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1. UVOD

1.1 Fotosustavi

Fotosinteza je proces pretvorbe sunceve svjetlosti u biomasu koju pokre¢u veliki protein-
kofaktor kompleksi u plazmatskoj membrani fotosintetskih bakterija i u tilakoidnim
membranama unutar kloroplasta biljaka. Fotosinteza u zelenim biljkama ovisi o suradnji
dvije vrsta kompleksa, koji su vezani za membranu i osjetljivi na svjetlost (slika 1), a zovu
se fotosustav | (PSI) i fotosustav 11 (PSII). Fotosustav | je osjetljiv na svjetlost valnih duljina
kra¢ih od 700 nm i Kkoristi svjetlom nastale visokoenergetske elektrone za stvaranje
redukcijske snage u obliku nikotinamid adenin dinukleotid fosfata (NADPH). On je potreban
za biosintetske reakcije. Elektroni koji stvaraju jednu molekulu NADPH potjecu od dviju
molekula vode, koja se oksidira u fotosustavu II, pobudenom apsorpcijom svjetla na valnim
duljinama kra¢im od 680 nm. Pri tome se kao sporedni produkt stvara molekula Kisika.
Elektroni putuju iz fotosustava Il u fotosustav | preko citokroma bf, membranski vezanog
kompleksa koji je homologan kompleksu I11 u oksidacijskoj fosforilaciji. Citokrom bf stvara
gradijent protona kroz tilakoidnu membranu, koji potic¢e sintezu molekula ATP-a. PSIl i PSI

zajedno sudjeluju u stvaranju NADPH i ATP.
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Slika 1. Dva fotosustava. Apsorpcija fotona od dvaju razlicitih fotosustava (PSI i PSII) nuzna

je za protok elektrona od vode do NADP™ (preuzeto i prilagodeno prema Berg i sur., 2013).



1.2 Fotosustav |1

Fotosustav Il (PSII) je veliki transmembranski kompleks, koji katalizira svjetlom potaknut
prijenos elektrona s vode na plastokinon. Nalazi se u svim vrstama biljaka, algi i
cijanobakterija. U svom srcu je jezgra reakcijskog sredista (RC) gdje se svjetlosna energija
pretvara u elektrokemijsku potencijalnu energiju i gdje dolazi do reakcije razdvajanja vode.
Fotosustav 11 postoji kao dimer. PSII dimer je 105 A dubok (45 A je u membrani), 205 A
dug i 110 A Sirok. Svaki od monomera sadrzi najmanje dvadesetak razli¢itih podjedinica
proteina i vise od 50 ugradenih kofaktora (klorofila, karotenoida, hema, plastokinona,
feofitina, lipida). Mnogi od tih kofaktora sluze kao veliki antenski sustav koji skuplja
energiju fotona svjetlosti i prenosi ovu energiju u srediSte reakcijskog centra s visokom
ucinkovito$¢u. Dimer klorofila (P680) u reakcijskom centru sadrzi elektrone koji su
pobudeni energijom. Elektroni P680 prolaze kroz lanac prijenosa elektrona (ETC), prenose
se na citokrom b6f preko reduciranog plastokinona, a zatim u plastocijanin, prije nego §to se
reduciraju P700 klorofili PSI. Reakcijski ciklus dovrSen je redukcijom P680 klorofila
pomocu elektrona izvedenih od cijepanja vode na kisik razvijaju¢em sredistu (OEC),
stvarajuci molekule kisika (O2) i H" iona koji se $ire u citosol (bakterije) ili tilakoidni lumen

(biljni Kloroplasti).



2. STRUKTURA FOTOSUSTAVA 1l

2.1 Ukupna struktura

Pregled sastava fotosustava Il i transporta elektrona prikazan je na slici 2. Podjedinice D1 i
D2 svakog monomera Cine srediSte kompleksa, od kojih svaka obuhvaca pet membrana
obavijene spiralom. Na obje strane D1/D2 sredista su podjedinice CP43 i CP47, koje imaju
Sest transmembranskih heliksa usmjerenih slicno na N-terminalne domene PsaA i PsaB
podjedinica fotosustava I. PsbO (33-kDa protein) sadrzi osam lancanih beta ploc¢a koje
stabiliziraju konformaciju petlji D1 proteina, te tako osiguravaju ve¢inu lan¢anih liganada
koji obuhvacaju Mn4sCaOs srediste za razvijanje kisika (OEC). Uz dvadesetak proteinskih
podjedinica, svaki monomer sadrzi 36 klorofila, 7 karotenoida, 1 MnsCaOs klaster, 2 hema,
2 plastokinona, 2 feofitina, lipida, kao i druge kofaktore. Podjedinice D1 i D2 sadrze
fotosintetski reakcijski centar, a podskupine CP43 i1 CP47 obuhvacaju veéinu sekundarnih,
antenskih pigmenata za prikupljanje svjetla. Vise od 2600 molekula vode nalaze se u dimeru
PSII, grupiranih na stromalnim (gornjim) i lumenalnim (donjim) membranskim povrSinama.

Membranski vezana voda sluzi kao ligand za klorofil (Shen, 2015).
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Slika 2. Fotosustav I1: pregled sastava sustava i transporta elektrona. Kompleks PSII i njegov
antenski sustav sastoje se od vise od 20 podjedinica koje su ugradene u tilakoidnu membranu
ili povezane s njegovom lumenalnom povrSinom. Svjetlosna energija je zarobljena preteZno
u vanjskoj anteni, koja se sastoji od proteina Lhcbl-6. Pobudena energija se prenosi u
fotokemijski aktivni centar reakcije (DI i D2 proteini) preko CP47 i CP43, gdje se koristi za
daljnje reakcije razdvajanja vode. Elektroni ekstrahirani iz vode prolaze iz lumenalno
smjestenog Cetveroclanog Mn klastera na D1-Tyr 161 (Yz), P680*, Phe, Qa i na Qg preko
nehemalne Zeljezne skupine. Ovaj put prijenosa elektrona oznacen je strelicama. Protoni i
molekularni kisik koji nastaju tijekom reakcije razdvajanja vode se oslobadaju u lumen.
Plastokinon (PQ) vezan na Qg mjestu prihvac¢a dva elektrona izvedena iz vode preko
elektronskog transporta lanca i dva protona iz strome prije nego $to se otpusta u tilakoidnu
membranu u obliku PQH.. Zapisivanje slova upotrijebljeno za podjedinice kompleksa jezgre
odrazava genetsko podrijetlo, primjerice A = produkt psbA gena (preuzeto i prilagodeno

prema Hankamer, 1997).



2.2 Proteini

U cijanobakterijama PSII sadrzi 20 podjedinica od kojih je 17 transmembranskih podjedinica
i 3 su membranski-periferne, vanjske podjedinice s ukupnom molekularnom masom od 350
kDa. PSII u cijanobakterijama tipi¢no postoji u dimernom obliku i kao takav ima ukupnu
molekularnu masu od 700 kDa. Medu transmembranskim podjedinicama, D1 i D2 (genski
produkti psbA i psbD) imaju pet transmembranskih heliksa i ¢ine jezgru reakcijskog sredista
PSII, s kojom svi kofaktori sudjeluju u reakcijama elektrona prijenosa i razdvajanja vode. U
podskupinama D1 i D2 su podjedinice CP47 i CP43 (genski produkti psbB i psbC, CP
oznacava klorofilni protein), koji imaju Sest transmembranskih heliksa i vezu brojne
molekule klorofila (Chl) da sluze skupljanju svjetlosti. Uz ove 4 velike podjedinice, postoji
13 niskomolekularnih transmembranskih podjedinica: PsbE, PsbF, PsbH, Psbl, PsbJ, PsbK,
PsbL, PsbM, PsbT, PsbX, PsbY, PsbZ i Psb30. Ove podjedinice imaju molekularne mase
manje od 10 kDa i jednu transmembransku spiralu, osim PsbZ, koji ima dvije
transmembranske spirale. 3 membranski-periferna, vanjski proteina povezani su s
lumenalnom stranom PSII i potrebni su za odrzavanje reakcije razdvajanja vode. Kod
cijanobakterijama ove podjedinice su PsbO (33 kDa), PsbU (12 kDa) i PsbV (citokrom ¢550,
17 kDa) dok se kod zelenih alga i visih biljkama, PsbU i PsbV zamjenjuju s PsbQ i PsbP
(Shen, 2015).

Vazne molekulske komponente PSII takoder su karotenoidi (Car), klorofili (Chl) i lipidi.
Smatra se da karotenoidi imaju presudnu ulogu u regulaciji svjetlosti, regulaciji prijenosa
pobudene energije, zaustavljanju stanja tripletnog stanja Chl 1 stabilizaciji strukture.
Kristalografskim istrazivanjima otkriveno je do 25 integralnih lipida povezanih sa svakim
PSII'  monomerom, uklju¢uju¢i  11-monogalaktozildiacilglicerol (MGDG), 7-
digalaktosildiacilglicerol (DGDG), 5-sulfokinovosil-diacilglicerol (SQDG) i 2-
fosfatidilglicerol (PG), koji imaju skoro puno kompozicijsko i prostorno preklapanje u PSII
monomernom 1 dimernom obliku. Integralni lipidi PSII ponaSaju se viSe kao dinami¢ni
visenamjenski kofaktor u cjelokupnom radu kompleksa nego kao jednostavno hidrofobna
okolna matrica. Lipidne molekule, zapravo, aktivno djeluju zajedno s manganovim

srediStem te ga stabiliziraju. Takoder doprinose definiranju konfiguracije priblizno 1/3 Chl-
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a 1 3/4 molekula Car-a u PSII, a posljednje, ali ne i manje vazno, pretezno pridonose

monomer-monomer interakciji PSII i slozenoj dimerizaciji (Lambreva i sur., 2014).

2.4 PS11 plastokinoni

Plastikinon (slika 3) je primatelj elektrona koji moze postojati u oksidiranom (Q) i
reduciranom obliku (QH3). Elektroni su u QH2na visem redukcijskom potencijalu od onih u
vodi. Dvije kemijski identicne molekule plastokinona, smjeStene na Qa i Qg veznim
mjestima heterodimera RC imaju posebnu ulogu stabilizacije primarnog razdvajanja naboja
1 provodenja elektrona prema fotosintetskom lancu transporta elektrona. Postojanje treceg
plastokinona, Qc, u kompleksu PSII jezgre u posljednje vrijeme identificirano je
kristalografskim istrazivanjima rezolucije od 2,9 A (slika 4). Uloga ove kinonske molekule
u funkciji PSII jos$ uvijek nije jasna te je predmet buduceg istrazivanja.

Plastokinon na mjestu Qa ¢vrsto reagira s proteinskim matriksom RC-a te se ne
protonira i ne moze se izmjenjivati. Djeluje kao jedan primatelj elektrona i posreduje
dvostruku redukciju druge kinonske molekule na Qs veznom mjestu. Nasuprot tome,
dvostruko reducirani i protonirani Qg odstupa od mjesta vezanja i te ga odmah zamjenjuje
nova molekula plastokinona, §to dovodi do toga da se ova molekula viSe smatra supstratom
nego ¢vrsto vezanim kofaktorom. Iako su kemijski identi¢ni, Qa i Qs pokazuju razlikovne
redoksne potencijale, nuzne za potenciranje PSII elektronskog prijenosa i fino podeSavanje
povratnih rekombinacijskih reakcija. Razli¢ita funkcionalna 1 redoks-svojstva
plastokinonskih molekula PSII u velikoj su mjeri odredene medudjelovanjem s okolinom

kao $to je H-vezanje, hidrofobne interakcije, n-slaganje (Lambreva i sur., 2014).



Slika 3. Shematski prikaz PSII reakcijskog centra koji pokazuje relativni poloZaj
plastokinona Qa, Qg i Qc kao crvene Stapi¢e. Takoder su prikazani klorofili, feofitini i
karotenoidi (u zelenim, plavim i narancastim Stapi¢ima). Klaster MnsCaOs i nehemalni
zeljezni atom predstavljeni su ljubi¢astim i crvenim kuglicama. D1 i D2 okosnica su

prikazana kao plava i zuta vrpca (preuzeto i prilagodeno prema Labreva i sur., 2014).



Slika 4. Detaljni prikaz plastokinona Qa (lijevi dio slike), Qg (sredisnji dio slike) i Qc (desni
dio slike). Ostaci spomenuti u tekstu prikazani su kao Stapi¢i obojeni tipom atoma (preuzeto

i prilagodeno prema Labreva i sur., 2014).

2.5 Kisik razvijajué¢i kompleks (OEC)

Kisik razvijaju¢i kompleks je mjesto oksidacije vode. To je okso-metalni skupina molekula
koje se sastoje od ¢etiri manganova iona (u oksidacijskim stanjima u rasponu od +2 do +4)
I jednog dvovalentnog iona kalcija. Kada oksidira vodu, proizvodi kisik i protone, te redom
isporucuje Cetiri elektrona iz vode u tirozinski (D1-Y161) bo¢ni lanac, a zatim sam P680.
Struktura kisik razvijajuceg kompleksa jos uvijek je sporna. Rezultati dobiveni rendgenskom
kristalografijom su osobito kontroverzni, jer postoje dokazi da se atomi mangana reduciraju
pomocu visoko-intenzivnih X-zraka, mijenjaju¢i promatranu OEC strukturu. Medutim,
kristalografija u kombinaciji s nizom drugih (manje Stetnih) spektroskopskih metoda kao $to
su EXAFS i elektronska paramagnetska rezonancija dale su prilicno jasnu ideju o strukturi
klastera (Ferreira i sur., 2004).

Jedna je mogucénost oblik kocke. Godine 2011. OEC PSII je istrazivan i otkriveni su
pet atoma kisika koji sluze kao okso mostovi te povezuju pet atoma metala i ¢etiri molekule
vode vezane za klaster MnsCaOs; U svakom monomeru fotosustava Il pronadeno je vise od
1300 molekula vode, od kojih neki formiraju velike vodikove mreze koje mogu posluziti

kao kanali za protone, molekule vode ili kisika.



Srediste OEC-a u svakom monomeru je Mn4sCaOs klaster, koji se ima oblik
iskrivljene stolice i leZi u tilakoidnom prostoru. Glavni dijelovi tog centra su dva iona kalcija
i Cetiri iona mangana (slika 5). Manganovi ioni su sposobni opstati u razli¢itim oksidacijskim
stanjima i stvoriti veze sa spojevima koji sadrze kisik. U tom manganskom srediStu dvije

molekule vode se oksidiraju u jednu molekulu kisika (Berg i sur., 2013).
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Slika 5. Moguc¢a shema stvaranja kisika u manganskom sredistu. Pretpostavljena struktura
manganskog sredista izgradenog od Cetiriju manganova iona. Prikazan je i jedan kalcijev
1on, a mnogi su drugi ligandi radi jasnoce izostavljeni. U srediSte koje se oksidira uklanja se
jedan po jedan elektron. Sve dok dvije vezane molekule vode ne stvore molekulu O, koja
se tada otpusta iz srediSta. Tirozinski ostatak (nije prikazano) sudjeluje u spregnutom
prenoSenju elektrona i protona. Strukture su oznacene sa So do S4 da bi se pokazao broj

elektrona koje treba ukloniti (preuzeto i prilagodeno prema Berg i sur., 2013).



3. FUNKCIJA FOTOSUSTAVA II

3.1 Razdvajanje vode

Fotosintetsko cijepanje ili razdvajanje vode (ili evolucija kisika) jedna je od najvaznijih
reakcija na planeti, budu¢i da je izvor gotovo sveukupnog kisika atmosfere. Stovise, umjetno
fotosintetsko razdvajanje vode moze doprinijeti u¢inkovitoj upotrebi sunéeve svjetlosti kao
alternativnog izvora energije.

Oksidacija vode na molekularni kisik zahtijeva ekstrakciju cetiri elektrona i Cetiri
protona iz dvije molekule vode (slika 6). Eksperimentalno je dokazano da se kisik oslobada
putem cikli¢ke reakcije kompleksa razvijanja kisika (OEC) unutar jednog PSII (Joliot i sur.,
2003). Pokazali su da ako je fotosinteticki materijal prilagoden tami (vise biljke, alge i
cijanobakterije) izloZzen nizu pojedinacnih bljeskovima svjetla, detektira se nastanak kisika
s tipi¢nim razdobljem - Cetiri priguSene oscilacije s maksimumima na tre¢oj, sedmoj i
jedanaestoj bljeskalici i s minimumima na prvoj i petoj bljeskalici. Na temelju ovog
eksperimenta, (Bessel Kok i sur., 1970) uveli su ciklus od pet bljeskovitih induciranih
prijelaza tzv. S-stanja, opisujuci cetiri redoksna stanja OEC-a: kada su Cetiri oksidacijska
ekvivalenta pohranjena (na Ss-stanje), OEC se vraca u osnovni Se-Stanje. U nedostatku
svjetla, OEC ce se "opustiti" u stanje S1; Stanje Sz se Cesto opisuje kao "tamno stabilno”. Sz
stanje se uglavnom sastoji od manganovih iona s oksidacijskim stanjima Mnz*, Mnz*, Mns",
Mn4*. Konaéno, Jablonsky i Lazar predlozili su medu-S-stanje kao regulatorni mehanizam i

vezu izmedu S-stanja i tirozina Z (Vermaas, 1993).
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Slika 6. Za stvaranje jedne molekule kisika potrebna su Cetiri fotona. Maksimalno
oslobodenje O2 dogada se nakon svakog treceg, sedmog i jedanaestog bljeska jer su mraku
prilagodeni kloroplasti u S: stanju: stanje s jednim reduciranim elektronom (preuzeto i

prilagodeno prema Berg i sur., 2013).

3.2 Aktivni redoks ostatci tirozina u fotosustavu 11

Tirozinski ostatak (Z) funkcionira kao kanal s jednim elektronom izmedu sustava za
razdvajanje vode i P680. U oksidiranom obliku, i Z i spori donor D, dovode do
karakteristicnih signala elektronske paramagnetne rezonancije (EPR) te se tako mogu
detektirati. Taj tirozinski ostatak podjedinice D1 u fotosustavu Il (Z) je neposredni donor
elektrona, pri ¢emu nastaje radikal tirozina. Tirozinski radikal uklanja elektrone s
manganovih iona, $to uzrokuje uklanjanje elektrona s vode da bi nastao O, i H*. Dakle, za
izdvajanje &etiriju elektrona iz molekule vode potrebna je apsorpcija &etiriju fotona. Cetiri
se elektrona, koji potjecu iz vode, upotrebljavaju za redukciju dviju molekula oksidiranog
plastokinona (Q) u reducirani plastokinol (QH>). Energija dvaju fotona sigurno je i u¢ikovito
pohranjena u obliku redukcijskog potencijala QH> (Vermaas, 1993).

11



3.3 Primarni donor P680

P680 ili primarni donor fotosistema Il (gdje P oznacava pigment) odnosi se na bilo koji od
dva posebna dimera klorofila D1 ili D2. Oni su pobudeni kao da su jedna molekula. Broj
680 je njegov maksimum apsorpcije u crvenom dijelu vidljivog spektra (680 nm). Primarni
donor prima pobudenu energiju ili apsorbirajué¢i foton odgovarajuée frekvencije (boja) ili
prijenosom pobudene energije iz drugih klorofila unutar fotosustava II. Tijekom pobude
elektrona, elektron je pobuden na viSu razinu energije. Taj elektron naknadno je uhvacen
primarnim akceptorom elektrona, molekule feofitina koji se nalazi unutar fotosustava Il kod
P680. Oksidirani P680 (P680") naknadno se reducira elektronom koji potjee od vode
(putem kompleksa koji razvija kisik). Oksidirani P680 (P680") je najjace poznato biolosko
sredstvo za oksidaciju. Procjenjuje se da je redoksni potencijal ~ 1,3 V. To omogucava

oksidaciju vode tijekom fotosinteze (Rappaport F i sur., 2002).

3.4 Smjer protonskog gradijenta

Fotosustav Il prolazi kroz tilakoidnu membranu, tako da se mjesto redukcije kinona nalazi s

stromalne strane, dok mangansko srediSte, gdje se oksidira voda, lezi u tilakoidnome

prostoru. Stoga dva protona koja se rabe za redukciju Q u QHz potjecu iz strome, a Cetiri

protona koja se oslobadaju pri oksidaciji vode ulaze u tilakoidni prostor (slika 7).
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Slika 7. Smjer protonskog gradijenta. Fotosustav II otpusta protone u tilakoidni prostor, a
uzima ih iz strome. Rezultat toga je stvaranje gradijenta protona kroz tilakoidnu membranu
s viskom protona (niski pH) s unutrasnje strane (preuzeto i prilagodeno prema Berg i sur.,

2013).

Takva raspodjela protona, koja je posljedica viska protona u tilakoidnome prostoru
u odnosu na situaciju u stromi, stvara gradijent protona kroz tilakoidnu membranu. Elektroni

nadalje protjecu u fotosustav | putem citokrom bf kompleksa (Berg i sur., 2013).
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4. ZAKLJUCAK

Fotosustav 11 je prvi kompleks u svjetlu ovisne reakcije fotosinteze. Nalazi se u tilakoidnoj
membrani biljaka, algi i cijanobakterija. Unutar fotosustava, enzimi hvataju fotone svjetlosti
te pobuduju elektrone koji se zatim prenose kroz razlic¢ite koenzime i kofaktore da bi se
reducirao plastokinon na plastokinol. Pobudeni elektroni zamjenjuju se oksidiraju¢om
vodom kako bi se stvorili vodikovi ioni i molekularni kisik. Obnavljanjem izgubljenih
pobudenih elektrona sa sustavom razdvajanja vode, fotosustav 11 osigurava elektrone za sve
reakcije u fotosintezi. loni vodika (protoni) koji nastaju oksidacijom vode pomazu pri
stvaranju gradijenta protona koji se koristi za ATP sintazu da se stvori ATP. Pobudeni
elektroni koji se prenose na plastokinon konaéno se koriste za redukciju NADP* u NADPH
ili se koriste u ciklickoj fotofosforilaciji. Fotosintetsko cijepanje ili razdvajanje vode (ili
evolucija kisika) jedna je od najvaznijih reakcija na planeti, buduéi da je izvor gotovo
cjelokupnog kisika atmosfere. Moguce je da ¢e objasnjenje mehanizma za cijepanje vode
biti vazno za dizajn umjetnog katalizatora sposobnog podijeliti vodu pomocu energije iz
sunca, konacnog izvora Ciste i obnovljive energije. Osim toga, detaljne strukturalne i
funkcionalne informacije o ulogama proteinskih podjedinica, aminokiselina koje su
uklju¢ene u razdvajanje vode, kanale protona, vode i kisika u PSII mo¢i ¢e biti geneticki
modificirani, $to zauzvrat moZe dovesti do poboljSanja PSII funkcija i time vece
produktivnosti biljke ili bolju prilagodbu nepovoljnim uvjetima okolisa.

Istrazivanje fotosustav |l zahtijeva primjenu i suradnju mnogih znanstvenih
disciplina. Veliki broj biokemijskih, biofizickih i fizioloskih mjerenja nisu rezultirali
primjenom bilo koje od disciplina pojedina¢no. Vjerojatno je da taj trend povecanog znacaja
za interdisciplinarnu obuku i interese nije ograni¢en samo na istrazivanja fotosinteze, vec je
jednako vazan za mnoga druga podrucja bioloSke znanosti. Ovo podrucje u buducnosti

predstavlja veliki izazov za znanstvenike i one koji ¢e to tek postati.
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