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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Το φωτοςφςτθμα ΙΙ, είναι μεμβρανικό πολυπρωτεϊνικό ςυγκρότθμα, το οποίο 

καταλφει τθν φωτοεπαγόμενθ διάςπαςθ του Θ2Ο. Ρεριζχει εξειδικευμζνεσ προςκετικζσ 

ομάδεσ, όπωσ το ςφμπλεγμα χλωροφυλλϊν 680, μεταφορείσ θλεκτρονίων και το 

ςφμπλοκο διάςπαςθσ του Θ2Ο, Mn4CaΟ5. Ο καταλυτικόσ κφκλοσ περιλαμβάνει τζςςερισ 

οξειδωτικζσ μεταβάςεισ: S0 → S1 → S2 → S3 → (S4) → S0. Κατά τθν διάρκεια τθσ 

ςταδιακισ απορρόφθςθσ 4 φωτονίων, αφαιροφνται τα 4 e- και Θ+ δφο μορίων Θ2Ο, 

οδθγϊντασ ςτον ςχθματιςμό μοριακοφ οξυγόνου. Σθμαντικό ρόλο παίηει θ TyrΗ, λίγα 

όμωσ είναι γνωςτά για τον τρόπο που ςυνεργάηεται με το ςφμπλοκο Mn4CaΟ5 ςτθν 

διάςπαςθ του νεροφ.  

Θ εργαςία επικεντρϊκθκε ςτθν διερεφνθςθ του ρόλου τθσ TyrΗ. Ραγιδεφτθκαν 

και μελετικθκαν με φαςματοςκοπία EPR ενδιάμεςα των κρίςιμων μεταβάςεων S2 → S3 

και S3 → S0, τα οποία περιλαμβάνουν τθν ελεφκερθ ρίηα TyrΗ˙ ςε αλλθλεπίδραςθ με το 

ςφμπλοκο Mn4CaΟ5.  Διαπιςτϊκθκαν τα εξισ: Πταν θ κατάςταςθ S2TyrZ˙ παγιδεφεται ςε 

κερμοκραςίεσ > ca 233 K, θ απόςπαςθ του πρωτονίου βρίςκεται ςε εξζλιξθ, ςε αντίκεςθ 

με τθν παγίδευςθ ςε κρυογενικζσ κερμοκραςίεσ, οπότε το πρωτόνιο παραμζνει ςτθν 

κζςθ του. Πςον αφορά τον ρόλο τθσ TyrZ και το κανάλι διαφυγισ των πρωτονίων κατά 

τθν μετάβαςθ S2 → S3, τα αποτελζςματα ςυγκλίνουν μαηί με αυτά τθσ βιβλιογραφίασ, 

ςτο ότι θ TyrZ αποςπά ταυτόχρονα e- και Θ+ από το Mn4CaO5, το δε μονοπάτι διαφυγισ 

του πρωτονίου είναι αυτό τθσ Asn 298. Κατά τθν S3 → S0 λειτουργεί το μονοπάτι του Asp 

61. Ραρουςία μεκανόλθσ λειτουργεί το μονοπάτι του Asp 61 κατά τθν S2 → S3. Για να 

προχωριςει το ςφμπλοκο ςτθν S3, κα πρζπει θ μεκανόλθ να δϊςει τθ κζςθ τθσ ςε 

μόριο Θ2Ο. Ραγιδεφτθκε θ κρίςιμθ κατάςταςθ S3TyrΗ˙ και αυτό ανοίγει ιδιαίτερεσ 

προοπτικζσ ςτθν κατανόθςθ του μθχανιςμοφ ςχθματιςμοφ οξυγόνου κατά το ςτάδιο S3 

→ S0. Ρζρα από τα ανωτζρω, θ μεκοδολογία των πειραμάτων, που επιτρζπει τθν 

ακινθτοποίθςθ βραχφβιων μεταβατικϊν καταςτάςεων, προςφζρει ςθμαντικζσ 

προοπτικζσ για τθν εφαρμογι προθγμζνων μεκόδων φαςματοςκοπίασ.  

 

ΘΕΜΑΣΙΚΗ ΠΕΡΙΟΧΗ: φωτοςυνκετικι διάςπαςθ του Θ2Ο 

ΛΕΞΕΙ ΚΛΕΙ∆ΙΑ: φωτοςφνκεςθ, διάςπαςθ του Θ2Ο, φωτοςφςτθμα ΙΙ, τυροςίνθ Η,  

ςφμπλοκο Mn4CaO5, μεταβάςεισ S 
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ABSTRACT 

Photosystem II is a membrane multi - subunit protein complex, which 

catalyzes the photoinduced water oxidation in plants. When a special cluster of 

chlorophylls, P680, absorbs a photon, it gives an electron to plastoquinone Q. The 

positive charge on P680 is compensated by an electron from a Mn4CaO5 cluster, 

which binds substrate H2O molecules. When four photons are absorbed, four 

electrons have moved from the Mn4CaO5 cluster to quinone and four H+ have been 

released to the bulk, then O2 is formed. Therefore, the catalytic cycle of the Mn4CaO5 

cluster undergoes four transitions, called S – transitions: S0 → S1, S1 → S2, S2 → S3, S3 

→ (S4) → S0. TyrΗ, a residue near Mn4CaO5, acts as an intermediate electron carrier 

between the cluster and P680, and in parallel it influences H+ removal.  

In the present work, low-temperature EPR spectroscopy was employed in 

order to trap and study intermediates, including the free radical TyrΗ˙ interacting 

with Mn4CaΟ5, during the two critical transitions S2 → S3 and S3 → S0. When S2TyrΗ˙ is 

trapped at temperatures > ca 233 K, proton abstraction is in progress, in constrast to 

trapping at cryogenic temperature, at which proton remains at its site. During S2 → 

S3, TyrZ abstracts simultaneously e- and Θ+ from Mn4CaO5 and the H bond network 

including Asn 298 is used for proton extraction. At S3 → S0, the Asp 61 pathway is 

used. In the presence of methanol, the Asp 61 pathway is used in S2 → S3. In order to 

proceed to S3, methanol has to be exchanded with a Θ2Ο molecule. The critical 

intermediate S3TyrΗ˙ was trapped, and this is important for understanding O2 

formation during S3 → S0. Finally, the methodology used in the present study will be 

very useful in the trapping of unstable intermediates and related studies by 

advanced spectroscopic techniques.  

 

 

SUBJECT AREA: photosynthetic water oxidation  

KEYWORDS: photosynthesis, water oxidation, photosystem II, tyrosine Z, Mn4CaO5 

complex, S - transitions 
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1. Ειςαγωγι 

 

 

Αρχικά, περιγράφεται το πρωτεϊνικό ςφμπλοκο που μελετικθκε, το 

Φωτοςφςτθμα ΙΙ των φυτϊν και, ιδιαίτερα, το ςφμπλοκο Mn4CaΟ5 όπου γίνεται θ 

διάςπαςθ του H2O, ενϊ παρουςιάηονται τα ανοιχτά ερωτιματα ςχετικά με τον 

μθχανιςμό διάςπαςθσ του H2O. Στθ ςυνζχεια, περιγράφονται οι βαςικζσ αρχζσ τθσ 

φαςματοςκοπίασ EPR, τθσ πειραματικισ μεκόδου που χρθςιμοποιικθκε. 

 

1.1 Φωτοςφνκεςθ 

 

εἶπεν ὁ Κεόσ· γενθκιτω φῶσ· καὶ ἐγζνετο φῶσ 

... καὶ εἶπεν ὁ Κεόσ· βλαςτθςάτω ἡ γῆ βοτάνθν χόρτου 

Γεν. Α’, 3, 11 

 

 Φωτοςφνκεςθ είναι θ αναγωγι του CO2 τθσ ατμόςφαιρασ ςε 

υδατάνκρακεσ από τουσ φυτικοφσ οργανιςμοφσ και τα φωτοςυνκετικά βακτιρια. 

Θ ενζργεια προςφζρεται από τον ιλιο και ωσ αναγωγικό χρθςιμοποιείται το Θ2Ο. 

Θ γενικι αντίδραςθ τθσ φωτοςφνκεςθσ είναι: 

  2222 OOCHCOOH hv   

  

Οργανιςμοί που φωτοςυνκζτουν είναι τα φυτά, τα φφκθ, τα  

κυανοβακτιρια (ι κυανοφφκθ) και οριςμζνα βακτιρια. Τα βακτιρια δεν 

χρθςιμοποιοφν ωσ δότθ θλεκτρονίου το νερό και δεν παράγουν οξυγόνο  

(Γαλάτθσ και λοιποί, Ειςαγωγι ςτθ Βοτανικι 1998). 



21 

 

Με τθν φωτοςφνκεςθ θ θλιακι ενζργεια μετατρζπεται ςε μορφι 

αξιοποιιςιμθ από τουσ ηωντανοφσ οργανιςμοφσ. Μζςω αυτισ, παράγονται όλα 

τα δομικά και λειτουργικά ςυςτατικά των φυτϊν και ςτθ ςυνζχεια όλων των 

υπόλοιπων ηωντανϊν οργανιςμϊν. Το οξυγόνο που ελευκερϊνεται ωσ 

παραπροϊόν, χρθςιμοποιείται από τουσ ετερότροφουσ οργανιςμοφσ  για τθν 

καφςθ των υδατανκράκων τθσ τροφισ τουσ ςτα μιτοχόνδρια. Οι υδατάνκρακεσ 

αυτοί ζχουν παραχκεί μζςω τθσ φωτοςφνκεςθσ. Στα μιτοχόνδρια γίνεται θ 

αντίςτροφθ αντίδραςθ τθσ φωτοςφνκεςθσ και παράγεται θ αναγκαία για τον 

οργανιςμό ενζργεια. Το οξυγόνο που ελευκερϊνεται κατά τθν φωτοςφνκεςθ, 

δθμιουργεί επίςθσ το προςτατευτικό για τθ ηωι ςτρϊμα του όηοντοσ. Είναι 

αμφίβολο εάν κα υπιρχε ηωι επάνω ςτθ γθ χωρίσ τθν φωτοςφνκεςθ και εάν 

υπιρχε, κα ιταν εξαιρετικά πρωτόγονθ. 

 

 

Εικόνα 1.1: Θ ροι ενζργειασ ςτον βιολογικό κόςμο: (Από Barber & Tran 2013, τροποποιθμζνο). Θ 

ενζργεια του ιλιου μζςω τθσ φωτοςφνκεςθσ μετατρζπεται ςε τροφι όλων των οργανιςμϊν κακϊσ 

και ςε βιομάηα και μζςω τθσ αντίςτροφθσ πορείασ τθσ αναπνοισ ελευκερϊνεται ςτο περιβάλλον ωσ 

κερμότθτα. 
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Εικόνα 1.2: Σχθματικι απεικόνιςθ κάκετθσ τομισ φφλλου, χλωροπλάςτθ και κυλακοειδοφσ (Από 

Alberts, Molecular Biology of the Cell). 

 

Στα φυτά, θ φωτοςφνκεςθ γίνεται ςτουσ χλωροπλάςτεσ. Οι χλωροπλάςτεσ 

περιβάλλονται από διπλι μεμβράνθ. Θ εςωτερικι μεμβράνθ περιβάλλει το 

ςτρϊμα. Στο ςτρϊμα υπάρχει ζνα δίκτυο μεμβρανϊν, που αποτελείται από 

κυλακοειδείσ μεμβράνεσ που ςχθματίηουν ςωροφσ που ονομάηονται grana  

(εικόνα 1.2). Το εςωτερικό των κυλακοειδϊν ονομάηεται αυλόσ (lumen)  ι 

μικροχϊροσ. 

Οι αντιδράςεισ τθσ φωτοςφνκεςθσ χωρίηονται ςε φωτεινζσ και ςκοτεινζσ , 

οι πρϊτεσ απαιτοφν φωσ για να γίνουν, ενϊ οι δεφτερεσ όχι. Κατά τισ ςκοτεινζσ 

αντιδράςεισ, παράγεται γλυκόηθ από το CO2. Για να γίνει αυτό απαιτείται 

ενζργεια (ATP) και αναγωγικι ιςχφσ (NADPH), τα οποία παράγονται κατά τισ 

φωτεινζσ αντιδράςεισ. Τα περιςςότερα ζνηυμα που παίρνουν μζροσ ςτισ 

ςκοτεινζσ αντιδράςεισ βρίςκονται ςτο ςτρϊμα των χλωροπλαςτϊν.  

Οι φωτεινζσ αντιδράςεισ πραγματοποιοφνται ςτισ μεμβράνεσ των 

κυλακοειδϊν των χλωροπλαςτϊν και ςε αυτζσ ςυμμετζχουν τζςςερα 

διαμεμβρανικά ςφμπλοκα πρωτεϊνϊν: το φωτοςφςτθμα ΙΙ (ΦΣ ΙΙ), το ςφμπλοκο 

κυτοχρωμάτων b6f, το φωτοςφςτθμα Ι (ΦΣ Ι), θ ςυνκετάςθ του ΑΤ και δφο 

διαλυτζσ πρωτεΐνεσ: θ πλαςτοκυανίνθ και θ αναγωγάςθ του ηεφγουσ 

φερρεδοξίνθσ – NADP+. Διαμζςου αυτϊν των πρωτεϊνϊν γίνεται μεταφορά 

θλεκτρονίων από το Θ2Ο προσ το NADP+. 
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Εικόνα 1.3: Σχθματικι απεικόνιςθ τθσ αλυςίδασ μεταφοράσ θλεκτρονίων των κυλακοειδϊν. *Από 

Φυςιολογία Φυτϊν, Πανεπιςτθμιακζσ εκδόςεισ Κριτθσ, Κεφάλαιο 5, Γανωτάκθσ, Κοτηαμπάςθσ]. 

 

Το Θ2Ο ςυνδζεται ςτο ςφμπλοκο διάςπαςθσ του νεροφ (ΣΔΝ), το 

Mn4CaΟ5, του ΦΣ ΙΙ και θλεκτρόνια μεταφζρονται μζςω του ΦΣ ΙΙ προσ τθν 

πλαςτοκινόνθ, θ οποία μεταφζρει τα θλεκτρόνια ςτο κυτόχρωμα b6f. Στθ 

ςυνζχεια, μζςω τθσ πλαςτοκυανίνθσ τα θλεκτρόνια μεταφζρονται ςτο ΦΣ Ι και 

από εκεί ςτθ φερρεδοξίνθ και με τθ βοικεια τθσ αναγωγάςθσ Fd – NADP+, ςτο 

NADP+. Θ ενζργεια που απαιτείται για τθν μεταφορά των θλεκτρονίων παρζχεται 

από το φωσ που απορροφάται από τισ χλωροφφλλεσ των ΦΣ Ι και ΦΣ ΙΙ. 

Ταυτόχρονα με τθν κίνθςθ των θλεκτρονίων, μετακινοφνται Θ+ προσ το 

εςωτερικό των κυλακοειδϊν και ζτςι δθμιουργείται βακμίδωςθ ςυγκζντρωςθσ  

πρωτονίων. Στθ ςυνζχεια, λόγω τθσ διαφοράσ ςυγκζντρωςθσ, τα  Θ+ 

μεταφζρονται μζςω τθσ ΑΤ – ςυνκετάςθσ ςτο ςτρϊμα, ενεργοποιϊντασ, με 

αυτό τον τρόπο, τθν φωςφορυλίωςθ του ADP (εικόνα 1.3). 
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1.2 Σο φωτοςφςτθμα ΙΙ 

 

αγαπϊ τα μικρά ανοιξιάτικα φυλλαράκια, 

τα νωπά ακόμα… 

Φ. Ντοςτογιζβςκθ, αδελφοί Καραμαηωφ 

 

Το ΦΣ ΙΙ διαςπά το Θ2Ο και αποδίδει θλεκτρόνια ςτθν πλαςτοκινόνθ Q, τα 

οποία ςτθ ςυνζχεια χρθςιμοποιοφνται για να αναχκεί το CO2 ςε γλυκόηθ. Επίςθσ, 

παράγονται Θ+ τα οποία ελευκερϊνονται ςτον αυλό, ϊςτε να δθμιουργθκεί 

βακμίδωςθ ςυγκζντρωςθσ H+ και να λειτουργιςει θ ςυνκετάςθ του ΑΤ. Θ 

αντίδραςθ που επιτελείται ςτο ΦΣ ΙΙ είναι θ παρακάτω: 

22

4

2 222 QHOQOH hv      

Το ΦΣ ΙΙ εντοπίηεται ςτισ μεμβράνεσ των grana, ςτα ςθμεία τα οποία δεν 

ζρχονται ςε επαφι με το ςτρϊμα του χλωροπλάςτθ (εικόνα 1.4). Λειτουργεί ςε 

όλουσ τουσ οργανιςμοφσ που φωτοςυνκζτουν διαςπϊντασ Θ2Ο: ςτα φυτά, τα φφκθ 

και τα κυανοβακτιρια. Θ γενικι δομι είναι θ ίδια ςε όλουσ τουσ οργανιςμοφσ, 

κακϊσ και θ λειτουργία του. 

 

 

Εικόνα 1.4: Μοριακι οργάνωςθ των μεμβρανϊν των κυλακοειδϊν. Το φωτοςφςτθμα ΙΙ εντοπίηεται 

κυρίωσ ςτα grana. (Από Βιοχθμεία Λ, J.M.Berg, J.L.Tymoczko, L.Stryer). 

 

1.2.1 Η δομι του φωτοςυςτιματοσ ΙΙ 

 

 Το ΦΣ ΙΙ ζχει μοριακό βάροσ 350 kDa και αποτελείται από 20 υπομονάδεσ, 17 

διαμεμβρανικζσ και 3 διαλυτζσ (εικόνεσ 1.6 και 1.7). Θ δομι του ςτα κερμόφιλα 
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κυανοβακτιρια Thermosynechococcus elongatus και Thermosynechococcus vulcanus 

ζχει προςδιοριςτεί τθν τελευταία δεκαετία με κρυςταλλογραφία ακτίνων – Χ (Zouni 

et al. 2001, Ferreira et al. 2004, Biesiadka et al. 2004, Loll et al. 2005, Guskov et 

al. 2009, Umena et al. 2011). Ο προςδιοριςμόσ τθσ δομισ του είναι μεγάλο 

επίτευγμα για τθν κρυςταλλογραφία, κακϊσ οι διαμεμβρανικζσ πρωτεΐνεσ δεν είναι 

εφκολο να κρυςταλλωκοφν και, επιπλζον, το ΦΣ ΙΙ αποτελείται από πολλζσ 

υπομονάδεσ. Το φυτικό ΦΣ ΙΙ ζχει μελετθκεί με θλεκτρονικι μικροςκοπία (Rhee et 

al. 1998, Hankamer et al. 2001) και με ακτίνεσ – Χ (Rhee et al. 1998). Οι δομζσ αυτζσ 

όμωσ είναι χαμθλισ διακριτικισ ικανότθτασ. Ωςτόςο, διακρίνεται θ διευκζτθςθ των 

διαμεμβρανικϊν ελίκων και φαίνεται θ ομοιότθτα με το ΦΣ ΙΙ των κυανοβακτθρίων. 

Οι κφριεσ διαφορζσ μεταξφ του ΦΣ ΙΙ των δφο οργανιςμϊν είναι ςτισ τρεισ μθ 

διαμεμβρανικζσ υπομονάδεσ, που βρίςκονται ςτθν πλευρά του μικροχϊρου. 

 Το ΦΣ ΙΙ είναι διμερζσ, όπωσ φαίνεται ςτθν εικόνα 1.5 (κίτρινο). Τα δφο 

μονομερι είναι ςυμμετρικά τοποκετθμζνα και ςτα ανϊτερα φυτά γφρω τουσ 

προςδζνονται ςφμπλοκα ςυλλογισ φωτόσ (light-harvesting complexes, Lhcs): το LHC 

II (Light Harvesting Complex II), το CP26 και το CP29 (Nield & Barber 2006) και το 

CP24 (Amerongen & Croce 2013). Τα ςφμπλοκα αυτά είναι πλοφςια ςε χλωροφφλλθ, 

θ οποία διεγείρεται από το θλιακό φωσ και θ ενζργεια διζγερςθσ μεταφζρεται από 

χλωροφφλλθ ςε χλωροφφλλθ ςτο κζντρο αντίδραςθσ, ςτον πυρινα του κάκε 

μονομεροφσ. Στα κυανοβακτιρια τα ςφμπλοκα ςυλλογισ φωτόσ είναι διαφορετικά. 

 

Εικόνα 1.5: Το φυτικό ΦΣ ΙΙ όπωσ φαίνεται από τθν πλευρά του ςτρϊματοσ. Ο πυρινασ (core) του ΦΣ 

ΙΙ φαίνεται με κίτρινο, ενϊ γφρω είναι τοποκετθμζνεσ οι φωτοςυλλεκτικζσ κεραίεσ, άλλεσ πιο ιςχυρά 

(S) και άλλεσ πιο χαλαρά ςυνδεδεμζνεσ (Μ). (Από Amerongen & Croce 2013). 
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 Το κακζνα από τα δφο μονομερι παρουςιάηει και εςωτερικά 

(ψευδο)ςυμμετρία. Στο κζντρο του βρίςκονται ςυμμετρικά τοποκετθμζνεσ οι 

αλυςίδεσ D1 (PsbA) και D2 (PsbD), οι οποίεσ αποτελοφν το κζντρο αντίδραςθσ και θ 

κακεμία αποτελείται από 5 διαμεμβρανικζσ ζλικεσ (εικόνα 1.6). Επάνω τουσ 

βρίςκονται όλα τα μόρια που ςυμμετζχουν ςτθ μεταφορά θλεκτρονίων από το Θ2Ο 

ςτθν πλαςτοκινόνθ: το ςφμπλοκο Mn4CaO5 επάνω ςτο οποίο προςδζνεται το Θ2Ο, θ 

οξειδοαναγωγικά ενεργι  Τυροςίνθ – 161 τθσ D1 υπομονάδασ, γνωςτι ωσ TyrZ, ζνα 

ειδικό ςφμπλοκο  τεςςάρων χλωροφυλλϊν, το 680, όπου γίνεται ο πρωτογενισ 

διαχωριςμόσ φορτίου, 2 φαιοφυτίνεσ, 2 πλαςτοκινόνεσ και ζνα ιόν μθ αιμικοφ 

ςιδιρου (εικόνα 1.7).  

 

Εικόνα 1.6: Το φωτοςφςτθμα ΙΙ των κυανοβακτθρίων, όπωσ φαίνεται από τθν πλευρά του 

κυτταροπλάςματοσ. Θ διεπιφάνεια των δφο μονομερϊν είναι ςχεδιαςμζνθ με διακεκομμζνθ μαφρθ 

γραμμι και ο άξονασ ςυμμετρίασ που ςυνδζει τα δφο μονομερι με μαφρθ ζλλειψθ. Στο μονομερζσ Ι 

φαίνονται οι χλωροφφλλεσ (πράςινο), τα καροτενοειδι (πορτοκαλί), θ αίμθ (μπλε), θ φαιοφυτίνθ 

(κίτρινο), οι πλαςτοκινόνεσ (κόκκινο), το ςφμπλοκο Mn4CaΟ5 (κόκκινεσ και πορτοκαλί ςφαίρεσ) και ο 

μθ αιμικόσ ςίδθροσ (μπλε). (Από Guskov et al. 2009). 

 

Θ ςυμμετρία δεν είναι απόλυτθ, το μονοπάτι μεταφοράσ θλεκτρονίων από 

το Θ2Ο προσ τθν πλαςτοκινόνθ βρίςκεται κυρίωσ ςτθν D1 υπομονάδα (μόνο θ QA 

βρίςκεται επάνω ςτθν D2), ενϊ ςτθν D2 λειτουργεί ζνα δευτερογενζσ μονοπάτι 

μεταφοράσ θλεκτρονίων που δρα φωτοπροςτατευτικά ςε ςυνκικεσ ζντονου 
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φωτιςμοφ (Shinopoulos & Brudvig 2012). Στο μονοπάτι αυτό ςυμμετζχουν ζνα β -

καροτζνιο και θ chlZ D2 τθσ D2. 

 Αντιδιαμετρικά τοποκετθμζνεσ, πλάι ςτισ D1 και D2, αντίςτοιχα, 

βρίςκονται οι δφο υπομονάδεσ CP43 (PsbC) και 47 (PsbB) (CP: chlorophyll -

binding proteins), αποτελοφμενεσ από 6 διαμεμβρανικζσ ζλικεσ θ κακεμιά, 

κυκλικά τοποκετθμζνεσ, ςε ηεφγθ. Οι δφο αυτζσ υπομονάδεσ λειτουργοφν ωσ 

κεραίεσ και μεταφζρουν τθν ενζργεια διζγερςθσ από τισ εξωτερικζσ κεραίεσ (LHC 

II, CP26, 29 και 24) ςτο 680, όπου γίνεται ο πρωτογενισ διαχωριςμόσ φορτίου 

(Nield & Barber 2006). Για αυτό, επάνω ςτθν κακεμία βρίςκονται τοποκετθμζνα 

13 – 16 μόρια χλωροφφλλθσ και 5 β - καροτζνια (Umena et al. 2011, εικόνεσ 1.6 

και 1.7). 

 Γφρω από τον πυρινα CP43/D1/D2/CP47 βρίςκονται άλλεσ 13 

υπομονάδεσ, οι οποίεσ ζχουν βοθκθτικό ρόλο και όλεσ, εκτόσ από τθν Η,  

αποτελοφνται από  μια διαμεμβρανικι ζλικα. 

 

Εικόνα 1.7: Δομι του ΦΣ II. Διαμεμβρανικζσ υπομονάδεσ: D1: κίτρινο, D2: πορτοκαλί, CP47: κόκκινο, 

CP43: πράςινο, cyt b559: μωβ, PsbL, M, T: ανοιχτό μπλε, PsbH, I, J, K, X, Z, N: γκρι. Εξωτερικζσ 

υπομονάδεσ: PsbO: μπλε, PsbU: μωβ, PsbV: γαλάηιο. Χλωροφφλλεσ ενεργοφ κζντρου: ανοιχτό 

πράςινο, χλωροφφλλεσ κεραιϊν: ςκοφρο πράςινο, φαιοφυτίνεσ: μπλε, καροτενοειδι: πορτοκαλί, 

αίμθ και μθ αιμικόσ ςίδθροσ: κόκκινο, QA και QB: μωβ. Σφμπλοκο Mn4CaΟ5: Ο: κόκκινο, Mn: μωβ, Ca
ΙΙ
: 

γαλάηιο. (Από Ferreira et al. 2004). 
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Εικόνα 1.8: Αλυςίδα μεταφοράσ θλεκτρονίων του ΦΣ II: εικόνα κάκετα ςτο επίπεδο τθσ μεμβράνθσ. 

Διακρίνονται: οι τζςςερεισ χλωροφφλλεσ του 680 με ςκοφρο μπλε (PD1, PD2) και πράςινο (chlD1, 

chlD2), οι φαιοφυτίνεσ (pheoD1, pheoD2) με κίτρινο, οι κινόνεσ QA και QB με μωβ, θ οξειδοαναγωγικά 

ενεργι τυροςίνθ TyrZ με κίτρινο, το ςφμπλοκο Mn4CaΟ5 (Mn: μωβ, Ca: πράςινο, Ο: κόκκινο), κακϊσ 

και τα μόρια του D2 κλάδου που δρουν προςτατευτικά: θ αίμθ του κυτοχρϊματοσ b559 με κόκκινο, 

ζνα β - καροτζνιο (πορτοκαλί) και μια χλωροφφλλθ (ανοιχτό πράςινο) του D2 κλάδου. 

  

Δίπλα ςτθν D2 βρίςκεται το κυτόχρωμα b559 (Cyt b559), που ςυμμετζχει ςτο 

δευτερογενζσ μονοπάτι μεταφοράσ θλεκτρονίων του κλάδου τθσ D2. Αποτελείται 

από τισ PsbE (α υπομονάδα) και PsbF (β υπομονάδα). Ζνα μόριο αίμθσ είναι 

ςυνδεδεμζνο με δφο ςυντθρθμζνα κατάλοιπα ιςτιδίνθσ των α και β υπομονάδων 

(Ferreira et al. 2004). Το δυναμικό του cyt b559 ποικίλει, ςτο μθ τροποποιθμζνο 

ζνηυμο είναι εξαιρετικά υψθλό (375 mV), αντίκετα ςτο κατεςτραμμζνο ΦΣ ΙΙ το 

δυναμικό είναι χαμθλό (5mV) (Thompson et al. 1989, Muh et al. 2012). Είναι 
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δότθσ θλεκτρονίου προσ το 680 όταν το ΣΔΝ είναι ανενεργό  (Thompson & 

Brudvig 1988, Thompson et al. 1989, Buser et al. 1992). Θ  οξειδωμζνθ μορφι του 

μπορεί να λειτουργιςει ωσ αποδζκτθσ θλεκτρονίου από τθν ανθγμζνθ 

φαιοφυτίνθ (Barber & de las Rivas 1993) ι ανθγμζνεσ πλαςτοκινόνεσ (Nedbal et 

al. 1992, Stewart & Brudvig 1998).  

Δίπλα ςτο κυτόχρωμα είναι τοποκετθμζνθ θ υπομονάδα PsbY, θ 

λειτουργία τθσ οποίασ δεν ζχει προςδιοριςτεί προσ το παρόν. 

 Οι υπομονάδεσ L, M και Τ βρίςκονται ςτο ςθμείο επαφισ των δφο 

μονομερϊν του ΦΣ ΙΙ και ςτακεροποιοφν το διμερζσ. Θ υπομονάδα Μ του ενόσ 

μονομεροφσ αλλθλεπιδρά με τθν αντίςτοιχθ του άλλου μονομεροφσ μζςω 

υδρόφοβων αλλθλεπιδράςεων μεταξφ λευκίνθσ, ιςολευκίνθσ και βαλίνθσ 

(Guskov et al. 2009).  

Οι PsbJ, PsbK, PsbZ βρίςκονται δίπλα ςτθν CP43 και ςτακεροποιοφν μόρια 

καροτενοειδϊν (Ferreira et al. 2004). Επιπλζον, θ PsbJ ςχθματίηει μαηί με τισ δφο 

υπομονάδεσ του cyt b559 ζνα υδρόφοβο κανάλι για τθ ανταλλαγι των μορίων 

κινόνθσ μεταξφ τθσ μεμβράνθσ  ̶  δεξαμενισ και τθσ κζςθσ QB (Murray & Barber 

2007).  

Δίπλα ςτθν Κ υπομονάδα βρίςκεται θ Psb30 (ι Ycf12) (Guskov et al. 2009), 

θ οποία είναι αποφςα ςτα αγγειόςπερμα και ςε κάποια καλάςςια κυνοβακτιρια 

(Pagliano et al. 2013) και παίηει ρόλο ςτθ διατιρθςθ του cyt b559 ςε κατάςταςθ 

υψθλοφ δυναμικοφ (Sugiura et al. 2010).  

Οι PsbI και PsbX ςτακεροποιοφν τισ περιφερειακζσ χλωροφφλλεσ των D1 και 

D2, chlZ D1 και chlZ D2 (εικόνα 1.8), αντίςτοιχα. Θ Χ είναι κοντά ςτθν ζξοδο του ενόσ 

καναλιοφ διάχυςθσ τθσ κινόνθσ (Muh et al. 2012). Δίπλα ςτθν PsbX, βρίςκεται θ 

PsbH, θ οποία φαίνεται να παίηει ρόλο ςτον ςχθματιςμό (assembly) του ΦΣ ΙΙ 

(Pagliano et al. 2013). 

Στθν πλευρά του μικροχϊρου βρίςκονται τρεισ υδατοδιαλυτζσ πρωτεΐνεσ: 

οι PsbO (Popelkova & Yocum 2011), Psb (Ifuku et al. 2004) και PsbQ (Balsera et 

al. 2005), που ςχθματίηουν ζνα κάλυμμα πάνω από το ςφμπλοκο διάςπαςθσ του 
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Θ2Ο ςτακεροποιϊντασ το και ρυκμίηουν τθ ςυγκζντρωςθ Ca ΙΙ και Cl- (Pagliano et 

al. 2013). Εκτόσ, από το ΣΔΝ όμωσ οι PsbP και PsbQ επθρεάηουν και τθ κζςθ 

πρόςδεςθσ τθσ κινόνθσ, πικανόν τροποποιϊντασ με τθν πρόςδεςι τουσ τισ 

διαμεμβρανικζσ υπομονάδεσ που ςχετίηονται με τθν κινόνθ, κακϊσ και τθν 

πρόςδεςθ των εξωτερικϊν κεραιϊν (Ifuku et al. 2011). Ακόμθ, οι  και Q 

ςτακεροποιοφν το υδρόφοβο περιβάλλον τθσ αίμθσ του cyt b559, ϊςτε να 

διατθρείται το κυτόχρωμα ςε κατάςταςθ υψθλοφ δυναμικοφ (Thompson et al. 

1989). Οι  και Q ςτα κυανοβακτιρια αντικακίςτανται από τισ PsbV και PsbU που 

ζχουν εντελϊσ διαφορετικι δομι (Nelson & Yocum 2006). 

Ζχουν βρεκεί και άλλα πολυπεπτίδια που ανικουν ςτο ΦΣ ΙΙ, αλλά δεν 

ζχουν εντοπιςτεί ςτισ κρυςταλλικζσ δομζσ.  

 

 

1.2.2 Μεταφορά θλεκτρονίων ςτο Φ ΙΙ 

 

 Οι χλωροφφλλεσ των εξωτερικϊν κεραιϊν (LHC II, 24, 26, 29) διεγείρονται 

από το φωσ (Amerongen & Croce 2013). Θ ενζργεια διζγερςθσ μεταφζρεται από 

χλωροφφλλθ ςε χλωροφφλλθ ςτισ εςωτερικζσ κεραίεσ CP 43 και 47 (Nield & Barber 

2006) και καταλιγει ςτο τετραμερζσ χλωροφυλλϊν 680, όπου γίνεται ο 

πρωτογενισ διαχωριςμόσ φορτίου.  Θλεκτρόνιο του 680 μεταφζρεται αρχικά ςτθν 

φαιοφυτίνθ ςε χρόνο μερικϊν ps (Groot et al. 2005, Holzwarth et al. 2006) και ςτθ 

ςυνζχεια ςε ~ 300 ps ςτθν πλαςτονικόνθ QA (Bernarding et al. 1994). Θ μεταφορά 

του θλεκτρονίου ςτθν QA ςτακεροποιεί τον διαχωριςμό φορτίου. Τζλοσ, το 

θλεκτρόνιο αυτό ςε χρόνο 200 - 800 μs (Wijn & Gorkom 2001) μεταφζρεται ςτθν 

πλαςτοκινόνθ QB, θ οποία μετά από δφο κφκλουσ προςλαμβάνει και δφο πρωτόνια 

από το ςτρϊμα, αποςυνδζεται από το ΦΣ ΙΙ και μεταφζρεται ςτο κυτόχρωμα b6f, 

δίνοντασ τθν κζςθ τθσ ςε μια νζα κινόνθ.  

Το ζλλειμμα θλεκτρονίου ςτο 680 καλφπτεται από θλεκτρόνια του 

ςυμπλόκου Mn4CaO5, επάνω ςτο οποίο προςδζνεται το Θ2Ο. Θ μεταφορά αυτι 
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διευκολφνεται από μια οξειδοαναγωγικά ενεργι τυροςίνθ τθσ D1 υπομονάδασ, τθν 

D1 – Tyr 161, γνωςτι ωσ τυροςίνθ Η (TyrZ). Κάκε φορά που γίνεται διαχωριςμόσ 

φορτίου ςτο 680 ζνα θλεκτρόνιο αποςπάται από το ςφμπλοκο Mn4CaO5 και 

μεταφζρεται ςτθν πλαςτοκινόνθ QB και ταυτόχρονα ζνα πρωτόνιο αποςπάται και 

μεταφζρεται ςτον μικροχϊρο. Μετά από τζςςερεισ κφκλουσ τα οξειδωτικά 

ιςοδφναμα που ζχουν ςυγκεντρωκεί ςτο Mn4CaO5 μεταφζρονται ςτο Θ2Ο και 

ςχθματίηεται το Ο2. 

Συνοπτικά θ μεταφορά θλεκτρονίων φαίνεται ςτο παρακάτω ςχιμα: 

BAZ QQPheoPTyrOHCaOMn  6802 254  

 

 Πταν το ςφμπλοκο Mn4CaO5 είναι ανενεργό λειτουργεί ζνα δευτερογενζσ 

μονοπάτι μεταφοράσ θλεκτρονίων για να αναχκεί θ τριπλι κατάςταςθ 3680+, που 

μπορεί να δθμιουργιςει 1Ο2, το οποίο είναι δραςτικό και μπορεί να οξειδϊςει τθν 

πρωτεΐνθ και τισ χρωςτικζσ (Murray & Barber 2007, Krieger et al. 2008). Στο 

μονοπάτι αυτό ςυμμετζχει το cyt b559, θ chlZ D2 και ζνα β-καροτζνιο τθσ D2 

υπομονάδασ. Το cyt b559 είναι ο δότθσ θλεκτρονίου, το β-καροτζνιο και θ 

χλωροφφλλθ είναι ενδιάμεςα ςτθ μεταφορά του θλεκτρονίου προσ το 680, αλλά 

αν το κυτόχρωμα είναι οξειδωμζνο οξειδϊνεται το καροτζνιο ι θ χλωροφφλλθ 

(Shinopoulos & Brudvig 2012). Στθν πραγματικότθτα τα πράγματα είναι ακόμα πιο 

περίπλοκα κακϊσ ςυμμετζχουν και άλλα καροτενοειδι και χλωροφφλλεσ που 

ςυνδζουν τα παραπάνω μόρια με τισ χλωροφφλλεσ των κεραιϊν (Tracewell & 

Brudvig 2008).  

 

1.2.3 Ρ680: πρωτογενισ διαχωριςμόσ φορτίου 

 

 Το ςφμπλοκο 680 αποτελείται από 4 χλωροφφλλεσ: τισ PD1 και PD2, 

τοποκετθμζνεσ με τα επίπεδα των δακτυλίων τουσ παράλλθλα και ςε απόςταςθ 

μεταξφ τουσ ~ 3.5 Å, και τισ chlZ D1 και chlZ D2, τοποκετθμζνεσ δίπλα ςτισ δφο πρϊτεσ, 

αντίςτοιχα (εικόνα 1.8). Ο πρωτογενισ διαχωριςμόσ φορτίου φαίνεται να γίνεται 
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ςτθν chlZ D1, ςτακεροποιείται όμωσ με τθν μεταφορά τθσ κετικισ οπισ ςτθν PD1 

(Groot et al. 2005, Holzwarth et al. 2006). 

 

1.2.4 Ο αποδζκτθσ των θλεκτρονίων 

 

 Κοντά ςτθν πλευρά τθσ μεμβράνθσ βρίςκονται τοποκετθμζνεσ οι κινόνεσ QA 

και QB. Ανάμεςα τουσ βρίςκεται ζνα ιόν FeΙΙ. Το ςφμπλοκο αυτό είναι γνωςτό ωσ 

«ςφμπλοκο τθσ ςιδθροκινόνθσ» (εικόνα 1.9) και εκεί επιτελείται θ θμιαντίδραςθ 

κατά τθν οποία θ πλαςτοκινόνθ μετατρζπεται ςε πλαςτοκινόλθ: 

22442 PQHHePQ     

Τα τζςςερα θλεκτρόνια προζρχονται από το Θ2Ο, ενϊ τα τζςςερα πρωτόνια από το 

ςτρϊμα. 

 

 

Εικόνα 1.9: Το ςφμπλοκο τθσ ςιδθροκινόνθσ: ο αποδζκτθσ των θλεκτρονίων του Θ2Ο (κρυςταλλικι 

δομι με διακριτικι ικανότθτα 1.9 Å, Umena et al. 2011). Επάνω ςτον άξονα ςυμμετρίασ του ΦΣ ΙΙ 

βρίςκεται το ιόν Fe
ΙΙ
, το οποίο ζχει ωσ υποκαταςτάτεσ ζνα ιόν ΘCO3

-
 και τζςςερεισ ιςτιδίνεσ, οι δφο 

από αυτζσ (D1 – H 215 και D2 – H 214) ςυνδζονται με τισ κινόνεσ QA και QB, αντίςτοιχα. 

 



33 

 

 Θ πλαςτοκινόνθ QA βρίςκεται τοποκετθμζνθ ςε μια υδρόφοβθ κοιλότθτα. Θ 

κεφαλι τθσ, όμωσ, ςχθματίηει δφο δεςμοφσ υδρογόνου με τθν αμινομάδα τθσ D2 – 

Phe 261 και τθν D2 – His 214, ο δεφτεροσ είναι ιςχυρότεροσ (Umena et al. 2011). Το 

Em τθσ QA είναι -80 mV ςτο λειτουργικό ΦΣ ΙΙ και ανεξάρτθτο από το pH, ςε τιμζσ pH 

= 5.5 – 7.5 όπου το ΦΣ ΙΙ είναι ςτακερό, ενϊ ςτο ανενεργό ςφςτθμα το Em είναι 

κετικό (Krieger et al. 1995). 

Το περιβάλλον τθσ QB είναι επίςθσ υδρόφοβο, τα κετο-Ο τθσ κεφαλισ όμωσ 

ςχθματίηουν δεςμοφσ Θ με τθν D1 – His 215 και τθν D1 – Phe 265 (Umena et al. 

2011). Θ QB, ςε αντίκεςθ με τθν QA, είναι ευκίνθτθ. Πταν προςλάβει δφο θλεκτρόνια 

από τθν QA, και δφο πρωτόνια από το ςτρϊμα αποςυνδζεται και τθν κζςθ τθσ 

παίρνει μια νζα πλαςτοκινόνθ από τθν δεξαμενι των κινονϊν που βρίςκεται ςτθ 

κυλακοειδι μεμβράνθ. Ακόμθ, θ πλαςτοκινόνθ μπορεί να ανταλλαχκεί με 

ςυνκετικζσ κινόνεσ (Petrouleas & Diner 1987). Θ κζςθ πρόςδεςθσ QB είναι θ κζςθ 

όπου ςυνδζονται ηιηανιοκτόνα, τα οποία καταςτζλλουν τθν φωτοςφνκεςθ (Velthuys 

1981, Lavergne 1982, Jursinic & Stemler 1983, Trebst 2007). 

 Μεταξφ των δφο πλαςτοκινονϊν είναι τοποκετθμζνο το ιόν FeΙΙ. Ζχει ωσ 

υποκαταςτάτεσ τζςςερα κατάλοιπα ιςτιδίνθσ, τα D2 – His 214, D1 – His 215, D1 – His 

272, D2 – His 268, εκ των οποίων το πρϊτο και δεφτερο ςυνδζονται και με τθν QA 

και με τθν QB, αντίςτοιχα και ζνα ιόν HCO3
- ωσ διςχιδι υποκαταςτάτθ (Umena et al. 

2011). Φαίνεται ότι ρυκμίηει τθ λειτουργία τθσ πλευράσ του αποδζκτθ κακϊσ το 

δυναμικό του είναι πολφ υψθλό για να παίρνει μζροσ ςτθ μεταφορά θλεκτρονίων 

από τθν QA ςτθν QB (Petrouleas & Crofts 2005, Müh et al. 2012). Με αντικατάςταςθ 

όμωσ τθσ πλαςτοκινόνθσ QB με ςυγκεκριμζνεσ ςυνκετικζσ κινόνεσ ο FeΙΙ μπορεί να 

οξειδωκεί από τθν QB ςε FeΙΙΙ (Zimmermann & Rutherford 1986, Petrouleas & Diner 

1987).  

 Θ μεταφορά θλεκτρονίου από τθν QA προσ τθν QB είναι ςτενά ςυνδεδεμζνθ 

με τθν δυναμικι τθσ πρωτεΐνθσ και μπλοκάρεται ςε κερμοκραςία 245 Κ, ι και 

χαμθλότερα αν θ QB ζχει προςλάβει ιδθ ζνα θλεκτρόνιο (Garbers et al. 1998, 

Reifarth & Renger 1998, Fufezan et al. 2005). Αυτό δείχνει ότι κατά τθ μεταφορά 

αυτοφ του θλεκτρονίου γίνεται μια ςθμαντικι αναδιάταξθ τθσ πρωτεΐνθσ. Με τθν 
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μεταφορά θλεκτρονίου από τθν QA ςτθν QB, ςχθματίηεται θ θμικινόνθ QB
-, ενϊ 

ταυτόχρονα φαίνεται να πρωτονιϊνεται κάποιο κοντινό κατάλοιπο. H QB, ςε 

αντίκεςθ με τθν QA, περιβάλλεται από κατάλοιπα που μποροφν να πρωτονιωκοφν. 

Θ μεταφορά του δεφτερου θλεκτρονίου από τθν QA ςτθν QB είναι ςυηευγμζνθ με τθ 

μεταφορά του πρϊτου πρωτονίου. Ρρϊτα γίνεται θ μεταφορά του πρωτονίου και 

ςχθματίηεται θ QBΘ και ςτθ ςυνζχεια QBΘ- και τζλοσ το δεφτερο πρωτόνιο. Θ QBΘ2 

παρουςιάηει χαμθλι ςυγγζνεια για τθ κζςθ πρόςδεςθσ τθσ QB  ςε ςχζςθ με τθν 

θμικινόνθ, και ζτςι απομακρφνεται προσ το κυτόχρωμα b6f (Muh et al. 2012).  

 

1.2.5 Σο ςφμπλοκο διάςπαςθσ του νεροφ 

 

  Στθν πλευρά του μικροχϊρου, ςυνδεδεμζνο επάνω ςτθν D1 υπομονάδα 

κυρίωσ, βρίςκεται το ςφμπλοκο Mn4CaO5 όπου προςδζνεται το νερό, το υπόςτρωμα 

του ΦΣ ΙΙ. Εκεί, πραγματοποιείται θ θμιαντίδραςθ:   eHOOH hv 442 2

4

2  

Τα τζςςερα θλεκτρόνια που αποςπϊνται από το νερό καταλιγουν ςτθν 

πλαςτοκινόνθ QB, ενϊ τα πρωτόνια ελευκερϊνονται ςτον μικροχϊρο και 

ενεργοποιοφν τθν ςυνκετάςθ του ΑΤ να φωςφορυλιϊςει ADP ςε ΑΤ. Το Ο2, το 

οποίο είναι παραπροϊόν, ελευκερϊνεται ςτο περιβάλλον. 

 

1.2.5.1 Θ δομι... 

 

Ο προςδιοριςμόσ τθσ δομισ του ΦΣ ΙΙ αποτελεί για χρόνια πρόκλθςθ και ζχει 

προτακεί μια μεγάλθ ποικιλία μοντζλων (για αναςκόπθςθ βλ. McEvoy & Brudvig 

2006). Τα περιςςότερα ζχουν προκφψει κρυςταλλογραφικά, είναι όμωσ χαμθλισ 

διακριτικισ ικανότθτασ (Zouni et al. 2001, Biesiadka et al. 2004, Ferreira et al. 2004, 

Loll et al. 2005, Guskov et al. 2009). Επιπλζον, οι ακτίνεσ – Χ υψθλισ ενζργειασ που 

χρθςιμοποιοφνται ςτθν κρυςταλλογραφία ανάγουν το MnΙΙΙ και MnIV του ΣΔΝ ςε 

MnΙΙ, θ δε αναγωγι ςυνοδεφεται και από αλλαγι τθσ δομισ (Yano et al. 2005, Yano 
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& Yachandra 2008). Μια άλλθ μζκοδοσ που ζχει βοθκιςει ςτθ διαλεφκανςθ τθσ 

δομισ είναι θ φαςματοςκοπία EXAFS (Extended X – Ray Absorption Fine Structure), 

θ οποία δίνει δομζσ με υψθλι διακριτικι ικανότθτα και χωρίσ να ανάγεται το 

μαγγάνιο (Yano et al. 2006,  Yano & Yachandra 2008). Το μειονζκτθμα τθσ, όμωσ, 

είναι  ότι προκφπτουν πολλζσ ιςοδφναμεσ δομζσ και δεν παρζχονται πλθροφορίεσ 

για το πρωτεϊνικό περιβάλλον.  

 

Εικόνα 1.10: Θ δομι του ςυμπλόκου Mn4CaΟ5. (Από Umena et al. 2011). 

 

Ρρόςφατα, προςδιορίςτθκε κρυςταλλογραφικά θ δομι του ΦΣ ΙΙ με 1.9 Å 

διακριτικι ικανότθτα (Umena et al. 2011). Ρζρα από τθν καλφτερθ διακριτικι 

ικανότθτα, θ δομι αυτι ζχει το πλεονζκτθμα ότι χρθςιμοποιικθκε μζκοδοσ ϊςτε να 

μειωκεί θ δόςθ ακτίνων X που παίρνει το δείγμα. Με αυτι τθ μελζτθ 

προςδιορίςτθκαν οι κζςεισ των Ο που λειτουργοφν ωσ οξο – γζφυρεσ μεταξφ των 

ιόντων Μn και μορίων Θ2Ο, ςυνδεδεμζνων ςτο ςφμπλοκο. Θ δομι αυτι 

παρουςιάηεται ςτθν εικόνα 1.10. Με κεωρθτικοφσ υπολογιςμοφσ φάνθκε ότι θ δομι  

δεν αντιςτοιχεί ςτθν S1, τθν οξειδωτικι κατάςταςθ ςτθν οποία βρίςκονται δείγματα 

αποκθκευμζνα ςτο ςκοτάδι, αλλά ςε μίγμα καταςτάςεων, πιο ανθγμζνων από τθν 

S0 (Luber et al. 2011, Galstyan et al. 2012), που δεν αποτελοφν ενδιάμεςα του 

καταλυτικοφ κφκλου του ςυμπλόκου. 
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Στθ δομι αυτι τρία Mn, το Ca και πζντε άτομα Ο ςχθματίηουν μια περίπου 

κυβικι δομι. Θ απόςταςθ μεταξφ του Ca και των O είναι 2.4 – 2.5 Å, ενϊ των Mn και 

των Ο 1.8 – 2.1 Å. Το Ο5 απζχει από το Ca 2.7 Å και από τα Mn 2.4 – 2.6 Å, γι’ αυτό ο 

κφβοσ δεν είναι ςυμμετρικόσ. Το τζταρτο Mn ςυνδζεται με τον κφβο με μία μ – οξο –

γζφυρα (το ζνα από τα δφο άτομα Ο είναι το Ο5). Το Ο5 είναι πιο χαλαρά 

ςυνδεδεμζνο ςτο ςφμπλοκο και για αυτό κα πρζπει να ζχει υψθλι δραςτικότθτα. Θ 

ςυνολικι δομι του ςυμπλόκου μοιάηει με παραμορφωμζνθ καρζκλα. Επιπλζον, 

βρζκθκαν τζςςερα μόρια Θ2Ο: τα δφο ςυνδζονται με το CaΙΙ και τα άλλα δφο με το 

Mn4. Ακόμθ, βρζκθκαν και δφο Cl- ςε απόςταςθ περίπου 7 Å από το Μn1 το πρϊτο 

και από το Mn4, το δεφτερο. To O5, το W2 και το W3 κεωροφνται υποψιφια για το 

ρόλο του υποςτρϊματοσ (Umena et al. 2011, Rapatskiy et al. 2012). 

 

Σο μαγγάνιο 

Το Mn είναι άφκονο ςτο περιβάλλον και μπορεί να πάρει πολλοφσ αρικμοφσ 

οξείδωςθσ (II – V). Το MnΙΙ είναι ςτακερό λόγω τθσ 3d5 δομισ του, ευκίνθτο και 

προςλαμβάνεται εφκολα από τα κφτταρα. Το MnIII και MnIV ςυμπλζκεται ιςχυρά με 

το Ο και ςχθματίηει πολυπυρθνικά ςφμπλοκα μεικτοφ ςκζνουσ (Armstrong 2008). 

Κατά τθν φωτοενεργοποίθςθ του ΦΣ ΙΙ,  το MnΙΙ οξειδϊνεται και ςχθματίηεται το 

λειτουργικό Mn4CaO5 (Dasgupta et al. 2008, Vinyard et al. 2013). Το MnO2, που 

απαντάται ςε ποικιλία πετρωμάτων και ιηθμάτων, ζχει δράςθ καταλάςθσ, δθλαδι 

επιταχφνει τθ μετατροπι του Θ2Ο2 ςε Θ2Ο και Ο2, και κεωρείται πικανόν να είναι το 

υλικό από το οποίο πρωτοςχθματίςτθκε το ΣΔΝ (Sauer & Yachandra 2002). 

 

Σο αςβζςτιο 

Το CaII είναι απαραίτθτο ςυςτατικό του ςυμπλόκου, ςε δείγματα που ζχει 

αφαιρεκεί δεν μπορεί να ολοκλθρωκεί ο καταλυτικόσ κφκλοσ που ςταματάει ςτθν 

S2Tyr˙ (Boussac et al. 1989).  Το μόνο ιόν που μπορεί να αντικαταςτιςει το CaΙΙ και 

να παραμείνει το ςφμπλοκο ενεργό είναι το SrΙΙ (Boussac & Rutherford 1988), 

επιβραδφνονται όμωσ λίγο οι μεταβάςεισ S (Westphal et al. 2000). Το CaII δεν ζχει 
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ςθμαντικό δομικό ρόλο, παρότι είναι μζροσ του ςυμπλόκου Mn4CaO5, κακϊσ θ 

απουςία (ι αντικατάςταςθ του με SrΙΙ) δεν επθρεάηει οφτε τθ δομι του υπόλοιπου 

ςυμπλόκου (Riggs-Gelasco et al. 1996, Latimer et al. 1998, Yachandra & Yano 2011), 

οφτε τισ θλεκτρονικζσ του ιδιότθτεσ (Lohmiller et al. 2012). Το CaII αποτελεί μζροσ 

και ρυκμιςτι του δικτφου δεςμϊν Θ που ςυνδζουν τθν TyrZ με το Mn4CaO5 

(Haumann & Junge 1999, Styring et  al. 2003, Rappaport et al. 2011). Ακόμθ, ζχει 

προτακεί ότι επάνω του προςδζνεται μόριο Θ2Ο/ΟΘ- υποςτρϊματοσ και το CaII 

λειτουργϊντασ ωσ οξφ κατά Lewis ρυκμίηει τθ δραςτικότθτα του ςυμπλεγμζνου 

Θ2Ο, ζτςι, το SrΙΙ μπορεί να το αντικαταςτιςει επειδι ζχουν παρόμοιο pK (βλ. και 

κεφάλαιο 1.2.5.3, Vrettos et al. 2001). Αλλά, ακόμα κι αν δεν παίρνει μζροσ το CaΙΙ 

ςτθ διάςπαςθ του Θ2Ο, ζχει κεωρθκεί ότι είναι το πρϊτο ςθμείο πρόςδεςθσ μορίου 

Θ2Ο υποςτρϊματοσ, το οποίο ςτθ ςυνζχεια ςυνδζεται ςτθν κζςθ όπου κα γίνει ο 

ςχθματιςμόσ του Ο2 (Rappaport et al. 2011). Ρρόςφατα, βρζκθκε ότι μθ 

οξειδοαναγωγικά ιόντα (CaΙΙ, SrΙΙ κλπ) ςε Mn - όξο ςφμπλοκα ρυκμίηουν το δυναμικό 

πλειάδων του Mn, και το δυναμικό είναι ανάλογο με το pK του μθ 

οξειδοαναγωγικοφ ιόντοσ (Tsui et al. 2013).  

 

Σα αμινοξικά κατάλοιπα που λειτουργοφν ωσ υποκαταςτάτεσ 

Το ςφμπλοκο Mn4CaO5 αλλθλεπιδρά με καρβοξυλομάδεσ ςυντθρθμζνων 

αςπαρτικϊν και γλουταμινικϊν που αντιςτακμίηουν το κετικό φορτίο του (Ferreira 

et al. 2004, Loll et al. 2005, McEvoy & Brudvig 2006, Debus 2008, Umena et al. 2011): 

το D1 – Asp 170 (Boerner et al. 1992, Diner & Nixon 1992, Nixon & Diner 1992), το D1 

– Glu 189 (Chu et al. 1995 (a), Kimura et al. 2005), το D1 – Glu 333 (Chu et al. 1995 

(β), Service et al. 2013), το D1 – Asp 342 (Chu et al. 1995 (b)), το καρβοξυτελικό άκρο 

τθσ D1, τθν Ala 344 (Chu et al. 2004, Stull et al. 2010) και το CP43 – Glu 354 (Service 

et al. 2011) και με μια ιςτιδίνθ, τθν D1 – His 332 (Tang et al. 1994, Chu et al. 1995 

(β), Stich et al. 2011). Θ ιςτιδίνθ ζχει ουδζτερο φορτίο και αποτρζπει το ιόν MnΙΙΙ να 

οξειδωκεί περαιτζρω, τουλάχιςτον μζχρι να οξειδωκοφν τα υπόλοιπα Mn (Stich et 

al. 2011). 
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Στθ δεφτερθ ςφαίρα ςυντάξεωσ, βρίςκονται μερικά ακόμα ςθμαντικά για τθ 

λειτουργία του Mn4CaO5, γι’ αυτό και ςυντθρθμζνα, κατάλοιπα: το D1 – Asp 61 

(Hundelt et al. 1998, Qian et al. 1999, Singh et al. 2008), που κεωρείται το πρϊτο 

αμινοξφ καναλιοφ που ενϊνει το Mn4CaO5 με τον αυλό (Fereira et al. 2004, Murray 

& Barber 2007, Dilbeck  et al. 2012, βλ. και κεφάλαιο 1.2.5.6), θ υδρόφοβθ D1 – Val 

185 που βρίςκεται πλθςίον του Ο5 και χωρίηει τθν κοιλότθτα των μορίων Θ2Ο που 

βριςκονται μεταξφ τθσ TyrZ και του Mn4CaO5 από το Asp 61 (Dilbeck  et al. 2013), θ 

D1 – His 337 (Chu et al. 1995 (β)) και θ CP43 – Arg 357 (Knoepfle et al. 1999) ςτθν 

οποία ζχει αποδοκεί ο ρόλοσ τθσ βάςθσ που αποςπά πρωτόνια από το Mn4CaO5 

(McEvoy & Brudvig 2004, 2006). 

 

 

1.2.5.2 Ο καταλυτικόσ κφκλοσ 

 

Θ διάςπαςθ του Θ2Ο χωρίσ καταλφτθ απαιτεί ςτο πρϊτο βιμα περιςςότερθ 

ενζργεια από αυτιν που μπορεί να μεταφζρει ζνα φωτόνιο 680 nm (1.8 eV). Πταν 

γίνεται όμωσ με τθ μεςολάβθςθ του ςυμπλόκου Mn4CaO5 αποκθκεφονται ςε αυτό 

οξειδωτικά ιςοδφναμα που απαιτοφν χαμθλότερθ ενζργεια για να δθμιουργθκοφν 

και μεταφζρονται τζλοσ ςτο Θ2Ο. Ζτςι αποφεφγεται το πρϊτο δαπανθρό βιμα  

(εικόνα 1.11, Britt 1996). Επίςθσ, με αυτό τον τρόπο αποφεφγεται θ ςυςςϊρευςθ 

των δραςτικϊν ενδιαμζςων που δθμιουργοφνται κατά τθν οξείδωςθ του Θ2Ο, τα 

οποία κα μποροφςαν να καταςτρζψουν τθν πρωτεΐνθ. 

Ο καταλυτικόσ κφκλοσ τθσ διάςπαςθσ του Θ2Ο αποτελείται από 5 

οξειδωτικζσ καταςτάςεισ Sn του ςυμπλόκου Mn4CaO5 (όπου n: τα οξειδωτικά 

ιςοδφναμα (δθλαδι κετικό φορτίο) που ςυςςωρεφονται ςε κάκε βιμα ςτο 

ςφμπλοκο Mn4CaO5). Αυτζσ είναι οι: S0 → S1 → S2→ S3 → (S4) → S0 (Kok et al. 1970). 

Κάκε φορά που το 680 διεγείρεται από φωτόνιο και γίνεται διαχωριςμόσ φορτίου, 

το ςφμπλοκο Mn4CaO5 οξειδϊνεται, μζςω τθσ τυροςίνθσ Η, περνϊντασ ςτθν 

επόμενθ οξειδωτικι κατάςταςθ.  
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Θ S0 είναι θ πιο ανθγμζνθ φυςιολογικι κατάςταςθ. Θ S1 είναι θ πιο ςτακερι 

ςτο ςκοτάδι (Kok et al. 1970), γι’ αυτό το μεγαλφτερο ποςοςτό των κζντρων 

δείγματοσ που βρίςκεται ςτο ςκοτάδι βρίςκονται ςε αυτιν (Styring & Rutherford 

1987). Θ S4 είναι αςτακζσ ενδιάμεςο και μεταπίπτει ςτθν S0 χωρίσ φωτιςμό, είναι δε 

θ μόνθ που δεν ζχει παγιδευτεί. Κατά τθ μετάβαςθ S3 → (S4) → S0 γίνεται ο 

ςχθματιςμόσ του οξυγόνου (εικόνα 1.12). 

 

 

Εικόνα 1.11: Συςςϊρευςθ οξειδωτικϊν ιςοδυνάμων κατά τθν οξείδωςθ δφο μορίων Θ2Ο ςε Ο2 χωρίσ 

καταλφτθ (κφκλοι) και με καταλφτθ το ΦΣ ΙΙ (τετράγωνα). (Από Tommos & Babcock 2000). 

 

 

Ταυτόχρονα με τθν αποβολι θλεκτρονίων από το Mn4CaO5 απομακρφνονται 

και πρωτόνια. Πμωσ, ςε κάκε αποβολι θλεκτρονίου από το Mn4CaO5 δεν 

αντιςτοιχεί και απόςπαςθ Θ+. Ο αρικμόσ των πρωτονίων που αποβάλλονται από το 

Mn4CaO5 κατά τθ διάρκεια των μεταβάςεων S0 → S1 → S2 → S3 → S0 είναι 1 : 0 : 1 : 2 

αντίςτοιχα (Schlodder & Witt 1999, Goussias et al. 2002, Dau & Haumann 2007, 

Suzuki et al. 2009, Klauss et al. 2012, Noguchi et al. 2012). Θ παραμονι του Θ+ κοντά 

ςτο Mn4CaO5 κατά τθν μετάβαςθ S1 → S2 οδθγεί ςε ςυςςϊρευςθ κετικοφ φορτίου 

ςτισ καταςτάςεισ S2 και S3. 

Οι αρικμοί οξείδωςθσ των ιόντων του Mn (εικόνα 1.12) για τθν S1 είναι III, III, 

IV, IV και για τθν S2: III, IV, IV, IV (Hasegawa et al. 1998, Peloquin & Britt 2001, 

Yachandra 2002, Charlot et al. 2005, Kulik et al. 2007, Krewald et al. 2015), για τθν S0 

φαίνεται να επικρατεί θ άποψθ ότι είναι: III, III, III, IV (Kulik et al. 2007, Pal et al. 

2013, Krewald et al. 2015), εναλλακτικζσ απόψεισ που περιλαμβάνουν ΜnII είναι: II, 
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III, IV, IV (Iuzzolino et al. 1998, Messinger et al. 2001, Kulik et al. 2005) ι ΙΙ, ΙΙΙ, ΙΙΙ, ΙΙΙ 

(Kolling et al. 2012). Για τθν S3 υπάρχει διαφωνία μεταξφ: III, IV, IV, IV (Ioannidis et 

al. 2000, 2002, Messinger et al. 2001, Yachandra 2002, Yano & Yachandra 2007, 

2008, Boussac et al. 2009) ι IV, IV, IV, IV (Iuzzolino et al. 1998, Dau & Haumman 

2007, Meyer et al. 2007, Sproviero et al. 2008, Siegbahn 2009, Cox et al. 2014, 

Krewald et al. 2015). Στθν πρϊτθ περίπτωςθ, δεν γίνεται οξείδωςθ του Mn κατά τθ 

μετάβαςθ S2 → S3, αλλά δθμιουργείται ρίηα Ο˙.  

 

 

Εικόνα 1.12: Ο κφκλοσ των S – καταςτάςεων 

 

 

Στθν πραγματικότθτα δεν μποροφμε να μιλιςουμε για τυπικοφσ αρικμοφσ 

οξείδωςθσ του κάκε ιόντοσ Mn, επειδι το θλεκτρονικό νζφοσ είναι απεντοπιςμζνο 

ςε όλο το ςφμπλοκο και τουσ υποκαταςτάτεσ του (Yano & Yachandra 2007, Glatzel 

et al. 2013). Ειδικά για τθν S3 ζχει προτακεί ότι ίςωσ υπάρχουν ςε ιςορροπία και οι 

δφο πικανζσ οξειδωτικζσ καταςτάςεισ (Cox & Messinger 2013). 
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1.2.5.3 Θ S4 και ο μθχανιςμόσ ςχθματιςμοφ του Ο2 

 

 Ζχουν προτακεί πολλοί διαφορετικοί μθχανιςμοί για το ςχθματιςμό του Ο2, 

κακϊσ «τα πειραματικά αποτελζςματα είναι τόςα ςε όγκο και ποικιλία ϊςτε να 

μποροφν να υποςτθριχκοφν όλοι αυτοί οι πικανοί διαφορετικοί μθχανιςμοί» (για 

αναςκόπθςθ βλ. McEvoy & Brudvig 2006). Οι δφο επικρατζςτεροι μθχανιςμοί είναι θ 

πυρθνόφιλθ προςβολι μεταξφ δφο ατόμων Ο των Θ2Ο υποςτρϊματοσ ι θ ςφηευξθ 

οξο-/οξυλ-ρίηασ (Messinger 2004, Kanady et al. 2012, Barber & Tran 2013, Betley et 

al. 2008).  

 

 

Εικόνα 1.13: Οι δφο πικανοί μθχανιςμοί για τον ςχθματιςμό του Ο2: (α) πυρθνόφιλθ προςβολι και 

(β) ςφηευξθ οξυλ/οξο ρίηασ (Από Rapatskiy et al. 2012). 

 

Στθν πρϊτθ περίπτωςθ γίνεται πυρθνόφιλθ προςβολι CaII-OH2/OH- ςε 

MnV≡O/MnIV=O∙ (εικόνα 1.13α, Pecoraro et al. 1998, Vrettos et al. 2001, Ferreira et 

al. 2004, Mullins & Pecoraro 2008, McEvoy & Brudvig 2004, 2006, Sproviero et al. 

2008, Saito et al. 2012, Pokhrel et al. 2013), τα μόρια Θ2Ο που λειτουργοφν ωσ 
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υπόςτρωμα είναι τα W2 και W3. Στθν δεφτερθ περίπτωςθ μπορεί να γίνεται 

ςφηευξθ ρίηασ οξυγόνου με μια όξο γζφυρα (εικόνα 1.13β, Seigbahn 2009, 2013, 

Rapatskiy et al. 2012, Cox & Messinger 2013) ι OH- του αςβεςτίου με γζφυρα Ο 

(Pushkar et al. 2008). Θ οξο - γζφυρα είναι θ Ο5 και θ ρίηα Ο το W2 ι κάποιο Θ2Ο 

που προςτίκεται κατά τθν S2 → S3 επάνω ςτο Mn1 και γι’ αυτό δεν υπάρχει ςτθν 

κρυςταλλικι δομι. 

H S4 είναι θ μόνθ κατάςταςθ που δεν ζχει παγιδευτεί και μόνο υποκζςεισ 

(που ςτθρίηονται ςε δεδομζνα των χαμθλότερων καταςτάςεων S, τθν ταυτότθτα 

των νερϊν υποςτρωμάτων, ςφγκριςθ με ςυνκετικά μοντζλα) υπάρχουν για τθ φφςθ 

τθσ. H μεταβαςθ S2 → S3 είναι κακοριςτικι για τον μθχανιςμό, κακϊσ κατά τθ 

διάρκειά τθσ το ςφμπλοκο προετοιμάηεται για τον ςχθματιςμό του Ο2  - γιϋαυτό είναι 

ςθμαντικι θ μελζτθ τθσ. 

 

1.2.5.4 θ Συροςίνθ Η 

 

Θ οξείδωςθ του ςυμπλόκου Mn4CaO5 από το 680 γίνεται μζςω τθσ D1 – Τyr 

161 ι τυροςίνθσ Η (Debus et al. 1988 (b), Metz et al. 1989). Θ τυροςίνθ Η ςυνδζει το 

680, όπου γίνεται ο πρωτογενισ διαχωριςμόσ φορτίου, με το Mn4CaO5, όπου 

γίνεται θ διάςπαςθ του νεροφ και επιτρζπει ςτο ΦΣ ΙΙ να λειτουργεί με κβαντικι 

απόδοςθ κοντά ςτο 1, ανάγοντασ το 680+ ταχφτερα (μζςα ςε ns) από ό,τι γίνεται θ 

επαναςφνδεςθ με τθν QA
- (μs) (Tommos & Babcock 2000). 

Θ TyrΗ απζχει 13.7 Å από το ιόν MgII τθσ D1, 4.8 Å από το CaII, το πιο κοντινό 

ςε αυτιν ιόν του ςυμπλόκου Mn4CaO5 και 2.5 Å από τθν D1 – His190 με τθν οποία 

ςυνδζεται με δεςμό Θ (Umena et al. 2011). Ο δεςμόσ αυτόσ κεωρείται πικανόν να 

είναι low barrier hydrogen bond (δεςμόσ υδρογόνου χαμθλοφ φράγματοσ) που 

ςθμαίνει ότι το Θ+ μπορεί να κινείται εφκολα μεταξφ των δφο καταλοίπων λόγω τθσ 

μικρισ απόςταςθσ (McEvoy & Brudvig 2006). Θ ιςχφσ του δεςμοφ, ζχει προτακεί με 

κεωρθτικοφσ υπολογιςμοφσ, ότι ρυκμίηεται από τα μόρια Θ2Ο που βρίςκονται 

μεταξφ του Mn4CaO5 και τθσ TyrΗ, και ιδιαίτερα από το W7 που ςχθματίηει δεςμό Θ 
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με τθν TyrΗ αλλά και το D1 – Glu 189 (Saito et al. 2011). Ακόμθ, ζχει ειπωκεί ότι τα 

Θ2Ο ρυκμίηονται από το CaII, άρα το CaII ρυκμίηει ζμμεςα τον δεςμό TyrΗ – His190 

και επομζνωσ το δυναμικό τθσ TyrΗ (Retegan et al. 2014). 

Στον κλάδο τθσ D2, ςε ςυμμετρικι κζςθ ςε ςχζςθ με τθν TyrZ, βρίςκεται άλλθ 

μια οξειδοαναγωγικά ενεργι τυροςίνθ, θ D2 – Tyr 160 ι TyrD (Barry & Babcock 1987, 

Debus et al. 1988 (a)). Απζχει 27.5 Å από το Μn1, το πιο κοντινό ςε αυτιν ιόν του 

Mn4CaO5 και 13.6 Å από το MgII τθσ PD2, τθν πιο κοντινι τθσ χλωροφφλλθ του 680 

(Umena et al. 2011). Ππωσ θ TyrZ, ζτςι και θ TyrD ςυνδζεται με δεςμό Θ με τθν D2 –

His 189 (Kim et al. 1997), ο δεςμόσ αυτόσ όμωσ δεν είναι ιςχυρόσ (LBHB) όπωσ ςτθν 

περίπτωςθ τθσ TyrZ. Θ D2 – His 189 δεν λειτουργεί ωσ δζκτθσ Θ+, όπωσ θ D1 – His 

190, επειδι βρίςκεται κοντά ςτθν κετικά φορτιςμζνθ D2 – Arg 294, κατά τθν 

οξείδωςθ τθσ TyrD το φαινολικό πρωτόνιο μετακινείται πρόσ ζνα Θ2Ο (Saito et al. 

2013). Θ εν λόγω τυροςίνθ οξειδϊνεται από τo P680, αλλά δεν παίρνει άμεςα μζροσ 

ςτθ διάςπαςθ του Θ2Ο επειδι ζχει χαμθλότερο δυναμικό αναγωγισ από τθν TyrZ. Θ 

οξειδωμζνθ μορφι, TyrD˙, μπορεί να οξειδϊςει τθν S0 προσ S1 ςτο ςκοτάδι, ενϊ θ 

ανθγμζνθ μορφι, TyrD, μπορεί να ανάγει τθν S2 και τθν S3 κατάςταςθ (Styring & 

Rutherford 1987). Ζχει προτακεί και θλεκτροςτατικόσ ρόλοσ για τθν TyrD˙: ςπρϊχνει 

το κετικό φορτίο του 680 προσ τθν πλευρά τθσ PD1, θ οποία βρίςκεται πιο κοντά 

ςτθν TyrZ και ζτςι είναι πιο αποτελεςματικι και πιο γριγορθ θ οξείδωςθ τθσ TyrZ 

(Faller et al. 2001, Rutherford et al. 2004). 

 

Εικόνα 1.14: Ταυτόχρονθ μεταφορά θλεκτρονίου προσ το 680
+
 και πρωτονίου προσ τθν ιςτιδίνθ 190, 

κατά τθν οξείδωςθ τθσ τυροςίνθσ Η (Από Meyer et al. 2007). 
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Θ ρίηα TyrΗ˙ είναι ουδζτερθ, δθλαδι ταυτόχρονα με τθν οξείδωςθ 

απομακρφνετα ζνα Θ+ (Diner & Babcock 1996). Πταν απομακρφνεται ταυτόχρονα e- 

και Θ+ υπάρχει ενεργειακό πλεονζκτθμα (ΔG < 0) ςε ςχζςθ με απομάκρυνςθ μόνο e- 

ι Θ+ (ΔG > 0), επειδι ςτθ δεφτερθ περίπτωςθ ςχθματίηονται ενδιάμεςα υψθλισ 

ενζργειασ (εικόνα 1.14, Meyer et al. 2007). Ενδεικτικό είναι το γεγονόσ ότι θ 

ςτακερά pKa τθσ τυροςίνθσ ςτθν ανθγμζνθ και οξειδωμζνθ μορφι τθσ είναι 10 και -

2 αντίςτοιχα, που ςθμαίνει ότι ςτθν πρϊτθ περίπτωςθ δεν απομακρφνεται Θ+, ενϊ 

ςτθ δεφτερθ απομακρφνεται (Tommos & Babcock 2000, McEvoy & Brudvig 2006).  

Θ D1 – His 190 μπορεί να δράςει ωσ βάςθ κατά τθν οξείδωςθ τθσ TyrΗ 

ζλκοντασ το Θ+ μζςω του δεςμοφ Θ που τισ ςυνδζει (Mamedov et al. 1998, Tommos 

& Babcock 2000). 

 

 

1.2.5.5 Απόςπαςθ πρωτονίων από το Mn4CaO5 

 

Θ απόςπαςθ θλεκτρονίων από το ςφμπλοκο Mn4CaO5 είναι αναμφιςβιτθτο 

πλζον ότι γίνεται από τθν TyrΗ. Ζνα ανοιχτό ερϊτθμα είναι πϊσ γίνεται θ απόςπαςθ 

των Θ+. Ζχουν προτακεί δφο μοντζλα: το “proton rocking model” (μοντζλο 

παλινδρόμθςθσ πρωτονίου) και το “hydrogen-abstraction model” (μοντζλο 

απόςπαςθσ υδρογόνου). Τα δφο μοντζλα παρουςιάηονται ςχθματικά ςτθν εικόνα 

1.15.  

Σφμφωνα με το μοντζλο παλινδρόμθςθσ πρωτονίου (McEvoy & Brudvig 

2006), θ TyrΗ αποςπά μόνο θλεκτρόνιο από το Mn4CaO5, ενϊ οδθγεί θλεκτροςτατικά 

τθν απόςπαςθ του πρωτονίου από κοντινι, ςτο Mn4CaO5, βάςθ Β, μζςω ρφκμιςθσ 

του pK τθσ βάςθσ αυτισ: Κατά τθν οξείδωςθ τθσ TyrΗ το φαινολικό τθσ πρωτόνιο 

μετακινείται προσ τθν His 190, το κετικό φορτίο που δθμιουργείται προκαλεί 

μείωςθ ςτο pK τθσ βάςθσ Β και απομάκρυνςθ Θ+ ςτον αυλό. Στθ ςυνζχεια, θ TyrΗ 

ανάγεται από το Mn4CaO5 και ταυτόχρονα το φαινολικό πρωτόνιο, που είχε 
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μετατοπιςτεί προσ τθν His 190, επιςτρζφει ςτθν TyrΗ. Το pK τθσ βάςθσ Β επιςτρζφει 

ςτθν αρχικι τιμι του και αποςπά πρωτόνιο από το Mn4CaO5. 

 

 

 

Εικόνα 1.15: Τα δφο πικανά μοντζλα για τθν απόςπαςθ Θ
+
 από το Mn4CaO5: (Α) μοντζλο 

παλινδρόμθςθσ πρωτονίου και (Β) μοντζλο απόςπαςθσ Θ. Από Tommos & Babcock 2000. 

 

Θ πρϊτθ παρατιρθςθ που οδιγθςε αργότερα προσ το μοντζλο 

παλινδρόμθςθσ πρωτονίου είναι ότι θ ενζργεια ενεργοποίθςθσ τθσ οξείδωςθσ τθσ 

TyrΗ από το 680+ είναι μικρότερθ από τθν ενζργεια που απαιτείται για να ςπάςει 

δεςμόσ Θ, και επομζνωσ το φαινολικό πρωτόνιο τθσ TyrΗ, κατά τθν οξείδωςθ, 

κινείται προσ βάςθ Β, θ οποία ςυνδζεται μζςω προχπάρχοντοσ δεςμοφ Θ με τθν 

TyrΗ (Eckert & Renger 1988), αλλά και γενικότερα θ μελζτθ τθσ (τριφαςικισ) 

κινθτικισ τθσ οξείδωςθσ τθσ TyrΗ από το 680+ και θ ερμθνεία τθσ μιασ των φάςεων 

αυτϊν μζςω τθσ κίνθςθσ του φαινολικοφ πρωτονίου προσ τθν βάςθ Β (Christen & 

Renger 1999, Christen et al. 1999). Κακοριςτικά για το μοντζλο αποτελζςματα ιταν 

ότι θ ζκλυςθ Θ+ ςτον αυλό δεν ςχετίηεται με τον χρόνο ηωισ τθσ ρίηασ TyrΗ˙, κακϊσ 

επίςθσ και ότι το κετικό φορτίο κοντά ςτθ ρίηα (το οποίο φαίνεται από μετατόπιςθ 

ςτα φάςματα ορατοφ – υπεριϊδουσ κοντινϊν ςτθ ρίηα χρωςτικϊν) παραμζνει, μζχρι 

αυτι να αναχκεί από το Mn4CaO5 (Rappaport et al. 1994, Ahlbrink et al. 1998, Junge 

et al. 2002). Ο ρόλοσ τθσ βάςθσ Β ζχει αποδοκεί είτε ςτθν κετικά φορτιςμζνθ CP43 – 



46 

 

Arg 357, θ οποία αποδίδει Θ+ ςτο γειτονικό τθσ D1 – Asp 61 (McEvoy & Brudvig 

2004, 2006), είτε ςτο D1 – Asp 61 απευκείασ (Meyer et al. 2007). 

Σφμφωνα με το μοντζλο απόςπαςθσ Θ, θ TyrΗ αποςπά μαηί με το θλεκτρόνιο 

και ζνα πρωτόνιο από Mn4CaO5, δθλαδι ζνα άτομο Θ ςε κάκε μετάβαςθ S, ςτθ 

ςυνζχεια το θλεκτρόνιο μετακινείται προσ το 680, ενϊ το πρωτόνιο μζςω τθσ His 

190 και άλλων καταλοίπων που ςχθματίηουν ζνα δίκτυο δεςμϊν Θ, ςτον μικροχϊρο.  

Στθ διατφπωςθ του μοντζλου απόςπαςθσ Θ από τθν TyrΗ οδιγθςαν 

πειράματα με φαςματοςκοπία EPR και ENDOR με τα οποία φάνθκε ότι θ TyrΗ˙ 

αλλθλεπιδρά μαγνθτικά με το Mn4CaO5, επομζνωσ θ απόςταςθ μεταξφ τουσ είναι 

μικρι ϊςτε επιτρζπεται απόςπαςθ Θ του Mn4CaO5 από τθν TyrΗ (Gilchrist et al. 

1995, Tang et al. 1996) και επίςθσ, ότι είναι ευκίνθτθ κακϊσ δεν υπάρχει ςτο 

περιβάλλον τθσ αυςτθρά κακοριςμζνο δίκτυο δεςμϊν Θ (Tommos et al. 1995). Θ 

τελευταία παρατιρθςθ, όμωσ, είχε γίνει ςε ανενεργά δείγματα ςτα οποία είχε 

αφαιρεκεί το Μn (Mn depleted) και τα ςυμπεράςματα δεν ιςχφουν για το 

λειτουργικό ΦΣ ΙΙ.  

Μια άλλθ παρατιρθςθ που ενίςχυςε το μοντζλο απόςπαςθσ Θ είναι ότι θ 

πρόςδεςθ του Θ2Ο/ΟΘ- επάνω ςε ιόντα Mn υψθλοφ ςκζνουσ χαμθλϊνει τθν 

ενζργεια που απαιτείται για να αποςπαςτεί Θ, ςε τιμι που ταιριάηει με τθν 

αντίςτοιχθ τιμι για το φαινολικό Θ τθσ τυροςίνθσ (Blomberg et al. 1997) και άρα 

είναι δυνατι θ απόςπαςθ Θ  από Θ2Ο προςδεδεμζνο ςτο Mn από τθν TyrΗ. 

Σφμφωνα με τθν αρχικι διατφπωςθ του μοντζλου απόςπαςθσ Θ, ςε κάκε μετάβαςθ 

S αποςπάται ζνα άτομο Θ (Hoganson et al. 1995, Hoganson & Babcock 1997, 

Westphal et al. 2000). Θ πρόταςθ αυτι είχε ςτθριχτεί ςε λάκοσ δομι του 

ςυμπλόκου διάςπαςθσ του Θ2Ο και ζχει εγκαταλειφκεί. Επιπλζον, δεν αποςπάται 

ζνα Θ+ ςε κάκε μετάβαςθ S, όπωσ ιδθ ειπϊκθκε.  

Με τθν δθμοςίευςθ των πρϊτων κρυςταλλικϊν δομϊν χαμθλισ ευκρίνειασ 

(Zouni et al. 2001, Ferreira et al. 2004, Loll et al. 2005) φάνθκε ότι θ απόςταςθ 

Mn4CaO5 – TyrΗ είναι αρκετά μεγάλθ για να αποςπά θ TyrΗ πρωτόνιο από H2O/ΟΘ- 

του Mn4CaO5. Ζτςι, τθν τελευταία δεκαετία ζχει εγκαταλειφκεί το μοντζλο 

απόςπαςθσ ατόμου Θ. Πμωσ, με τθν ανακοίνωςθ τθσ τελευταίασ κρυςταλλικισ 
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δομισ (Umena et al. 2011) όπου παρουςιάςτθκε ζνα δίκτυο δεςμϊν Θ που ςυνδζει 

τθν TyrΗ με τον αυλό, το μοντζλο απόςπαςθσ Θ επανιλκε ςτο προςκινιο (Umena et 

al. 2011, Saito et al. 2012, Klauss et al. 2012). 

Τζλοσ, ζχουν προτακεί μοντζλα για τον κφκλο των καταςτάςεων S ςτα οποία 

γίνεται ςυνδυαςμόσ και των δφο μοντζλων απόςπαςθσ Θ+, δθλαδι αλλάηει ο 

τρόποσ που αποςπάται Θ+ από το Mn4CaO5 ανάλογα με τθν οξειδωτικι του 

κατάςταςθ (Tang et al. 1996, Haumann & Junge 1999, Vrettos et al. 2001, Saito et al. 

2012, Klauss et al. 2012).  

 

1.2.5.6 Δίαυλοι και δίκτυα δεςμϊν Θ ςτο Φ ΛΛ 

 

 Στο ΦΣ ΙΙ ζχουν εντοπιςτεί με υπολογιςτικζσ μεκόδουσ, κυρίωσ, πολλά 

κανάλια και δίκτυα δεςμϊν Θ μεταξφ αμινοξικϊν καταλοίπων και μορίων Θ2Ο που 

ξεκινοφν από το Mn4CaO5 και καταλιγουν ςτον αυλό, χρθςιμεφουν πικανόν ςτθ 

είςοδο Θ2Ο και ςτθν ζξοδο Ο2 και Θ+ (Murray & Barber 2007, Ho & Styring 2008, 

Gabdulkhakov et al. 2009, Bondar et al. 2012, Vassiliev et al. 2012). Στθν εικόνα 1.16 

φαίνονται τα κανάλια που βρζκθκαν χρθςιμοποιϊντασ δφο διαφορετικζσ μεκόδουσ 

υπολογιςμοφ (θ αρίκμθςθ διαφζρει). 

Στθ μελζτθ του μθχανιςμοφ διάςπαςθσ του Θ2Ο δεν ζχει τόςθ ςθμαςία θ 

πορεία του καναλιοφ, αλλά από ποιο ςθμείο του ςυμπλόκου ξεκινάει, ϊςτε να 

διευκρινιςτεί π.χ. από ποφ φεφγει το Θ+, ςε ποιο ςθμείο ακριβϊσ προςδζνεται το 

Θ2Ο υπόςτρωμα κλπ.  

Το πρϊτο κανάλι που βρζκθκε ξεκινάει από το D1 – Asp 61 (Ferreira et al. 

2004), που βρίςκεται ςτθν πλευρά του Mn4, είναι το πιο μελετθμζνο, ζχουν γίνει 

μεταλλάξεισ ςτα αμινοξζα που το περιβάλλουν (Service et al. 2010), και ζχει 

προτακεί ότι λειτουργεί για τθν απομάκρυνςθ Θ+ από το Mn4CaO5. Στθν εικόνα 1.16 

είναι το C (κίτρινο) ι 1 (πορτοκαλί). Σε αυτό το κανάλι βρίςκεται το ζνα από τα δφο 

ιόντα Cl- και πικανόν ζχει ρυκμιςτικό ρόλο. 
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Αντιδιαμετρικά του Asp61, κοντά ςτο Mn1 ξεκινάει ζνα κανάλι από το D1 –

Asp 342 (4Α και 4Β, εικόνα 1.16β). Τα δφο αυτά κανάλια δεν επικοινωνοφν, δθλαδι 

δεν μπορεί να μετακινθκεί Θ2Ο από το ζνα κανάλι προσ το άλλο, εκτόσ αν 

μετακινθκοφν και τα μόρια Θ2Ο που είναι προςδεδεμζνα ςτο Mn (Vassiliev et al. 

2012).  

Στθν τελευταία κρυςταλλικι δομι (Umena et al. 2011) βρζκθκε ζνα δίκτυο 

δεςμϊν Θ που ξεκινάει από τθν TyrZ, και μζςω τθσ His 190, τθσ Asn 298 και άλλων 

καταλοίπων και μορίων Θ2Ο καταλιγει ςτον αυλό του κυλακοειδοφσ. Οπότε 

ξαναζρχεται ςτο προςκινιο θ ιδζα τθσ απόςπαςθσ πρωτονίων του Mn4CaO5 από τθν 

TyrZ.  

Ακόμθ, ζχουν βρεκεί και κανάλια από όπου φεφγει το Ο2 (Vassiliev et al. 

2013). 

 

    

Εικόνα 1.16: Κανάλια του ΦΣ ΙΙ: (α). Με κίτρινο χρϊμα παρουςιάηονται τα υποκετικά κανάλια 

απόςπαςθσ Θ
+
, με μπλε τα κανάλια ειςόδου του Θ2Ο και με κόκκινο το κανάλι εξόδου του Ο2 

(Gabdulkhakov et al. 2009), (β). Τα κανάλια του ΦΣ ΙΙ, όπωσ φαίνονται αν ειςαχκοφν μόρια Θ2Ο (μπλε 

και πορτοκαλί ςφαίρεσ) κεωρθτικά, ςτο ζνκετο φαίνεται ότι καταλιγουν ςε δφο διαφορετικζσ 

πλευρζσ του Mn4CaO5 που δεν επικοινωνοφν μεταξφ τουσ (Vassiliev et al. 2012). 
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Εικόνα 1.17: Το δίκτυο των δεςμϊν Θ που ςυνδζει το ςφμπλοκο Mn4CaO5 με τθν TyrZ, τθν His 190 και 

τθν Asn 298  (Από Kawakami et al. 2011). 
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1.3 Φαςματοςκοπία EPR 

 

We must be clear that when it comes to atoms, language can be used only as in poetry.  

The poet, too, is not nearly so concerned with describing facts as with creating images                        

and establishing mental connections. 

N.Bohr 

 

1.3.1 Ειςαγωγι 

 Θ φαςματοςκοπία Θλεκτρονικοφ Ραραμαγνθτικοφ Συντονιςμοφ (Electron 

Paramagnetic Resonance, EPR) αποτελεί ζνα πολφτιμο εργαλείο ςτθ μελζτθ 

ενηφμων που περιζχουν ενϊςεισ με αςφηευκτα θλεκτρόνια όπωσ ςτοιχεία 

μετάπτωςθσ ι ελεφκερεσ ρίηεσ, είτε ςτακερζσ, είτε ενδιάμεςα που 

δθμιουργοφνται κατά τθ μεταφορά θλεκτρονίων. Βοθκά ςτον προςδιοριςμό 

ςτοιχείων τθσ δομισ, αλλά κυρίωσ τθσ λειτουργίασ του ενεργοφ κζντρου του 

ενηφμου. Ζνηυμα που ζχουν μελετθκεί εκτενϊσ με EPR είναι αυτά τθσ 

αναπνευςτικισ αλυςίδασ τθσ εςωτερικισ μεμβράνθσ των μιτοχονδρίων αλλά και 

οι φωτοςυνκετικζσ πρωτεΐνεσ των κυλακοειδϊν. Ειδικά για τθν φωτοςφνκεςθ 

ζχει ειπωκεί ότι αποτελεί τον κιπο τθσ Εδζμ για αυτόν που αςχολείται με το EPR  

(Hoff 1987). 

Πταν ζνωςθ με αςφηευκτα θλεκτρόνια βρεκεί ςε μαγνθτικό πεδίο, αίρεται 

ο εκφυλιςμόσ των ενεργειακϊν καταςτάςεων του ςπιν των θλεκτρονίων. Οι 

ενεργειακζσ διαφορζσ που προκφπτουν, εξαρτϊνται από τθν φφςθ τθσ χθμικισ 

ενϊςεωσ και προςδιορίηονται με απορρόφθςθ μικροκυματικισ ακτινοβολίασ.  

 

1.3.2 πιν και μαγνθτικι ροπι 

 Θ ςυνολικι ςτροφορμι του θλεκτρονίου ςε ζνα άτομο οφείλεται ςτθν 

τροχιακι ςτροφορμι (L) και ςτθν ιδιοςτροφορμι ι ςπιν (S). Στισ περιπτϊςεισ των 

http://en.wikiquote.org/wiki/Clear
http://en.wikiquote.org/wiki/Atoms
http://en.wikiquote.org/wiki/Language
http://en.wikiquote.org/wiki/Poetry
http://en.wikiquote.org/wiki/Facts
http://en.wikiquote.org/wiki/Mental


51 

 

ελευκζρων ριηϊν και των ιόντων μετάπτωςθσ θ πρϊτθ ςυνειςφζρει ελάχιςτα 

ςτον παραμαγνθτικό ςυντονιςμό. 

 Θ ςυνιςτϊςα Sz του ςπιν (εικόνα 1.18), που είναι ομόρροπθ ςε εξωτερικό 

μαγνθτικό πεδίο, δίνεται από τον τφπο: Sz mS   

mS: κβαντικόσ αρικμόσ του ςπιν, παίρνει τιμζσ ±1/2, 

2/h , h: ςτακερά του Plank. 

 Λόγω τθσ ιδιοςτροφορμισ του, το θλεκτρόνιο ζχει μαγνθτικι ροπι, θ 

οποία δίνεται από τον τφπο: S


   

γ: γυρομαγνθτικόσ λόγοσ, που ιςοφται με 
mc

e

2
  

e: φορτίο του θλεκτρονίου, 

m: μάηα του θλεκτρονίου, 

c: ταχφτθτα του φωτόσ. 

 

Εικόνα 1.18: Μαγνθτικό πεδίο, ςπιν και μαγνθτικι ροπι. 

  

Θ ςυνιςτϊςα μz τθσ μαγνθτικισ ροπισ είναι αντίρροπθ με τθν Sz και ιςοφται με: 

SeeSez mgm
mc

eh
g 


 

4
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β: θ μαγνθτόνθ του Bohr που ιςοφται με: 
mc

eh
e




4
  

ge = 2.002319… : παράγοντασ Lande. 

 

1.3.3 Σο φαινόμενο Zeeman  

 Πταν ζνα θλεκτρόνιο βρεκεί ςε μαγνθτικό πεδίο αίρεται ο εκφυλιςμόσ 

των  ενεργειακϊν καταςτάςεων του ςπιν και προκφπτουν δφο ενεργειακζσ 

ςτάκμεσ με mS = ±1/2. Θ μαγνθτικι ροπι του προςανατολίηεται ομόρροπα ι 

αντίρροπα με το εξωτερικό πεδίο. Θ ομόρροπθ διευκζτθςθ ςτο πεδίο (με mS = 

−1/2) ζχει χαμθλότερθ ενζργεια. 

 Θ ενζργεια του θλεκτρονίου ςε αυτζσ τισ δφο ενεργειακζσ ςτάκμεσ είναι:   

  BBBE z  cos


 

Β: ζνταςθ του μαγνθτικό πεδίου, κ: γωνία μεταξφ Β και μz.  

Αν αντικαταςτιςουμε τθν μz τότε προκφπτει θ εξίςωςθ: 

BgBmgE eeSee 
2

1
  

 

1.3.4 Ο παραμαγνθτικόσ ςυντονιςμόσ 

 Αν θλεκτρόνιο, που βρίςκεται ςτθν χαμθλότερθ ενεργειακι ςτάκμθ, 

απορροφιςει ακτινοβολία κατάλλθλθσ ςυχνότθτασ κα μεταβεί ςτθν υψθλότερθ 

ενεργειακι ςτάκμθ, δθλαδι το ςπιν του κα αλλάξει προςανατολιςμό (εικόνα 

1.19). Για να γίνει αυτό κα πρζπει: 

1. Να ικανοποιείται θ ςυνκικθ ςυντονιςμοφ: 00 BghvE ee  

ν0, Β0: ςυχνότθτα και μαγνθτικό πεδίο για τα οποία επιτυγχάνεται ςυντονιςμόσ. 

Θ κατάλλθλθ ςυχνότθτα για να γίνουν μεταβάςεισ αντιςτοιχεί ςτθν περιοχι των 

μικροκυμάτων. 
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2. Θ μαγνθτικι ςυνιςτϊςα Β1 του κφματοσ να είναι κάκετθ ςτο μαγνθτικό 

πεδίο Β και |ΔmS| = 1, επειδι το απορροφοφμενο φωτόνιο ζχει μια μονάδα 

ςτροφορμισ (ħ). 

 

Εικόνα 1.19: Αςφηευκτο θλεκτρόνιο προςανατολιςμζνο παράλλθλα ςτο εξωτερικό μαγνθτικό πεδίο 

προςανατολίηεται αντιπαράλλθλα με απορρόφθςθ ακτινοβολίασ κατάλλθλου μικουσ κφματοσ. 

 

Από τθν εξίςωςθ ςυντονιςμοφ φαίνεται ότι μποροφμε να πάρουμε 

φάςματα EPR είτε μεταβάλλοντασ τθ ςυχνότθτα τθσ ακτινοβολίασ, είτε 

μεταβάλλοντασ το μαγνθτικό πεδίο. Συνικωσ, για τεχνικοφσ λόγουσ 

καταγράφουμε τθν πρϊτθ παράγωγο τθσ απορρόφθςθσ ςυναρτιςει του 

μαγνθτικοφ πεδίου (εικόνα 1.20). 

 

1.3.5 Ο παράγοντασ g 

 

Ο παράγοντασ g για το ελεφκερο θλεκτρόνιο ιςοφται με ge = 2.002319. 

Πταν το θλεκτρόνιο βρίςκεται ςε μόριο και αλλθλεπιδρά με μαγνθτικά πεδία 

άλλων θλεκτρονίων ι πυρινων, το g διαφζρει από το ge του ελεφκερου 

θλεκτρονίου. 
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Εικόνα 1.20: Διάγραμμα ενζργειασ για το ελεφκερο θλεκτρόνιο (S = ½) ςυναρτιςει του μαγνθτικοφ 

πεδίου, που δείχνει τθν απορρόφθςθ EPR. Απορρόφθςθ EPR και θ πρϊτθ παράγωγοσ τθσ 

ςυναρτιςει του μαγνθτικοφ πεδίου. 

 

Ο g είναι χαρακτθριςτικόσ για ζνα παραμαγνθτικό ςφςτθμα, για αυτό και 

ο υπολογιςμόσ του για ζνα άγνωςτο ςιμα βοθκάει ςτθν ταυτοποίθςι του. 

Αποκλίςεισ από τθν τιμι του ge οφείλονται ςτθν ςφηευξθ ςπιν – τροχιακισ 

ςτροφορμισ. Αν θ υποςτοιβάδα είναι λιγότερο από μιςογεμάτθ θ ςτακερά 

ςφηευξθσ ςπιν – τροχιακισ ςτροφορμισ λ > 0, τότε g < ge, αν θ υποςτοιβάδα 

είναι περιςςότερο από μιςογεμάτθ και λ < 0, τότε g > ge (εικόνα 1.21). Οπότε, το 

g εκφράηει το μζγεκοσ τθσ απόκλιςθσ μεταξφ των δφο ενεργειακϊν ςτακμϊν του 

ςπιν. 

 Το g, γενικά, εμφανίηει ανιςοτροπία και ζχει τρεισ τιμζσ (gxx, gyy, gzz) κατά 

μικοσ τριϊν ορκογωνίων αξόνων (είναι τανυςτισ δεφτερθσ τάξθσ). Αν το  

ςφςτθμα είναι ιςοτροπικό: gxx = gyy = gzz . Αν το ςφςτθμα ζχει αξονικι ςυμμετρία: 

gxx = gyy = g  και gzz = g //. Για ρομβικι ςυμμετρία ιςχφει: gxx ≠ gyy ≠ gzz . 
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Εικόνα 1.21: Θ επίδραςθ του μαγνθτικοφ πεδίου ςτισ ενεργειακζσ καταςτάςεισ του ςπιν. Θ ζντονθ 

γραμμι αντιςτοιχεί ςε θλεκτρόνιο χωρίσ τροχιακι ςτροφορμι με g = ge, θ διακεκομμζνθ ςε g1 < ge 

και θ διάςτικτθ ςε g2 > ge. 

 

1.3.6 Ενώςεισ που δίνουν ςιμα EPR 

 

Θ φαςματοςκοπία EPR χρθςιμοποιείται για να ανιχνευκοφν ενϊςεισ με 

αςφηευκτα θλεκτρόνια ςε ζνα δείγμα. Τζτοιεσ ενϊςεισ που δίνουν ςιμα EPR 

είναι: 

1. ελεφκερεσ ρίηεσ, δθλαδι μόρια με ζνα αςφηευκτο θλεκτρόνιο. Τζτοιεσ ρίηεσ 

ςτο ΦΣ ΙΙ είναι οι οξειδωμζνεσ TyrZ και TyrD, κακϊσ και θ οξειδωμζνθ φαιοφυτίνθ 

και κινόνθ. 

2. διπλζσ ρίηεσ, μόρια με δφο αςφηευκτα θλεκτρόνια απομακρυςμζνα το ζνα από 

το άλλο, ϊςτε οι μεταξφ τουσ αλλθλεπιδράςεισ είναι αςκενείσ. Επίςθσ, υπάρχουν 

και ρίηεσ με περιςςότερα από δφο αςφηευκτα θλεκτρόνια. 
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3. ιόντα μετάπτωςθσ. Τα ςτοιχεία μετάπτωςθσ μπορεί να ζχουν περιςςότερα 

αςφηευκτα θλεκτρόνια. Στο ΦΣ ΙΙ ςτοιχεία μετάπτωςθσ που δίνουν ςιμα EPR 

είναι κζντρα Mn, κακϊσ και ο μθ αιμικόσ ςίδθροσ που βρίςκεται ςτθν πλευρά 

του αποδζκτθ και ο αιμικόσ ςίδθροσ του cyt b559. 

4. τριπλά εκφυλιςμζνεσ καταςτάςεισ. Τα μόρια αυτά ζχουν δφο αςφηευκτα 

θλεκτρόνια, που αλλθλεπιδροφν ιςχυρά. Συνικωσ, οι τριπλζσ καταςτάςεισ είναι 

αςτακείσ και χρειάηονται οπτικι ι κερμικι διζγερςθ για να ςχθματιςτοφν, αλλά 

ςε κάποιεσ περιπτϊςεισ είναι θ κεμελιϊδθσ κατάςταςθ. 

5. ςθμειακζσ πλεγματικζσ ατζλειεσ ςε ςτερεά. Ζνα ι περιςςότερα θλεκτρόνια 

μπορεί να παγιδευτοφν ςε τζτοιεσ ατζλειεσ και να ςχθματίςουν ενϊςεισ με 

αςφηευκτα θλεκτρόνια. 

6. ςυςτιματα με αγϊγιμα θλεκτρόνια, όπωσ θμιαγωγοί και μζταλλα.  

 

1.3.7 Διαπλάτυνςθ των γραμμών απορρόφθςθσ 

 

Με βάςθ τθν εξίςωςθ ςυντονιςμοφ, κα περιμζναμε το φάςμα να είναι μια 

γραμμι, δεν ςυμβαίνει όμωσ αυτό επειδι οι ενεργειακζσ καταςτάςεισ είναι 

διαπλατυςμζνεσ και επομζνωσ ςυντονιςμόσ ςυμβαίνει ςε ζνα εφροσ τιμϊν 

μαγνθτικοφ πεδίου. Υπάρχουν δφο αιτίεσ διαπλάτυνςθσ των φαςμάτων. 

Ο χρόνοσ ηωισ μιασ κατάςταςθσ ςπιν, Δt, ςυνδζεται με το εφροσ αυτισ 

τθσ κατάςταςθσ, ΔΕ, με τθν εξίςωςθ τθσ αρχισ τθσ απροςδιοριςτίασ του 

Heisenberg: 

2

h
tE         ι 




2

1
 t    (επειδι ΔΕ = h Δν) 

όμωσ, B
h

g



           

οπότε:         
gB

h
tB   



57 

 

Από τθν εξίςωςθ αυτι φαίνεται ότι όςο μειϊνεται o χρόνοσ αποδιζγερςθσ, το 

φάςμα διαπλατφνεται. Θ διαπλάτυνςθ είναι ομογενισ. 

 Θ δεφτερθ αιτία διαπλάτυνςθσ των φαςμάτων είναι τα τοπικά μαγνθτικά 

πεδία που επιδροφν ςτα αςφηευκτα θλεκτρόνια. Αυτά τα τοπικά πεδία μπορεί να 

αλλάηουν με το χρόνο ι ςτο χϊρο. Τα πεδία που αλλάηουν με το χρόνο δίνουν 

ομογενι διαπλάτυνςθ ενϊ τα πεδία που αλλάηουν ςτο χϊρο μθ ομογενι 

διαπλάτυνςθ.  

Τα φάςματα με ομογενι διαπλάτυνςθ ζχουν λορεντηιανι μορφι, ενϊ τα 

φάςματα με μθ ομογενι διαπλάτυνςθ γκαουςιανι μορφι (εικόνα 1.22). 

 

 

Εικόνα 1.22: Μορφζσ τθσ γραμμισ απορρόφθςθσ: λορεντηιανι και γκαουςιανι. Θ πρϊτθ είναι 

ςτενότερθ ςτο κζντρο και εκτείνεται ςτισ άκρεσ, ενϊ θ δεφτερθ είναι φαρδφτερθ ςτο κζντρο και δεν 

εκτείνεται πολφ ςτισ άκρεσ. 

 

1.3.8 Δυναμικι του ςπιν 

 Πταν ςυμβαίνει ςυντονιςμόσ, μποροφν να γίνουν μεταβάςεισ είτε από τθν 

χαμθλότερθ ενεργειακι ςτάκμθ προσ τθν ανϊτερθ (απορρόφθςθ ακτινοβολίασ), 

είτε το αντίκετο (εκπομπι). Για να δθμιουργθκεί ςιμα EPR, πρζπει να γίνεται 

κακαρι απορρόφθςθ και επομζνωσ να είναι μεγαλφτεροσ ο πλθκυςμόσ των 

θλεκτρονίων που βρίςκονται ςτθν χαμθλότερθ ενεργειακι ςτάκμθ. Θ ζνταςθ του 

ςιματοσ EPR αυξάνεται με τθν αφξθςθ τθσ πλθκυςμιακισ διαφοράσ μεταξφ των 

ενεργειακϊν καταςτάςεων. 
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Τα θλεκτρόνια κατανζμονται ςτα δφο ενεργειακά επίπεδα ςφμφωνα με 

τθν κατανομι Boltzmann: 

kT

Bg

kT

E

ee
N

N 0









  

N+ και Ν-: θλεκτρόνια που βρίςκονται ςτο υψθλότερο και χαμθλότερο 

ενεργειακό επίπεδο αντίςτοιχα, 

k: ςτακερά Boltzmann, 

Σ: απόλυτθ κερμοκραςία. 

 Από τθν παραπάνω εξίςωςθ βλζπουμε ότι όςο αυξάνεται θ κερμοκραςία, 

τόςο μειϊνεται θ πλθκυςμιακι διαφορά μεταξφ των καταςτάςεων Zeeman και  

επομζνωσ μειϊνεται και θ ζνταςθ του ςιματοσ EPR.  

 Για ν ≈ 1010 Hz, Σ = 300 Κ ο λόγοσ Ν+/Ν- = 0,9984 που ςθμαίνει ότι πολφ 

λίγα κζντρα ςυμβάλλουν ςτθν απορρόφθςθ. 

 Θ εξάρτθςθ τθσ μαγνιτιςθσ από τθ κερμοκραςία φαίνεται και από τθν 

εξίςωςθ του Curie: 
T

B
CM    θ οποία ιςχφει για υψθλζσ κερμοκραςίεσ ι αςκενι 

μαγνθτικά πεδία. 

 

1.3.9 Ροι ενζργειασ και χρόνοι αποδιζγερςθσ  

 

 Ζνα διεγερμζνο ςπιν αποδιεγείρεται αποδίδοντασ τθν ενζργεια ςτο 

περιβάλλον (πλζγμα) υπό μορφι κερμότθτασ. Θ ςφηευξθ ςπιν  – πλζγματοσ 

χαρακτθρίηεται από τον χρόνο αποκατάςταςθσ ςπιν  – πλζγματοσ, Σ1, ενϊ θ 

ςφηευξθ μεταξφ δφο ςπιν χαρακτθρίηεται από τον χρόνο αποδιζγερςθσ Σ2. Ο Σ1 

ςχετίηεται με τθν ςφηευξθ ςπιν – τροχιακισ ςτροφορμισ. 

 Για τθν περίπτωςθ τθσ αλλθλεπίδραςθσ ςπιν – πλζγματοσ, ο ρυκμόσ 

μεταφοράσ ενζργειασ από το ςφςτθμα ςπιν προσ το πλζγμα και ο χρόνοσ Σ1 

ςυνδζονται από τισ παρακάτω ςχζςεισ: 
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 LS TTkk
dt

dE
 1  

dΕ/dt: ρυκμόσ μεταφοράσ ενζργειασ από το ςφςτθμα ςπιν προσ το πλζγμα,  

ΣS: απόλυτθ κερμοκραςία ςυςτιματοσ ςπιν, 

TL: απόλυτθ κερμοκραςία πλζγματοσ, 

k: ςτακερά Boltzmann, 

k1: ςτακερά (s-1), 
1

1

1

T
k   

 

Εικόνα 1.23: οι ενζργειασ ανάμεςα ςτθν μικροκυματικι ακτινοβολία, το ςφςτθμα ςπιν και το 

πλζγμα. 

Ο ρυκμόσ με τον οποίο προςφζρεται ενζργεια από τθν ακτινοβολία 

χαρακτθρίηεται από τθν ςτακερά k2, που είναι ανάλογθ τθσ μικροκυματικισ 

ιςχφοσ Ρ0. Αν θ μικροκυματικι ιςχφσ είναι μεγάλθ, γίνονται μεταβάςεισ από τθν 

κατϊτερθ ςτθν ανϊτερθ ςτάκμθ Zeeman ςε μεγάλο ποςοςτό κζντρων και 

επομζνωσ, θ πλθκυςμιακι διαφορά μεταξφ των καταςτάςεων μειϊνεται. Αν ο 

χρόνοσ αποδιζγερςθσ (T1) είναι μικρόσ, όπωσ ςυμβαίνει ςυνικωσ ςτισ 

περιπτϊςεισ μαγνθτικϊν αλλθλεπιδράςεων, θ πλθκυςμιακι διαφορά παραμζνει 

ςτακερι. Αν, αντίκετα, ο T1 είναι μεγάλοσ θ πλθκυςμιακι διαφορά μικραίνει και 

επομζνωσ θ ζνταςθ EPR μειϊνεται. Αυτό το φαινόμενο ονομάηεται κορεςμόσ του 
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ςιματοσ EPR. Για να γίνει δυνατι θ παρατιρθςθ τζτοιων ςθμάτων πρζπει να 

χρθςιμοποιθκεί χαμθλι ιςχφσ μικροκυμάτων. 

 Ο Σ1 εξαρτάται και από τθν κερμοκραςία· μικραίνει κακϊσ θ κερμοκραςία 

αυξάνεται. Ακόμα, μικραίνει όταν θ ςφηευξθ ςπιν – τροχιακισ ςτροφορμισ είναι 

πολφ ιςχυρι (π.χ. ςτα ςτοιχεία μετάπτωςθσ). Πταν ο Σ1 είναι πολφ μικρόσ, το 

φάςμα διαπλατφνεται και δεν φαίνεται. 

 Ππωσ ειπϊκθκε ςτθν ενότθτα 1.3.8, θ ζνταςθ του ςιματοσ EPR αυξάνεται 

με τθν μείωςθ τθσ κερμοκραςίασ. Με μείωςθ τθσ κερμοκραςίασ, όμωσ αυξάνει 

και ο Σ1 και το ςιμα φτάνει ευκολότερα ςε κορεςμό. Επομζνωσ, για κάκε 

περίπτωςθ πρζπει να βροφμε τισ καλφτερεσ ςυνκικεσ μζτρθςθσ.  

 

1.3.10 Τπζρλεπτεσ αλλθλεπιδράςεισ  

 

 Ρολλοί πυρινεσ ζχουν πυρθνικό ςπιν (Λ ≠ 0). Θ ςυνιςτϊςα του πυρθνικοφ 

ςπιν ςτον άξονα z χαρακτθρίηεται από τον κβαντικό αρικμό mI, που παίρνει τιμζσ 

(−Λ, −Λ+1, …, Λ−1, Λ). Επομζνωσ, για ςπιν Λ δθμιουργοφνται 2Λ+1 ενεργειακζσ 

ςτάκμεσ.  

Λόγω του πυρθνικοφ ςπιν οι πυρινεσ αυτοί ζχουν διπολικι ροπι και 

δθμιουργοφν γφρω τουσ μαγνθτικό πεδίο (Βlocal), το οποίο προςτίκεται ςτο 

εξωτερικό μαγνθτικό πεδίο (Bext): 

localexteff BBB   

Εφόςον, υπάρχουν 2Λ+1 πικανζσ τιμζσ για το mI τόςεσ είναι και οι τιμζσ που 

μπορεί να πάρει το Βlocal.  

Θλεκτρόνιο που βρίςκεται κοντά ςε πυρινα που ζχει μαγνθτικι ροπι 

αλλθλεπιδρά με αυτόν. Θ αλλθλεπίδραςθ αυτι ονομάηεται υπζρλεπτθ 

αλλθλεπίδραςθ και εξαιτίασ τθσ δθμιουργοφνται επιπλζον ενεργειακζσ ςτάκμεσ, 

εκτόσ από αυτζσ που οφείλονται ςτο φαινόμενο Zeeman,  ο αρικμόσ των οποίων 

εξαρτάται από τθν τιμι του Λ. 
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Εικόνα 1.24: Διάγραμμα ενεργειακϊν επιπζδων ςε ζνα ςφςτθμα με S = I = ½. Με διακεκομμζνεσ 

γραμμζσ φαίνονται οι ενεργειακζσ ςτάκμεσ και θ ΔΕ για S = ½,  I = 0. Από κάτω φαίνεται το 

αντίςτοιχο φάςμα EPR. Με διακεκομμζνθ γραμμι φαίνεται το φάςμα για S = ½, I = 0, δθλ. χωρίσ 

υπζρλεπτθ αλλθλεπίδραςθ. 

  

Ζτςι, θ ςυνκικθ ςυντονιςμοφ ικανοποιείται για 2Λ+1 τιμζσ μαγνθτικοφ 

πεδίου που δίνονται από τον τφπο: 

Ihyperfine amBB  0  

α: ζνταςθ του τοπικοφ μαγνθτικοφ πεδίου. 

 

 Οι μεταβάςεισ επιτρζπονται μόνο μεταξφ ενεργειακϊν επιπζδων για τα 

οποία ιςχφει: |ΔmS| = 1 και ΔmΛ = 0, επειδι το πυρθνικό ςπιν δεν αλλάηει κατά 

τισ μεταβάςεισ EPR. 
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1.3.11 Αλλθλεπιδράςεισ ςπιν - ςπιν  

  

 Υπάρχουν δφο ειδϊν αλλθλεπιδράςεισ μεταξφ δφο διαφορετικϊν ςπιν: 

διπόλου - διπόλου και ανταλλαγισ. Θ φφςθ των δφο αλλθλεπιδράςεων είναι 

διαφορετικι. Οι διπολικζσ αλλθλεπιδράςεισ είναι μαγνθτικζσ και δρουν ςε μεγάλεσ 

αποςτάςεισ. Οι αλλθλεπιδράςεισ ανταλλαγισ είναι θλεκτροςτατικζσ και δρουν 

μεταξφ διπλανϊν ατόμων μζςω των δεςμϊν ι και μζςω ενδιαμζςων ατόμων, είναι 

πολφ πιο ιςχυρζσ από τισ διπολικζσ. 

 Θ ενζργεια τθσ διπολικισ αλλθλεπίδραςθσ μεταξφ δφο ςθμειακϊν 

μαγνθτικϊν διπόλων εκφράηεται ωσ: 

53

))((3

r

rr

r
E













 

r: απόςταςθ μεταξφ των δφο ςπιν, 

μα, μβ: μαγνθτικι ροπι των δφο ςπιν 

Ππωσ φαίνεται από τθν εξίςωςθ, θ διπολικι αλλθλεπίδραςθ μειϊνεται γριγορα με 

τθν αφξθςθ τθσ απόςταςθσ. 

 Θ ενζργεια των αλλθλεπιδράςεων ανταλλαγισ εκφράηεται από τθν 

παρακάτω χαμιλτωνιανι: 

 SJSH exchange  2  

J (cm-1) θ τιμι του υπολογίηεται, J < 0 ςιδθρομαγνθτικι ςφηευξθ (ομόρροπα ςπιν), J 

> 0 αντιςιδθρομαγνθτικι ςφηευξθ (αντίρροπα ςπιν). 

Αλλθλεπιδράςεισ ανταλλαγισ αναπτφςςονται μεταξφ των ιόντων Mn ςτο 

Mn4CaO5 (Hasegawa et al. 1999, Charlot et al. 2005, Ames et al. 2011, Asada et al. 

2013). Διπολικι αλλθλεπίδραςθ αναπτφςςεται μεταξφ τθσ TyrZ˙ και του Mn4CaO5. 
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2. Τλικά και μζκοδοι 

 

Dans les champs de l'observation le hasard ne favorise que les esprits préparés. 

L. Pasteur 

 

2.1 Απομόνωςθ και επεξεργαςία δειγμάτων φωτοςυςτιματοσ ΙΙ 

 

Θ απομόνωςθ ΦΣ ΙΙ ζγινε από φφλλα ςπανακιοφ με τθν μζκοδο των 

Berthold, Babcok και Yokum (ΒΒΥ, Berthold et al. 1981) με κάποιεσ 

τροποποιιςεισ (Ford & Evans 1983). Με τθ μζκοδο αυτι διαλυτοποιοφνται με 

απορρυπαντικό οι άκρεσ των κυλακοειδϊν μεμβρανϊν, οι οποίεσ περιζχουν ΦΣ 

Ι, το οποίο δίνει και αυτό ςιματα EPR και μζνει κυρίωσ ΦΣ ΙΙ.  

 

2.1.1 φςταςθ Διαλυμάτων 

 

Ρυκμιςτικό διάλυμα εκχφλιςθσ 

400 mM ςουκρόηθ 

15 mM NaCl 

5 mM MgCl2 

2% αλβουμίνθ οροφ βοόσ 

5 mM EDTA 

50 mM HEPES (pH = 7.5) 

 

Ρυκμιςτικό διάλυμα επαναιϊρθςθσ και ζκπλυςθσ 

400 mM ςουκρόηθ 
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15 mM NaCl 

5 mM MgCl2 

40 mM MES (pH = 6.5)  

 

Διάλυμα TRITON 

υκμιςτικό διάλυμα εκπλφςεωσ 

20% κ.ο. Triton X-100 

 

Θ ρφκμιςθ του pH των διαλυμάτων γίνεται με NaOH. 

 

2.1.2 Πρωτόκολλο απομόνωςθσ μεμβρανών BBY 

 

1. Φφλλα ςπανακιοφ ομογενοποιοφνται ςε blender με ρυκμιςτικό 

διάλυμα εκχφλιςθσ και ςτθ ςυνζχεια διθκοφνται με πανί τυριοφ. 

2. Το διικθμα φυγοκεντρείται για 10 min ςε 10000 g ςτουσ 277 Κ. Το 

ίηθμα επαναιωρείται ςε ρυκμιςτικό διάλυμα ζκπλυςθσ και φυγοκεντρείται για 10 

min ςε 10000 g ςτουσ 277 Κ. Μετά τθ φυγοκζντρθςθ το ίηθμα περιζχει 

κυλακοειδι με όλα τα φωτοςυνκετικά ςφμπλοκα. (Θ φυγοκζντρθςθ 

επαναλαμβάνεται 3 φορζσ).  

3. Το ίηθμα αραιϊνεται με ρυκμιςτικό διάλυμα επαναιϊρθςθσ ςε 2.7 mg 

chl/mL και αφινεται για 1.5 h ςτουσ 273 Κ για καλφτερθ ςτοίβαξθ των 

μεμβρανϊν και διαχωριςμό του ΦΣ ΙΙ από το ΦΣ Ι. 

4. Στο αιϊρθμα προςτίκεται διάλυμα Triton ϊςτε οι τελικζσ 

ςυγκεντρϊςεισ τθσ χλωροφφλλθσ και του απορρυπαντικοφ να είναι 2 mg/mL και 

5% v/v αντίςτοιχα και ακολουκεί επϊαςθ για 30 min ςτο ςκοτάδι. Με αυτό τον 

τρόπο διαλυτοποιοφνται τα κυλακοειδι ςτρϊματοσ και οι μεμβράνεσ των grana 

που είναι ςε επαφι με το ςτρϊμα, δθλαδι οι κζςεισ όπου υπάρχει κυρίωσ ΦΣ Ι 

[εικόνα 1.4]. 
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5. Το αιϊρθμα φυγοκεντρείται ςε 10000 g ςτουσ 277 Κ για 5 min. Το 

ίηθμα περιζχει άμυλο, πρωτεΐνεσ και DNA. 

6. Το υπερκείμενο φυγοκεντρείται για 30 min ςτουσ 277 Κ ςε 20000 g.  

7. Το ίηθμα επαναιωρείται ςε ρυκμιςτικό διάλυμα επαναιϊρθςθσ και θ 

φυγοκζντρθςθ επαναλαμβάνεται όςεσ φορζσ χρειαςτεί, ϊςτε να υπάρχει μόνο 

ίηθμα, δθλαδι μεμβράνεσ BBY.  

8. Στθ ςυνζχεια αραιϊνονται με ρυκμιςτικό διάλυμα ζκπλυςθσ ςε 

ςυγκζντρωςθ 4 - 6 mg chl/mL και φυλάςςονται ςε υγρό άηωτο μζχρι να 

χρθςιμοποιθκοφν. 

 

2.1.3 Προςδιοριςμόσ τθσ ςυγκζντρωςθσ τθσ χλωροφφλλθσ 

 

 Για να προςδιοριςτεί θ ςυγκζντρωςθ τθσ χλωροφφλλθσ (Arnon 1949): 

1. Το αιϊρθμα των μεμβρανϊν εκχυλίηεται ςε διάλυμα με 80% ακετόνθ 

και 20% Θ2Ο. 

2. Φυγοκεντρείται ςε χαμθλζσ ςτροφζσ. 

3. Μετράται θ απορρόφθςθ του υπερκειμζνου ςτα 663 nm και 645 nm 

(μζγιςτα απορρόφθςθσ των chlα και β αντίςτοιχα). 

 

Θ ολικι ςυγκζντρωςθ χλωροφφλλθσ δίνεται από τθ ςχζςθ:  

c (μg chl/ml) = [ 20,2 ∙ A645 + 8,02 ∙ A663 + ∙ αραίωςθ 

όπου A645 και A663 είναι θ απορρόφθςθ ςτα 645 και 663 nm, αντίςτοιχα.  

 

2.1.4 Αλλαγι του pH των δειγμάτων 

 

1. Ραραςκευάηονται ρυκμιςτικά διαλφματα με pH = 5.5, 6.5, 7.5: 

400 mM ςουκρόηθ 
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15 mM NaCl 

5 mM MgCl2 

40 mM MES (pH = 6.5 ι pH = 5.5) ι 40 mM HEPES (pH = 7.5) 

θ ρφκμιςθ του pH γίνεται με NaOH. 

2. 1 mL μεμβράνων ΒΒΥ αραιϊνεται ςε 20 mL του αντίςτοιχου ρυκμιςτικοφ.  

3. Γίνεται φυγοκζντρθςθ ςε 20000 g για 30 min ςτουσ 277 Κ. 

4. Τα δείγματα επαναιωροφνται ςτα αντίςτοιχα ρυκμιςτικά. 

5. Επαναλαμβάνεται θ φυγοκζντρθςθ. 

6. Τα δείγματα επαναιωροφνται ςτα αντίςτοιχα ρυκμιςτικά ϊςτε θ 

ςυγκζντρωςθ τθσ χλωροφφλλθσ να είναι 4 - 6 mg chl/mL. 

 

2.1.5 Προετοιμαςία των δειγμάτων 

 

 Σε δείγματα αποκθκευμζνα ςε υγρό άηωτο ςτο ςκοτάδι, το 75% των 

κζντρων βρίςκεται ςτθν S1, ενϊ το 25% ςτθν S0 (Joliot et al. 1971, Styring & 

Rutherford 1987). Για να ςυγχρονιςτοφν όλα τα κζντρα του δείγματοσ ςτθν S1, 

γίνεται φωτιςμόσ με παλμό ϊςτε τα κζντρα που βρίςκονται ςτθν S0 να 

προχωριςουν ςτθν S1 – ταυτόχρονα τα κζντρα που βρίςκονται ςτθν S1 

προχωροφν ςτθν S2 και ςτθ ςυνζχεια, με επϊαςθ του δείγματοσ ςτουσ 273 Κ για 

μιςι ϊρα  επιςτρζφουν ςτθν S1. 

 Στα δείγματα προςτίκεται εξωτερικι κινόνθ, ϊςτε θ τελικι τθσ ςυγκζντρωςθ 

να είναι περίπου 1 mM. Οι κινόνεσ που χρθςιμοποιικθκαν είναι θ phenyl-p-

benzoquinone (PpBQ) και θ 2,6-dichloro-p-benzoquinone (DCBQ). Οι εξωγενείσ 

κινόνεσ προςδζνονται ςτθ κζςθ τθσ QB. 

 Θ ποιότθτα των δειγμάτων μπορεί να προςδιοριςτεί με EPR. Τα ανενεργά 

δείγματα χαρακτθρίηονται από μεγάλο ςε ζνταςθ ςιμα MnII, που υπονοεί ότι τα 

ιόντα MnIII και MnIV του Mn4CaO5 ζχουν ελευκερωκεί ςτο διάλυμα. 
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2.1.6 Φωτιςμόσ δειγμάτων 

 

 Ο φωτιςμόσ των δειγμάτων ζξω από τθν κοιλότθτα  του φαςματομζτρου 

γίνεται ςε γυάλινο κερμομονωτικό δοχείο με ακετόνθ, θ κερμοκραςία τθσ 

οποίασ ρυκμίηεται με υγρό άηωτο. Για τον ςυνεχι φωτιςμό των δειγμάτων 

χρθςιμοποιείται λυχνία ιςχφοσ 360 W, αφοφ μπροςτά τθσ τοποκετθκεί διάλυμα 

Cu2SO4, ωσ φίλτρο για το υπζρυκρο. Για το φωτιςμό των δειγμάτων με παλμό 

χρθςιμοποιικθκε λαμπτιρασ ιςχφοσ 1200 W και διάρκειασ παλμοφ 2 ms 

(elinchrom). Για τον φωτιςμό του δείγματοσ μζςα ςτθν κοιλότθτα τοποκετείται 

οπτικι ίνα μπροςτά ςτον λαμπτιρα. Εναλλακτικά, για φωτιςμό μόνο ζξω από τθν 

κοιλότθτα χρθςιμοποιείται λαμπτιρασ ιςχφοσ 200 W και διάρκειασ παλμοφ 1,2 

ms (astrapi 2).  

 Θ δθμιουργία τθσ κατάςταςθσ S2 γίνεται είτε με δφο κφκλουσ ςυνεχοφσ 

φωτιςμοφ για 4 min ςτουσ 190 Κ, επϊαςθ για 2 min ςτο ςκοτάδι ςτουσ 190 Κ και 

επϊαςθ για 30 sec ςτουσ 165 Κ, ϊςτε το θλεκτρόνιο να μεταφερκεί από τθν QA 

ςτθν QΒ, είτε με παλμό ςτουσ 253 Κ και επϊαςθ για 2 min ςτθν ίδια  

κερμοκραςία ϊςτε να μετακινθκεί το θλεκτρόνιο ςτθν QB. Για τον ςχθματιςμό 

τθσ S3 κατάςταςθσ δίνουμε άλλο ζνα παλμό ςτουσ 253 Κ και το αφινουμε 2 min 

ςτο ςκοτάδι.  

 (Για τθν δθμιουργία τθσ S2 αρχικά χρθςιμοποιικθκε ςυνεχισ φωτιςμόσ, 

ςτθ ςυνζχεια επειδι φάνθκε ότι δεν επιτυγχάνεται το μζγιςτο τθσ S2 λόγω 

επαναςφνδεςθσ ςτουσ 165 Κ, δινόταν παλμόσ με τθν elinchrom, επειδι όμωσ 

ζτςι γίνονταν διπλά βιματα ςτα τελευταία πειράματα χρθςιμοποιικθκε θ astrapi 

2). 
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2.1.7 Παγίδευςθ καταςτάςεων SnTyrZ˙ 

 

 Για να παγιδευτοφν οι ενδιάμεςεσ καταςτάςεισ SnTyrZ˙ απαιτείται 

φωτιςμόσ του δείγματοσ ςε κερμοκραςίεσ 223 Κ ζωσ 253 Κ, ανάλογα με τθν 

κατάςταςθ S και τθν επεξεργαςία του δείγματοσ, και γριγορο πάγωμα ςε 

κερμοκραςία υγροφ αηϊτου. Χρθςιμοποιικθκε θ διάταξθ που φαίνεται ςτθν εικόνα 

2.1. Το δείγμα αφινεται για ζνα λεπτό ςε λουτρό ακετόνθσ που ζχει ρυκμιςτεί ςτθν 

επικυμθτι κερμοκραςία με υγρό άηωτο. Το δείγμα τοποκετείται μπροςτά ςτθ 

λάμπα και επάνω από το υγρό άηωτο, φωτίηεται και αμζςωσ τοποκετείται ςτο υγρό 

άηωτο.  

Θ διαδικαςία από τθ ςτιγμι που βγαίνει το δείγμα από το λουτρό μζχρι τον 

φωτιςμό και το πάγωμα παίρνει 5  ̶  10 s. Θ κερμοκραςία του δείγματοσ δεν αλλάηει 

ςθμαντικά ςε αυτό το διάςτθμα, τουλάχιςτον ςτα ςωλθνάκια του X - band (ζχει 

γίνει και δοκιμι με κερμοςτοιχείο μζςα ςτο δείγμα). (Επιπλζον, το δείγμα βρίςκεται 

ςε κερμοκραςία δωματίου, οπότε περιμζνουμε να κερμανκεί, αλλά πάνω από τουσ 

ατμοφσ του υγροφ αηϊτου, οπότε υπάρχει μια ιςορροπία).  

Ο χρόνοσ που μεςολαβεί από τον φωτιςμό μζχρι το πάγωμα του δείγματοσ, 

εκτιμάται να είναι περίπου 500 ms. Το δείγμα βρίςκεται περίπου 3 cm επάνω από 

το υγρό άηωτο, και καλφπτει τθν απόςταςθ αυτι μζςα ςε 6 ms, αν υποκζςουμε ότι 

κάνει ελεφκερθ πτϊςθ. Ακόμθ, χρειάηεται και χρόνοσ για να παγϊςει το δείγμα 

αφοφ μπει ςτο υγρό άηωτο, λογικά ο χρόνοσ αυτόσ κα είναι ίδιασ τάξθσ μεγζκουσ. Θ 

μεγάλθ κακυςτζρθςθ προκφπτει από τον ανκρϊπινο παράγοντα, κακϊσ μεςολαβεί 

κάποιοσ χρόνοσ από τθ ςτιγμι που το ζνα χζρι δίνει τον παλμό μζχρι το άλλο χζρι να 

τοποκετιςει το δείγμα ςτο υγρό άηωτο. Ο χρόνοσ απόκριςισ μου ςε οπτικό 

ερζκιςμα είναι περίπου 300 ms (μετρικθκε με ζνα απλό πείραμα που υπάρχει ςτο 

διαδίκτυο (www.humanbenchmark.com): θ οκόνθ είναι κόκκινθ και κάποια ςτιγμι 

αλλάηει ςε πράςινθ, με τθν αλλαγι ο χριςτθσ «πατάει κλικ» και ζτςι μετράται ο 

χρόνοσ απόκριςισ του).  
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Εικόνα 2.1: Θ διάταξθ που χρθςιμοποιικθκε για τθν παγίδευςθ των καταςτάςεων SnYZ˙. 

 

2.1.8 Δθμιουργία τθσ S2FeΙΙΙQA-atr κατάςταςθσ (ςτακερι S2, χωρίσ διακζςιμθ QB) 

 

 Για να απομακρφνουμε τθν εξωτερικι κινόνθ χρθςιμοποιοφμε ατραηίνθ, ζνα 

ηιηανιοκτόνο το οποίο προςδζνεται ςτθ κζςθ τθσ QB και αναςτζλλει τθ λειτουργία 

τθσ. Με τον παλμό που κα δϊςουμε για να προχωριςει το δείγμα ςτθν S2 κα 

ςχθματιςτεί θ αςτακισ κατάςταςθ S2QA
-, εφόςον το θλεκτρόνιο δεν μπορεί να 

προχωριςει ςτθν QB. Γι’ αυτό προοξειδϊνεται ο μθ αιμικόσ FeΙΙ ςε FeΙΙΙ, ϊςτε με τον 

παλμό να δθμιουργθκεί θ ςτακερι κατάςταςθ S2 QA FeΙΙ. 

 Αναλυτικά: 

1. 25 μL K3 [FeIII(CN)6] (ferricyanide) 30 mM προςτίκενται ςε 25 mL ρυκμιςτικοφ 

διαλφματοσ ζκπλυςθσ 

2. 600 μL μεμβρανϊν BBY αραιϊνονται ςτο παραπάνω διάλυμα και 

επωάηονται για 30 min ςτουσ 277 Κ ςτο ςκοτάδι. 

3. γίνεται φυγοκζντρθςθ για 30 min, 35.000 g ςτουσ 277 Κ. 

4. επαναιϊρθςθ με ρυκμιςτικό διάλυμα ζκπλυςθσ και φυγοκζντρθςθ. 



70 

 

5. επαναιϊρθςθ με διάλυμα ζκπλυςθσ ςε 4 - 6 mg chl/mL  

6. προςκικθ 5% v/v μεκανόλθσ (10 μL μεκανόλθ ςε 200 μL ΒΒΥ)  

7. προςκικθ ατραηίνθσ ςε τελικι ςυγκζντρωςθ ςτο δείγμα 1 mM.  

8. παλμόσ ςτουσ 253 Κ, για να ςχθματιςτεί θ S2. 

 

2.2 Φαςματόμετρο EPR 

 

Χρθςιμοποιικθκε φαςματόμετρο EPR τφπου Bruker ER 200D, το οποίο 

αναβακμίςτθκε εκτεταμζνα ςτο εργαςτιριο και διακζτει κρυοςτάτθ τφπου ESR-

900 τθσ εταιρίασ Oxford Instruments. Για τισ μετριςεισ ςτθν μικροκυματικι ηϊνθ 

Q (34.4 GHz), χρθςιμοποιικθκε φαςματόμετρο ςυναρμολογθμζνο ςτο 

εργαςτιριο. Ραρακάτω περιγράφεται το φαςματόμετρο που λειτουργεί ςτθν 

μικροκυματικι ηϊνθ Χ (9.4 GHz), αλλά τα ίδια ιςχφουν και για το Q. 

Στθν εικόνα 2.2 φαίνεται ζνα απλοποιθμζνο διάγραμμα του 

φαςματομζτρου EPR. Το δείγμα τοποκετείται ςτθν κοιλότθτα ςυντονιςμοφ 

(§2.2.2), θ οποία βρίςκεται ανάμεςα ςτουσ πόλουσ του θλεκτρομαγνιτθ  (§2.2.3). 

Τα μικροκφματα παράγονται ςτθν γζφυρα μικροκυμάτων  (§2.2.1) και 

κατευκφνονται ςτθν κοιλότθτα μζςω ενόσ κυματοδθγοφ. Το ρεφμα του 

θλεκτρομαγνιτθ μεταβάλλεται και ςε τιμζσ μαγνθτικοφ πεδίου ςτισ οποίεσ 

ικανοποιείται θ ςυνκικθ ςυντονιςμοφ παρατθροφμε απορρόφθςθ  (§2.2.4). Τα 

μικροκφματα που ανακλϊνται από τθν κοιλότθτα  ανιχνεφονται από μια δίοδο.  
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Εικόνα 2.2: Σχθματικι απεικόνιςθ του φαςματομζτρου EPR που χρθςιμοποιικθκε. 

 

Ραρακάτω περιγράφονται αναλυτικά τα μζρθ του φαςματομζτρου.  

 

2.2.1 Γζφυρα μικροκυμάτων 

 

Τα μικροκφματα δθμιουργοφνται από λυχνία-κλφςτρον και κατευκφνονται 

ςτθν κοιλότθτα ςυντονιςμοφ, όπου βρίςκεται το δείγμα, μζςω ενόσ 

κυματοδθγοφ. Θ ιςχφσ τθσ ακτινοβολίασ ρυκμίηεται από ζναν εξαςκενθτι. Ο 

κυκλοφορθτισ δεν επιτρζπει ςτθν ακτινοβολία, που ανακλάται από τθν 

κοιλότθτα, να επιςτρζψει ςτθ λυχνία και τθν οδθγεί προσ τθ δίοδο ανίχνευςθσ, 

όπου θ μικροκυματικι ιςχφσ μετατρζπεται ςε ρεφμα.  

Το ρεφμα τθσ διόδου πρζπει να είναι περίπου 200 μA επειδι ςε αυτι τθν 

τιμι είναι γραμμικι ςυνάρτθςθ τθσ ιςχφοσ. Υπάρχει ζνασ βραχίονασ αναφοράσ 

(bias) που δίνει επιπλζον ιςχφ ςτθν δίοδο για να επιτευχκεί θ ςωςτι τιμι 

ρεφματοσ. Ο βραχίονασ αναφοράσ ζχει ρυκμιςτι φάςθσ ϊςτε τα μικροκφματα 
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που ςτζλνει ςτθ δίοδο να βρίςκονται ςε φάςθ με τα μικροκφματα που ζρχονται 

από τθν κοιλότθτα.  

Θ ςτακερότθτα τθσ ςυχνότθτασ των μικροκυμάτων ρυκμίηεται από ζνα 

ςφςτθμα ανατροφοδότθςθσ (AFC, automatic frequency control) που φροντίηει θ 

ςυχνότθτα των μικροκυμάτων που παράγει θ κλφςτρον να είναι ίςθ με τθν 

ςυχνότθτα τθσ κοιλότθτασ ςυντονιςμοφ. Θ ςυχνότθτα τθσ κλφςτρον είναι 

διαμορφωμζνθ με ςυχνότθτα διαμόρφωςθσ 100 ΚHz. 

Θ ςυχνότθτα των μικροκυμάτων είναι 9.408 GHz (ηϊνθ X) ι 35.35 GHz 

(ηϊνθ Q). 

 

Εικόνα 2.3: Σχθματικι απεικόνιςθ τθσ γζφυρασ μικροκυμάτων. 

    

 

2.2.2 Κοιλότθτα ςυντονιςμοφ 

 

Θ κοιλότθτα ςυντονιςμοφ που χρθςιμοποιικθκε ςτο φαςματόμετρο X- 

band είναι θ 4102ST τθσ Bruker (εικόνα 2.4). Ζχει ςχιμα ορκογωνίου 
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παραλλθλεπιπζδου με τισ κατάλλθλεσ διαςτάςεισ να ιςοφνται με πολλαπλάςιο 

του μιςοφ του μικουσ κφματοσ των μικροκυμάτων, ϊςτε να  δθμιουργοφνται 

ςτάςιμα κφματα. Ζτςι, θ πυκνότθτα τθσ ενζργειασ είναι χιλιάδεσ φορζσ 

υψθλότερθ μζςα ςτθν κοιλότθτα από ό,τι ςτον κυματοδθγό  και επιπλζον, 

διαχωρίηεται τοπικά το θλεκτρικό πεδίο από το μαγνθτικό . Στο ςιμειο όπου 

τοποκετείται το δείγμα θ τιμι του μαγνθτικοφ πεδίου είναι θ μζγιςτθ, ενϊ του 

θλεκτρικοφ πεδίου (πρζπει να) είναι μθδενικι. Το μαγνθτικό πεδίο τθσ 

ακτινοβολίασ ταλαντϊνεται κάκετα ςτο εξωτερικό μαγνθτικό πεδίο.   

 

                 

Εικόνα 2.4: θ κοιλότθτα ςυντονιςμοφ Bruker 4102ST 

 

Θ ςυγκεκριμζνθ κοιλότθτα είναι τφπου ΤΕ102 (ΤΕ: transverse electric, ςτο 

χϊρο του δείγματοσ το θλεκτρικό πεδίο είναι μθδενικό, ο δείκτθσ υποδθλϊνει 

τθν πολλαπλότθτα του μικουσ κφματοσ του θλεκτρικοφ πεδίου κατά μικοσ των 3 

καρτεςιανϊν αξόνων) και είναι θ πιο διαδεδομζνθ. Ζνα κριτιριο ποιότθτασ τθσ 

κοιλότθτασ είναι ο παράγοντασ Q = v/Δv, όπου ν: ςυχνότθτα ςυντονιςμοφ τθσ 

κοιλότθτασ και Δν: θ διαφορά ςυχνότθτασ αν μειωκεί ςτο μιςό θ ιςχφσ των 

μικροκυμάτων. Για τθν κοιλότθτα 4102ST, Q = 6000. 

Θ κοιλότθτα ςυνδζεται με τον κυματοδθγό μζςω μιασ οπισ που ονομάηεται 

ίριδα. Με τθν ίριδα επιτυγχάνεται θ ςωςτι ςφηευξθ κυματοδθγοφ και κοιλότθτασ 

ϊςτε να μεταφζρεται όλθ θ ιςχφσ από τον κυματοδθγό ςτθν κοιλότθτα. Θ ςωςτι 

ςφηευξθ επιτυγχάνεται μεταβάλλοντασ το μζγεκοσ τθσ ίριδασ με τθ βοικεια μιασ 

βίδασ με μεταλλικό άκρο.  
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Θ κοιλότθτα ςυντονιςμοφ του φαςματομζτρου που λειτουργεί ςτθ 

μικροκυματικι ηϊνθ Q είναι πιο μικρι, όπωσ και το δείγμα, για να ταιριάηει ςτο 

μικοσ κφματοσ τθσ ακτινοβολίασ. 

 

2.2.3 Μαγνιτθσ 

 

Το μαγνθτικό πεδίο ςτο χϊρο του δείγματοσ δθμιουργείται από 

θλεκτρομαγνιτθ που μπορεί να φτάςει μζχρι και 1.3 Τ. Θ ζνταςθ του μαγνθτικοφ 

πεδίου μετράται με μαγνθτόμετρο 035M NMR τθσ Bruker. 

Στο εςωτερικό του θλεκτρομαγνιτθ υπάρχει ζνα ηεφγοσ πθνίων Helmholtz, 

το οποίο δθμιουργεί ζνα χρονομεταβαλλόμενο μαγνθτικό πεδίο τθσ μορφισ:  

Β/  = Βm ∙ cos(2πvmt) 

 Το πεδίο αυτό είναι παράλλθλο με το εξωτερικό και προςτίκεται ςε αυτό 

διαμορφϊνοντάσ το κατά πλάτοσ. Θ ςυχνότθτα διαμόρφωςθσ είναι 100 KHz και 

το πλάτοσ τθσ διαμόρφωςθσ (Βm) το επιλζγουμε ζτςι ϊςτε να είναι αρκετά 

μικρότερο από το εφροσ τθσ γραμμισ απορρόφθςθσ. Με αυτό τον τρόπο, τελικά, 

καταγράφουμε τθν πρϊτθ παράγωγο τθσ απορροφοφμενθσ μικροκυματικισ 

ιςχφοσ ςυναρτιςει του μαγνθτικοφ πεδίου. 

 Ζνα δεφτερο ηεφγοσ πθνίων ζχει τθ δυνατότθτα επαναλαμβανόμενθσ και 

γριγορθσ ςάρωςθσ μικροφ εφρουσ πεδίου (Rapid Scanning EPR) και ρυκμίηεται 

από τθ μονάδα χρόνου, που είναι ενςωματωμζνθ ςτον υπολογιςτι.  

  

2.2.4 Καταγραφι του ςιματοσ: ανιχνευτισ ‘Lock in’ και υπολογιςτισ 

 

Στον ανιχνευτι ‘Lock in’ φτάνει το ςιμα από τθν δίοδο και αντιςτοιχίηεται 

ςτθν τιμι του πεδίου από τον μαγνιτθ. Χρθςιμοποιϊντασ τθ μζκοδο τθσ 

ανίχνευςθσ φάςθσ, μπορεί να εντοπίςει πολφ μικρά ρεφματα. Λειτουργεί με 

ςυχνότθτα 100 kHz, που είναι θ ίδια με τθ ςυχνότθτα διαμόρφωςθσ του πεδίου 
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και πολφ μικρότερθ από τθν ςυχνότθτα των μικροκυμάτων, κακϊσ και με ίδια 

φάςθ. Μ’ αυτό τον τρόπο φιλτράρεται ο κόρυβοσ και αυξάνεται ο λόγοσ 

ςιματοσ/κόρυβο. 

Θ πλθροφορία από τον ανιχνευτι ‘Lock in’ καταγράφονται ςτον 

υπολογιςτι μζςω του προγράμματοσ Labview, ςτο οποίο είναι ενςωματωμζνοσ ο 

ρυκμιςτισ πεδίου και θ μονάδα χρόνου. 

Από τον ρυκμιςτι πεδίου γίνεται θ επιλογι του πλάτουσ διαμόρφωςθσ 

(Βm), του εφρουσ και των τιμϊν μαγνθτικοφ πεδίου. Θ μονάδα χρόνου 

ςυγχρονίηει τθ λιψθ δεδομζνων με τθν μεταβολι του μαγνθτικοφ πεδίου και 

επίςθσ, από εκεί επιλζγεται ο χρόνοσ ςάρωςθσ των φαςμάτων.  

 Σε πειράματα ςτα οποία απαιτείται γριγορθ επαναλαμβανόμενθ  

ςάρωςθ ςυγκεκριμζνου εφρουσ μαγνθτικοφ πεδίου (Rapid Scanning EPR), θ 

μονάδα χρόνου ςυνδζεται με το δεφτερο ηεφγοσ πθνίων Helmholtz. Τα δεδομζνα 

καταγράφονται ςτθν κάρτα ΝΙ 6251 pci, θ οποία μετατρζπει το ςιμα από 

αναλογικό ςε ψθφιακό και είναι ςυνδεδεμζνθ με το πρόγραμμα Labview.  

 

2.2.5 Κρυοςτάτθσ 

 

Θ ζνταςθ του ςιματοσ EPR είναι αντιςτρόφωσ ανάλογθ τθσ κερμοκραςίασ 

(§ 1.3.8) γι’ αυτό οι μετριςεισ γίνονται ςε κερμοκραςίεσ υγροφ θλίου. Ο χϊροσ 

του δείγματοσ ψφχεται με ροι υγροφ θλίου ι αηϊτου που περνάει μζςα από 

κρυοςτάτθ τφπου ESR-900 τθσ εταιρίασ Oxford Instruments. Θ ελάχιςτθ 

κερμοκραςία που επιτυγχάνεται είναι 2.5 Κ, ενϊ θ μζγιςτθ 300 Κ. Θ 

κερμοκραςία ρυκμίηεται μζςω τθσ ροισ του θλίου/αηϊτου και μζςω θλεκτρικισ 

αντίςταςθσ. Ο κρυοςτάτθσ του οργάνου που λειτουργεί ςτθ ηϊνθ Q είναι 

διαφορετικόσ.  
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Εικόνα 2.5: Σχθματικι απεικόνιςθ του κρυοςτάτθ φαςματομζτρου EPR ςε μικροκυματικι ηϊνθ Χ. (1) 

κυρίωσ ςϊμα κρυοςτάτθ (Wilmad). Αποτελείται από χαλαηία υψθλισ κακαρότθτασ, ϊςτε να μθ δίνει 

ςιμα EPR. Ζχει διπλά τοιχϊματα και φζρει άνοιγμα από όπου γίνεται άντλθςθ για τθ δθμιουργία 

κενοφ (10
-5

 Torr), (2) ςωλινασ από χαλαηία που φζρει κατάλλθλθ ςτζνωςθ, ϊςτε να ςυγκρατεί το 

δείγμα πάνω από τθν ζξοδο του υγροφ θλίου/αηϊτου, (3) κερμοηεφγοσ (Au +0.03% Fe/Chromel) και 

αντίςταςθ (100 Ω) για μζτρθςθ και ρφκμιςθ τθσ κερμοκραςίασ αντίςτοιχα, (4) είςοδοσ υγροφ 

θλίου/αηϊτου μζςω γραμμισ μεταφοράσ από το δοχείο αποκικευςισ του. Θ γραμμι μεταφοράσ 

είναι τφπου GFS-300, Oxford Instruments, (5) γραμμι ειςόδου υγροφ θλίου/αηϊτου, (6) γραμμι 

εξόδου αζριου θλίου/αηϊτου (7) βαλβίδα ςφνδεςθσ αντλίασ κενοφ, (8) ςφνδεςθ κερμοςτοιχείου και 

αντίςταςθσ με τα όργανα ανάγνωςθσ και ελζγχου τθσ κερμοκραςίασ αντίςτοιχα, (9) κζςεισ μθχανικισ 

ςφνδεςθσ του κρυοςτάτθ πάνω ςτθν κοιλότθτα ςυντονιςμοφ, (10) είςοδοσ δείγματοσ και διάταξθ 

ςτεγανοποίθςθσ ειςόδου, (11) δείγμα. 
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2.3 ιματα EPR του φωτοςυςτιματοσ ΙΙ 

 

2.3.1 Σο ςιμα τθσ TyrD˙ (ςιμα ΙΙ) 

 

 Το ςιμα τθσ TyrD˙ ι ςιμα ΙΙ (εικόνα 2.6) είναι το πρϊτο ςιμα EPR του ΦΣ ΙΙ 

που παρατθρικθκε και είναι ςτακερό ςτο ςκοτάδι (Commoner et al. 1956, για 

αναςκόπθςθ βλ. Styring et al. 2012). Αρχικά, κεωρικθκε ότι προζρχεται από 

πλαςτοκινόνθ, αλλά με δευτερίωςθ τθσ πλαςτοκινόνθσ και τθσ τυροςίνθσ ςε 

κυανοβακτιρια (Barry & Babcock 1987) και αργότερα με μεταλλαξογζνεςθ φάνθκε 

ότι προζρχεται από τθν D2 – Tyr 160 (Debus et al. 1988). Το ςιμα τθσ TyrD˙, ςε 

αντίκεςθ με αυτό τθσ TyrΗ˙, κορζννυται ςε υψθλζσ τιμζσ μικροκυματικισ ιςχφοσ· ο 

κορεςμόσ αλλάηει ανάλογα με τθν οξειδωτικι κατάςταςθ του Mn4CaO5 (Styring & 

Rutherford 1988β). Θ TyrΗ˙ ζχει μικρό χρόνο αποκατάςταςθσ λόγω τθσ μαγνθτικισ 

αλλθλεπίδραςθσ με το κοντινό Mn4CaO5, γι’ αυτό και δεν κορζννυται. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 2.6: Το ςιμα τθσ TyrD˙ ι ςιμα ΙΙ (μζςοσ όροσ 4 φαςμάτων). Συνκικεσ EPR: ιςχφσ 

μικροκυμάτων: 13 μW, πλάτοσ διαμόρφωςθσ: 4 Gpp, ςτακερά χρόνου: 100 ms, χρόνοσ ςάρωςθσ: 50 

s. Θερμοκραςία: 77 Κ. 

3300 3320 3340 3360 3380 3400

 

 

καγλεηηθό πεδίν (G)
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 Θ TyrD˙ ζχει S = ½. Το g παρουςιάηει ανιςοτροπία και τα gx, gy, gz ζχουν 

προςδιοριςτεί με φαςματοςκοπία EPR υψθλοφ μαγνθτικοφ πεδίου (Un et al. 1996, 

Hofbauer et al. 2001, Faller et al. 2003). Θ τιμι του gx είναι ενδεικτικι τθσ ιςχφοσ του 

δεςμοφ Θ μεταξφ τθσ τυροςίνθσ και τθσ ιςτιδίνθσ με τθν οποία ςυνδζεται με δεςμό 

Θ. Το S = ½ αλλθλεπιδρά με τα τζςςερα φαινολικά πρωτόνια και τα δφο β – 

μεκυλενο πρωτόνια τθσ τυροςίνθσ και αυτι θ υπζρλεπτθ αλλθλεπίδραςθ δίνει τθ 

χαρακτθριςτικι μορφι του φάςματοσ τθσ TyrD˙ (Ioannidis et al. 2008) 

 

2.3.2 Σο ςιμα του FeIII τθσ πλευράσ του αποδζκτθ 

 

 Το ιόν μθ αιμικοφ FeII που βρίςκεται ανάμεςα ςτισ δφο κινόνεσ QA και QB 

μπορεί να οξειδωκεί από υψθλοφ δυναμικοφ εξωγενείσ κινόνεσ ςε FeIII (Petrouleas 

& Diner 1987). Ο FeIII με S = 5/2 δίνει ςιμα EPR ςε χαμθλά πεδία, g = 5.5 – 8 (εικόνα 

2.7). Θ αντίδραςθ που πραγματοποιείται είναι: 

III

AB

III

A

H

B

II

AB

II

A

hv

B

II

A FeQHQFeQQFeQQFeQQFeQ 


2

2  

 

Εικόνα 2.7: Τα φωτοεπαγόμενα ςιματα του Fe
III

 που δθμιουργοφνται με προςκικθ διάφορων 

εξωγενϊν κινονϊν ςε ςφγκριςθ με τον πλιρωσ οξειδωμζνο ςίδθρο από K3Fe(CN)6. Από Petrouleas & 

Diner 1987. 
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2.3.3 Σα ςιματα τθσ S2 

 

Δείγματα με ςουκρόηθ ωσ κρυοπροςτατευτικό που βρίςκονται ςτθν S2 

παρουςιάηουν ανομοιογζνεια. Υπάρχουν κζντρα που χαρακτθρίηονται από το 

πολυγραμμικό ςιμα με g = 2, που αντιςτοιχεί ςε S = ½ (Dismukes & Siderer 1981) 

και άλλα που χαρακτθρίηονται από μια απλι παράγωγο με g = 4.1 (Zimmermann &  

Rutherfordf 1986), που αντιςτοιχεί ςε S = 5/2 (Horner et al. 1998, Haddy et al. 2004). 

Θ ιςορροπία αυτι αλλάηει ανάλογα με τθν επεξεργαςία του δείγματοσ: με 

γλυκερόλθ ωσ κρυοπροςτατευτικό όλα τα  κζντρα αποκτοφν S = ½ και 

χαρακτθρίηονται από το πολυγραμμικό (Casey & Sauer 1984, Zimmermann &  

Rutherfordf 1986). Το ίδιο ςυμβαίνει και αν προςτεκεί μεκανόλθ ςε ςυγκζντρωςθ 

μζχρι 5% v/v (Force et al. 1998).  

 

0 1000 2000 3000 4000 5000

 

 

 

καγλεηηθό πεδίν (Gauss)

g = 4,1 g = 2

 

Εικόνα 2.8: Τα δφο χαρακτθριςτικά ςιματα EPR τθσ S2: το πολυγραμμικό με g = 2 και το g = 4.1. 
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Εικόνα 2.9: (α) Θ κρυςταλλικι δομι του Mn4CaO5, (β) οι υπολογιςμζνεσ κεωρθτικά δομζσ του 

Mn4CaO5 ςτθν S2, κατάςταςθ χαμθλοφ ςπιν (Α) και υψθλοφ ςπιν (Β). Από Pantazis et al. 2012. 

 

 

Και οι δφο μορφζσ αντιςτοιχοφν ςε αρικμοφσ οξείδωςθσ Mn IIIMnIV
3, αλλά 

διαφζρει θ κατανομι του φορτίου ςτο ςφμπλοκο (Boussac et al. 1996, Ioannidis 

et al. 2006). Με EXAFS ζχει φανεί ότι υπάρχουν μικρζσ δομικζσ διαφορζσ μεταξφ 

των δφο διαμορφϊςεων τθσ S2 (Liang et al. 1994). Με κεωρθτικοφσ 

υπολογιςμοφσ υπολογίςτθκαν οι δομζσ που αντιςτοιχοφν ςτισ δφο διαφορετικζσ 

καταςτάςεισ ςπιν: ςτθν περίπτωςθ του χαμθλοφ ςπιν  το MnIII είναι το Mn1, ενϊ 

ςτθν κατάςταςθ του υψθλοφ ςπιν το MnIII είναι το Mn4, ακόμθ διαφζρει ο 

τρόποσ που ςυνδζεται το Ο5 με τα Mn1 και Mn4: ςτθν πρϊτθ περίπτωςθ το Ο5 

ςυνδζεται μόνο με το Mn4 ενϊ ςτθν δεφτερθ μόνο με το Mn1 και ςχθματίηεται 

κλειςτόσ κφβοσ (Pantazis et al. 2012). Θ κατάςταςθ χαμθλοφ ςπιν υπολογίςτθκε 

ότι είναι κατά 1 kcal/mol ςτακερότερθ. 
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3. Αποτελζςματα 
 

 

An expert is a person who has found out by his own painful experience  

all the mistakes that one can make in a very narrow field.  

N.Bohr 

 

 

Ο μθχανιςμόσ διάςπαςθσ του Θ2Ο περιλαμβάνει τθν απόςπαςθ θλεκτρονίων 

και πρωτονίων από μόρια Θ2Ο που προςδζνονται ςτο Mn4CaO5. Ο περιοριςτικόσ 

παράγοντασ είναι κυρίωσ θ απόςπαςθ και μεταφορά των πρωτονίων. Τα θλεκτρόνια 

κινοφνται ανεμπόδιςτα ακόμα και ςτουσ 10 Κ, τα πρωτόνια ςε αυτζσ τισ 

κερμοκραςίεσ μποροφν να κινθκοφν μόνο κατά μικοσ ιδθ ςχθματιςμζνων δεςμϊν 

Θ. Μικρζσ κινιςεισ πρωτονίων γίνονται ςε κερμοκραςίεσ υγροφ αηϊτου, 

εκτεταμζνεσ όμωσ μεταφορζσ ςυνδυαςμζνεσ πικανόν με κινιςεισ τθσ πρωτεΐνθσ 

απαιτοφν κερμοκραςίεσ κοντά ςτουσ 273 Κ. 

Οι ενδιάμεςεσ καταςτάςεισ SnTyrZ˙ αντιςτοιχοφν ςτθν τυροςίνθ που μόλισ 

ζχει οξειδωκεί από το 680 και πριν οξειδϊςει το Mn4CaO5. Θ μελζτθ των 

καταςτάςεων SnTyrZ˙ ζχει μεγάλθ ςθμαςία για να διευκρινιςτεί ο ρόλοσ τθσ 

τυροςίνθσ ςτθν απόςπαςθ πρωτονίων από το Mn4CaO5. Οι ενδιάμεςεσ αντιδράςεισ 

τθσ διάςπαςθσ του Θ2Ο αναςτζλλονται ςε διαφορετικζσ κερμοκραςίεσ. Θ 

κερμοκραςία αναςτολισ αντικατοπτρίηει τθ φφςθ τθσ αντίδραςθσ. 

Οι κατϊτερεσ καταςτάςεισ SnTyrZ˙ ζχουν μελετθκεί εκτενϊσ με 

φαςματοςκοπία EPR. Οι S1TyrZ˙ και S0TyrZ˙ ςχθματίηονται με φωτιςμό ακόμα και 

ςτουσ 5 Κ (Nugent et al. 2002, Zhang & Styring 2003, Zhang et al. 2004). Θ S2TyrZ˙ 

αρχικά μελετικθκε ςε ανενεργά δείγματα (Hallahan et al. 1992, Peloquin et al. 

1998) και αργότερα ςε λειτουργικά (Ioannidis et al. 2006).  

Σε κερμοκραςίεσ υγροφ θλίου θ TyrZ˙ αλλθλεπιδρά μαγνθτικά με το Mn4CaO5 

δίνοντασ φάςματα μετάλλου – ρίηασ χαρακτθριςτικά για κάκε μετάβαςθ S (εικόνα 

3.1Α). Σε ψθλότερεσ κερμοκραςίεσ χάνεται θ μαγνθτικι αλλθλεπίδραςθ με το 
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Mn4CaO5 και το αδιατάρακτο φάςμα τθσ TyrZ˙ δεν διαφζρει ςτισ καταςτάςεισ S0, S1, 

S2 (Ioannidis et al. 2008, εικόνα 3.1Β).  

 

  

Εικόνα 3.1: (Α). Τα χαρακτθριςτικά ςιματα μετάλλου - ρίηασ των καταςτάςεων S0TyrZ˙, S1TyrZ˙, S2TyrZ˙ 

και S2TyrZ˙ + CH3COO
−
 (με προςκικθ CH3COO

−
 ο κφκλοσ των καταςτάςεων S ςταματάει ςτθν S2TyrZ˙). 

Από Haddy 2007. (B). Το φάςμα τθσ TyrZ˙ ςτουσ 130 Κ, κερμοκραςία ςτθν οποία δεν αλλθλεπιδρά 

μαγνθτικά με το Mn4CaO5 δεν διαφζρει ςτισ διαφορετικζσ καταςτάςεισ S (Ioannidis et al. 2008). 

 

Σε αυτι τθν εργαςία μελετικθκαν οι μεταβατικζσ καταςτάςεισ S2TyrZ˙ και 

S3TyrZ˙, που είναι τα τελευταία βιματα πριν το ςχθματιςμό του Ο2. Θ μελζτθ τθσ 

S2TyrZ˙ αποτελεί ςυςτθματικι επζκταςθ προθγοφμενων μελετϊν. Θ ανίχνευςθ του 

κρίςιμου ενδιάμεςου S3TyrZ˙ γίνεται για πρϊτθ φορά ςτθν διεκνι βιβλιογραφία. Θ 

παγίδευςθ και των δφο ενδιαμζςων ςτα περιςςότερα πειράματα γίνεται «εν 

δράςει», δθλ. κατά τθν διάρκεια του λειτουργικοφ κφκλου διάςπαςθσ του Θ2Ο. 

Σθμαντικό τεχνικό παράγοντα απετζλεςε θ προςκικθ μεκανόλθσ (ζωσ 5% v/v) ςε 

πολλά δείγματα. Θ μεκανόλθ ςε αυτι τθ ςυγκζντρωςθ, χωρίσ να μειϊνει τθν 

ενεργότθτα (ζκλυςθ Ο2) των δειγμάτων προκαλεί ομογενοποίθςθ τθσ κατάςταςθσ S2 

ενϊ ςυγχρόνωσ δείχνει να δυςκολεφει τισ μεταβάςεισ S (επιτρεπτζσ μεταβάςεισ ςε 

υψθλότερθ κερμοκραςία από ότι χωρίσ μεκανόλθ) επιτρζποντασ πιο 

αποτελεςματικι παγίδευςθ των ενδιαμζςων. 
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3.1 S2TyrZ˙ ςε δείγματα με μεκανόλθ ςε pH = 5.5 – 7.5 

 

 

3.1.1 Ειςαγωγικά 

 

 

 Στθν S2 το ςφμπλοκο Mn4CaO5 είναι κετικά φορτιςμζνο επειδι κατά τθ 

μετάβαςθ S1 → S2 δεν απομακρφνεται πρωτόνιο (Suzuki et al. 2009). Λόγω του 

κετικοφ φορτίου μειϊνεται το pK τθσ TyrZ και δεν μπορεί να οξειδωκεί με φωτιςμό 

ςτουσ 10 Κ (για τθν οξείδωςθ τθσ τυροςίνθσ είναι αναγκαία και θ απομάκρυνςθ του 

Θ+ από τον φαινολικό δακτφλιο, βλ. § 1.2.5.4). Θ S2TyrZ˙ μπορεί να παγιδευκεί, όπωσ 

ζδειξαν παλαιότερεσ μετριςεισ (Ioannidis et al. 2006), ςε κερμοκραςίεσ > 77 Κ με 

ςφντομο παλμό φωτόσ και γριγορο πάγωμα ςτουσ 10 Κ. Το φάςμα τθσ S2TyrZ˙ ζχει 

εφροσ 120 G, και ελαττϊνεται μζςα ςε περίπου 10 min ςτουσ 10 Κ. Με φωτιςμό 

ςτουσ 10 Κ το ςιμα ξαναδθμιουργείται, κακϊσ κάποια κζντρα ζχουν παγϊςει ςε 

διευκζτθςθ τζτοια ϊςτε θ τυροςίνθ να μπορεί να οξειδωκεί, (κατάςταςθ S2
trapped) 

(Ioannidis et al. 2006).  

Σε κερμοκραςία > 77 Κ το πρωτόνιο του φαινολικοφ δακτυλίου μπορεί να 

κινθκεί προσ τθν His 190, γι’ αυτό είναι δυνατι θ οξείδωςθ, και ςε ακόμθ 

ψθλότερεσ κερμοκραςίεσ (150 Κ) ζχει υποτεκεί το πρωτόνιο τθσ His 190 κινείται 

προσ τθν Asn 298. Οι δφο αυτζσ διαδοχικζσ κινιςεισ των πρωτονίων εκφράηονται με 

δφο διαφορετικοφ εφρουσ ςιματα EPR τθσ S2TyrZ˙ ςτουσ 10 Κ (Chrysina et al. 2011) 

 Στισ κερμοκραςίεσ παγίδευςθσ τθσ S2TyrZ˙ ςτα παλαιότερα πειράματα θ 

μετάβαςθ S2TyrZ˙ → S3 δεν πραγματοποιείται κακϊσ πριν τθν οξείδωςθ του 

μαγγανίου πρζπει να αποςπαςτεί πρωτόνιο για να μειωκεί το φορτίο του 

ςυμπλόκου (Klauss et al. 2012) και αυτό απαιτεί υψθλότερθ κερμοκραςία. Εξ’ 

άλλου κατά τθ μετάβαςθ αυτι γίνονται δομικζσ αλλαγζσ ςτο ςφμπλοκο, οι οποίεσ 

ζχουν παρατθρθκεί με EXAFS (Liang et al. 2000, Haumann et al. 2005, Glöckner et al. 

2013) και πρόςδεςθ μορίου H2O (Hillier et al. 1998, Cox & Messinger 2013) και αυτά 

απαιτοφν υψθλζσ κερμοκραςίεσ.  
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Σε κερμοκραςία περιβάλλοντοσ  οι μεταβάςεισ S γίνονται πολφ γριγορα και 

είναι αδφνατο να παγιδευτεί ενδιάμεςο. Αν όμωσ, το δείγμα φωτιςτεί κοντά ςτθ 

κερμοκραςία θμιαναςτολισ τθσ μετάβαςθσ S2 → S3, ςτουσ 230 Κ (Styring & 

Rutherford 1988), όπου θ μετάβαςθ γίνεται αργά, είναι εφικτό να παγιδευτεί θ 

S2TyrZ˙ με γριγορο πάγωμα, πριν προλάβει να αναχκεί από το Mn4CaO5. 

  Σε δείγματα με μεκανόλθ ςχθματίηεται θ S2TyrZ˙ ςε μικρό ποςοςτό ακόμθ 

και με φωτιςμό ςτουσ 10 Κ. Με φωτιςμό, όμωσ, ςτουσ 233 Κ και γριγορο πάγωμα  

μπορεί να παγιδευτεί μια αρκετά μεγαλφτερθ ςε ζνταςθ και ςτακερι S2TyrZ˙ 

(Zahariou et al. 2014). Θ παροφςα μελζτθ επεκτάκθκε και ςε δείγματα με 

διαφορετικά pH. Διαφορζσ ςτο φάςμα τθσ S2TyrZ˙ ανάλογα με το pH μπορεί να 

οφείλονται ςε αδυναμία απόςπαςθσ του πρωτονίου, ι διαφορετικό τρόπο 

απόςπαςθσ και ζτςι ίςωσ διευκρινιςτεί ο τρόποσ που αποςπάται το πρωτόνιο κατά 

τθν κρίςιμθ μετάβαςθ S2 → S3 και ο ρόλοσ τθσ TyrZ˙ ς’ αυτό. 

 

 

3.1.2 φγκριςθ διαφορετικών επεξεργαςιών των δειγμάτων 
 

 

 Θ παγίδευςθ τθσ S2TyrZ˙ με φωτιςμό κοντά ςτθ κερμοκραςία θμιαναςτολισ 

τθσ μετάβαςθσ S2 → S3 και ταχεία ψφξθ (βλ. Τλικά και μζκοδοι, § 2.1.6) δοκιμάςτθκε 

ςε τρία είδθ δειγμάτων: με ςουκρόηθ ωσ κρυοπροςτατευτικό, με γλυκερόλθ ωσ 

κρυοπροςτατευτικό και με προςκικθ 5% v/v μεκανόλθσ (ςε δείγματα με ςουκρόηθ). 

Τα ςιματα που παίρνουμε από το κάκε δείγμα φαίνονται ςτθν εικόνα 3.2, μαηί με 

το ςιμα τθσ S2 κάκε δείγματοσ, πριν τον ςχθματιςμό τθσ S2TyrZ˙ .  

Στα δείγματα με ςουκρόηθ παγιδεφεται ρίηα τθσ οποία το ςιμα ζχει πολφ 

μικρι ζνταςθ. Με γλυκερόλθ επιτυγχάνεται θ δθμιουργία αρκετά ζντονου ςιματοσ. 

Με μεκανόλθ παγιδεφεται ςιμα που, αναλόγωσ με τθν παραςκευι, μπορεί να 

φτάςει μζχρι και το 25% των κζντρων. Για αυτό το λόγο προτιμικθκαν τα δείγματα 

με μεκανόλθ. Στθν επόμενθ ενότθτα παρουςιάηεται θ επίδραςθ τθσ αλλαγισ του pH 

ςτα δείγματα αυτά. 
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Εικόνα 3.2: Το παγιδευμζνο ςιμα τθσ S2TyrZ˙ (Β) ςε δείγματα με ςουκρόηθ, γλυκερόλθ και μεκανόλθ  

μαηί με το αντίςτοιχο ςιμα τθσ S2 (Α) του κάκε δείγματοσ. (Α) τα φάςματα είναι διαφορζσ του 

φάςματοσ που καταγράφεται μετά τον ςχθματιςμό τθσ S2 μείον το φάςμα τθσ S1, (Β) διαφορζσ του 

φάςματοσ αμζςωσ μετά τον φωτιςμό του δείγματοσ ςε κερμοκραςία 223 Κ (φάςματα α, β) ι 233 Κ 

(φάςμα γ) και ταχεία ψφξθ ςε υγρό άηωτο μείον το φάςμα μετά από επϊαςθ του δείγματοσ ςτο 

ςκοτάδι για να πζςει το ςιμα. Τα ςιματα κανονικοποιικθκαν ανάλογα με τθν ςυγκζντρωςθ των 

δειγμάτων. Συνκικεσ EPR: πλάτοσ διαμόρφωςθσ: 25 Gpp, χρόνοσ ςάρωςθσ: 200 s, ςτακερά χρόνου: 

300 ms, ιςχφσ μικροκυμάτων: 30 mW (α) και χρόνοσ ςάρωςθσ: 50 s, ςτακερά χρόνου: 300 ms, ιςχφσ 

μικροκυμάτων: 100 mW (β). Θερμοκραςία: 10 Κ. 

 

 

3.1.3 Επίδραςθ του pH ςτθν ενεργότθτα των δειγμάτων καί ςε γνωςτά ςιματα EPR 

 

 Το pH των δειγμάτων ϊςτε θ ζκλυςθ Ο2 να είναι θ μζγιςτθ είναι 5.5 – 7  

(Styring et al. 2012). Τα δείγματα με υψθλό pH χαλάνε πιο γριγορα από τα 

φυςιολογικά με επϊαςθ ςτουσ 277 Κ ςτο ςκοτάδι, λόγω τθσ μεγαλφτερθσ 

ςυγκζντρωςθσ ΟΘ-. Ακόμθ, ςτισ μετριςεισ με χαμθλι ιςχφ μικροκυμάτων εκτόσ από 
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το ςιμα II (το ςτακερό ςιμα τθσ TyrD˙ μετρθμζνο με χαμθλι μικροκυματικι ιςχφ) 

φαίνεται και ζνα άλλο πιο ςτενό ςιμα με εφροσ ≈ 11 G, λίγο αςφμμετρο (θ κορυφι 

είναι λίγο πιο μεγάλθ ςε ζνταςθ από τθν κοιλάδα) (εικόνα 3.3A). Θ ζνταςθ αυτοφ 

του ςιματοσ φαίνεται να είναι ανάλογθ του πόςο χαλαςμζνο είναι το δείγμα. Θ 

ποιότθτα των δειγμάτων εκτιμάται από το ςιμα τθσ TyrD, κακϊσ και το ςιμα του 

MnII (§ 2.1.5). 
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Εικόνα 3.3: Επίδραςθ τθσ αλλαγισ του pH ςε δφο χαρακτθριςτικά ςιματα: (Α) το ςιμα II και (Β) το 

αςκενζσ φωτοεπαγόμενο ςιμα ςτουσ 10 Κ ςτθν S2 ςε δείγματα με μεκανόλθ. (Τα φάςματα είναι θ 

διαφορά του φάςματοσ αμζςωσ μετά από τρεισ ςυνεχόμενουσ παλμοφσ ςτουσ 10 Κ με ορατό φωσ 

μείον το τελικό ςκοτάδι, μετά από 10 min). Συνκικεσ EPR: πλάτοσ διαμόρφωςθσ: 4 Gpp (Α) και 25 

Gpp (Β), χρόνοσ ςάρωςθσ: 50 s, ςτακερά χρόνου: 300 ms, ιςχφσ μικροκυμάτων: 12, 6 μW (Α) και 100 

mW (Β). Θερμοκραςία: 10 Κ. 

 

Το πολυγραμμικό ςιμα τθσ S2 ζχει μικρότερθ ζνταςθ ςτα πιο ακραία pH 

χωρίσ να ςθμαίνει ότι είναι μικρότεροσ ο πλθκυςμόσ των κζντρων που βρίςκονται 

ςτθν S2 (Geijer et al. 2000, Bernat et al. 2002). Με φωτιςμό ςτουσ 10 Κ ςτα δείγματα 
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με μεκανόλθ παρατθρείται το ςιμα μετάλλου - ρίηασ τθσ S2TyrΗ˙ και ζχει εφροσ 160 

G (Ioannidis et al. 2006). Το ςιμα αυτό, όπωσ φαίνεται ςτθν εικόνα 3.3B, δεν 

αλλάηει με τθν αλλαγι του pH. Τα φάςματα τθσ εικόνασ 3.3B είναι θ διαφορά 

φάςματοσ που καταγράφεται αμζςωσ μετά τον φωτιςμό ςτουσ 10 Κ μείον το τελικό 

ςκοτάδι, μετά από 10 min, οπότε το ςιμα ζχει πζςει εντελϊσ. Το ςιμα αυτό 

φαίνεται να οφείλεται ςε κάποια μεινότθτα κζντρων ςτα οποία μπορεί να οξειδωκεί 

θ TyrZ ακόμα και ςε τόςο χαμθλι κερμοκραςία. Το ίδιο ςυμβαίνει και ςε δείγματα 

με γλυκερόλθ. Τα ςιματα αυτά είναι μικρισ ζνταςθσ ςε ςχζςθ με αυτά που 

παγιδεφονται ςε ψθλζσ κερμοκραςίεσ, όπωσ φαίνεται και ςτθ ςυνζχεια.  

 

 

 

3.1.4 Παγίδευςθ τθσ S2TyrZ˙ ςτθ κερμοκραςία θμιαναςτολισ τθσ μετάβαςθσ S2 → S3 

ςε δείγματα με μεκανόλθ 

 

 

 Αν δϊςουμε παλμό ςε δείγμα που βρίςκεται ςτθν S2 κοντά ςτθ κερμοκραςία 

θμιαναςτολισ τθσ μετάβαςθσ S2 → S3 και παγϊςουμε γριγορα μποροφμε να 

παγιδεφςουμε τθν S2TyrZ˙. Στθ κερμοκραςία αυτι θ μετάβαςθ γίνεται ςχετικά αργά 

(αλλά όχι ςε όλα τα κζντρα) και ζτςι προλαβαίνουμε να παγϊςουμε το δείγμα πριν 

θ TyrΗ˙ αναχκεί από το  Mn4CaO5. Θ κερμοκραςία θμιαναςτολισ για τθν S2 προσ S3 

είναι περίπου 230 Κ (Styring & Rutherford 1988).  

Στθν εικόνα 3.4 φαίνεται ολόκλθρθ θ πορεία του πειράματοσ παγίδευςθσ τθσ 

S2TyrZ˙ ςε δείγματα με 5% v/v μεκανόλθ ςε τρία διαφορετικά pH: 6.5 (το 

φυςιολογικό), 5.5 και 7.5. Πλα τα φάςματα είναι διαφορζσ μείον τθν S1. Θ S2 

(φάςμα α) δθμιουργικθκε με δφο κφκλουσ φωτιςμοφ για 4 min ςτουσ 190 K και ςτθ 

ςυνζχεια επϊαςθ ςτο ςκοτάδι ςε κερμοκραςία 265 K για 30 s. Δθμιουργείται το 

χαρακτθριςτικό πολυγραμμικό ςιμα τθσ S2 ςε όλεσ τισ τιμζσ pH.  
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Εικόνα 3.4: Ραγίδευςθ τθσ S2TyrZ˙ ςε δείγματα με 5% v/v μεκανόλθ και pH = 5.5, 6.5 και 7.5, με 

παλμό ςτουσ 233 K και γριγορθ κατάψυξθ. Πλα τα φάςματα είναι διαφορζσ μείον το αρχικό ςκοτάδι 

(S1). Στα δείγματα ζχει προςτεκεί DCBQ ωσ αποδζκτθσ των θλεκτρονίων. Συνκικεσ EPR: πλάτοσ 

διαμόρφωςθσ: 25 Gpp, χρόνοσ ςάρωςθσ: 200 s, ςτακερά χρόνου: 300 ms, ιςχφσ μικροκυμάτων: 30 

mW. Θερμοκραςία: 10 Κ. 

 

Στθ ςυνζχεια, δίνεται παλμόσ ςτουσ 233 K και αμζςωσ το δείγμα 

καταψφχεται ςε υγρό άηωτο, όπωσ περιγράφεται ςτθν ενότθτα  2.1.5 (φάςμα β). 

Ραρατθρείται αφξθςθ του πολυγραμμικοφ ςιματοσ τθσ S2, ιδιαίτερα ςτα ακραία pH, 

πικανόν λόγω κζντρων που είχαν μείνει ςτθν S1 και τϊρα προχωροφν ςτθν S2. 

Ακόμθ, παρατθρείται θ δθμιουργία ςιματοσ με g = 4.1 (διαφορετικι διαμόρφωςθ 

τθσ S2 με S = 5/2) ςτο δείγμα με pH = 7.5. Ραράλλθλα, δθμιουργείται ζνα 

διαςπαςμζνο ςιμα (split signal) με g ≈ 2, το οποίο φαίνεται καλφτερα ςτο φάςμα δ, 

το οποίο είναι θ διαφορά του φάςματοσ β μείον το φάςμα α. Τζλοσ, γίνεται επϊαςθ 

ςτουσ 250 Κ ςτο ςκοτάδι για 3 min και θ TyrZ˙ επαναςυνδζεται (φάςμα γ), ςτθν 

διαφορά του φάςματοσ β μείον το γ φαίνεται και πάλι το διαςπαςμζνο ςιμα 

(φάςμα ε). Σε αυτά τα φάςματα δεν διακρίνονται οι διαφορζσ μεταξφ των 

διαφορετικϊν pH. Ραρακάτω παρουςιάηονται φάςματα καλφτερθσ ευκρίνειασ. 
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3.1.5 Επίδραςθ του pH ςτο ςιμα μετάλλου – ρίηασ τθσ κατάςταςθσ S2TyrZ˙ με 

μεκανόλθ 

 

Το διαςπαςμζνο ςιμα τθσ S2TyrZ˙ που παγιδεφεται με φωτιςμό ςτουσ 233 Κ 

και γριγορο πάγωμα ςε pH = 5.5, 6.5 και 7.5, μετρθμζνα ςτουσ 10 Κ, φαίνονται  

ςτθν εικόνα 3.5. Τα φάςματα προζκυψαν με αφαίρεςθ τουσ φάςματοσ μετά τον 

παλμό ςτουσ 233 Κ μείον το τελικό ςκοτάδι, δθλαδι μετά τθν επϊαςθ ςτουσ 250 Κ 

ςτο ςκοτάδι. Το ςιμα που αντιςτοιχεί ςε pH = 5.5 μοιάηει αρκετά με το γνωςτό 

ςιμα τθσ S2TyrZ˙ με μεκανόλθ που δθμιουργείται με φωτιςμό ςτουσ 10 Κ και ζχει 

εφροσ 160 G (εικόνα 3.3B). Κακϊσ το pH αυξάνεται το φάςμα ςτενεφει – για τθν 

ακρίβεια – αυξάνεται θ ςυνειςφορά κάποιου ςτενότερου ςιματοσ – αυτό κα φανεί 

καλφτερα ςτθ ςυνζχεια. Τα ςθμεία ςτα οποία φαίνεται να  βρίςκονται τα μζγιςτα 

του ςτενοφ ςιματοσ είναι περίπου εκεί που βρίςκονται οι μπλε διακεκομμζνεσ 

γραμμζσ (εικόνα 3.5). 

 

3100 3200 3300 3400 3500 3600

 καγλεηηθό πεδίν (G)

 
 

 

157G

pH = 7.5

pH = 6.5

pH = 5.5

 

 

Εικόνα 3.5: S2YZ˙ (233 Κ) ςε δείγματα με 5% v/v μεκανόλθ και pH = 5.5, 6.5 και 7.5. Τα φάςματα είναι 

θ διαφορά του φάςματοσ μετά τον παλμό ςτουσ 233 Κ μείον το τελικό ςκοτάδι. Συνκικεσ EPR: 

πλάτοσ διαμόρφωςθσ: 25 Gpp, χρόνοσ ςάρωςθσ: 50 s, ςτακερά χρόνου: 300 ms, ιςχφσ 

μικροκυμάτων: 100 mW. Θερμοκραςία: 10 Κ. 
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3.1.6 Η εξαιρετικι ςτακερότθτα του φωτοεπαγόμενου ςιματοσ S2TyrZ˙ των 233 Κ 

οφείλεται ςτον ςχθματιςμό QΒ
- 

 

Ο λόγοσ ςτον οποίο οφείλεται θ επιτυχία τθσ παγίδευςθσ του ςιματοσ τθσ 

S2TyrZ˙ (233 Κ) είναι θ εξαιρετικι ςτακερότθτά του. Είναι ςτακερό ςτουσ 10 Κ, 

πζφτει ελάχιςτα με παραμονι του δείγματοσ για μζρεσ ςε υγρό άηωτο και 

εξαφανίηεται ςε 2 min με επϊαςθ του δείγματοσ ςτουσ 253 Κ. Αυτό ιςχφει και για τα 

δείγματα χωρίσ μεκανόλθ (§ 3.1.2). Αντίκετα, θ S2TyrZ˙ που ςχθματίηεται ςτουσ 150 

Κ (ςε δείγματα χωρίσ μεκανόλθ) πζφτει ςτουσ 10 Κ μζςα ςε 10 min, λόγω 

επαναςφνδεςθσ με τθν QA
- (Ioannidis et al. 2006). Θ ςτακερότθτα τθσ παγιδευμζνθσ 

S2TyrZ˙ (233 Κ) αποδίδεται ςτθ μεταφορά του θλεκτρονίου από τθν QA ςτθν QΒ,  θ 

οποία δεν επαναςυνδζεται ςε κρυογενικζσ κερμοκραςίεσ. Θ μεταφορά θλεκτρονίου 

από τθν QA ςτθν QB, γίνεται περίπου ςτα μιςά κζντρα ςτουσ 245 Κ ζωσ 255 Κ 

(Reifarth & Renger 1998, Fufezan et al. 2005, βλζπε και ενότθτα 1.2.4). 

Μια εναλλακτικι ερμθνεία για τθν ςτακερότθτα του ςιματοσ είναι ότι το 

δείγμα παγϊνει ςε μια κατάςταςθ ςτθν οποία το πρωτόνιο τθσ Τυροςίνθσ ζχει 

απομακρυνκεί πολφ κατά τθν οξείδωςι τθσ και δεν μπορεί να επιςτρζψει ςε 

χαμθλζσ κερμοκραςίεσ, επομζνωσ δεν μπορεί να γίνει και επαναςφνδεςθ. Για να 

ξεκακαριςτεί αν θ ςτακερότθτα οφείλεται και ςε απομάκρυνςθ του πρωτονίου 

ζγινε το πείραμα τθσ εικόνασ 3.6. Χρθςιμοποιικθκε δείγμα ςτο οποίο είχε γίνει 

οξείδωςθ του FeΙΙ τθσ πλευράσ του αποδζκτθ ςε FeΙΙΙ, με [Fe(CN)6]3- (βλ. Τλικά και 

μζκοδοι, §  2.1 7) και προςκικθ ατραηίνθσ. Θ ατραηίνθ είναι ηιηανιοκτόνο, το οποίο 

προςδζνεται ςτθ κζςθ τθσ QB και αναςτζλλει τθ λειτουργία του ΦΣ ΙΙ (Jursinic & 

Stemler 1983). Συνοπτικά, θ προετοιμαςία του δείγματοσ είναι: 

  
atrFeQSatrFeQSQFeQSQFeQS II

A

hvIII

A

atr

B

III

A

CNFe

B

II

A 2111

3
6  



 

 

Αρχικά, το δείγμα βρίςκεται ςτθν κατάςταςθ S1FeΙΙΙ – ςτο φάςμα (α) 

φαίνονται ανεςτραμμζνα τα ςιματα του FeΙΙΙ με g = 8 και g = 5.5 (Petrouleas & Diner 

1987), κακϊσ είναι θ διαφορά τθσ S2 μείον τθν S1. Με ζναν παλμό ςτουσ 253 Κ 

(φάςμα α, εικόνα 3.5) ςχθματίηεται θ S2FeΙΙ (ο ςίδθροσ ανάγεται, γι’ αυτό και είναι 
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0 1000 2000 3000 4000 5000

5.5

 καγλεηηθό πεδίν (G)

 

 

 

β. παικόο 

    (233 Κ)

α. S
2

(γ) = (β) - (α)

g = 8

ανεςτραμμζνα τα ςιματα του FeΙΙΙ). Στθ ςυνζχεια δίνεται ο παλμόσ ςτουσ 233 Κ για 

το ςχθματιςμό του ςτακεροφ ςιματοσ (φάςμα β). Το φάςμα (γ) είναι θ διαφορά του 

φάςματοσ μετά τον παλμό ςτουσ 233 Κ μείον το φάςμα τθσ S2. Δεν παρατθρείται 

κακόλου ςιμα τθσ TyrZ˙. Κατά τθν οξείδωςθ τθσ TyrZ˙ το θλεκτρόνιο πθγαίνει ςτθν 

QA και ςτθ ςυνζχεια επαναςυνδζεται γριγορα, εφόςον δεν υπάρχει διακζςιμθ 

κινόνθ ςτθ κζςθ τθσ QB. Εάν θ ςτακερότθτα οφειλόταν και ςτθν απομάκρυνςθ 

πρωτονίου κα βλζπαμε ςιμα, ζςτω λίγο μικρότερο. Αυτό δεν ςθμαίνει ότι δεν 

γίνεται εκτεταμενθ μετακίνθςθ πρωτονίων, πολφ πικανόν και αποβολι του ςτον 

αυλό, θ ςτακερότθτα του ςιματοσ όμωσ δεν ςχετίηεται με αυτό. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.6: Θ ςτακερότθτα του ςιματοσ S2TyrZ˙ (233 Κ) οφείλεται ςτον ςχθματιςμό τθσ QB
-
. Σε δείγμα 

που βρίςκεται ςτθν S2 και περιζχει ατραηίνθ δεν παγιδεφεται το ςιμα λόγω τθσ γριγορθσ 

επαναςφνδεςθσ με τθν QA. (α) S2 θ οποία ςχθματίςτθκε με παλμό ςτουσ 253 Κ, (β) παλμόσ ςτουσ 233 

Κ και γριγορο πάγωμα, (γ) = (β) - (α) είναι εμφανισ θ απουςία του ςιματοσ επειδι το θλεκτρόνιο 

δεν μπορεί να προχωριςει ςτθν QB, λόγω τθσ ατραηίνθσ, και επαναςυνδζεται γριγορα. Το δείγμα 

περιζχει 5% μεκανόλθ και ατραηίνθ. Ζχει οξειδωκεί ο Fe
ΙΙ
 ςε Fe

ΙΙΙ
 με [Fe(CN)6]

3-
, ϊςτε να ςχθματιςτεί 

ςτακερι S2 παρά τθν παρουςία ατραηίνθσ. Συνκικεσ EPR όπωσ  ςτθν εικόνα 3.4. 
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3.1.7 Αφξθςθ του φωτοεπαγόμενου ςιματοσ ςτουσ 10 Κ ςτα προ-φωτιςμζνα 

δείγματα. Ανάλυςθ του ςιματοσ ςε δφο ςυνιςτώςεσ. 

 

 Αφοφ διευκρινίςτθκε που οφείλεται θ ςτακερότθτα του παγιδευμζνου 

ςιματοσ θ οποία επιτρζπει τθν εκτενι μελζτθ του, επόμενο ερϊτθμα είναι εάν θ 

παγίδευςθ του ςιματοσ ςτουσ 233 Κ επθρεάηει το φωτοεπαγόμενο ςιμα των 10 Κ. 

Φάνθκε, λοιπόν, ό,τι μετά τον ςχθματιςμό τθσ ςτακερισ ρίηασ με φωτιςμό ςτουσ 

233 Κ, φωτίηοντασ ςτουσ 10 Κ παίρνουμε μεγαλφτερο ςιμα τθσ S2TyrZ˙ από ότι με 

φωτιςμό τθσ αρχικισ S2. Στθν εικόνα 3.7 φαίνεται θ S2TyrZ˙ (10 Κ) ςτθν αρχικι S2 

(φάςμα α), μετά το ςχθματιςμό τθσ ςτακερισ ρίηασ (φάςμα β), μετά το τελικό 

ςκοτάδι και τθν πτϊςθ του ςτακεροφ ςιματοσ (φάςμα γ) ςε δείγμα με pH = 5.5 (τα 

ίδια όμωσ ιςχφουν και για τα άλλα pH). Θ (μικρι) αφξθςθ τθσ S2TyrZ˙ (10Κ) 

αποδίδεται ςε κζντρα όπου οξειδϊκθκε θ TyrZ˙ με τον παλμό ςτουσ 233 Κ, αλλά 

επαναςυνδζκθκε ςτο χρόνο που μεςολάβθςε μζχρι να παγϊςει το δείγμα, όμωσ θ 

αναδιάταξθ των πρωτονίων γφρω από τθν τυροςίνθ κατά τθν οξείδωςι τθσ (και 

ίςωσ και κάποιεσ αλλαγζσ ςτθν πρωτεΐνθ) δεν πρόλαβαν να επανζλκουν ςτθν 

αρχικι κατάςταςθ και το δείγμα πάγωςε ςε αυτι τθ διαμόρφωςθ που ευνοεί τθν 

οξείδωςθ τθσ τυροςίνθσ. 

Επομζνωσ το ςιμα των 10 Κ ζχει τθν ίδια προζλευςθ με το ςιμα των 233 Κ. 

Το ςιμα των 10 Κ δεν ζχει καμία ςυνειςφορά από τθν πιο ςτενι ςυνιςτϊςα που 

φαίνεται να υπάρχει ςτο ςιμα που δθμιουργείται ςε υψθλι κερμοκραςία. Με 

κατάλλθλθ αφαίρεςθ των δφο φαςμάτων μποροφμε να απομακρφνουμε τθν φαρδιά 

ςυνιςτϊςα. Το αποτζλεςμα αυτισ τθσ αφαίρεςθσ φαίνεται ςτθν εικόνα 3.8. 

Τα φάςματα είναι κανονικοποιθμζνα ςε ςχζςθ με τθ ςυγκζντρωςθ τθσ 

χλωροφφλλθσ των αντίςτοιχων δειγμάτων. Στθν εικόνα 3.8Α δεν υπάρχει καμία 

ςυνειςφορά από  το φαρδφ ςιμα (των 160 G). Στθν περίπτωςθ του pH = 6.5 και 5.5 

ζχει αφαιρεκεί το διπλάςιο του ςιματοσ των 10 Κ, ενϊ ςτο 7.5 το τριπλάςιο, ςε όλα 

ζχει αφαιρεκεί περίπου ίδιασ ζνταςθσ φαρδφ ςιμα (εικόνα 3.8Β). Επομζνωσ, το 

φαρδφ ςιμα δεν φαίνεται να αλλάηει ςθμαντικά ςε ζνταςθ με τθν αλλαγι του pH. 

Το ςτενό ςιμα όμωσ αυξάνεται με τθν αφξθςθ του pH. Το εφροσ του φαίνεται να 
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είναι περίπου 88 G (θ παρουςία του ςιματοσ ςε g = 2 εμποδίηει τον ακριβι 

προςδιοριςμό του εφρουσ). Στθν εικόνα 3.8Α εκτόσ από το ςτενό ςιμα φαίνονται 

και οι κορυφζσ του πολυγραμμικοφ. 

 

3100 3200 3300 3400 3500 3600

(γ) 2 min 

ζηνπο 250 Κ

(β) παικόο 

ζηνπο 233 Κ

  

 

 καγλεηηθό πεδίν (Gauss)

(α) S
2

 

Εικόνα 3.7: Φωτοεπαγόμενο ςιμα των 10 Κ ςτθν S2 (α), μετά τον ςχθματιςμό τθσ ςτακερισ S2TyrZ˙ (β) 

και μετά το τελικό ςκοτάδι (γ) ςε δείγμα με 5% v/v μεκανόλθ, DCBQ ωσ δευτερογενι κινόνθ και pH = 

5.5. Συνκικεσ EPR και κερμοκραςία όπωσ ςτθν εικόνα 3.5. 

 

Το διαφορετικό εφροσ του ςιματοσ οφείλεται ςε διαφορά ςτθν μαγνθτικι 

αλλθλεπίδραςθ μεταξφ του Mn4CaO5 και τθσ TyrZ˙. Το Mn4CaO5 και θ TyrZ˙ 

αλλθλεπιδροφν μαγνθτικά ςτουσ 10 Κ και αυτόσ είναι ο λόγοσ που δεν βλζπουμε 

ζνα απλό φάςμα τυροςίνθσ. Πςο ιςχυρότερθ είναι θ αλλθλεπίδραςθ τόςο πιο 
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3100 3200 3300 3400 3500 3600

Β

  

 

 καγλεηηθό πεδίν (G)

pH = 5.5

pH = 7.5

pH = 6.5

*1.36

*1.15

*1.1
*2

*2

*3

φαρδφ είναι το ςιμα. Επομζνωσ, ςτα κζντρα που αντιπροςωπεφονται από το φαρδφ 

ςιμα το Mn4CaO5 και θ TyrZ˙ αλλθλεπιδροφν ιςχυρότερα από από αυτά του ςτενοφ 

ςιματοσ που παρουςιάηεται ςτο υψθλό pH. 

 

  

3100 3200 3300 3400 3500 3600

 καγλεηηθό πεδίν (G)

 

 

 

pH = 5.5 

pH = 7.5 

pH = 6.5

(-40) - (10K*2)

(-40) - (10K*3)

88GΑ

   

Εικόνα 3.8: (Α) Διαφορά του φωτοεπαγόμενου ςιματοσ ςε ψθλι κερμοκραςία μείον ζνα 

πολλαπλάςιο (*3 για το pH = 7.5 και *2 για το pH = 6.5 και 5.5) του ςιματοσ των 10 Κ, για τα τρία 

διαφορετικά pH. Τα φάςματα είναι κανονικοποιθμζνα ανάλογα με τθν ςυγκζντρωςθ τθσ 

χλωροφφλλθσ του κάκε δείγματοσ. (Β) το φωτοεπαγόμενο ςιμα των 10 Κ που αφαιρζκθκε ςε κάκε 

περίπτωςθ. 

 

Αν υποκζςουμε ότι θ αλλθλεπίδραςθ είναι διπολικι, τότε εξαρτάται κυρίωσ 

από τθν απόςταςθ των δφο κζντρων (βλ. § 1.3.11). Θ διπολικι αλλθλεπίδραςθ 

αναφζρεται ςε ςθμειακά ςπιν που βρίςκονται ςε ςχετικά μεγάλθ απόςταςθ. Στθν 

ςυγκεκριμζνθ περίπτωςθ, φαίνεται να μθν ιςχφει τίποτα από τα δφο κακϊσ το ςπιν 

τθσ TyrZ˙ είναι απεντοπιςμζνο ςε όλο το δακτφλιο, αλλά και του Mn4CaO5 ςε όλο το 

ςφμπλοκο και θ απόςταςθ μεταξφ τουσ δεν είναι τόςο μεγάλθ ϊςτε να μποροφν να 

κεωρθκοφν ςθμειακά. Ωςτόςο, φάνθκε με προςομοίωςθ ότι μποροφν να 

ερμθνευκοφν οι δφο ςυνιςτϊςεσ του ςιματοσ τθσ S2TyrZ˙ ςτα μθ επεξεργαςμζνα 
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δείγματα μόνο με διπολικι αλλθλλεπίδραςθ και μάλιςτα, θ διαφορά ςτο εφροσ 

υποδθλϊνει διαφορετικι απόςταςθ των δφο κζντρων (Chrysina et al. 2011). Το 

ςτενό ςιμα αντιςτοιχεί ςε μεγαλφτερθ απόςταςθ μεταξφ των κζντρων. Τα ίδια 

ιςχφουν και εδϊ.  

 

 

3.1.8  Ζμμεςοσ προςδιοριςμόσ του ποςοςτοφ των κζντρων που παγιδεφονται ςτθν 

κατάςταςθ S2TyrZ˙ 

  

 Απ’ ευκείασ προςδιοριςμόσ του ποςοςτοφ των κζντρων που παγιδεφονται 

ςτθν κατάςταςθ S2TyrZ˙ (με ολοκλιρωςθ του ςχετικοφ φάςματοσ) δεν είναι εφκολοσ 

λόγω προςμίξεωσ και άλλων ςθμάτων. Ζμμεςθ εκτίμθςθ μπορεί να γίνει ωσ εξισ. 

Κατά τθ δθμιουργία τθσ S2TyrZ˙ θ μαγνθτικι αλλθλεπίδραςθ του ςπιν τθσ TyrZ˙ με το 

ςπιν του ςυμπλόκου του Mn προκαλεί διαπλάτυνςθ όχι μόνο του ςιματοσ τθσ 

τυροςίνθσ αλλά και του πολυγραμμικοφ ςιματοσ τθσ S2. Σε κανονικά δείγματα το 

πολυγραμμικό μειϊνεται και οι κορυφζσ του μετατοπίηονται, ενϊ ςε δείγματα με 

μεκανόλθ το ςιμα απλϊσ μειϊνεται (Ioannidis et al. 2006). Το ποςοςτό του 

ςιματοσ τθσ S2TyrZ˙ που δθμιουργείται μπορεί να εκτιμθκεί ςτθν τελευταία 

περίπτωςθ από τθ μείωςθ του πολυγραμμικοφ ςιματοσ. 

Στθν εικόνα 3.9Α ςυγκρίνεται το ςυνολικό φάςμα κατά τθν παγίδευςθ τθσ 

ρίηασ (φάςμα α), με το φάςμα τθσ S2, που καταγράφθκε μετά τθν επϊαςθ του 

δείγματοσ για 2 min ςτουσ 253 Κ (φάςμα β). Θ διαφορά των δφο φαςμάτων (φάςμα 

γ) ςυγκρίνεται με τθν S2 πολλαπλαςιαςμζνθ επί (-5) (φάςμα δ). Αν πάρουμε τθ 

διαφορά των δφο τελευταίων φαςμάτων βλζπουμε το φάςμα τθσ ρίηασ χωρίσ τισ 

κορυφζσ του πολυγραμμικοφ. Θ ζνταςθ του πολυγραμμικοφ ςτθν κατάςταςθ S2TyrZ˙ 

είναι 76% τθσ S2, άρα θ ρίηα ζχει δθμιουργθκεί ςτο 24% των κζντρων του δείγματοσ. 

Το ποςοςτό αυτό είναι ςθμαντικό, εάν λθφκεί υπ’ όψθ, ότι θ ενδιάμεςθ κατάςταςθ 

S2TyrZ˙ παγιδεφεται κατά τθν διάρκεια τθσ μετάβαςθσ S2 → S3. 

Στθν εικόνα 3.9Β φαίνεται το ςτενό ςιμα (φάςμα α), το οποίο παραμζνει 

μετά τθν επϊαςθ ςτουσ 150 Κ (με επϊαςθ του δείγματοσ ςτουσ 150 Κ για 2 h το 
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φαρδφ ςιμα πζφτει, ενϊ το ςτενό όχι, βλ. § 3.1.9), ςε ςφγκριςθ με τθν S2 

πολλαπλαςιαςμζνθ επί (-20) (φάςμα β) και το φάςμα (γ) είναι θ διαφορά τουσ. Θ 

πτϊςθ του πολυγραμμικοφ που ςυνοδεφει το ςτενό ςιμα είναι πολφ μικρι επειδι 

ςτο pH = 5.5, που παρουςιάηεται ςτθν εικόνα, δθμιουργείται ςε λίγα κζντρα το 

ςτενό ςιμα. 

Επομζνωσ, και οι δφο ςυνιςτϊςεσ δθμιουργοφνται από κζντρα που 

βρίςκονται ςτθν S2 και χαρακτθρίηονται από το  πολυγραμμικό ςιμα.  

 

2600 2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000 4200

Α

ε = γ - δ

γ = α - β

 καγλεηηθό πεδίν (G)

δ. ηει. ζθνηάδη /(-5)

 

  

β. ηειηθό ζθνηάδη 

    (253 Κ)

76%  S
2

α. παικόο 233 Κ

2600 2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000 4200

 καγλεηηθό πεδίν (G)

(γ) = (α) - (β)

 

 

 

β. S
2
 /(-20)

α. S
2
 Tyr

Z
 κεηά από επώαζε 

2 h ζηνπο 150 Κ

Β

 

Εικόνα 3.9: Με τθν δθμιουργία τθσ ρίηασ μειϊνεται το πολυγραμμικό και με τθν πτϊςθ τθσ, 

αυξάνεται. Θ κλίμακα ςτα δφο διαγράμματα είναι ίδια. (Α) Θ πτϊςθ του πολυγραμμικοφ που 

ςυνοδεφει τθν παρουςία τθσ φαρδιάσ ςυνιςτϊςασ, (Β) το ίδιο για το ςτενό ςιμα. Το δείγμα περιζχει 

5% μεκανόλθ και DCBQ ωσ αποδζκτθ των θλεκτρονίων και ζχει pH = 5.5. Συνκικεσ EPR: πλάτοσ 

διαμόρφωςθσ: 25 Gpp, χρόνοσ ςάρωςθσ: 100 s, ςτακερά χρόνου: 300 ms, ιςχφσ μικροκυμάτων: 30 

mW. Θερμοκραςία: 10 Κ.  
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3.1.9 Πτώςθ του ςιματοσ ςε κερμοκραςίεσ 150 Κ - 180 Κ, διάκριςθ των δφο 

ςυνιςτωςών 

 

 Θ S2TyrZ˙ (233 Κ) επαναςυνδζεται αργά (t1/2 = 60 min) ςτουσ 150 – 180 Κ. Το 

φαρδφ και το ςτενό ςιμα δεν ζχουν όμωσ τθν ίδια κινθτικι. Σε δείγματα με pH = 5.5 

– 6.5 το φαρδφ ςιμα πζφτει μζςα ςε 1 - 2 h, ενϊ το ςτενό παραμζνει. Σε pH = 7.5 

δεν γίνεται επαναςφνδεςθ ςε αυτζσ τισ κερμοκραςίεσ, αλλά ςε ψθλότερεσ. 

 

         

3100 3200 3300 3400 3500 3600

(γ) = (α) - (β)

(β) 80 min (150 Κ)

(α
1
) 5 min (150 Κ)

(A) pH = 5.5

 καγλεηηθό πεδίν (G)

 

 

 

161 G

(α) παικόο (233 Κ)

       

3100 3200 3300 3400 3500 3600
 

 

 

καγλεηηθό πεδίν (G)

(α) παικόο (233 Κ)

(β) 150 min (180 Κ)

(γ) = (α) - (β)

(B) pH = 7.5

 

Εικόνα 3.10: Ρτϊςθ του ςτακεροφ ςιματοσ τθσ S2TyrZ˙ με επϊαςθ ςτουσ 150 Κ – 180 Κ ςε δείγμα με 

5% v/v μεκανόλθ και pH = 5.5 (Α) ι  7.5 (Β). Τα φάςματα (α), (β), (γ) είναι διαφορζσ του φάςματοσ 

που καταγράφθκε μετά τθν κατεργαςία που αναφζρεται μείον το φάςμα τθσ S2. Τα μπλε βζλθ 

αντιςτοιχοφν ςε κορυφζσ του πολυγραμμικοφ ςιματοσ τθσ S2. Τα δείγματα περιζχουν DCBQ. 

Συνκικεσ EPR και κερμοκραςία όπωσ και ςτθν εικόνα 3.5. 

 

Στθν εικόνα 3.10 παρουςιάηεται θ πτϊςθ τθσ S2TyrZ˙ ςε pH = 5.5 ςτουσ 150 Κ 

(A) και ςε pH = 7.5 ςτουσ 180 Κ (Β). Θ κλίμακα ςτα δφο διαγράμματα είναι ίδια: το 

αρχικό φάςμα τθσ S2TyrZ˙ (φάςμα α), με επϊαςθ ςτουσ 150 Κ για 5 min 

παρατθρείται μικρι πτϊςθ τουσ ςιματοσ (α1), μετά από επϊαςθ 1 - 2 h ςτθν 

κερμοκραςία που αναφζρεται για το κάκε δείγμα το ςιμα ζχει πζςει ςθμαντικά 
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(φάςμα β). Το ςχιμα του φάςματοσ που πζφτει με τθν επϊαςθ ςτθν υψθλι 

κερμοκραςία (γ)  είναι διαφορετικό για τα δφο διαφορετικά pH και κερμοκραςίεσ. 

 Εκ πρϊτθσ όψεωσ φαίνεται να αλλάηει θ κινθτικι τθσ φαρδιάσ ςυνιςτϊςασ 

με τθν αφξθςθ του pH. Πμωσ, θ αλλαγι οφείλεται ςτουσ διαφορετικοφσ δότεσ προσ 

τθν TyrZ˙ που λειτουργοφν ςε διαφορετικζσ κερμοκραςίεσ (βλ. § 3.1.12) 

 

 

3.1.10 Σο φάςμα του παγιδευμζνου ςιματοσ ςε κερμοκραςίεσ 150 Κ -180 Κ 

 

Στουσ 10 Κ καταγράφεται το χαρακτθριςτικό ςιμα μετάλλου - ρίηασ λόγω τθσ 

μαγνθτικισ αλλθλεπίδραςθσ τθσ TyrZ˙ με το Mn4CaO5. Με τθν αφξθςθ τθσ 

κερμοκραςίασ μειϊνεται θ μαγνθτικι αλλθλεπίδραςθ λόγω των κερμικϊν κινιςεων 

των ςπιν και ςε κερμοκραςίεσ > 77 Κ το φάςμα τθσ TyrZ˙ είναι αδιατάρακτο από το 

Mn4CaO5 (Zahariou et al. 2007).  

Θ πτϊςθ τθσ παγιδευμζνθσ S2TyrZ˙, που ςχθματίςτθκε με φωτιςμό ςτουσ 233 

K και γριγορο πάγωμα, με επϊαςθ του δείγματοσ ςτουσ 150 – 180 Κ (§ 3.1.9) είναι 

τόςο αργι που μπορεί να μετρθκεί το αδιατάρακτο φάςμα τθσ TyrZ˙. Στθν εικόνα 

3.11 φαίνονται τα απόλυτα φάςματα (με μαφρο) που μετρϊνται ςε χρόνουσ από 13 

– 195 min κατά τθν επϊαςθ του δείγματοσ ςτουσ 150 Κ. Το δείγμα ζχει pH = 6.5. 

Χάνονται τα πρϊτα min μζχρι να ςτακεροποιθκεί θ κερμοκραςία· το ποςοςτό του 

ςιματοσ που χάνεται τα πρϊτα 5 min φαίνεται ςτθν είκονα 3.10Α, για το pH = 5.5. 

Τα χρωματιςτά φάςματα είναι θ διαφορά του πρϊτου που καταγράφθκε ςτα 13 min 

μείον το κακζνα από τα επόμενα. 

Στθν εικόνα 3.12 παρουςιάηεται το φάςμα τθσ παγιδευμζνθσ S2TyrZ˙ ςτουσ 

150 – 180 Κ ςε ςφγκριςθ με το κεωρθτικά υπολογιςμζνο φάςμα τθσ TyrZ˙ (Ν. 

Ιωαννίδθσ), το ςιμα που δθμιουργείται με φωτιςμό ςτουσ 135 Κ ςε μθ 

τροποποιθμζνο δείγμα (Ioannidis et al. 2008) και ςε δείγμα με γλυκερόλθ ςτουσ 150 

Κ (Chrysina et al. 2011). Τα φάςματα είναι διαφορζσ του φάςματοσ που παίρνουμε 

ςτουσ 150 Κ (pH = 5.5) ι 160 Κ (pH = 6.5) ι 180 Κ (pH = 7.5) αμζςωσ μετά τθν 
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παγίδευςθ του ςιματοσ ςτουσ 233 K μείον το ςκοτάδι μετά από περίπου 2 h, οπότε 

το ςιμα ζχει γίνει αςκενζςτερο.   

 

3320 3330 3340 3350 3360 3370 3380 3390

 καγλεηηθό πεδίν (G)

 

 

 13-24 min

13-41

13-69

13-94

13-122

13-148

13-178

13-195

 

Εικόνα 3.11: Ρτϊςθ του ςιματοσ τθσ S2TyrZ˙ (233 Κ) ςτουσ 150 Κ, 5% μεκανόλθ, pH = 6.5. Με μαφρο 

φαίνονται τα απόλυτα φάςματα και με χρϊματα οι διαφορζσ φαςμάτων που αντιςτοιχοφν ςτουσ 

χρόνουσ που αναγράφονται. Συνκικεσ EPR: πλάτοσ διαμόρφωςθσ: 4 Gpp, χρόνοσ ςάρωςθσ: 50 s, 

ςτακερά χρόνου: 100 ms, ιςχφσ μικροκυμάτων: 100 mW, το κάκε φάςμα είναι μζςοσ όροσ 4 

ςαρϊςεων. 
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Εικόνα 3.12: Το φάςμα τθσ S2TyrZ˙ ςε κερμοκραςία 150 Κ όπου θ τυροςίνθ δεν αλλθλεπιδρά 

μαγνθτικά με το Mn4CaO5. Τα δείγματα περιζχουν 5% v/v μεκανόλθ, DCBQ ωσ εξωτερικι κινόνθ και 

το pH = 5.5 – 7.5. Τα φάςματα είναι διαφορζσ του φάςματοσ που παίρνουμε ςτουσ 150 Κ (pH = 5.5) ι 

160 Κ (pH = 6.5) ι 180 Κ (pH = 7.5) μετά τθν παγίδευςθ του ςιματοσ ςτουσ 233 K μείον το φάςμα από 

το ςκοτάδι μετά από περίπου 2 h, οπότε το ςιμα ζχει γίνει αςκενζςτερο. Για ςφγκριςθ φαίνονται τα 

φάςματα που προκφπτουν με φωτιςμό ςτουσ 150 Κ ςε δείγμα χωρίσ καμία επεξεργαςία (Ioannidis et 

al. 2008) και ςε δείγμα με γλυκερόλθ (Chrysina et al. 2011), κακϊσ και το ςιμα ΙΙ ςε ςυνκικεσ που 

δεν είναι κορεςμζνο (12 μW) και το υπολογιςμζνο φάςμα τθσ TyrZ˙ (Ioannidis et al. 2008). Συνκικεσ 

EPR: πλάτοσ διαμόρφωςθσ: 4 Gpp, χρόνοσ ςάρωςθσ: 50 s, ςτακερά χρόνου: 100 ms, ιςχφσ 

μικροκυμάτων: 100 mW. Οι διαφορζσ ζγιναν με αφαίρεςθ μζςου όρου 4 ςαρϊςεων του αρχικοφ και 

τελικοφ ςκοταδιοφ. 

 

3.1.11 φγκριςθ τθσ κινθτικισ πτώςθσ του παγιδευμζνου ςιματοσ των 233 Κ με το 

ςιμα που επάγεται ςτουσ 150 Κ 

 

 Στθν εικόνα 3.13 ςυγκρίνεται θ πτϊςθ του παγιδευμζνου ςιματοσ που 

ςχθματίςτθκε ςτουσ 233 Κ κατά τθ διάρκεια επϊαςθσ ςτουσ 150 Κ, με τθν πτϊςθ 

του ςιματοσ που φωτίςτθκε ςτουσ 150 Κ και παρζμεινε ςτθν ίδια κερμοκραςία 

(Ioannidis et al. 2008). Ο χρόνοσ θμιηωισ ςτθν πρϊτθ περίπτωςθ είναι περίπου 60 

min, ενϊ ςτθν δεφτερθ περίπου 1 min. 
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Εικόνα 3.13: Κινθτικι πτϊςθσ τθσ S2TyrZ˙ που παγιδεφεται με παλμό ςτουσ 233 Κ και γριγορο 

πάγωμα, ςε ςφγκριςθ με τθν κινθτικι πτϊςθσ του ςιματοσ που δθμιουργείται ςτουσ 150 Κ. Για να 

γίνει θ κινθτικι καταγράφθκαν φάςματα κατά τθν επϊαςθ δείγματοσ ςτουσ 150 Κ για περίπου 3 h. 

Πλα τα φάςματα αφαιρζκθκαν από το αρχικό και θ ζνταςθ του κάκε φάςματοσ ςτον ςυγκεκριμζνο 

χρόνο που μετρικθκε αποτελεί τα ςιμεια τθσ κινθτικισ. 

 

Στθν περίπτωςθ τθσ S2TyrZ˙ (150 K) θ κινθτικι ζχει γίνει με γριγορθ ςάρωςθ 

(rapid scans). Για να γίνει θ κινθτικι τθσ S2TyrZ˙ (233 Κ) μετρικθκε θ ζνταςθ του 

φάςματοσ τθσ ςε διάφορουσ χρόνουσ και ςτθ ςυνζχεια ζγινε κανονικοποίθςθ για να 

γίνει θ ςφγκριςθ με τθν S2TyrZ˙ (150 K). Τα φάςματα που μετρικθκαν ςε 

διαφορετικοφσ χρόνουσ κατά τθν πτϊςθ του ςιματοσ είναι διαφορζσ του αρχικοφ 

φάςματοσ μείον το φάςμα τθσ κάκε χρονικισ ςτιγμισ (εικόνα 3.11). 

Ο μεγάλοσ χρόνοσ ηωισ του παγιδευμζνου ςιματοσ των 233 Κ αποτελεί 

ζκπλθξθ. Μζχρι πρότινοσ κεωρείτο ότι θ ρίηα τθσ TyrΗ είναι τόςο βραχφβια, που δεν 

είναι δυνατόν να παγιδευτεί. Τα αποτελζςματα παρζχουν τισ κατάλλθλεσ ςυνκικεσ 

για τθν μελζτθ τθσ TyrΗ με φαςματοςκοπία EPR υψθλοφ μαγνθτικοφ πεδίου (high 

field EPR spectroscopy). Τα φάςματα ςε υψθλότερεσ ςυχνότθτεσ ζχουν καλφτερθ 

ευκρίνεια. Τζτοια μελζτθ ζχει γίνει για τθν TyrD˙ ςτθ ηϊνθ - W (94 GHz) (Hofbauer et 

al. 2001) αλλά και ςτθν TyrΗ˙ ςε ανενεργά δείγματα χωρίσ Mn ςε 245 GHz (Un et al. 

1996). Με υψθλό μαγνθτικό πεδίο διαχωρίηονται τα gx,y,z και επομζνωσ είναι 

ευκολότεροσ ο προςδιοριςμόσ τουσ. Το gx εξαρτάται από τθν ιςχφ του δεςμοφ Θ, 
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t
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που με τθ ςειρά του ρυκμίηει το δυναμικό τθσ Τυροςίνθσ (Engstrom et al. 2000, 

Hofbauer et al. 2001). 

 

3.1.12 Δότεσ θλεκτρονίου προσ τθν TyrZ κατά τθν αναγωγι τθσ ςτουσ 150 - 180 Κ 

 

Θ μελζτθ τθσ αναγωγισ τθσ TyrΗ˙ ςε κρυογενικζσ κερμοκραςίεσ δίνει τθν 

δυνατότθτα ανίχνευςθσ εναλλακτικϊν φορζων θλεκτρονίου, οι οποίοι δρουν ςε 

βοθκθτικά μονοπάτια μεταφοράσ θλεκτρονίου και χρθςιμεφουν κυρίωσ ςτθν 

αποφόρτιςθ των κυρίων φορζων υπό ςυνκικεσ stress (βλζπε § 1.2.2). 

Πταν το δείγμα φωτίηεται ςτουσ 233 Κ και παγϊνεται γριγορα, αρχικά 

δθμιουργείται 680+˙, το οποίο είναι ιςχυρό οξειδωτικό. Οι δυνθτικοί δότεσ 

θλεκτρονίου προσ το 680+ είναι θ TyrZ,  θ TyrD και το cyt b559, ι αν είναι οξειδωμζνο 

το κυτόχρωμα κάποια χλωροφφλλθ ι καροτενοειδζσ του μονοπατιοφ του (Tracewell 

& Brudvig 2008, Shinopoulos & Brudvig 2012). Εναλλακτικά, μπορεί να γίνει 

επαναςφνδεςθ με τθν QA
-. Θ TyrZ είναι θ πιο κοντινι ςτο 680 οπότε και θ πιο 

γριγορθ να το ανάγει, τα υπόλοιπα βρίςκονται ςε μεγαλφτερθ απόςταςθ και δρουν 

με μικρότερθ πικανότθτα εκτόσ από όταν το Mn4CaO5 είναι ανενεργό (Shinopoulos 

& Brudvig 2012).  

Θ οξειδωμζνθ TyrZ ακόμθ και ςτουσ 233 Κ είναι αςτακισ. Ζνα ποςοςτό τθσ 

παγιδεφεται, δίνοντασ το ςτακερό ςιμα. Σε άλλα κζντρα οξειδϊνεται κάποια 

χλωροφφλλθ (π.χ. θ chlΗ D2) ι καροτενοειδζσ ι θ TyrD, τα κζντρα αυτά δίνουν το 

ςιμα ςτο g = 2 (εφροσ 13 – 24 G) που φαίνεται ςε όλα τα φάςματα, αναλόγωσ με το  

δείγμα όμωσ ζχει διαφορετικι ζνταςθ. Με επϊαςθ ςε κερμοκραςία 150 – 160 Κ το 

ςιμα τθσ TyrZ˙ μειϊνεται λόγω αναγωγισ τθσ, είτε από το cyt b559, είτε από τθν chlΗ 

ι από τθν TyrD. Το cyt b559, θ chlΗ (εικόνα 1.8), κακϊσ και άλλεσ χλωροφφλλεσ και 

καροτενοειδι βρίςκονται ςτο ίδιο μονοπάτι μεταφοράσ θλεκτρονίων.  

Θ TyrD ςτα χαμθλά pH δεν μπορεί να οξειδωκεί, ενϊ πάνω από το pH = 7.6 

οξειδϊνεται ςχεδόν ςε όλα τα κζντρα, ςε μθ ενεργά δείγματα, όμωσ, ςτα οποία ζχει 

αφαιρεκεί το Mn (Mn depleted) (Faller et al. 2002, Hienerwadel et al. 2008).  Κατά 
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τθν αναγωγι τθσ TyrZ˙ ςτουσ 150 – 180 Κ, ςτα χαμθλά pH δότθσ φαίνεται να είναι 

κάποια χλωροφφλλθ, πικανόν θ chlΗ, ενϊ ςτα υψθλά pH θ TyrD.  

 

3100 3200 3300 3400 3500 3600

 καγλεηηθό πεδίν (G)

[S
2
Tyr

Z
 (233 Κ)] - [2 ώξεο 150 Κ]

 

  

chl
+

 

Εικόνα 3.14: Σε pH = 5.5, θ αναγωγι τθσ ςτακερισ S2TyrZ˙ με επϊαςθ του δείγματοσ ςτουσ 150 Κ 

ςυνοδεφεται από εμφάνιςθ ςιματοσ τθσ chl
+
. Το δείγμα περιζχει 5% v/v μεκανόλθ και DCBQ. 

Συνκικεσ EPR: όπωσ ςτθν εικόνα 3.5, κερμοκραςία: 10 Κ. 

 

Στθν εικόνα 3.14 φαίνεται το φάςμα τθσ S2TyrZ˙ (233 Κ) μείον το ςκοτάδι 

μετά από επϊαςθ του δείγματοσ ςτουσ 150 Κ για 2 ϊρεσ, για να αναχκεί θ TyrZ˙, ςε 

pH = 5.5, μετρθμζνο ςε κερμοκραςία υγροφ θλίου. Οι κορυφζσ που ζχουν 

ςθμαδευτεί με τα μπλε βζλθ είναι τθσ S2TyrZ˙, ενϊ οι αρνθτικζσ κορυφζσ που ζχουν 

ςθμαδευτεί με πράςινο είναι τθσ chl+. Θ πτϊςθ του ςιματοσ τθσ TyrZ˙ ςυνοδεφεται 

από αυξθςθ του ςιματοσ τθσ chl+. Κατά τθν αναγωγι τθσ παγιδευμζνθσ S2TyrZ˙ 

δότθσ θλεκτρονίου είναι θ χλωροφφλλθ, ςτα χαμθλά pH. 

Θ ίδια παρατιρθςθ που ζγινε ςτουσ 10 Κ (εικόνα 3.14)  γίνεται και ςτουσ 150 

Κ, δθλαδι βλζπουμε ότι κακϊσ το ςιμα τθσ TyrZ˙ μειϊνεται, αυξάνεται το ςιμα τθσ 

χλωροφφλλθσ (εικόνα 3.15Α και 3.16). Θ TyrD δεν μπορεί να οξειδωκεί κακϊσ το pK 

= 7.6 (Faller et al. 2002) είναι πολφ μεγαλφτερο από το pH = 5.5 του δείγματοσ. Σε 

μικρι ιςχφ παρατθρείται (μικρι) πτϊςθ του ςιματοσ τθσ TyrD˙, λόγω τθσ αναγωγισ 

τθσ TyrZ. 
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Εικόνα 3.15: Διαφορετικι ςυμπεριφορά του δείγματοσ κατά τθν επϊαςθ ςτουσ 150 Κ, ανάλογα με το 

pH ςτο οποίο βρίςκεται. Τα δείγματα περιζχουν 5% v/v μεκανόλθ και DCBQ ωσ δευτερογενι κινόνθ. 

Συνκικεσ EPR: πλάτοσ διαμόρφωςθσ: 4 Gpp, χρόνοσ ςάρωςθσ: 50 s, ςτακερά χρόνου: 300 ms, ιςχφσ 

μικροκυμάτων: 2.5 mW. 

 

Στο pH = 6.5 παρατθρείται πτϊςθ τθσ TyrZ˙, που φαίνεται ςε μεγάλθ ιςχφ 

μικροκυμάτων (εικόνα 3.12) και μικρι αφξθςθ τθσ χλωροφφλλθσ, που φαίνεται ςε 

μικρότερθ ιςχφ (εικόνα 3.15Β). Θ TyrZ˙ ανάγεται από μόρια του μονοπατιοφ του cyt 

b559 : από το cyt b559 ι αν είναι οξειδωμζνο από χλωροφφλλθ  ι καροτενοειδζσ, και 

ςε κάποια κζντρα και από τθν TyrD. Γι’ αυτό είναι μικρότερθ θ αυξθςθ τθσ 

χλωροφφλλθσ εδϊ. Ραρατθρείται και πάλι πτϊςθ του ςιματοσ τθσ TyrD˙ λόγω τθσ 

αναγωγισ τθσ TyrZ˙. 

Στο pH = 7.5 περιμζνουμε το ςιμα τθσ TyrD˙ να παραμείνει ςτακερό ι να 

είναι μικρι θ πτϊςθ του ςε ςχζςθ με τα χαμθλότερα pH, κακϊσ θ TyrZ˙ ανάγεται 

οξειδϊνοντασ τθν TyrD ςε κάποια κζντρα. Ακόμθ, παρατθρείται πτϊςθ ςιματοσ chl+,  

μαηί με τθν TyrZ˙. Αυτι θ chl+ είναι από κζντρα ςτα οποία κατά τον φωτιςμό ςτουσ 

233 Κ οξειδϊκθκε θ χλωροφφλλθ και όχι θ TyrZ. Αυτό ςυμβαίνει και ςτα άλλα pH 

(λογικά), αλλά εκεί καλφπτεται το φαινόμενο αυτό από τθν αφξθςθ τθσ chl+ που 

ανάγει τθν TyrZ˙. 

Υπάρχει μια ιςορροπία μεταξφ cyt b559 - TyrZ - TyrD ςε ςχζςθ με το που 

εντοπίηεται θ κετικι οπι. Θ ιςορροπία εξαρτάται από το pH του δείγματοσ, τθν 

κερμοκραςία αλλά και από τθν παραςκευι. 
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Model ExpDec1

Equation y = A1*exp(-x/t1) + y0

Reduced Chi-Sqr 2,0119

Adj. R-Square 0,9972

Value Standard Error

y0 123,6     5,6

A1 -121,02     4,5

t1 131,33     13,01

Model ExpDec1

Equation y = A1*exp(-x/t1) + y0

Reduced Chi-Sqr 1,22393

Adj. R-Square 0,99753

Value Standard Error

y0 -9,8 2,57

A1 92,6 1,95

t1 93,7 7,01
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Εικόνα 3.16: Θ παγιδευμζνθ S2TyrZ˙ (μωβ) επαναςυνδζεται οξειδϊνοντασ τθν χλωροφφλλθ (πράςινο) 

με επϊαςθ ςτουσ 144 Κ δείγματοσ με pH = 5.5, 5% v/v μεκανόλθ και DCBQ ωσ δευτερογενι κινόνθ. 

Το ςιμα τθσ  TyrZ˙ καταγράφεται με ιςχφ μικροκυμάτων 100 mW, ενϊ τθσ chl
+
 με ιςχφ 2.5 mW. 

 

 

3.1.13 Μελζτθ του παγιδευμζνου ςιματοσ τθσ S2TyrZ˙ ςτθν μικροκυματικι ηώνθ Q 

 

 Ππωσ ειπϊκθκε ςτθν ενότθτα 3.1.11, θ παγιδευμζνθ S2TyrZ˙ προςφζρεται για 

μελζτθ EPR ςε υψθλά πεδία. Ζγινε μια προςπάκεια να μετρθκεί ςτθ ηϊνθ Q (34 

GHz). Εκτόσ από τθν καλφτερθ ευκρίνεια, τα ςιματα είναι πιο κορεςμζνα επειδι τα 

μικροκφματα ζχουν μεγαλφτερθ ςυχνότθτα, οπότε μεταφζρουν και περιςςότερθ 

ενζργεια (επειδι Ε = hv). Αυτό βοθκάει ςτθ μείωςθ του ςιματοσ τθσ TyrD, θ οποία 

ςτθ ηϊνθ X δυςκολεφει να δοφμε κακαρά το ςτενό ςιμα. Στθν εικόνα 3.17 φαίνεται 

θ S2TyrZ˙ ςε pH = 6.5 που μετρικθκε ςτθ ηϊνθ Q, ςε ςφγκριςθ με το φάςμα που 

μετρικθκε ςτθ ηϊνθ Χ. Τα φάςματα και ςτισ δφο περιπτϊςεισ είναι διαφορά του 

φάςματοσ μετά τον παλμό ςτουσ 233 K και γριγορο πάγωμα μείον τθν αρχικι S2. 

Ραρατθροφνται μικρζσ διαφορζσ. Θ ευκρίνεια εν τοφτοισ του φάςματοσ ςτθ ηϊνθ Q  

δεν είναι αρκετι για τον ακριβι προςδιοριςμό των ςυνιςτωςϊν του g. Απαιτοφνται 

μετριςεισ ςε υψθλότερεσ ςυχνότθτεσ. 
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Εικόνα 3.17: Φάςμα τθσ S2TyrZ˙ ςτθ ηϊνθ Q (μπλε) ςε ςφγκριςθ με το φάςμα ςε ηϊνθ Χ (πράςινο). 

Συνκικεσ EPR: ηϊνθ Q: πλάτοσ διαμόρφωςθσ: 25 Gpp, χρόνοσ ςάρωςθσ: 140 s, ςτακερά χρόνου: 300 

ms, ιςχφσ μικροκυμάτων: 34,4 mW, ζχει προςτεκεί PPBQ, ηϊνθ Χ: όπωσ αναφζρεται ςτθν εικόνα 3.5, 

το φάςμα ζχει μετακινθκεί ϊςτε να ςυμπζςει με αυτό τθσ ηϊνθσ Q. Θερμοκραςία: 10 Κ 

 

 

3.2 Η μεταβατικι κατάςταςθ S3TyrZ˙: το τελευταίο βιμα                                           

πριν τον ςχθματιςμό του Ο2 

 

3.2.1 Ειςαγωγικά 

 

 Θ S3TyrZ˙ είναι θ λιγότερο μελετθμζνθ από τισ μεταβατικζσ καταςτάςεισ 

SnTyrZ˙ - είναι όμωσ θ πιο ςθμαντικι επειδι είναι το τελευταίο βιμα πριν το 

ςχθματιςμό του Ο2.  Ζχει «παρατθρθκεί» ζμμεςα μόνο ι μάλλον ζχει υποτεκεί θ 

παρουςία τθσ. Με απορρόφθςθ ακτίνων Χ ςυναρτιςει του χρόνου (time - resolved 

XAS) εντοπίςτθκε μια κακυςτζρθςθ 250 μs πριν τθν αναγωγι του Mn4CaO5 και τον 

ςχθματιςμό του Ο2  κατά τθν S3 → S0. Θ κακυςτζρθςθ αυτι αποδόκθκε ςε αποβολι 

πρωτονίου και θ κατάςταςθ αυτι αντιςτοιχεί ςτθν S3TyrZ˙ (Haumann et al. 2005). 

Ρρόςφατα παρουςιάςτθκε φάςμα EPR τθσ S3TyrZ˙ πολφ χαμθλισ ανάλυςθσ όμωσ 

(αποτελείται από 32 ςθμεία μόνο), μετρικθκε ςε κερμοκραςία δωματίου ςε δείγμα  
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κυανοβακτθρίου T. elongatus όπου είχε αντικαταςτακεί το CaΙΙ με SrΙΙ, το Cl- με Br- 

και θ D1 υπομονάδα είχε εκφραςτεί από το γονίδιο psbA2 αντί του psbA1 που 

εκφράηεται υπό φυςιολογικζσ ςυνκικεσ  (Sugiura et al. 2012). 

 
 

3.2.2 Περιοριςμοί και πλεονεκτιματα ςτθν παγίδευςθ τθσ S3TyrZ˙ ςε ςχζςθ με τθν 

παγίδευςθ τθσ S2TyrZ˙ 

 

 Στθν προςπάκεια παγίδευςθσ τθσ S3TyrZ˙ υπάρχει επιπλζον, ςε ςχζςθ με τθν 

S2, θ δυςκολία ότι δεν βρίςκονται όλα τα κζντρα ςτθν ίδια κατάςταςθ S εξαιτίασ των 

απωλειϊν (misses) και των διπλϊν βθμάτων (double hits). Στθν καταςτάςθ που 

ονομάηουμε «S3», περίπου το 40 % των κζντρων βρίςκονται πραγματικά ςτθν S3, 

περίπου το 50 % βρίςκεται ςτθν S2, και το υπόλοιπο 10% ςτθν S0 και S1.  

 Στθν κατάςταςθ S2TyrZ˙, θ TyrZ˙ με S = ½ αλλθλεπιδρά με το Mn4CaO5 με S = 

½, οπότε οι δφο ενεργειακζσ ςτάκμεσ τθσ TyrZ˙ αναλφονται ςε τζςςερεισ και δφο 

μεταπτϊςεισ EPR δθμιουργοφν το φάςμα που παρατθροφμε (Chrysina et al. 2011). 

Στθν κατάςταςθ S3TyrZ˙, θ TyrZ˙ με S = ½ αλλθλεπιδρά με το Mn4CaO5 με S = 3 

(Sanakis et al. 2008, Boussac et al. 2009, Cox et al. 2014), οπότε οι ενεργειακζσ 

καταςτάςεισ που προκφπτουν είναι περιςςότερεσ. Συμβαίνουν πολλζσ μεταπτϊςεισ 

με μικρότερεσ εντάςεισ από ό,τι ςτθν S2, οπότε το φάςμα αναμζνεται να είναι 

απλωμζνο ςε μεγαλφτερο εφροσ πεδίου, με πολλζσ κορυφζσ μικρισ ζνταςθσ 

(Zahariou et al. 2014). 

Θ πτϊςθ του ςιματοσ τθσ S3TyrZ˙ λόγω τθσ αναγωγισ τθσ από το Mn4CaO5 

είναι πιο αργι από ότι τθσ S2TyrZ˙. Θ μετάβαςθ του Mn4CaO5 από τθν S3 → S0 είναι 

περίπου 10 φορζσ πιο αργι από τισ υπόλοιπεσ μεταβάςεισ S (Babcock et al. 1976, 

Dekker et al. 1984, van Leeuwen et al. 1993, Rappaport et al. 1994, Razeghifard et al. 

1997, Haumann et al. 2005). Οι κατϊτερεσ μεταβάςεισ S γίνονται μζςα ςε μs, ενϊ θ 

S3 → S0 περίπου ςε 1 ms ςε κερμοκραςία δωματίου. 

Επειδι θ S3 → S0 είναι πιο αργι, μποροφμε να φωτίςουμε ςε πιο υψθλι 

κερμοκραςία, όπου δεν παγιδεφεται θ S2TyrZ˙ (κακϊσ ανάγεται γριγορα από το 
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Mn4CaO5 και ςχθματίηεται θ S3) και να προλάβουμε ζνα (μικρό) μζροσ του ςιματοσ 

τθσ S3TyrZ˙. Ππωσ και ςτθν περίπτωςθ τθσ S2, χρθςιμοποιικθκαν δείγματα με 

μεκανόλθ, επειδι ςε αυτά παρατθροφνται εντονότερα ςιματα. 

 

3.2.3 Η S3TyrZ˙ ςε δείγματα με μεκανόλθ 

 

 Σε δείγματα με μεκανόλθ που βρίςκονται ςτθν S3 ζχει παγιδευτεί ζνα 

αςκενζσ ενδιάμεςο μεταξφ τθσ S3 και S0 (Γ. Ηαχαρίου, διδακτορικι διατριβι). Τα 

πειράματα επαναλιφκθκαν ςε υψθλότερθ κερμοκραςία, όπου δεν παγιδεφεται 

ςιμα τθσ S2TyrZ˙. Το ενδιάμεςο αυτό είναι ςτακερό ςτουσ 10 Κ – 150 Κ. Στθν εικόνα 

3.18Α φαίνεται το πολυγραμμικό ςιμα κατά τθν πορεία του πειράματοσ: πζφτει 

περίπου ςτο μιςό με τον ςχθματιςμό τθσ S3 (φάςμα β). Στθ ςυνζχεια με ζναν παλμό 

ςτουσ 250 Κ (εκτόσ από μείωςθ του πολυγραμμικοφ που οφείλεται ςε κζντρα που 

προχωροφν από τθν S2 ςτθν S3) παρατθρείται ο ςχθματιςμόσ ενόσ ςπαςμζνου 

ςιματοσ με g ≈ 2 (φάςμα γ), το ςιμα αυτό εξαφανίηεται με επϊαςθ του δείγματοσ 

για 2 min ςτουσ 253 Κ (φάςμα ε). Στισ διαφορζσ του φάςματοσ μετά τον φωτιςμό 

ςτουσ 249 Κ μείον τθν S3 (φάςμα ςτ) ι το τελικό ςκοτάδι (φάςμα η) φαίνεται πιο 

κακαρά το ςτακερό ςιμα που παγιδεφεται.  

Στθν εικόνα 3.18Β παρουςιάηεται ςε μεγαλφτερθ ανάλυςθ το φάςμα του 

ενδιαμζςου που παγιδεφεται. Το ςιμα αυτό αντιςτοιχεί ςε 4% του ςιματοσ II, 

δθλαδι τθσ TyrD˙. Ο υπολογιςμόσ αυτόσ γίνεται με ςφγκριςθ των τιμϊν που 

προκφπτουν με διπλι ολοκλιρωςθ των δφο ςθμάτων, αφοφ γίνουν οι απαραίτθτεσ 

κανονικοποιιςεισ, επειδι τα δφο ςιματα μετρϊνται με διαφορετικι μικροκυματικι 

ιςχφ. Ράντωσ το ποςοςτό των κζντρων που ςυνειςφζρουν ςτο νζο αυτό ενδιάμεςο 

πρζπει να είναι αρκετά μεγαλφτερο από το 4% διότι το ςιμα αναμζνεται να 

εκτείνεται ςε μεγαλφτερο εφροσ πεδίου απ’αυτό που χρθςιμοποιικθκε ςτθν 

ολοκλιρωςθ. Στθν εικόνα αυτι φαίνεται και το ςιμα τθσ QB
- (Sedoud et al. 2011), 

ωσ μια κορυφι με g ≈ 2,009, ςτον ςχθματιςμό τθσ οποίασ αποδίδεται θ 

ςτακερότθτα του ςιματοσ. 
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Εικόνα 3.18: (Α) Ραγίδευςθ τθσ S3TyrZ˙ ςε δείγματα με 5% v/v μεκανόλθ με παλμό ςτουσ 250 Κ και 

ταχεία ψφξθ. Στα δείγματα ζχει προςτεκεί DCBQ ωσ αποδζκτθσ των θλεκτρονίων, θ S2 και S3 

ςχθματίςτθκαν με παλμό ςτουσ 153 Κ και επϊαςθ ςτο ςκοτάδι για ζνα λεπτό, ςυνκικεσ EPR όπωσ 

ςτθν εικόνα 3.4, (Β) φάςμα υψθλισ ανάλυςθσ τθσ S3TyrZ˙, διαφορά του φάςματοσ μετά τον παλμό 

ςτουσ 250 Κ (γ) μείον το τελικό ςκοτάδι μετά από επϊαςθ ςτο ςκοτάδι για 2 min ςτουσ 253 Κ (ε), (Γ) 

φωτοεπαγόμενο ςιμα ςτουσ 10 Κ ςτθν καταςτάςθ S3 (β), μετά τθν παγίδευςθ τθσ S3TyrZ˙ (γ) και ςτθν 

κατάςταςθ που προκφπτει μετά τθν επϊαςθ ςτουσ 253 Κ (ε). Τα φάςματα είναι διαφορζσ του 

φάςματοσ μετά από τρεισ παλμοφσ ςτουσ 10 Κ μείον το τελικό ςκοτάδι μετά από 10 λεπτά. (Β) και (Γ) 

ςυνκικεσ EPR όπωσ ςτθν εικόνα 3.5. 

 

Στθν εικόνα 3.18Γ βλζπουμε τα φάςματα των φωτοεπαγόμενων ςθματων 

ςτουσ 10 Κ: Στθν S3 παρατθρείται το χαρακτθριςτικό ςιμα τθσ S0TyrZ˙ με μεκανόλθ 

(Su et al. 2006) λόγω τθσ S0 που ζχει ςχθματιςτεί ςε κζντρα ςτα οποία ςυνζβθςαν 

διπλά βιματα. Το ςιμα αυτό αυξάνεται λίγο μετά τθν παγίδευςθ του ενδιαμζςου, θ 

μικρι αφξθςθ οφείλεται ςε κζντρα όπου ζγινε θ μετάβαςθ S3 → S0. Μετά τθν 
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επϊαςθ του δείγματοσ ςτουσ 253 Κ και τθν πτϊςθ του ςιματοσ τθσ S3TyrZ˙, το 

φωτοεπαγόμενο ςιμα τθσ S0TyrZ˙ ςτουσ 10 Κ αυξάνεται ςθμαντικά. Αυτό ςθμαίνει 

ότι θ παγιδευμζνθ κατάςταςθ προχϊρθςε ςτθν S0. Μια άλλθ πικανι εξιγθςθ είναι 

ότι με τον παλμό και το γριγορο πάγωμα δθμιουργικθκε θ κατάςταςθ S0TyrZQA
-, 

οπότε θ TyrZ δεν μπορεί να οξειδωκεί. Μετά τθν επϊαςθ ςτουσ 253 Κ το θλεκτρόνιο 

προχωρεί ςτθν QΒ και επομζνωσ μπορεί να οξειδωκεί θ Τυροςίνθ. Στθν 

κερμοκραςία αυτι όμωσ το θλεκτρόνιο προχωράει πολφ γριγορα ςτθν QB και 

επομζνωσ είναι απίκανο να παγιδεφεται QA
-. 

Μία παρατιρθςθ που ενιςχφει τθν ταυτοποίθςθ του νζου ςιματοσ με τθν 

S3TyrZ˙ είναι και θ εξισ. Σε δείγματα, όπου το ςιμα ιταν πολφ μικρό παρατθρικθκε 

μεγάλθ αφξθςθ του φωτοεπαγόμενου ςιματοσ τθσ S0TyrZ˙ ιδθ μετά τον παλμό και 

το γριγορο πάγωμα, που ςθμαίνει ότι δεν ζγινε αρκετά γριγορα αυτό το βιμα 

ϊςτε να παγιδευτεί το ενδιάμεςο. Αυτό αποδεικνφει ότι είναι πράγματι ενδιάμεςο 

τθσ μετάβαςθσ S3 → S0. Ακόμθ, ςτα δείγματα που ζχει παγιδευτεί ςχετικά μεγάλθ 

S3TyrZ˙ το ςιμα τθσ QA
- δεν είναι τόςο ζντονο όςο ςε άλλα που ζχει παγιδευτεί λίγο 

ςιμα 

 

3.2.4 φγκριςθ του φάςματοσ τθσ S3TyrZ˙ και τθσ S2TyrZ˙ με μεκανόλθ 

 

Στθν εικόνα 3.19 ςυγκρίνεται το φάςμα τθσ S3TyrZ˙ (α) με το φάςμα τθσ 

S2TyrZ˙ (γ). Και τα δφο προζρχονται από δείγματα με 5% v/v μεκανόλθ και pH = 6.5. 

Θ S2TyrZ˙ ςχθματίςτθκε ςτουσ 233 Κ, ενϊ θ S3TyrZ˙ ςτουσ 250 Κ. Θ πρϊτθ είναι πιο 

βραχφβια από τθν δεφτερθ και γι’ αυτό δεν παγιδεφεται ςτουσ 250 Κ. Θ S3TyrZ˙ είναι 

πολφ πιο ςτενι από το φαρδφ ςιμα τθσ S2TyrZ˙∙ ζχει όμωσ παρόμοιo εφροσ με το 

ςτενό ςιμα (φάςμα δ). Για ςφγκριςθ υπάρχουν οι κάκετεσ διακεκομμζνεσ γραμμζσ, 

ανάμεςα ςε αυτζσ βρίςκεται το ςτενό ςιμα τθσ S2TyrZ˙ ενϊ θ S3TyrZ˙ εκτείνεται και 

ζξω από αυτζσ.  Αν από το φάςμα τθσ S3TyrZ˙ αφαιρεκεί ζνα ποςοςτό τθσ TyrD (g ≈ 2) 

προκφπτει το φάςμα (β). Ζχει αφαιρεκεί διαφορετικό ποςοςτό του g ≈ 2 ςτο 

αριςτερό και ςτο δεξιό μζροσ του φάςματοσ επειδι θ κορυφι τθσ QB
- το κάνει λίγο 

αςφμμετρο.  
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Εικόνα 3.19: Σφγκριςθ του φάςματοσ τθσ S3TyrZ˙ (α) με το φάςμα τθσ S2TyrZ˙ (γ) με 5% v/v μεκανόλθ 

και pH = 6.5. Οι S3TyrZ˙ και S2TyrZ˙ ςχθματίςτθκαν με παλμό ςτουσ 250 Κ και 233 Κ, αντίςτοιχα, και 

γριγορο πάγωμα. Το φάςμα (β) είναι το φάςμα τθσ S3TyrZ˙ (α) από το οποίο ζχει αφαιρεκεί ποςοςτό 

του g ≈ 2 και το φάςμα (δ) είναι θ ςτενι ςυνιςτϊςα τθσ S2TyrZ˙, το φάςμα του pH = 6.5 τθσ εικόνασ 

3.8Α. 

 

3.2.5 S3TyrZ˙ ςε δείγματα χωρίσ μεκανόλθ  

 

 Στα μθ τροποποιθμζνα δείγματα είναι πιο δφςκολο να φανεί θ S3TyrZ˙, αλλά 

υπάρχουν ενδείξεισ ότι ίςωσ μπορεί να παγιδευτεί ζνα αςκενζσ ςιμα. Σε δείγματα 

με PPBQ ωσ εξωτερικι κινόνθ, ίςωσ κα μποροφςαμε να ποφμε ότι υπάρχει κάτι 

ςτενότερο από S2YZ˙ και S0YZ˙  που ίςωσ είναι S3YZ˙ (κόκκινα βζλθ ςτθν εικόνα 3.20Β). 

H PPBQ οξειδϊνει τον μθ αιμικό Fe (Petrouleas & Diner 1987). Ο οξειδωμζνοσ 

ςίδθροσ επιβραδφνει τθν επαναςφνδεςθ τθσ τυροςίνθσ επειδι το θλεκτρόνιο 

πθγαίνει ςτον ςίδθρο αντί για τθν QA και επαναςυνδζεται πιο αργά.  
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Εικόνα 3.20: (A) Ραγίδευςθ τθσ S3TyrZ˙ ςε μθ τροποποιθμζνα δείγματα με παλμό ςτουσ 250 Κ και 

γριγορο πάγωμα. Θ S2 (α) και θ S3 (γ) ςχθματίςτθκαν με παλμό ςτουσ 243 Κ και ςτθ ςυνζχεια 

επϊαςθ για 2 min ςτο ςκοτάδι ϊςτε το θλεκτρόνιο να μετακινθκεί από τθν QA προσ τθν QB. (γ) 

φωτίςμόσ  ςτουσ 77 Κ για μιςι ϊρα και ςτθ ςυνζχεια επϊαςθ για 30 s ςτουσ 265 Κ.  Στα δείγματα 

ζχει προςτεκεί PPBQ ωσ αποδζκτθσ των θλεκτρονίων. Συνκικεσ EPR όπωσ ςτθν εικόνα 3.4. (B) φάςμα 

υψθλισ ανάλυςθσ τθσ S3TyrZ˙, διαφορζσ του φάςματοσ μετά τον παλμό ςτουσ 250 Κ μείον το αρχικό 

ςκοτάδι (ςτ) και μείον το τελικό ςκοτάδι (η), με κόκκινα βζλθ ςθμειϊνεται το υποτικζμενο ςιμα τθσ 

S3TyrZ˙, με μαφρο βζλοσ το ςιμα τθσ QA
-
Fe

II
. (Γ) Φωτοεπαγόμενο ςιμα ςτουσ 10 Κ μετά τθν 

παγίδευςθ τθσ S3TyrZ˙ (δ) και μετά το τελικό ςκοτάδι (ε). Τα φάςματα είναι οι διαφορζσ του 

φάςματοσ μετά από τρεισ παλμοφσ μζςα ςτθν κοιλότθτα μείον το τελικό ςκοτάδι μετά από 10 λεπτά, 

(Β) και (Γ) ςυνκικεσ EPR όπωσ ςτθν εικόνα 3.5. 

 

Στθν εικόνα 3.20A φαίνεται όλθ θ πορεία του πειράματοσ: ο ςχθματιςμόσ 

τθσ S2 με οξειδωμζνο ςίδθρο (φάςμα α), φωτιςμόσ ςτουσ 77 Κ για μιςι ϊρα ϊςτε να 

οξειδωκεί το cyt b559 και ςτθ ςυνζχεια επϊαςθ ςτουσ 265 Κ, ϊςτε να αναχκεί ο 

ςίδθροσ (φάςμα β). Τα ςθμεία ςτα οποία φαίνεται το ςιμα του οξειδωμζνου cyt  
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b559 φαίνονται με πορτοκαλί γραμμζσ. Με τον επόμενο παλμό το δείγμα προχωράει 

ςτθν S3 και ο ςίδθροσ οξειδϊνεται (φάςμα γ): διακρίνεται το ςιμα τθσ S3 με g = 10 

(Matsukawa et al. 1999, Ioannidis & Petrouleas 2000, Boussac et al. 2009), κακϊσ 

και του οξειδωμζνου ςιδιρου με g = 8 (Petrouleas & Diner 1987). Με τον επόμενο 

παλμό ςτουσ 250 Κ εξαφανίηεται το ςιμα του οξειδωμζνου ςιδιρου και 

ςχθματίηεται θ S3TyrZ˙ που φαίνεται αμυδρά κοντά ςτο g ≈ 2 (εικόνα 3.19Β, κόκκινα 

βζλθ). Στθν εικόνα 3.20Β με μαφρο βζλοσ ςθμειϊνεται το ςιμα τθσ QA
- με g ≈ 1.9 

(Nugent et al. 1992). 

Ραρατθρείται και εδϊ, όπωσ και ςτα δείγματα με μεκανόλθ, το φαινόμενο 

να αυξάνεται θ ζνταςθ του ςιματοσ τθσ S0TyrZ˙ που δθμιουργείται με φωτιςμό 

ςτουσ 10 Κ όταν μετά τον φωτιςμό ςτουσ 253 Κ για τον ςχθματιςμό τθσ S3TyrZ˙, 

αφινουμε το δείγμα ςτο ςκοτάδι, που ςθμαίνει ότι με τον παλμό και το γριγορο 

πάγωμα κάποιο ενδιάμεςο παγιδεφεται (εικόνα 3.20Γ). Ρικανόν, απουςία 

μεκανόλθσ, θ ζνταςθ του ενδιάμεςου μοιράηεται ςε πολλζσ αςκενείσ κορυφζσ, 

γι’αυτό είναι τόςο δφςκολο να ανιχνευκεί. 

 

3.3 Κινθτικζσ πτϊςθσ του ςιματοσ τθσ TyrZ˙ ςε κερμοκραςίεσ 200 – 230 Κ 

3.3.1 Κινθτικζσ ςθμείου, ειςαγωγικά... 

 

Τα ςιματα των S2TyrZ˙ και S3TyrZ˙, που περιγράφθκαν ςτισ δφο προθγοφμενεσ 

ενότθτεσ, ςτθν πραγματικότθτα αποτελοφν ζνα μικρό μζροσ του ςυνολικοφ ςιματοσ 

που δθμιουργείται. Με τθ μζκοδο που χρθςιμοποιικθκε παγιδεφεται ό,τι ζχει 

χρόνο ηωισ περίπου 1 s και πάνω (βλ. Τλικά και μζκοδοι § 2.1.6). Για να ζχουμε μια 

εικόνα του ςφνολου του ςιματοσ που δθμιουργείται με τον παλμό ςτουσ 233 Κ 

φωτίςτθκε δείγμα μζςα ςτθν κοιλότθτα ςε αυτζσ περίπου τισ κερμοκραςίεσ, χωρίσ 

να καταγράφεται όλο το φάςμα, αλλά μόνο θ δθμιουργία και θ κινθτικι πτϊςθσ του 

ςε ζνα ςυγκεκριμζνο ςθμείο του φάςματοσ (εικόνα 3.21). Ρεριμζνουμε να δοφμε 

τθν πιο αργι κινθτικι αναγωγισ τθσ S3TyrZ˙ ςε ςχζςθ με τθν S2TyrZ˙, όπωσ ζχει φανεί 

με άλλεσ τεχνικζσ. 
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Ζχουν γίνει πολλά πειράματα όπου παρακολουκείται θ κινθτικι των 

μεταβάςεων S. Με φαςματοςκοπία ορατοφ – υπεριϊδουσ φαίνονται μετατοπίςεισ 

ςτα φάςματα απορρόφθςθσ των χρωςτικϊν εξαιτίασ των οξειδωτικϊν αλλαγϊν του 

Mn4CaO5 και ζτςι παρακολουκοφνται οι αντιδράςεισ SnTyrZ˙ → Sn+1TyrZ (Dekker et al. 

1984, Renger & Hanssum 1992, Rappaport et al. 1994). Οι κινθτικζσ τθσ οξείδωςθσ 

του Mn4CaO5 από τθν TyrZ˙ ςτισ διάφορεσ S καταςτάςεισ ζχουν μελετθκεί και με 

απορρόφθςθ ακτίνων – Χ (time – resolved XAS) (Haumann et al. 2005, Dau et 

Haumann 2007 (β) ) κακϊσ και παρακολουκϊντασ τισ αλλαγζσ ςτον όγκο τθσ 

πρωτεΐνθσ με PBD (photothermal beam deflection) (Klauss et al. 2012). Θ 

φαςματοςκοπία EPR είναι θ μόνθ μζκοδοσ με τθν οποία καταγράφεται το φάςμα 

τθσ TyrZ˙ άμεςα. Κινθτικζσ τθσ αναγωγισ τθσ TyrZ˙ από το Mn4CaO5 με EPR ζχουν 

γίνει ελάχιςτα. Ζχει γίνει ςε χλωροπλάςτεσ ςε κερμοκραςία δωματίου (Babcock et 

al. 1976) και ςε μεμβράνεσ ΦΣ ΙΙ ςτουσ 283 Κ (Razeghifard & Pace 1997). 

Από το εργαςτιριο μασ ζχουν γίνει κινθτικζσ μείωςθσ του φωτοεπαγόμενου 

ςιματοσ τθσ S2TyrZ˙ ςε κερμοκραςίεσ 70 – 240 Κ (Ioannidis et al. 2008, Γ. Ηαχαρίου – 

διδακτορικι διατριβι) και 77 – 190 Κ (Μ. Χρυςίνα, πτυχιακι εργαςία). Σε αυτζσ τισ 

κερμοκραςίεσ θ πτϊςθ του ςιματοσ τθσ TyrZ˙ οφείλεται ςε επαναςφνδεςθ με τθν 

QA
-. Θ κινθτικι πτϊςθσ ακολουκεί διφαςικι εκκετικι κινθτικι ςφμφωνα με τθν 

εξίςωςθ: 21

210

t

x

t

x

eAeAyy


  , t1, t2 : χρόνοι θμιηωισ των δφο ςυνιςτωςϊν.  

Στουσ 70 Κ τα περιςςότερα κζντρα ακολουκοφν τθν αργι κινθτικι, ενϊ ςτουσ 240 Κ 

τθν γριγορθ. 

Στθν παροφςα εργαςία, ζγιναν κινθτικζσ ςε κερμοκραςίεσ γφρω από τισ 

κερμοκραςίεσ θμιαναςτολισ των μεταβάςεων S2 → S3 και S3 → S0, χρθςιμοποιϊντασ 

νζα μζκοδο ϊςτε τα αποτελζςματα να ζχουν καλφτερθ ανάλυςθ. Τα παλιότερα 

πειράματα είχαν γίνει με γριγορθ ςάρωςθ (rapid scans) με χρόνο ςάρωςθσ 200 ms 

(ο νεκρόσ χρόνοσ μεταξφ των ςαρϊςεων είναι 20 ms) επομζνωσ θ ευκρίνεια ιταν 

220 ms. Στουσ 233 Κ το μεγαλφτερο μζροσ του ςιματοσ πζφτει ςε χρόνο μικρότερο 

από 1 s και απαιτείται καλφτερθ ευκρίνεια.  
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 Ζγιναν κινθτικζσ χωρίσ να καταγράφεται όλο το φάςμα, αλλά επιλζχκθκε θ 

κατάλλθλθ τιμι μαγνθτικοφ πεδίου (εικόνα 3.21Α) και ςτθ ςυνζχεια μετρικθκαν οι 

αλλαγζσ ςτο ςθμείο αυτό ςυναρτιςει του χρόνου. Επειδι το φαςματόμετρο δεν 

ζχει τθ δυνατότθτα να ςτζκεται ςε μια τιμι μαγνθτικοφ πεδίου επιλζχκθκε το 

ελάχιςτο δυνατό εφροσ που είναι 0.2 G. Επιλζχκθκε ο μεγαλφτεροσ δυνατόσ χρόνοσ 

ςάρωςθσ, που είναι 10 s. Το φάςμα αποτελείται από 2000 ςθμεία και ο χρόνοσ 

ςάρωςθσ είναι 10 s, οπότε το ζνα ςθμείο απζχει από το άλλο 10 s/2000 = 5 ms. Με 

τον τρόπο αυτό θ ευκρίνεια είναι 5 ms, δθλαδι 40 φορζσ καλφτερθ από ό,τι με τθν 

ςυνθκιςμζνθ γριγορθ ςάρωςθ.  

Δίνοντασ ζνα παλμό αμζςωσ μόλισ αρχίςει θ ςάρωςθ, βλεπουμε το ςθμείο 

του φάςματοσ που επιλζξαμε  αρχικά να αυξάνεται και ςτθ ςυνζχεια να μειϊνεται. 

Στθν εικόνα 3.21Α φαίνεται το φάςμα του αρχικοφ ςκοταδιοφ και με μπλε το ςθμείο 

ςτο οποίο ζγινε θ κινθτικι, ενϊ ςτθν εικόνα 3.21Β φαίνονται τα φάςματα τθσ 

κινθτικισ.  
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Εικόνα 3.21: (Α) Το αρχικό ςκοτάδι πριν τον παλμό (μαφρο) και το ςθμείο ςτο οποίο καταγράφεται θ 

κινθτικι τθσ οξείδωςθσ τθσ S2TyrZ˙ και τθσ αναγωγισ τθσ ςτθ ςυνζχεια από το Mn4CaO5 (μπλε), (Β) Τα 

φάςματα τθσ κινθτικισ, με μπλε το φάςμα του αρχικοφ ςκοταδιοφ το οποίο αφαιροφμε ςτθ ςυνζχεια 

από όλα για να φφγει θ κλίςθ. Συνκικεσ EPR: πλάτοσ διαμόρφωςθσ: 12.5 Gpp, χρόνοσ ςάρωςθσ: 10 s, 

ςτακερά χρόνου: 1 ms, ιςχφσ μικροκυμάτων: 100 mW. Θερμοκραςία: 220 Κ. 
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Αρχικά οι κινθτικζσ γίνονταν ςτθν κορυφι τθσ παραγϊγου όπου το φάςμα 

είναι επίπεδο. Αργότερα φάνθκε όμωσ ότι ςε αυτό το ςθμείο είναι μεγάλθ θ 

ςυνειςφορά τθσ χλωροφφλλθσ, οπότε επιλζχκθκε λίγο μικρότερθ τιμι μαγνθτικοφ 

πεδίου. Επειδι, το φάςμα δεν είναι επίπεδο ςε αυτό το ςθμείο, αφαιρείται από 

κάκε φάςμα το αρχικό ςκοτάδι (μπλε ςτθν εικόνα 3.21Β). Οι μονάδεσ μαγνθτικοφ 

πεδίου μετατρζπονται ςε μονάδεσ χρόνου (0.2 G αντιςτοιχοφν ςε 10 s). Θ μζκοδοσ 

αυτι είναι καλι για τισ υψθλζσ κερμοκραςίεσ που οι χρόνοι θμιηωισ είναι ms – s 

επειδι το παράκυρο είναι 10 s, ενϊ δεν προςφζρεται για τισ χαμθλζσ 

κερμοκραςίεσ, όπου οι χρόνοι θμιηωισ είναι μερικζσ δεκάδεσ s (εικόνα 3.22). 
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Εικόνα 3.22: Σφγκριςθ μεκόδων για τθν καταςκευι τθσ κινθτικισ πτϊςθσ τθσ S2TyrZ˙. (A) Επάνω: 120 

K, κινθτικι ςθμείου, ςυνκικεσ όπωσ ςτθν εικόνα 3.21, κάτω:  110 K, γριγορθ ςάρωςθ όλου του 

φάςματοσ, ςυνκικεσ EPR: πλάτοσ διαμόρφωςθσ: 16 Gpp, χρόνοσ ςάρωςθσ: 100 ms, ςτακερά χρόνου: 

1 ms, ιςχφσ μικροκυμάτων: 100 mW, (B) 250 Κ, δείγμα με μεκανόλθ, επάνω: κινθτικι ςθμείου, 

ςυνκικεσ ςυνκικεσ EPR: πλάτοσ διαμόρφωςθσ: 12.5 Gpp, χρόνοσ ςάρωςθσ: 10 s, ςτακερά χρόνου: 3 

ms, εφροσ πεδίου: 0.2 G, ιςχφσ μικροκυμάτων: 5 db, κάτω:  γριγορθ ςάρωςθ όλου του φάςματοσ, 

ςυνκικεσ EPR: πλάτοσ διαμόρφωςθσ: 12.5 Gpp, χρόνοσ ςάρωςθσ: 200 ms, ςτακερά χρόνου: 3 ms, 

εφροσ πεδίου: 100 G, ιςχφσ μικροκυμάτων: 63 mW. 
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3.3.2 Η S3TyrZ˙ ςχθματίηεται μόνο πολφ κοντά ςτθ κερμοκραςία τθσ μετάβαςθσ S3 

→ S0 

 

Στθν S3, θ TyrZ δεν οξειδϊνεται παρά μόνο πολφ κοντά ςτθ κερμοκραςία που 

γίνεται θ μετάβαςθ S3 → S0. Δεν παρατθρείται κακόλου το φαινόμενο να 

δθμιουργείται από χαμθλότερεσ κερμοκραςίεσ και να αυξάνεται θ ζνταςθ τθσ με 

τθν αφξθςθ τθσ κερμοκραςίασ, όπωσ ςυμβαίνει ςτθν S2. Αυτι είναι ςθμαντικι 

παρατιρθςθ, γιατί δείχνει ότι θ απομάκρυνςθ του πρωτονίου τθσ τυροςίνθσ γίνεται 

διαφορετικά ςτισ δφο αυτζσ μεταβάςεισ.  
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Εικόνα 3.23: Δθμιουργία και πτϊςθ τθσ TyrZ˙ με παλμό ςτουσ 223 Κ μζςα ςτθν κοιλότθτα, ςτθν S2 

(πράςινο) και ςτθν S3 (μπλε). Με κόκκινο φαίνεται θ διαφορά του ςιματοσ ςτθν S3 μείον το μιςό τθσ 

S2. 

Θ μθ δθμιουργία τθσ ρίηασ ςε ςχετικά ψθλζσ κερμοκραςίεσ φαίνεται ςτθν 

είκονα 3.23, ςτθν οποία περιγράφεται πείραμα κατά το οποίο δόκθκε παλμόσ ςτουσ 

223 Κ μζςα ςτθν κοιλότθτα. Με πράςινο φαίνεται θ δθμιουργία και πτϊςθ τθσ TyrZ˙ 

ςτθν S2, ενϊ με μπλε ςτθν S3. Το φάςμα τθσ S2 είναι πολλαπλαςιαςμζνο επί 0.5 και 

το τελευταίο φάςμα είναι θ διαφορά των δφο πρϊτων. Φαίνεται λοιπόν ότι ςτθν S3 

δθμιουργείται το μιςό τθσ ρίηασ από ό,τι ςτθν S2 ςτθν ίδια κερμοκραςία. Το ςιμα 
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αυτό προζρχεται από κζντρα που ζχουν μείνει ςτθν S2. Για να οξειδωκεί θ TyrZ ςτθν 

S3 πρζπει να ανζβουμε ςε πιο υψθλζσ κερμοκραςίεσ.  

 

3.3.3 Κινθτικι αναγωγισ τθσ S2TyrZ˙ και τθσ S3TyrZ˙ από το Mn4CaO5 

 

Στθν εικόνα 3.24 φαίνεται θ κινθτικι πτϊςθσ τθσ S2TyrZ˙ ςε κερμοκραςία 

περίπου 225 Κ. Υπάρχει μια αβεβαιότθτα ςχετικά με τθν ακριβι κερμοκραςία του 

δείγματοσ επειδι το κερμοςτοιχείο για τθν μζτρθςθ τθσ βρίςκεται ακριβϊσ δίπλα 

ςτθν αντίςταςθ που κερμαίνει το ιλιο που περνά προσ το δείγμα. Θ κινθτικι 

πτϊςθσ ακολουκεί διφαςικι κινθτικι με χρόνουσ θμιηωισ περίπου 40 ms και 0.5 – 1 

s. Υπάρχει ςχετικά μεγάλθ διαςπορά ςτουσ χρόνουσ θμιηωισ, ανάλογα με το δείγμα· 

εδϊ παρουςιάηεται μια χαρακτθριςτικι κινθτικι. Υπάρχουν αρκετά ςθμεία και ςτθν 

γριγορθ ςυνιςτϊςα τθσ κινθτικισ. Σε αυτι τθ κερμοκραςία θ πτϊςθ του ςιματοσ 

οφείλεται ςε επαναςφνδεςθ με τθν QA
- ι τθν QB

- (ςε αυτι τθ κερμοκραςία το 

θλεκτρόνιο μπορεί να κινθκεί ςε κάποια κζντρα προσ τθν QB) ι με  χλωροφφλλθ, 

καροτενοειδζσ ι το cyt b559. Κςωσ ςε λίγα κζντρα θ TyrZ˙ να ανάγεται από το 

Mn4CaO5. 

0 1 2 3 4 5

 

 

 

ρξόλνο (s)

t
1/2

 () = 0,038 (0,002)   76%

t
1/2

 () = 0,443 (0,025)   24%

 

Εικόνα 3.24: Κινθτικι πτϊςθσ του ςιματοσ τθσ S2TyrZ˙ ςτουσ 225 Κ. Συνκικεσ EPR: πλάτοσ 

διαμόρφωςθσ: 12.5 Gpp, χρόνοσ ςάρωςθσ: 10 s, ςτακερά χρόνου: 1 ms, ιςχφσ μικροκυμάτων: 100 

mW. 
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 Σε υψθλότερεσ κερμοκραςίεσ, όπου γίνονται κανονικά οι μεταβάςεισ, το 

δείγμα λιϊνει και δεν γίνεται ςωςτόσ ςυντονιςμόσ ςτθν κοιλότθτα, επειδι το Θ2Ο 

του δείγματοσ απορροφά μικροκφματα. Για να μειωκεί ο όγκοσ του δείγματοσ (και 

του Θ2Ο που περιζχει), το δείγμα τοποκετικθκε ςε πιο ςτενά ςωλθνάκια (Q band) 

και το μικρό ςωλθνάκι μζςα ςε κανονικό ςωλθνάκι που περιζχει CCl4 (ο οποίοσ δεν 

ζχει διπολικι ροπι και δεν επθρεάηει τον ςυντονιςμό των μικροκυμάτων). Για να 

μετρθκεί ακριβϊσ θ κερμοκραςία τοποκετικθκε κερμοςτοιχείο μζςα ςτο δείγμα 

(εικόνα 3.25). 

 Στθν εικόνα 3.25 φαίνεται θ κινθτικι πτϊςθσ του ςιματοσ που 

δθμιουργείται ςτουσ 243 Κ με παλμό ςε δείγμα που βρίςκεται ςτθν “S3”. Στθν 

πραγματικότθτα περίπου το 40 % των κζντρων του δείγματοσ βρίςκεται ςτθν S3. 

Δίνει ςιμα και το 50 % που βρίςκεται ςτθν S2, το ποςοςτό που βρίςκεται ςτθν S1 και 

S0 είναι αμελθταίο. Θ S2TyrZ˙ ςε αυτι τθ κερμοκραςία είναι γριγορθ και δεν 

παγιδεφεται. Θ κινθτικι πτϊςθσ παρουςιάηει διφαςικι εκκετικι κινθτικι με 

χρόνουσ περίπου 40 ms και 1 s, δεν μποροφμε να ποφμε τι αντιςτοιχεί ςτθν κάκε 

ςυνιςτϊςα. Σίγουρα όμωσ το ςιμα που παγιδεφουμε κα πρζπει να βρίςκεται ςτθν 

αργι κινθτικι. Το ςιμα που βλζπουμε είναι μείγμα S2TyrZ˙ και S3TyrZ˙. Δεν 

αποκλείεται να υπάρχει και μικρι ςυνειςφορά από chl+. 

           
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

 ρξόλνο (s)

 

 

 

t
1/2

() = 0,037 (0,003)   88%

t
1/2

() = 1,254 (0,214)   12%

      

Εικόνα 3.25: Κινθτικι πτϊςθσ τθσ “S3TyrZ˙” μετά από παλμό ςτουσ 246 Κ. Στθν πραγματικότθτα ςτο 

δείγμα ζχουμε 50 % S2, 40 % S3 και 10 % S1, S0. Το δείγμα περιζχει PPBQ ωσ δευτερογενι κινόνθ. 

Συνκικεσ EPR: πλάτοσ διαμόρφωςθσ: 12.5 Gpp, χρόνοσ ςάρωςθσ: 10 s, ςτακερά χρόνου: 3 ms, ιςχφσ 

μικροκυμάτων: 100 mW. 
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Θ ίδια δοκιμι ζγινε και ςε δειγμα με 5% v/v μεκανόλθ. Εδϊ ο λόγοσ ςιματοσ 

/ κόρυβο είναι καλφτεροσ και θ κινθτικι τθσ γριγορθσ ςυνιςτϊςασ ζχει πιο πολλά 

ςθμεία απ’ ό,τι ςτο μθ τροποποιθμζνο δείγμα. Φαίνεται και με αυτό τον τρόπο πιο 

ζντονο το ςιμα ςε δείγματα με μεκανόλθ ςε ςχζςθ με τα μθ τροποποιθμζνα 

δείγματα, όπωσ φάνθκε και ςτα φάςματα των 10 Κ. Θ αργι ςυνιςτϊςα, ςτθν οποία 

βρίςκεται το ςιμα που παγιδεφουμε δεν φαίνεται να αλλάηει με ι χωρίσ μεκανόλθ. 

 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

 ρξόλνο (s)
 

 

 

t
1/2

() = 0,076 (0,004)   80%

t
1/2

() = 1,013 (0,074)   20%

 

Εικόνα 3.26: Κινθτικι πτϊςθσ τθσ “S3TyrZ˙” ςε δείγμα με μεκανόλθ ςτουσ  250 Κ. Θ κλίμακα είναι ίδια 

με τθν κλίμακα τθσ εικόνασ 3.25. Συνκικεσ EPR: πλάτοσ διαμόρφωςθσ: 12.5 Gpp, χρόνοσ ςάρωςθσ: 

10 s, ςτακερά χρόνου: 3 ms, ιςχφσ μικροκυμάτων: 63 mW, DCBQ. 

 

 Μποροφμε να υπολογίςουμε το ποςοςτό του ςιματοσ που ςχθματίηεται ςε 

ςχζςθ με το ςιμα ΙΙ, τθσ TyrD, ςε ςυνκικεσ μθ κορεςμοφ. Τα ποςοςτά αυτά 

φαίνονται ςτθν εικόνα 3.27 ςυναρτιςει τθσ κερμοκραςίασ. Πςο αυξάνεται θ 

κερμοκραςία αυξάνεται το μζγεκόσ τθσ S2TyrZ˙, αυξάνεται όμωσ και ο κόρυβοσ. 

Στουσ 223 Κ μποροφμε να παγιδεφςουμε το αςκενζσ ςιμα τθσ εικόνασ 3.2, που 

είναι θ ουρά μόνο του ςιματοσ που φαίνεται ςτθ κινθτικι τθσ εικόνασ 3.25. Θ 

ζνταςθ του παλμοφ μζςα ςτθν κοιλότθτα (δθλαδι ςτισ κινθτικζσ) είναι μικρότερθ ςε 

ζνταςθ από τον παλμό που δίνεται ζξω. 
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Εικόνα 3.27: Ζνταςθ τθσ S2TyrZ˙ που ςχθματίηεται με παλμό μζςα ςτθν κοιλότθτα ςυναρτιςει τθσ 

κερμοκραςίασ. Το ποςοςτό υπολογίςτθκε από το μζγιςτο ςτα πειράματα των κινθτικϊν ςε ςχζςθ με 

το ςιμα ΙΙ ςε ακόρεςτεσ ςυνκικεσ και κανονικοποιθμζνο ωσ προσ τθν ιςχφ των μικροκυμάτων. Θ 

κερμοκραςία είναι αυτι που μετρά το κερμοςτοιχείο του οργάνου και δεν αντιςτοιχεί με τθν ακριβι 

κερμοκραςία του δείγματοσ, ειδικά όταν χρθςιμοποιείται κζρμανςθ για τθ ρφκμιςθ τθσ 

κερμοκραςίασ.  

 

3.3.4 Χρόνοι θμιηωισ τθσ TyrZ˙ 

 

 Με τισ κινθτικζσ που ζγιναν ςτισ ψθλζσ κερμοκραςίεσ μποροφμε να 

ςυμπλθρϊςουμε το παλιότερο διάγραμμα (Ioannidis et al. 2008, Γ. Ηαχαρίου – 

διδακτορικι διατριβι, Μ. Χρυςίνα – πτυχιακι εργαςία). Στθν εικόνα 3.28 φαίνονται 

οι χρόνοι θμιηωισ τθσ γριγορθσ (μπλε) και τθσ αργισ (κόκκινο) ςυνιςτϊςασ τθσ 

κινθτικισ. Δεξιά φαίνεται θ μεγάλθ διαςπορά που υπάρχει ςτουσ χρόνουσ, λόγω του 

κορφβου εξαιτίασ τθσ υψθλισ κερμοκραςίασ, ακόμθ οι χρόνοι ποικίλουν από 

δείγμα ςε δείγμα. Ράντωσ φαίνεται οι χρόνοι τθσ S3TyrZ˙ να είναι πιο μεγάλοι και 

αυτόσ είναι ο λόγοσ που παγιδεφεται ζνα μικρό ςιμα τθσ ςτουσ 253 Κ. 

 Στθν εικόνα 3.29 φαίνονται τα ποςοςτά που αντιςτοιχοφν ςε κάκε φάςθ τθσ 

κινθτικισ ςυναρτιςει τθσ κερμοκραςίασ. Ραρότι και πάλι υπάρχει διαςπορά 

φαίνεται να ςχθματίηεται μια ςιγμοειδισ καμπφλθ. 
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Εικόνα 3.28: Χρόνοι θμιηωισ των δφο φάςεων τθσ κινθτικισ πτϊςθσ τθσ S2TyrZ˙ (και τθσ S3TyrZ˙) 

ςυναρτιςει τθσ κερμοκραςίασ. Οι τρεισ χαμθλότερεσ κερμοκραςίεσ είναι από τθν πτυχιακι. 

 

 

Εικόνα 3.29: Ροςοςτά κζντρων που ακολουκοφν τισ δφο φάςεισ τθσ κινθτικισ ςυναρτιςει τθσ 

κερμοκραςίασ. 

 

 Κατά τθν επαναςφνδεςθ τθσ TyrZ˙, ςε κάποια κζντρα το θλεκτρόνιο 

επιςτρζφει ταυτόχρονα με το πρωτόνιο ςτθν τυροςίνθ, ενϊ ςε άλλα κζντρα 

επιςτρζφει πρϊτα το θλεκτρόνιο, ενϊ το πρωτόνιο κακυςτερεί. Στθν πρϊτθ 

περίπτωςθ τα κζντρα βρίςκονται ςτθν γριγορθ ςυνιςτϊςα, ενϊ ςτθν δεφτερθ 

περίπτωςθ ςτθν αργι ςυνιςτϊςα (Ioannidis et al. 2008).  Το ςιμα που παγιδεφουμε 

ανικει ςτθν δεφτερθ περίπτωςθ. 
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3.4 Ιςορροπία των δφο διαμορφϊςεων τθσ S2 

 

Στα κυανοβακτιρια παρατθρείται μόνο το πολυγραμμικό ςιμα (McDermott 

et al. 1988). Για να βρεκεί αν υπάρχει κάποια διαφορά ςτο πρωτεϊνικό περιβάλλον 

του Mn4CaO5 μεταξφ φυτϊν και κυανοβακτθρίων ζγινε ςφγκριςθ των ακολουκιϊν 

τθσ D1 των δφο οργανιςμϊν για να βρεκοφν διαφορζσ ςτθν αμινοξικι ακολουκία 

(βλ. Παράρτθμα α). Στθ ςυνζχεια, καταςκευάςτθκε μοντζλο τθσ φυτικισ D1 με 

πρότυπο τθν D1 των κυανοβακτθριϊν, τθσ οποίασ θ δομι είναι γνωςτι (βλ. 

Παράρτθμα β).  

 

 

Εικόνα 3.30: Σφγκριςθ του περιβάλλοντοσ του Mn4CaO5 ςτα κυανοβακτιρια (3arc, PDB) με γαλάηιο 

χρϊμα ςε ςχζςθ με τθν D1 των φυτϊν με ροη χρϊμα (δομι καταςκευαςμζνθ χρθςιμοποιϊντασ ωσ 

πρότυπο τθν D1 των κυανοβακτθριϊν). Θ Asn 87 των κυανοκτθρίων που αντικακίςταται από αλανίνθ 

ςτα φυτά είναι ςχεδιαςμζνθ με τελείεσ. 

 

Υπάρχουν 9 μθ ςυντθρθμζνεσ αντικαταςτάςεισ αμινοξζων αλλά γενικά οι 

δφο δομζσ είναι πανομοιότυπεσ. Στθν εικόνα 3.30 φαίνεται θ ςφγκριςθ των δφο 

πρωτεϊνϊν για το περιβάλλον του Mn4CaO5. Σε απόςταςθ 6.5 και 7 Å από τα Mn3 

και Mn4 αντίςτοιχα υπάρχει μια μθ ςυντθρθμζνθ αντικατάςταςθ: θ πολικι Asn 87 

των κυανοβακτθρίων αντικακίςταται από τθν μθ - πολικι αλανίνθ ςτα φυτά. Αυτό 
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το κετικό φορτίο, ίςωσ, ευκφνεται για τθν ομοιομορφία τθσ S2 ςε όλα τα κζντρα, ςτα 

κυανοβακτιρια. 

Το Cl- επθρεάηει τθν ιςορροπία πολυγραμμικοφ  ̶  g = 4.1. Με αφαίρεςθ Cl- 

αυξάνεται το g = 4.1 εισ βάροσ του πολυγραμμικοφ (Lindberg & Andreasson 1996). 

Με αντικατάςταςθ του Cl- με F- όλο το πολυγραμμικό μετατρζπεται ςε g = 4.1, ενϊ 

με αντικατάςταςθ με Br- δεν παρατθρείται ςθμαντικι μεταβολι (Ono et al. 1987). 

Στθν εικόνα 3.31 φαίνεται το Mn4CaO5 και πωσ ςυνδζεται με το Cl-. To Cl- ςχθματίηει 

δεςμό Θ με τθν αμινομάδα του Glu 333, εκεί όπου ςυνδζεται με τθν His 332. Το Glu 

333 είναι διςχιδισ υποκαταςτάτθσ που ςυνδζεται με το Mn3 και Mn4, ενϊ θ His 332 

με το Mn1. Θ κατανομι του φορτίου μεταξφ του Mn1 και Mn4 είναι αυτό που 

διαφζρει ςτισ δφο διαμορφϊςεισ τθσ S2 (Pantazis et al. 2012, εικόνα 3.29). Το Cl- 

ίςωσ επθρεάηει αυτι τθν ιςορροπία μζςω αυτοφ του δεςμοφ Θ. 

 

 

Εικόνα 3.31: To Cl
-
 ςυνδζεται μζςω δεςμοφ Θ με τον πεπτιδικό δεςμό μεταξφ του Glu 333 και τθσ His 

332, που είναι υποκαταςτάτεσ του Mn4 και Mn1 αντίςτοιχα. 

 

Κατά τθν S2 → S3 τα κζντρα που χαρακτθρίηονται από g = 4.1 (S = 5/2) πρϊτα 

μετατρζπονται ςε πολυγραμμικό ςιμα (S = 1/2) και ςτθ ςυνζχεια προχωροφν ςτθν  
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S3 (Chrysina et al. 2010). Τθν μετατροπι προκαλεί θ TyrZ˙ ι επίδραςθ του φωτόσ ςτο 

Mn4CaO5. Για να διευκρινιςτεί τι από τα δφο ιςχφει ζγινε το πείραμα τθσ εικόνασ 

3.32. Tο δείγμα περιζχει ατραηίνθ, θ οποία προςδζνεται ςτθν κζςθ τθσ QB, ϊςτε να 

μθν μπορεί να ςχθματιςτεί ςτακερι TyrZ˙ (εφόςον θ ςτακερότθτα οφείλεται ςτθν 

μεταφορά του θλεκτρονίου ςτθν QB). Για να ςχθματιςτεί ςτακερι S2 οξειδϊκθκε ο 

μθ αιμικόσ ςίδθροσ, ϊςτε να δεχτεί το θλεκτρόνιο που απομακρφνεται από το 

Mn4CaO5 κατά τθν μετάβαςθ S1 → S2. Το ςιμα του FeIII  φαίνεται ςε g = 8 και 5.5, 

ανεςτραμμζνο ςτο φάςμα α, το οποίο είναι θ διαφορά τθσ S2 μείον τθν S1.  

Επομζνωσ, ςχθματίηεται θ κατάςταςθ S2QAFeII. Με παλμό ςτουσ 223 Κ (φάςμα β), 

δεν παρατθρείται ςχθματιςμόσ τθσ ςτακερισ S2TyrZ˙, οφτε μετατροπι του g = 4.1 ςε 

πολυγραμμικό (φάςμα γ). Επομζνωσ, θ μετατροπι αυτι προκαλείται απο τον 

ςχθματιςμό τθσ TyrZ˙. Φαίνεται ότι θ οξειδωμζνθ TyrZ μπορεί να προκαλεί αλλαγζσ 

ςτο Mn4CaO5, (πικανόν μζςω του κετικοφ φορτίου ι των δεςμϊν Θ).  

0 1000 2000 3000 4000 5000

g = 4.1

(γ) = (β) - (α)

(β)

 

 

 

καγλεηηθό πεδίν (G)

g = 8   5.5

(α)

 

Εικόνα 3.32: Αν δεν ςχθματιςτεί TyrZ˙ δεν γίνεται θ μετατροπι του g = 4.1 ςε πολυγραμμικό ςιμα 

κατά τθν μετάβαςθ S2 → S3. (α) S2QAFe
II
, (β) παλμόσ ςτουσ 223 Κ. Με πράςινο βζλοσ ζχει ςθμαδευτεί 

ςιμα με g = 4.3 που οφείλεται ςε διαφορά κερμοκραςίασ μεταξφ του φάςματοσ τθσ S1 ςε ςχζςθ με 

τα επόμενα φάςματα και δεν ςχετίηεται με το ΦΣ ΙΙ. Συνκικεσ EPR όπωσ ςτθν εικόνα 3.3. 
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φνοψθ - υμπεράςματα 

 

Άςτραψε φωσ κι εγνϊριςεν ο νιοσ τον εαυτό του.  

Δ. ολωμόσ, «ο Πόρφυρασ» 

 
I believe in intuition and inspiration. …. Imagination is more important than knowledge. For knowledge 

is limited, whereas imagination embraces the entire world, stimulating progress, giving birth to 
evolution. It is, strictly speaking, a real factor in scientific research.  

A. Einstein, Cosmic religion : with other opinions and aphorisms (1931) 

 

Θ παροφςα εργαςία επικεντρϊκθκε ςτθν διερεφνθςθ του ρόλου τθσ TyrΗ 

ςτθν φωτοεπαγόμενθ διάςπαςθ του H2O. Χρθςιμοποιικθκε φαςματοςκοπία EPR 

κερμοκραςιϊν υγροφ θλίου για να παγιδευτοφν και χαρακτθριςτοφν ενδιάμεςα 

κυρίωσ των κρίςιμων μεταβάςεων S2 → S3 και S3 → S0, τα οποία περιλαμβάνουν τθν 

ελεφκερθ ρίηα TyrΗ˙ ςε αλλθλεπίδραςθ με το ςφμπλοκο Mn4CaΟ5. 

 

φνοψθ παρατθριςεων 

 Το ςιμα μετάλλου – ρίηασ, S2TyrZ˙, που δθμιουργείται με φωτιςμό ςτουσ 233 

Κ παρουςία μεκανόλθσ ζχει εφροσ 160 G ςτο φυςιολογικό pH = 6.5, φαίνεται όμωσ 

να ςτενεφει με τθν αφξθςθ του pH. Αντίκετα, θ αλλαγι του pH δεν επθρεάηει το 

φωτοεπαγόμενο ςιμα ςε κρυογενικζσ κερμοκραςίεσ. 

Με προςεκτικότερθ παρατιρθςθ φάνθκε ότι ςτο ψθλό pH το ςιμα δεν 

ςτενεφει, αλλά αυξάνεται θ ζνταςθ μιασ πιο ςτενισ ςυνιςτϊςασ με εφροσ περίπου 

80 G. Το εφροσ ενόσ τζτοιου ςιματοσ εξαρτάται από τθν αλλθλεπίδραςθ μεταξφ των 

δφο ςπιν, εδϊ του Mn4CaO5 και τθσ TyrZ˙. Το φαρδφ ςιμα υποδθλϊνει ιςχυρότερθ 

αλλθλεπίδραςθ μεταξφ τουσ ςε ςχζςθ με το ςτενό. Οι δφο ςυνιςτϊςεσ ζχουν  

διαφορετικι κινθτικι επαναςφνδεςθσ. 

 Θ S2TyrZ˙ (233 Κ), λόγω τθσ εξαιρετικισ ςτακερότθτάσ τθσ, που οφείλεται ςτθ 

μεταφορά του θλεκτρονίου ςτθν QB, μελετικθκε ςε κερμοκραςία 150 – 180 Κ. Στισ 
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υψθλζσ αυτζσ κερμοκραςίεσ αποςυνδζονται μαγνθτικά τα δφο κζντρα, λόγω 

κερμικϊν κινιςεων, και καταγράφεται το αδιατάρακτο από το Mn4CaO5 ςιμα τθσ 

TyrZ˙. Ραρατθρικθκε, ότι μεταβολι του pH του δείγματοσ ςτο εφροσ pH = 5.5 – 7.5 

δεν προκαλεί αλλαγζσ ςτο αδιατάρακτο φάςμα τθσ TyrZ˙, επομζνωσ και το ςτενό και 

το φαρδφ ςιμα προζρχονται από τθν TyrZ˙. Επίςθσ, και οι δφο ςυνιςτϊςεσ του 

ςιματοσ προζρχονται από κζντρα που βρίςκονται ςτθν S2 και χαρακτθρίηονται από 

το πολυγραμμικό ςιμα με ςπιν ½. 

 Θ αργι πτϊςθ του ςιματοσ τθσ TyrZ˙ κατά τθν επϊαςθ ςτουσ 150 – 180 Κ 

οφείλεται ςε επαναςφνδεςθ φορτίου. Διαπιςτϊκθκε, ότι διαφζρει ο δότθσ 

θλεκτρονίου προσ τθν TyrZ˙ ανάλογα με το pH: ςε pH = 7.5 δότθσ είναι θ TyrD, ςτο pH 

= 5.5 κάποια χλωροφφλλθ, πικανόν θ chlZ και ςτο pH = 6.5 υπάρχουν κζντρα ςτα 

οποία θ TyrZ˙ επαναςυνδζεται με τθν chlZ ενϊ ςε άλλα με τθν TyrD. Στα pH = 5.5 – 6.5 

θ κινθτικι πτϊςθσ τθσ φαρδυάσ ςυνιςτϊςασ είναι πιο γριγορθ από τθσ ςτενισ. Στο 

pH = 7.5 όλο το ςιμα μειϊνεται με τθν ίδια κινθτικι. Ρικανόν, ο διαφορετικόσ δότθσ 

θλεκτρονίου επθρεάηει τθν ταχφτθτα επαναςφνδεςθσ κι όχι θ αλλαγι του pH. 

 Ραγιδεφτθκε για πρϊτθ φορά αςκενζσ ενδιάμεςο τθσ μετάβαςθσ S3 → S0 με 

μεκανόλθ, το οποίο αποδόκθκε ςτθν S3TyrZ˙. Το ςιμα πικανόν αποτελεί τθν 

τελευταία μεταβατικι κατάςταςθ πριν τθν ζκλυςθ Ο2 και θ μελζτθ του μελλοντικά 

μπορεί να αποκαλφψει πολλά για τον μθχανιςμό ςχθματιςμοφ του Ο2. Σε δείγματα 

χωρίσ προςκικθ μεκανόλθσ το ςιμα είναι αςκενζςτερο. Θ S3TyrZ˙ δθμιουργείται 

μόνο ςε κερμοκραςίεσ που γίνεται θ μετάβαςθ S3 → S0, και όχι ςε χαμθλότερεσ ςε 

αντίκεςθ με τθν S2TyrZ˙. 

 Μελετικθκαν οι κινθτικζσ πτϊςθσ των S2TyrZ˙ και S3TyrZ˙ ςτθν κερμοκραςία 

θμιαναςτολισ των μεταβάςεων S. Στουσ 243 Κ θ κινθτικι πτϊςθσ τθσ S2TyrZ˙ ζχει 

δφο ςυνιςτϊςεσ με χρόνουσ θμιηωισ περίπου 40 ms και 400 ms. Το ςιμα που 

παγιδεφουμε ανικει ςτθν πιο αργι ςυνιςτϊςα. 

 Τζλοσ, ζγινε ςφγκριςθ των αλλθλουχιϊν τθσ D1 ςτα φυτά και τα 

κυανοβακτιρια και βρζκθκε μια μθ ςυντθρθμζνθ αλλαγι αμινοξζοσ ςτθ κζςθ 87: 

ςτθν πρϊτθ περίπτωςθ υπάρχει αλανίνθ, ενϊ ςτθν δεφτερθ θ πολικι αςπαραγίνθ. 

Το κατάλοιπο αυτό βρίςκεται ςε απόςταςθ περίπου 6 Å από το Mn4CaO5. 
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υμπεράςματα 

 

Δίαυλοι μεταφοράσ των πρωτονίων 

Θ οξείδωςθ τθσ S3TyrZ είναι εφικτι ςε κερμοκραςίεσ όπου μποροφν να 

γίνουν εκτεταμζνεσ κινιςεισ τθσ πρωτεΐνθσ, ςε αντίκεςθ με τθν S2TyrZ που αρχίηει 

να οξειδϊνεται από τουσ 77 Κ. Σε κερμοκραςίεσ < 120 Κ είναι δυνατζσ μόνο οι 

αρμονικζσ ταλαντϊςεισ, ενϊ ςε κερμοκραςίεσ > 240 Κ είναι δυνατζσ και εκτενείσ 

κινιςεισ τθσ πρωτεΐνθσ (Pieper et al. 2007). Αυτό ταιριάηει με το μοντζλο που 

ερμθνεφει τισ δφο ςυνιςτϊςεσ τθσ S2TyrZ˙ ωσ δφο διαδοχικζσ κινιςεισ πρωτονίων 

κατά μικοσ δεςμϊν Θ (Chrysina et al. 2011). Θ μθ δθμιουργία τθσ S3TyrZ˙ ςε 

κερμοκραςίεσ < 240 Κ πικανόν υποδθλϊνει  ζνα διαφορετικό κανάλι απόςπαςθσ 

πρωτονίου για αυτι τθ μετάβαςθ, που όταν λειτουργεί πρζπει να γίνει αναδιάταξθ 

τθσ πρωτεΐνθσ. Στο κανάλι του Asp 61 ζχει προτακεί ότι λειτουργεί ζνασ μθχανιςμόσ 

– πφλθ (gating mechanism) (Bao et al. 2013). Ο μθχανιςμόσ αυτόσ εξαςφαλίηει ότι 

τα Θ+ δεν κα επιςτρζφουν ςτο Mn4CaO5. 

Σφμφωνα με όλα αυτά, ταιριάηει να ποφμε ότι κατά τθν μετάβαςθ S2 → S3  το 

πρωτόνιο αποςπάται από το κανάλι τθσ His 190 και κατά τθν S3 → S0 από το Asp 61. 

Το ίδιο ζχει προτακεί και από άλλθ ομάδα (Klauss et al. 2012) που κατζλθξαν ςε 

αυτό το ςυμπζραςμα από πειράματα μεταλλαξιγζνεςθσ ςτο Asp 61. Πταν το Asp 61 

αντικακιςτάται με Asn παρατθρείται πολφ μεγαλφτερθ επιβράδυνςθ ςτο χρόνο τθσ 

μετάβαςθσ S3 → S0, ςε ςχζςθ με τθν S2 → S3 (Hundelt et al. 1998, Dilbeck et al. 2012). 

Ζνα ςθμαντικό επιχείρθμα υπζρ του μοντζλου παλινδρόμθςθσ πρωτονίου 

κατά τθν S2 → S3 είναι θ ςθμαςία τθσ παρουςίασ του Cl- κατά τθ μετάβαςθ αυτι, 

μιασ και αποτελεί μζροσ του καναλιοφ που ξεκινά από το Asp 61. Το Cl- είναι 

αναγκαίο μόνο κατά τισ μεταβάςεισ S2 → S3 και S3 → S0 (Wincencjusz et al. 1997). Με 

αφαίρεςθ Cl- το ςφςτθμα δεν προχωρεί πζρα από τθν  S2TyrZ˙ (Boussac et al. 1992). 

Με κεωρθτικοφσ υπολογιςμοφσ φάνθκε να ςχθματίηεται δεςμόσ άλατοσ μεταξφ του 

D1 – Asp 61 και τθσ D2 – Lys 317 με αφαίρεςθ του Cl-, το οποίο παρεμβάλλεται 

μεταξφ τουσ (Rivalta et al. 2011). Με αυτό τον τρόπο κλείνει θ πφλθ και δεν είναι 
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δυνατι πλζον θ απόςπαςθ πρωτονίων από το Mn4CaO5, και επομζνωσ το ςφςτθμα 

ςταματά ςτθν S2TyrZ˙ (κατά τθν S1 → S2 δεν αποςπάται πρωτόνιο, οπότε δεν 

επθρεάηεται). Μια άλλθ εξιγθςθ όμωσ του φαινόμενου αυτοφ κα μποροφςε να 

είναι ότι ο ςχθματιςμόσ g = 4.1 που ςυμβαίνει όταν αφαιρείται το Cl- (Lindberg & 

Andreasson 1996) εμποδίηει το ςφςτθμα να προχωριςει, μιασ και ζχει φανεί ότι το  

g = 4.1 πρϊτα μετατρζπεται ςε πολυγραμμικό και μετά προχωρά ςτθν S3 (Chrysina 

et al. 2010). 

 

Οι δφο διαμορφϊςεισ τθσ S2 

Στθν § 3.4 ειπϊκθκαν αρκετά για τισ δφο διαμορφϊςεισ τθσ S2. Φαίνεται, θ 

διαμόρφωςθ τθσ S2 να κακορίηεται από τθν κατανομι του φορτίου γφρω από το 

ςφμπλοκο Mn4CaO5. Αντικατάςταςθ τθσ πολικισ Asn 87  των κυανοβακτθρίων, ςε 

απόςταςθ 6 – 7 Å από το Mn4CaO5, με τθν μθ πολικι αλανίνθ ςτα φυτά ίςωσ 

ςχετίηεται με τθν ανομοιογζνεια τθσ S2 ςτα φυτά. Ραρουςία ι απουςία, ςε 

απόςταςθ περίπου 7 Å, του ιόντοσ Cl-, το οποίο ςυνδζεται και μζςω δεςμϊν Θ με 

υποκαταςτάτεσ του ςυμπλόκου, επίςθσ αλλάηει τθν κατάςταςθ ςπίν τθσ S2. Ακόμθ, 

ο ςχθματιςμόσ τθσ TyrZ˙ οδθγεί τθ μετατροπι g = 4.1 ςε πολυγραμμικό κατά τθ 

μετάβαςθ S2 → S3. Θ επίδραςθ τθσ TyrZ˙ ςτο Mn4CaO5 ζχει φανεί και με 

φωτοακουςτικά πειράματα,  όπου παρατθρικθκε κατά τθν μετάβαςθ S2 → S3 

ςυςτολι του ΦΣ ΙΙ ςε χρόνο ns μετά τον παλμό φωτόσ∙ θ ςυςτολι αυτι φαίνεται ότι 

προετοιμάηει το ςφμπλοκο Mn4CaO5 για τθν αποβολι ενόσ πρωτονίου αρχικά και 

ενόσ θλεκτρονίου ςτθ ςυνζχεια και προκαλείται από τθν TyrZ˙ (Klauss et al. 2012 β). 

 Μια άλλθ πρόταςθ είναι ότι θ ιςορροπία g = 4.1 – πολυγραμμικό 

κακορίηεται από το δίκτυο των δεςμϊν Θ που δθμιουργοφνται μεταξφ των W1, W2 

(υποκαταςτατϊν του Mn4) και Asp 61 και φπαρξθ ι ζλλειψθ Cl-. Ρροςκικθ 

μεκανόλθσ ςτθ κζςθ αυτϊν των μορίων Θ2Ο επθρεάηει το δίκτυο αυτό και με αυτό 

τον τρόπο τθν ιςορροπία των δφο διαμορφϊςεων (Pokhrel & Brudvig 2014). Ριο 

ςυγκεκριμζνα, προτάκθκε ότι το δίκτυο αυτό ρυκμίηει τθν ικανότθτα του Mn4 να 

οξειδωκεί ι όχι κατά τθν μετάβαςθ S1 → S2 και κατά ςυνζπεια το ςχθματιςμό g = 
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4.1 ςτθν πρϊτθ περίπτωςθ και πολυγραμμικοφ ςτθν δεφτερθ. Θ υπάρξθ 

ανομοιογζνειασ ιδθ από τθν S1 ζχει παρατθρθκεί με EPR: παρατθροφνται δφο 

διαφορετικά ςιματα τθσ S1TyrZ˙ που το ζνα με g = 2.035 οδθγεί ςε ςχθματιςμό του 

πολυγραμμικοφ τθσ S2, ενϊ το άλλο με εφροσ 26 G οδθγεί ςε ςχθματιςμό g = 4.1 

(Sioros et al. 2007). 

 

Θ επίδραςθ τθσ μεκανόλθσ 

Σφμφωνα με αυτι τθ λογικι, ότι δθλαδι θ κερμοκραςία που οξειδϊνεται θ 

TyrZ δείχνει τον τρόπο με τον οποίο αποςπάται το πρωτόνιο κατά τθ ςυγκεκριμζνθ 

μετάβαςθ, ςτα δείγματα με μεκανόλθ κα πρζπει να λειτουργεί το μονοπάτι του Asp 

61 κατά τθν S2 → S3. Με μεκανόλθ δθμιουργείται θ S2TyrZ˙ ςτουσ 10 Κ ςε μια 

μειονότθτα κζντρων, δθλαδι θ μεκανόλθ βοθκά να χαλαρϊςει το κετικό φορτίο τθσ 

S2, το οποίο εμποδίηει τθν οξείδωςθ τθσ TyrZ˙ ςε αυτά τα κζντρα. Δεν παρατθρείται 

όμωσ ςταδιακι αφξθςθ τθσ ζνταςθσ αυτοφ του ςιματοσ όπωσ ςτθν S2TyrZ˙ χωρίσ 

μεκανόλθ, αλλά απότομθ αφξθςθ τθσ ζνταςθσ του ςιματοσ ςτουσ 233 Κ, 

κερμοκραςία που μποροφν να γίνουν δραςτικζσ αλλαγζσ ςτθν πρωτεΐνθ ι αλλαγζσ 

ςτο περιβάλλον του Mn4CaO5. 

Με μεκανόλθ παρατθροφνται περιςςότερεσ απϊλειεσ (κζντρα που δεν 

προχωροφν) ςτισ ταλαντϊςεισ (Noring et al. 2008). Για να γίνουν καλζσ ταλαντϊςεισ 

απαιτείται ψθλότερθ κερμοκραςία ςε ςχζςθ με τα φυςιολογικά δείγματα∙ θ 

μεκανόλθ με κάποιο τρόπο δυςκολεφει τισ μεταβάςεισ. Με μεκανόλθ τα ςιματα 

EPR τθσ S0TyrZ˙ (Su et al. 2006) και S2TyrZ˙ (Ioannidis et al. 2006) είναι φαρδφτερα 

από ό,τι ςτα φυςιολογικά δείγματα, επομζνωσ είναι ιςχυρότερθ θ μαγνθτικι 

αλλθλεπίδραςθ TyrZ˙ και Mn4CaO5. Ακόμθ, αίρεται θ ανομοιογζνεια τθσ S2 (g = 2 και 

g = 4.1 με S = 1/2 και S = 5/2, αντίςτοιχα) και όλα τα κζντρα αποκτοφν S = ½ 

παρουςία μεκανόλθσ (Deak et al. 1999). Ακόμθ, δεν παρατθρείται ευαιςκθςία ςτο 

υπζρυκρο (Ioannidis & Petrouleas 2000). 

Δεν είναι γνωςτό ποφ προςδζνεται θ μεκανόλθ και με ποιο τρόπο επθρεάηει 

το ςφμπλοκο. Είναι όμωσ ανάλογο του Θ2Ο (εικόνα 4.1) και είναι πικανό να 
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προςδζνεται ςε κζςθ νεροφ υποςτρϊματοσ. Με ESEEM (Electron Spin Echo 

Envelope Modulation) και ςθμαςμζνθ με 2H μεκανόλθ ζχει φανεί ότι θ μεκανόλθ 

προςδζνεται ςτο Mn4CaO5 ι πολφ κοντά του (Force et al. 1998). Ακόμθ, ζχει 

προτακεί ότι θ μεκανόλθ προςδζνεται ςε ΜnΙΙΙ (Ahrling et al. 2004, 2006) και 

πικανόν ζτςι εξθγείται θ ζλλειψθ ευαιςκθςίασ ςτο υπζρυκρο (Ioannidis et al. 2006). 

Οι πικανότερεσ κζςεισ πρόςδεςθσ τθσ μεκανόλθσ είναι το Mn1 και το Mn4 (Sjöholm 

et al. 2013, Su et al. 2011). Κςωσ θ μεκανόλθ προςδζνεται και ςτισ δφο κζςεισ με 

διαφορετικι ςυγγζνεια ςτθν κακεμία (Sjöholm et al. 2013). Σφμφωνα με μια πιο 

πρόςφατθ εργαςία θ μεκανόλθ δεν προςδζνεται απευκείασ ςε ιόν Mn αλλά ςτθ 

κζςθ του W3 που είναι υποκαταςτάτθσ του CaΙΙ ι ςτθ κζςθ νερϊν που ςυνδζονται 

με δεςμό Θ με τα Ο1 και Ο4, που φαίνονται ςτθν εικόνα 4.2  (Oyala et al. 2014). 

 

 

Εικόνα 4.1: το μόριο του νεροφ και τθσ μεκανόλθσ 

 

Εάν θ μεκανόλθ προςδζνεται ςτο Mn1 εκτοπίηει το D1  ̶  Glu 189 και ζτςι το 

κετικό φορτίο του Mn4CaO5 δεν εμποδίηει πλζον τθν S2TyrZ˙ να οξειδωκεί (Ioannidis 

et al. 2006). Για να προχωριςει ςτθν S3 το ςφμπλοκο κα πρζπει θ μεκανόλθ να 

δϊςει τθ κζςθ τθσ ςε μόριο Θ2Ο. Κςωσ αυτόσ να είναι ο λόγοσ που δυςκολεφουν οι 

μεταβάςεισ παρουςία μεκανόλθσ. 

 

Πικανι ερμθνεία του ςτενοφ ςιματοσ 

Θ εξάρτθςθ του εφρουσ του παγιδευμζνου ςιματοσ από το pH ςθμαίνει ότι 

ςτθν παγιδευμζνθ κατάςταςθ S2TyrZ˙ θ απόςπαςθ του πρωτονίου βρίςκεται ςε 

εξζλιξθ ι ζχει ολοκλθρωκεί, ςε αντίκεςθ με τθν S2TyrZ˙ που δθμιουργείται ςε 

κρυογενικζσ κερμοκραςίεσ, θ οποία δεν επθρεάηεται κακόλου από το pH. Ρικανόν 
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το διαφορετικό εφροσ υποδθλϊνει τθ διαφορετικι απόςταςθ ςτθν οποία βρίςκεται 

το πρωτόνιο τθσ TyrZ ι του Mn4CaO5 κατά τθ ςτιγμι του παγϊματοσ του δείγματοσ, 

ςε διαφορετικζσ τιμζσ pH.  

 

Εικόνα 4.2: Το Mn4CaO5 και θ TyrZ, τα ιόντα Mn είναι ςχεδιαςμζνα με μωβ ςφαίρεσ, το ιόν Ca
ΙΙ
 με 

κίτρινθ ςφαίρα και τα ςυνδετικά Ο με κόκκινεσ ςφαίρεσ, ακόμθ φαίνονται τα δφο ανιόντα Cl
-
 με 

πράςινεσ ςφαίρεσ και μόρια Θ2Ο με λευκζσ ςφαίρεσ. Δεςμοί Θ είναι ςχεδιαςμζνοι με κίτρινεσ 

διακεκομμζνεσ γραμμζσ. 

 

 Θ ζνταςθ τθσ ςτενισ ςυνιςτϊςασ τθσ S2TyrZ˙ (233 Κ) είναι μικρι ςτο pH = 6.5 

(και ακόμα μικρότερθ ςτο pH = 5.5) αλλά πολφ μεγάλθ ςτο pH = 7.5. Το μικρότερο 

εφροσ ταυτίηεται με αςκενζςτερθ αλλθλεπίδραςθ TyrZ˙ και Mn4CaO5. Αυτό ςθμαίνει 

ότι υπάρχει ζνα ι περιςςότερα κατάλοιπα με pK ≈ 7.5 που όταν αποπρωτονιϊνεται 

προκαλεί απομάκρυνςθ τθσ TyrZ˙ από το Mn4CaO5 ι με κάποιο τρόπο αλλάηει τθν 

μεταξφ τουσ αλλθλεπίδραςθ. Το κατάλοιπο αυτό επθρεάηει τθν αλλθλεπίδραςθ 

TyrZ˙ και Mn4CaO5 μόνο ςτισ ψθλζσ κερμοκραςίεσ όπου γίνεται απόςπαςθ Θ+ και 

πικανόν εμπλζκεται ςτθν απόςπαςθ.  
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Το pK αυτό ταιριάηει με τθσ TyrD˙, αλλά βρίςκεται ςε μεγάλθ απόςταςθ για 

να επθρεάηει τόςο ζντονα τθν αλλθλεπίδραςθ TyrZ˙ και Mn4CaO5. 

 

Προοπτικζσ 

 

Ἀεὶ ὁ Κεὸσ ὁ μζγασ γεωμετρεῖ,  

τό κφκλου μῆκοσ ἵνα ὁρίςῃ διαμζτρῳ,  

παριγαγεν ἀρικμὸν ἀπζραντον,  

  καὶ ὃν, φεῦ,οὐδζποτε ὃλον κνθτοὶ κὰ εὕρωςι... 

Ν. Χατηθδάκθσ 

 

 Θ μζκοδοσ παγίδευςθσ των ενδιαμζςων των μεταβάςεων S, που 

εφαρμόςτθκε ςτθν παροφςα εργαςία, είναι ιδιαίτερα αποτελεςματικι και κα 

μποροφςε να επεκτακεί και ςτα ενδιάμεςα των κατϊτερων μεταβάςεων S. Ζχει 

ενδιαφζρον  να μελετθκεί και θ εξάρτθςθ του ςιματοσ S0TyrZ˙ (233 Κ) από το pH ςε 

ςφγκριςθ με αυτι τθσ S2TyrZ˙. 

 Θ παγίδευςθ τθσ S3TyrZ˙ αποτελεί ιδιαίτερα ςθμαντικό αποτζλεςμα, δεν είναι 

όμωσ άμεςα αξιοποιιςιμο εξαιτίασ του αδφναμου ςιματοσ που παγιδεφεται. Ζχει 

ενδιαφζρον να γίνουν δοκιμζσ παγίδευςθσ του ςιματοσ ςε δείγματα όπου το CaΙΙ 

ζχει αντικαταςτακεί με SrΙΙ ι/και το Cl- με Br-, τα οποία επιβραδφνουν τθν μετάβαςθ 

S3 → S0. 
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Πίνακασ Ορολογίασ 

 

 

ξενόγλωςςοσ όροσ ελλθνικόσ όροσ 

lumen μικροχϊροσ ι αυλόσ 

Photosystem II Φωτοςφςτθμα ΙΙ 

Light Harvesting Complex II (LHC II) ςφμπλοκο απορρόφθςθσ φωτόσ ΙΙ 

Oxygen evolving complex Oxygen evolving complex 

low barrier hydrogen bond δεςμόσ υδρογόνου χαμθλοφ 

φράγματοσ 

Hydrogen - abstraction model μοντζλο απόςπαςθσ Θ 

proton - rocking model μοντζλο παλινδρόμθςθσ Θ+ 

multiline πολυγραμμικό ςιμα 

metalloradical signal ςιμα μετάλλου - ρίηασ 

split signal διαςπαςμζνο ςιμα 

Signal II ςιμα ΙΙ, το φάςμα EPR τθσ TyrD˙ 

μετρθμζνο ςε ςυνκικεσ μθ-κορεςμοφ. 
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υντμιςεισ – Αρκτικόλεξα – Ακρωνφμια 

 

ΦΣ ΙΙ Φωτοςφςτθμα ΙΙ 

ΣΔΝ Σφμπλοκο διάςπαςθσ του νεροφ 

ΑΤ Τριφωςφορικι αδενοςίνθ 

NADPH/NADP+ Νικοτιναμιδο – αδενινο – φωςφορικο – 

δινουκλεοτίδιο, ανθγμζνθ και 

οξειδωμζνθ μορφι 

Tyrz, Tyr-161 Τυροςίνθ 161 τθσ D1 υπομονάδασ 

P680 Ειδικό ςφμπλοκο 4 χλωροφυλλϊν, όπου 

γίνεται ο πρωτογενισ διαχωριςμόσ 

φορτίου 

PheoD1, PheoD2 Φαιοφυτίνθ τθσ D1/D2 υπομονάδασ 

QA, QB πλαςτοκινόνθ Α, πλαςτοκινόνθ Β 

CP πρωτεΐνθ πλοφςια ςε χλωροφφλλθ 

(chlorophyll binding protein) 

MES 2-(N-μορφολινο) αικανοςουλφονικό οξφ 

HEPES 4-(2-υδροξυαικυλ)-1-πιπεραηινο-

αικανοςουλφονικό οξφ 

DCBQ 2,5-διχλωρο-p- βενηοκινόνθ 

PPBQ φαινυλ-p-βενηοκινόνθ 
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Παράρτθμα α 

 

Σφγκριςθ τθσ αμινοξικισ ακολουκίασ τθσ D1 από ςπανάκι και από T. vulcanus με το 

διαδικτυακό εργαλείο ClustalW2 (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2). Με μπλε 

είναι ςθμειωμζνα τα κατάλοιπα που βρίςκονται γφρω από το Mn4CaO5. Με μωβ 

φαίνεται το κατάλοιπο ςτθ κζςθ 87, που είναι μθ ςυντθρθμζνθ αντικατάςταςθ και 

βρίςκεται κοντά ςτο Mn4CaO5. 

 

 
                          1 
sp|P51765|PSBA_THEVL      MTTTLQRRES ANLWERFCNW VTSTDNRLYV GWFGVIMIPT LLAATICFVI AFIAAPPVDI 
sp|P69560|PSBA_SPIOL      MTAILERRES ESLWGRFCNW ITSTENRLYI GWFGVLMIPT LLTATSVFII AFIAAPPVDI 
                          **: *:****  .** ***** :***:****: *****:**** **:**  *:* ********** 
                          61 
sp|P51765|PSBA_THEVL      DGIREPVSGS LLYGNNIITG AVVPSSNAIG LHFYPIWEAA SLDEWLYNGG PYQLIIFHFL 
sp|P69560|PSBA_SPIOL      DGIREPVSGS LLYGNNIISG AIIPTSAAIG LHFYPIWEAA SVDEWLYNGG PYELIVLHFL 
                          ********** ********:* *::*:* *** ********** *:******** **:**::*** 
                          121                                         161 
sp|P51765|PSBA_THEVL      LGASCYMGRQ WELSYRLGMR PWICVAYSAP LASAFAVFLI YPIGQGSFSD GMPLGISGTF 
sp|P69560|PSBA_SPIOL      LGVACYMGRE WELSFRLGMR PWIAVAYSAP VAAATAVFLI YPIGQGSFSD GMPLGISGTF 
                          **.:*****: ****:***** ***.****** :*:* ***** ********** ********** 
                          181 
sp|P51765|PSBA_THEVL      NFMIVFQAEH NILMHPFHQL GVAGVFGGAL FCAMHGSLVT SSLIRETTET ESANYGYKFG 
sp|P69560|PSBA_SPIOL      NFMIVFQAEH NILMHPFHML GVAGVFGGSL FSAMHGSLVT SSLIRETTEN ESANEGYRFG 
                          ********** ******** * ********:* *.******** *********. **** **:** 
                          241 
sp|P51765|PSBA_THEVL      QEEETYNIVA AHGYFGRLIF QYASFNNSRS LHFFLAAWRV VGVWFAALGI STMAFNLNGF 
sp|P69560|PSBA_SPIOL      QEEETYNIVA AHGYFGRLIF QYASFNNSRS LHFFLAAWPV VGIWFTALGI STMAFNLNGF 
                          ********** ********** ********** ******** * **:**:**** ********** 
                          301                                            344 
sp|P51765|PSBA_THEVL      NFNHSVIDAK GNVINTWADI INRANLGMEV MHERNAHNFP LDLASAESAP VAMIAPSING 
sp|P69560|PSBA_SPIOL      NFNQSVVDSQ GRVINTWADI INRANLGMEV MHERNAHNFP LDLAAIEAP- ------STNG 
                          ***:**:*:: *.******** ********** ********** ****: *:         * ** 
 
 
sp|P51765|PSBA_THEVL      T. vulcanus 
sp|P69560|PSBA_SPIOL      σπανάκι 
 
 
 
                       *  all residues or nucleotides in that column are identical 
                       :  conserved substitutions have been observed 
                       .  semi-conserved substitutions have been observed 
                          no match. 
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Παράρτθμα β 

 

Καταςκευι μοντζλου τθσ D1 των φυτϊν με πρότυπο τθν D1 του T.vulcanus (κωδικόσ 

PDB: 3arc) με το διαδυκτιακό εργαλείο:  swissmodel.expasy.org 

Στθν επάνω ςειρά φαίνεται θ αλλθλουχία του μοντζλου, ενϊ ςτθν κάτω ςειρά θ 

ακολουκία ςτα κυανοβακτιρια, για τα οποία είναι γνωςτι θ δομι. Θ περιοχι γφρω 

από το Mn4CaO5 ςτο καταςκευαςμζνο μοντζλο ςε ςχζςθ με τθ γνωςτι δομι 

φαίνεται ςτθν εικόνα 3.30. 
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