenedesmus obliquus protein o 

molekulové hmotnosti 28 kDa, který vykazoval thioredoxinovou aktivitu. � áste� ným 

sekvenováním zjistili, �e se jedná o MSP nebo jeho homolog. Extrakcí z izolovaných 

thylakoid�  potvrdili, �e se v nich tento protein nachází. Zará�ející je, �e thioredoxinová 

aktivita tohoto proteinu se zdá být specifická pro aktivaci enzym�  nacházejících se ve 

stromatu chloroplast�  (Heide a kol. 2004). 

Obdobný protein (vykazující thioredoxinovou aktivitu) se autor� m poda�ilo vyizolovat 

také z �asy Chlorella vulgaris, ale ne z �asy Chlamydomonas reinhardtii. MSP izolovaný ze 

špenátu thioredoxinovou aktivitu nevykazoval. Je otázkou, jestli je thioredoxinová aktivita 

MSP specifická pro n� které zelené �asy, a jakou má funkci – jestli se MSP m� �e nacházet i ve 

stromatu, aby reguloval aktivitu stromatálních enzym�  (Heide a kol. 2004). Vzhledem k ji� 

zmín� né hypotéze redoxní regulace v luminu thylakoid�  (Gopalan a kol. 2004) vyvstává také 

otázka, jestli by MSP nemohl regulovat aktivitu protein�  v luminu thylakoid� . 

3.2.6 Vliv MSP na strukturu superkomplexu fotosysté mu II a 
sv� tlosb � rných komplex �  

Jak u� bylo zmín� no, ze struktury fotosystému II sinice (Ferreira a kol. 2004) bylo 

zjišt� no, �e MSP interaguje i s proteinem CP47 druhého monomeru dimerického komplexu 

fotosystému II (De Las Rivas a Barber 2004). Krom�  toho také MSP „vy� nívá“ p�es „okraj“ 

komplexu fotosystému II v míst� , kde je u vyšších rostlin vázán trimerický hlavní 
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sv� tlosb� rný komplex (Dekker a Boekema 2005). Elektronmikroskopická studie 

superkomplex�  fotosystém�  II a sv� tlosb� rných komplex�  vystavených r� zným podmínkám 

odhalila, �e po odstran� ní MSP se znateln�  m� ní struktura superkomplexu. Trimerický hlavní 

sv� tlosb� rný komplex se posune asi o 0,9 nm a u mnoha superkomplex�  se také p�eskupí 

monomery fotosystém�  (Boekema a kol. 2000). Z toho lze usuzovat, �e MSP stabilizuje 

dimery fotosystému II a udr�uje ve správné pozici trimerický hlavní sv� tlosb� rný komplex 

(Boekema a kol. 2000; Dekker a Boekema 2005; De Las Rivas a Barber 2004). 

3.2.7 GTPázová aktivita MSP 

A�  se d�ív p�edpokládalo, �e v luminu thylakoid�  nejsou nukleotidy, Spetea a kol. 

(2004) u špenátu jejich p�ítomnost v luminu prokázali. Demonstrovali, �e v thylakoidních 

membránách existuje transportní systém pro nukleotidy a uvnit� thylakoid�  jsou proteiny, 

které je vá�í. Jedním z t� chto protein�  je p�ekvapiv�  MSP (Spetea a kol. 2004). GTP-vazebné 

místo MSP špenátu je pravd� podobn�  lokalizováno v � -soudkové domén� . Aminokyselinové 

zbytky zahrnuté do vazby GTP nejsou konzervovány mezi vyššími rostlinami, zelenými 

�asami a sinicemi, co� je v souladu s pozorováními, �e MSP zelených �as a sinic GTP nevá�e 

– tato aktivita je nejspíš specifická pro MSP vyšších rostlin (Lundin a kol. 2007b). 

MSP špenátu má nízkou vnit�ní GTPázovou aktivitu, která se ale p�ibli�n �  patnáctkrát 

zvýší, pokud je MSP navázán na dimer fotosystému II. Hydrolýza GTP nejspíš zm� ní 

konformaci smy� ky mezi � -vlákny 1 a 2, která interaguje s proteinem CP47 druhého 

monomeru dimerického komplexu fotosystému II, co� m� �e vést k monomerizaci 

fotosystému a p�ípadn�  i k odpoutání MSP z fotosystému (Lundin a kol. 2007b). 

3.2.8 Funkce MSP v degradaci poškozeného proteinu D 1 

B� hem normální funkce fotosystému II a zejména za nadm� rné ozá�enosti dochází 

k poni� ení proteinu D1 oxidanty produkovanými v OEC, k takzvané fotoinhibici. 

Fotosystémy II s poškozenými proteiny D1 podstupují neustále probíhající opravný cyklus, 

který zahrnuje degradaci poni� eného D1 a jeho nahrazení nov�  syntetizovaným proteinem. 

Tento opravný cyklus je mimo jiné regulován reverzibilní fosforylací n� kterých podjednotek 

jádra fotosystému II (Aro a kol. 2005). Pokud není p�ítomný MSP, protein D1 není 

degradován a tvo�í agregáty s proteiny CP43 a CP47 (Yamamoto a kol. 1998). Proto 

Yamamoto a kol. (1998) navrhli hypotézu, �e by MSP mohl fungovat jako jakýsi chaperon 

zabra� ující agregaci D1, a tím umo�� ující jeho degradaci. 
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Ve špenátu je k degradaci poškozeného D1 mimo jiné pot�eba p�ítomnost GTP (Spetea 

a kol. 1999). Je tedy pravd� podobné, �e s opravným cyklem D1 souvisí GTPázová aktivita 

MSP (Lundin a kol. 2007b). Ve shod�  s tím je i zjišt� ní, �e p�i opravném cyklu se dimer 

fotosystému II rozpadá na monomery (co� m� �e být zp� sobeno zm� nou konformace MSP po 

hydrolýze GTP), které následn�  putují z granálních thylakoidních membrán do stromatálních 

oblastí, kde m� �e dojít k vým� n�  proteinu D1 (Dekker a Boekema 2005; Aro a kol. 2005). 

Lundin a kol. (2007a) navrhují, �e by MSP mohl mít vliv i na defosforylaci proteinu 

D1 pot�ebnou k jeho degradaci. 

3.3 Funk � ní rozdíly mezi izoformami MSP v husení � ku 
Sekvenováním genomu husení� ku (Arabidopsis thaliana) bylo zjišt� no, �e jeho genom 

obsahuje dva geny pro MSP, psbO1 a psbO2 (The Arabidopsis Genome Initiative 2000). Oba 

geny jsou exprimovány a jejich produkty, izoformy MSP ozna� ované PsbO1 a PsbO2, se liší 

pouze 11 aminokyselinovými zbytky. PsbO1 se zdá být hlavní izoformou, proto�e v rostlin�  

se jí nachází n� kolikrát více ne� izoformy PsbO2 (Murakami a kol. 2005). A�  se primární 

struktura izoforem jen málo liší, nedoká�í se vzájemn�  pln�  nahradit. Oba mutanti 

s nefunk� ním jedním nebo druhým genem vykazují jasné zm� ny fenotypu. Mutant psbo1 

(postrádá izoformu PsbO1)  vykazuje oproti nemutovaným rostlinám zpomalený r� st, bled�  

zelené listy, zvýšenou náchylnost k fotoinhibici a � ast� jší vým� nu poškozeného proteinu D1 

(Murakami a kol. 2002; Lundin a kol. 2007a). Mutant psbo2 roste rychleji ne� mutant psbo1, 

avšak pomaleji ne� nemutované rostliny a jeho listy jsou tmav�  zelené. Krom�  toho má 

poškozený cyklus degradace D1 a h��  se mu da�í p�i dlouhodobém nadm� rném ozá�ení 

(Lundin a kol. 2007a). Exprese izoforem je vzájemn�  kontrolována, v obou mutantech došlo 

k navýšení mno�ství zbylé izoformy (Murakami a kol. 2005; Lundin a kol. 2007a). V in vitro 

pokusech s navazováním jednotlivých izoforem, exprimovaných v bakterii Escherichia coli, 

na fotosystém II bylo zjišt� no, �e ob�  izoformy se na fotosystém vá�í stejn�  dob�e, ovšem 

produkce kyslíku v OEC je o n� co vyšší v p�ítomnosti izoformy PsbO1 (Murakami a kol. 

2005). Lundin a kol. (2008) zjistili, �e izoforma PsbO2 má naopak p�ibli�n �  t� ikrát vyšší 

GTPázovou aktivitu. 

Tyto skute� nosti vyplynuly v hypotézu, �e izoforma PsbO1 slou�í p�edevším 

k usnad� ování funkce OEC (stabilizaci manganového klastru), kde�to izoforma PsbO2, které 

je v rostlinách husení� ku podstatn�  mén� , má spíše regula� ní funkci pot�ebnou pro vým� nu 

poškozeného proteinu D1 (Lundin a kol. 2007a; Lundin a kol. 2008; Allahverdiyeva a kol. 

2009). 
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Mo�nost, �e dv�  rozdílné izoformy MSP jsou d� le�ité i pro p�izp� sobování r� zným 

vn� jším podmínkám, je podpo�ena zjišt� ním, �e p�i chladové aklimaci rostlin husení� ku se 

m� ní pom� r zastoupení jednotlivých izoforem v rostlin� . Goulas a kol. (2006) zjistili, �e p�i 

� ty�icetidenní kultivaci rostlin husení� ku p�i 5 °C stoupá v luminu thylakoid�  mno�ství 

izoformy PsbO2 a klesá mno�ství izoformy PsbO1, co� ale m� �e op� t souviset s relativn�  

nadm� rným ozá�ením a pot�ebou � ast� jší vým� ny proteinu D1. 

 

P�esto�e ve špenátu, z hlediska fotosyntézy nejprozkouman� jší vyšší rostlin� , se 

nachází nejspíš pouze jedna izoforma MSP, zdá se, �e ve v� tšin�  alespo�  � áste� n�  

osekvenovaných vyšších rostlin, s výjimkou rý�e, se nachází práv�  dv�  izoformy MSP 

(Lundin a kol. 2007a; Duchoslav a Fischer, nepublikováno). Rozdíly v t� chto izoformách 

mohou hrát významnou roli ve všech funkcích, které MSP vykonává, co� pravd� podobn�  

umo�� uje rostlinám dob�e se p�izp� sobovat prom� nlivým podmínkám prost�edí. Vzhledem 

k tomu, �e v luminu thylakoid�  se nachází velké mno�ství volných MSP schopných nasednutí 

na fotosystém II (Hashimoto a kol. 1996), je mo�né, �e prost�ednictvím vým� ny izoforem 

m� �e docházet i k velmi rychlému p�izp� sobování aktivity fotosystému II. 
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