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Seznam pouzitych zkratek

.V, Y molekula chlorofylu a v reakénim centru fotosystému I

- N molekula fylochinonu v reak&nim centru fotosystému I
ADP.........coevennne adenosindifosfat

AGE .......coveennne elektroforéza na agarosovém gelu

APS ... peroxodisiran amonny

ATP......vcvvvnnnee. adenosintrifosfat

D559.uuuninieieiinriieeenns cytochrom bssg tvofici soutast fotosystému II

Be/f e complex cytochromi bg/f

BIS .. N,N’-methylenbisakrylamid

Bis-Tris ...cooeveueenenen. bis[2-hydroxyethyl]imino-tris[hydroxymethylJmethan
BN-PAGE................ modré nativni elektroforéza na polyakrylamidovvém gelu
BSA...oeeeenene hovézi sérovy albumin

CAGE..........cceueeuenee elektroforéza na acetylcelulosvém gelu
CET...coovvvvevirnennnen cyklicky pfenos elektront

CFo-CFi...coevvuvenenne. sloZzky chloroplastové ATP-synthasy
CN-PAGE............... bezbarva nativni elektroforéza na polyakrylamidovvém gelu
D1, D2.....cocveeenenee. proteiny fotosystému II s relativni molekulovou hmotnosti 32 a
................................. 34kDa

FAR....cooviirtrrreeaenne fotosynteticky aktivni zafeni

Fa, FB, FX ceveennnnnnee. Fe-S centra v reak&nim centru fotosystému II

Fd .o ferredoxin

FeCy.covrvinrirnrennennenn ferrikyanid draselny

Hem by .....cccoueneeeee. nizkopotencidlovy hem b cytochromu bg/f

Hem by....cccevvennenee. vysokopotencidlovy hem b cytochromu bg/f

LET v linedrni pfenos elektrond
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LHCI....cccovvvveennene svétlosbérny komplex fotosystému I

LHC II..................... svétlosbérny komplex fotosystému II

NADPH................... nikotinamidadenindinukleotidfosfat

OEC......ccccvvirinanee komplex vyvijejici kyslik

P680 ........covverenne. pigment reakéniho centra fotosystému II s udanym absorpénim
................................. maximem

P700 ......cccverenennne. pigment reak&niho centra fotosystému II s udanym absorp¢nim
................................. maximem

PAGE.........ceceunee. elektroforéza na polyakrylamidovém gelu

PBQ..cooiriicerricrenene fenyl-p-benzochinon

PC.eeeeeeeeenne plastocyanin

Pheo......ccccevvveenennnnne feofytin

PVDF ... polyvinyl difluorid

PQ .o oxidovana molekula plastochinonu

PQH2..........ccovveeune rekukovana molekula plastochinonu

PSL...iieerernene fotosystém |

PSIRC.......cccceeveuenee. reakéni centrum fotosystému I

PSII ..o fotosystém II

PsaA, PsaB.............. proteiny fotosystému I s molekulovou hmotnosti 83 a 82,4 kDa
Qa, QB molekuly plastochinonu poutajici se k proteinim D1 a D2 PSII
L0 7 6 PR vazebna mista (pro plastochinon) cytochromu bg/f na lumenalni a
................................. stromalni strané thylakoidni membrany

RClIL....ocovvrvirrrrennen reakéni centrum fotosystému II

RCL...iieieieeenenne reakéni centrum fotosystému I

RuBisCO................. ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa
RN-PAGE............... ¢ervena nativni elektroforéza na polyakrylamidovvém gelu
SDS...corvivirrrecnennene dodecylsiran sodny



SDS-PAGE ............. elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v ptitomnosti SDS

SGE.....coovveecene. elektroforéza na Skrobovém gelu

NTIEN 7 R redoxni stavy komplexu vyvijejiciho kyslik
TEMED................... N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin
Tricine.......c.cooenen.ee. n-tris[hydroxymethylJmethylglycin

TriS covveveeereecneeenee. tris(hydroxymethyl)-amonimethan

TyrZ, Tyr D............ tyrosinové zbytky vazajici se k fotosystému II



1 Uvod

1.1 Fotosyntéza

Veskery Zivot na Zemi je limitovan nezbytné dileZitym slune¢nim zafenim, které
vznika vicestupiiovou jadernou fuzi atomd vodiku za vzniku atomu helia. Jedné se vSak
o formu energie, kterou jsou schopny vyuZivat pouze fototrofni organismy. A pravé tyto
stoji na poCéatku potravniho fetézce, nebot’ uskuteétiuji vstup energie do systému zvenéi.
K témto organismim fadime pfedev8im zelené rostliny, fasy (¢ervené, hnédé a zelené),
sinice a fotosyntetické bakterie. Energie kvant je vyuZivana v procesech fotosyntézy. Diky
tomuto dé&ji fototrofni organismy zabudovavaji anorganické molekuly CO, do organickych
latek, at’ jiZ stavebnich ¢&i zasobnich. Jedné se o energeticky velice naro¢ny proces, nebot’
jde o pfevedeni uhliku z nejvice oxidované formy o nizké energii, tedy oxidu uhliéitého, na
sacharidy, slou¢eniny o vysoké energii a s redukovanym uhlikem [1]. Podle prvotniho do-

noru elektronu pro redukci CO», lze fototrofni organismy rozdélit do dvou skupin:

1) U oxygennich fototrofnich organismu, vyuzZivajicich jako donoru elektronti H,O, do-
chézi pti rozkladu vody k uvoltiovani molekulového kysliku O,. k organismim vyuZivaji-

cim tento proces fadime zelené rostliny, fasy a sinice.

2) V ptipadé anoxygennich fototrofnich organismi, jimiZ jsou pfedevsim fotosyntetické
bakterie, Zijici v riiznych anaerobnich mistech, v hlubsich &astech a na dné fady jezer, vyu-
Zivaji jako donory elektroni jiné latky, napf. H,S nebo organické slou€eniny (sukcinat) [2].

Bez ohledu na ptivod redukéniho ekvivalentu (H2A) 1ze obecné celkovou stechiometrii

fotosyntézy vystihnout nésledujici rovnici:
CO; + 2H,A — (CH,0) + 2A + H,O
Samoziejmé se pfemény ucastni kvantum zéfivé energie a chlorofyl.

V té&chto procesech je vyuZivano elektromagnetické zafeni absorbované fotosyntetic-
kymi barvivy jako jsou chlorofyly, karotenoidy a fykobiliny. Jedna se pouze o lzky inter-
val zafeni produkovaného Sluncem. Energie t&chto fotonl odpovida vinovym délkam 400—
700 nm. JelikoZ hodnota této energie kopiruje poteby fotosyntetickych reakci, fikd se mu
také fosynteticky aktivni radiace (FAR) [3].



V roce 1905 provedl Britsky fyziolog F. F. Blackman sérii pokusi, na jejichZ zakladé
dospél k zavéru, Ze fotosyntéza ma dvé prostorové oddélené, ale na sebe navazujici faze.
Prvni proces oznacil jako svételné a druhy jako teplotné zavisly[4].

Svételnad neboli primarni faze — dé&je spojené piimo s absorpci a pfeménou svételné
energie. Jde o transport elektront, rozklad neboli fotolyzu vody a fotofosforylaci. Pro-
dukty primarni faze jsou ATP, NADPH a molekulovy kyslik. Ve se odehrava
v membrané thylakoidu a za dostate¢ného ozafeni.

Temnostni neboli sekundarni faze — pfi tomto kroku jsou vyuZivany produkty primarni
faze (ATP, NADPH, redukovany ferredoxin) a to nejen pro fixaci molekuly CO, do or-
ganickych latek za tvorby sacharidd, ale i pro asimilaci anorganicky vazaného N a S,
déle také k tvorb& mastnych kyselin. Tento proces probiha u eukaryotickych organismi
ve stromatu chloroplastu, u prokaryot, které nemaji chloroplasty, probiha v cytosolu.
Oznaleni tohoto kroku temnostni fazi je pon€kud zavad&jici, nebot’ taktéZ probihéd za
svétla, ale pro jednotlivé kroky jiZ neni intenzita zafeni limitujici.

1.2 Lokalizace fotosyntézy

Centrem fotosyntézy u fotosynteticky aktivnich buné&k, fas a vy$8ich rostlin jsou chlo-
roplasty. Jedna se o lipoproteinové ttvary délky 5—10 um a $itky 3—4 pum. Jejich mnoZstvi
v buiice se odviji od druhu buné&k, ale i svételnych vlastnosti stanovi$té, vétSinou se viak
pohybuje v hodnotach od 40 do 200 [4]. Chloroplasty jsou ohrani¢eny dvojjednotkovou
membranou. Ob& membrany se od sebe li§i zastoupenim jednotlivych typu lipidu, integral-
nich a asociovanych proteind, ale i funkéné€. Vnitini membréna vytvali sloZity systém za-
hybi, ktery obklopuje visk6zni hmotu nazyvanou stroma. Stroma je hlavnim mistem
sekundarni faze fotosyntézy a podobné jako u mitochondrii obsahuje DNA a ribosomy.
Dilezitou vlastnosti vnitini membrany je vysokéd selektivita pro transportované latky.
Stroma obsahuje dal$i membranovy systém, tvofeny jednim nebo né€kolika méchyiky, na-
zyvanymi thylakoidy. Thylakoidy jsou ohrani¢eny membranou odvozenou od vnitfni oba-
lové membrany chloroplastu a jejich vnitfni prostor se nazyvé lumen. Jsou hlavnim mistem
fotosyntézy u viech fotosynteticky aktivnich bun&k. V ptipadé sinic a bakterii, které nemaji
chloroplasty, nesou tvar zplostélych dvojitych membran probihajicich vétSinou soub&Zné
s buné¢nou sténou. V ptipadé vyssich rostlin je 10-20 thylakoidd stésnano do sloupcovych
utvard nazvanych grana, t¢mto thylakoidiim poté ¥ikdme grandlni neboli stésnané [5]. Nao-
pak, hladké thylakoidy jsouci vkontaktu se stromatem nazyvame stromalni.

-8-



V chloroplastech vy$8ich rostlin jsou granalni thylakoidy vzdjemné pospojovany stromal-
nimi lamelami. Toto prostorové rozliSeni je doprovézeno i rozdily v zastoupeni jednotli-

vych souédsti fotosyntetického aparatu.

Jak jsem jiZ vy$e zminila, obsahuji chloroplasty vlastni DNA a ribosomy, tato skute¢-
nost je vysvétlena endosymbiotickym ptivodem chloroplasti. Jedna se o takzvané primérni
endosymbionty, ktefi vznikli asi pfed 2 miliardami let pohlcenim jednobun&né sinice

a kterym chybi spojeni s jadernou membranou a endoplasmatickym retikulem [6].

1.3 Slozeni thylakoidnich membran

Zékladni stavebni jednotkou jsou jako ve vSech biologickych membrénéch lipidy (aZ
3540 %) a proteiny (60—65 %). Mastné kyseliny v nich obsaZené jsou oviem silné¢ desatu-
rované, v né€kterych pfipadech obsahuji aZ 3 dvojné vazby a to jim zajistuje zna¢nou teku-
tost (fluiditu). K t€mto latkdm patfi sulfolipidy, jejichZ podil na tvorb& membrany je asi 5
aZz 7 %, a fosfatidylglycerol, tvotici thylakoidni membrénu ze 7 aZ 10 %. Dal3imi jsou ga-
laktolipidy (monogalaktosyldiacylglyceroly a digalaktosyldiacylglyceroly), jejichZ zastou-
peni v thylakoidni membrané je aZ 85 %. Sulfolipidy vznikaji prokaryotickou cestou ptimo
v plastidech. Galaktolipidy mohou taktéZ vznikat prokaryotickou cestou, nebo upravou
eukaryoticky syntetizovanych molekul pochézejicich z endoplasmatického retikula. Jednou
z velice dileZitych a pro fotosyntézu nezbytnych vlastnosti thylakoidni membrany je jeji

nepropustnost pro protony.

Thylakoidni membrana je mistem chemickych reakci, a z toho diivodu zde musi byt
pfitomny struktury dileZité pro jeji prib&h. Hlavnimi sloZzkami jsou fotosystémy II a I
(PSII a PSI; z angl. photosystem), tvofené jaddrem a perifernimi svétlosbérnymi komplexy
(LHCII a LHCI; z angl. light harvesting complex). LHC i jadro obsahuji fotosyntetické
pigmenty (chlorofyly a karotenoidy) asociované se strukturnimi proteiny. Dal$imi nezbyt-
nymi soudastmi jsou cytochromovy komplex bys/f, ATP-synthasa a také mobilni molekuly

jako plastochinon nebo plastocyanin.

Rozmisténi viech té&chto komplexi v thylakoidni membrané neni homogenni. PSI a
ATP-synthasa jsou umistény v membrandch thylakoidd stromalnich, PSII je lokalizovan
pfedevsim v grandlnich thylakoidech. RozloZeni cyt b¢/f v obou druzich thylakoidi je pfi-
blizné& stejné [7].



1.4 Fotosynteticka barviva, jejich vlastnosti a funkce

Pigmenty jsou latky nesouci uréitou barvu, coZ je déno jejich schopnosti absorbovat
zafeni o energii patfici do viditelné ¢asti spektra. Tato vlastnost je zapfi¢inéna pfedeviim
pfitomnosti ndsobnych vazeb, které jsou vzdjemné v konjugaci. Rostliny diky svému pig-
mentovému zastoupeni pohlcuji zafeni z oblasti FAR, tedy 400—700 nm. Existuji v3ak bak-
terie s bakteriochlorofylem a, které absorbuji zafeni o vinové délce okolo 1000 nm. Latky
podilejici se na interakci se své&tlem jsou chlorofyly, karotenoidy a fykobiliny. U vy$8ich
rostlin a zelenych fas se vyskytuji chlorofyl a a b, u hnédych a Zlutych fas, rozsivek, obrné-
nek je to chlorofyl a a c, u sinic a ruduch je to chlorofyl g, d a fykobiliny [5, 13]. Primar-
nim fotosyntetickym barvivem u oxygennich fototrofii je chlorofyl a, zbylé molekuly chlo-
rofylu, stejné jako i karotenoidy a fykobiliny jsou takzvanymi pfidatnymi fotosyntetickymi
pigmenty.

Skupinou ¢&islo jedna v kategorii fotosyntetickych pigmenti jsou bezpochyby chlorofy-
ly. Jejich ptitomnost v rostlinich je ziejmd jiZ na prvni pohled. Absorbuji v oblasti
400-500 nm (modré svétlo) a 600—700 nm (Eervené svétlo), jsou tedy nositeli zelené barvy,
kterou proplijéuji rostlindm. Jejich syntéza je vétSinou svételné indukovand, coz vysvétluje,
skute¢nost, Ze u rostlin rostoucich ve tmé 24dné chlorofyly nenalezneme. Z chemického
hlediska se jedna o porfyriny, tedy molekuly obsahujici &tyfi tetrapyroly vzajemné pospo-
jované do cyklu methinovymi mustky. V centru leZi koordinaén& vézany atom Mg?*. Jed-
notliva tertapyrolova jadra jsou znadena A az D. Vychozi latkou pfi biosyntéze je kyselina
d-aminolevulova (ALA), pfesnéji fe¢eno kondenzaci dvou molekul ALA vznikne jedna
molekula porfobilinogenu. Néslednou kondenzaci &tyf porfobilinogeni a fadou postupnych
modifikaci, v&etné vazby atomu Mg?*, vznika vysledna molekula chlorofylu. Hydrofilni
vlastnosti chlorofylu jsou do zna¢né miry pfekryty molekulou fytolu, ktera se vaZe pfes
atom uhliku k jaddru D. Jak jsem jiZ vy$e zminila, rizné organismy obsahuji rizné druhy
té&chto zelenych pigmenti. Nicméné v reak&nim centru fotosystému vSech oxygennich foto-
trofl je takzvany specialni pér ¢&i &tvefice, které jsou tvofeny pouze molekulami chlorofy-
lu a a zodpovidaji za vlastni pfeménu energie. Jednotlivé typy se od sebe li§i substituenty
vézanymi ke kruhim B a D, coZ s sebou nese i posuny vrcholl v absorpénich spektrech [2].

Dalsi podstatnou skupinou barviv vyskytujicich se v nékterych vyse uvedenych fotoau-
totrofech jsou fykobiliproteiny, chromoproteiny s kovalentné vazanymi molekulami pig-
mentd, fykobilind. Z chemického hlediska jsou fykobiliny tvofeny linedrnimi substituova-
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nymi tetrapyrolovymi fetézci. Jejich analogy v Zivoci$né fisi jsou biliny znamé jako Zlu¢o-
va barviva, které taktéZ vznikaji oxidaénim otevienim porfyrinového kruhu [2]. Vazba
s bilkovinou zpisobuje nejen jejich rozpustnost ve vodé, ale ma také vliv na spektrosko-
pické vlastnosti. Mezi nejdileZit&jsi patti allofykocyanin, fykocyanin a fykoerythrin [8].
Vyskytuji se v anténnich utvarech fykobilizomech, umisténych na vnéj§i strané thylakoidni
membrany u sinic, ruduch a skrytének.

Ve fialové a modré oblasti spektra absorbuje jesté jeden druh fotosyntetickych pigmen-
td — karotenoidy. Jedné se o terpenoidy a na zakladé chemické povahy je miizeme rozdélit
na dv& podskupiny. Prvni z nich jsou uhlovodiky, karoteny a druhou od karoteni odvozené
kyslikaté derivéty, xanthofyly. Jejich molekula je tvofena &tyficeti atomy uhliku a vznika
postupnou kondenzaci osmi isoprenovych jednotek, ve formé& isopentenylpyrofosfatu (IPP).
Ke kondenzaci dochézi spojenim &ty souhlasné orientovanych molekul IPP, coZ znamena,
Ze se spojuje pyrofosfatovy ,,ocasek“ jedné molekuly s uhlikatou ,,hlavickou* druhé. Dvé
molekuly takto vzniklého geranylgeranylpyrofosfatu (diterpeny) spolu reaguji ,,ocasky* a
vzniké tetraterpen se 40 atomy uhliku. IPP je pétiuhlikatd sloudenina syntetizované pfes
fadu meziproduktli ze tH molekul acetyl-SCoA. Terminélni konce uhlikatych fetézci mo-
hou vytvétet Sesti¢lenny kruh, neni to viak podminkou. Vzdjemnou kombinaci riizn€ utvo-
fenych konci lze odvodit rizné typy karotenii [2]. Co se zastoupeni tyée, je v chloroplas-
tech vys8ich rostlin z karotenl pfitomen B-karoten a z xanthofyld pak lutein, violaxanthin,
zeaxanthin a neoxanthin. Hlavni vyznam nespociva v u¢asti na absorpci energie, ale ptede-
v§im v ochrané pfed nadmérnou ozafenosti (xantofylovy cyklus).
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1.5 Fotosynteticky aparat

V membrané thylakoidd jsou ptitomny &tyfi supramolekularnim komplexy [9]:

1) Fotosystém II — komplex, ktery pfes OEC zaji$tuje rozklad vody a néasledné
uvolitiovani molekuldrniho kysliku. Hotovosti plastochinonu je funkéné spojen
s cytochromem bg/f.

2) Cytochrom bg/f — tento komplex je mezi¢ldnek v transportu elektronli mezi
PSII a PSIL.

3) Fotosystém I — zajistuje redukci NADP" prostfednictvim ferredoxinu. Pfebird

elektrony od plastocyaninu a postupné je pfenasi na ferredoxin.

4) ATP-synthasa — za vyuZiti protonového gradientu, vytvofeného pfenosem elek-
tront syntetizuje ATP.

Pro fotosyntézu jsou nezbytné i svétlosbérné komplexy (LHC, z anglického light har-
vesting complex). Jedna se o pigmentoproteinové komplexy, na jejichZ prostorové orientaci
a uspotadani zavisi u€innost pfenosu energie absorbovanych kvant do reakéniho centra. Na
obrazku 1.1 je zobrazen fotosynteticky aparat primarni faze fotosyntézy, v&etn¢ schematic-
kého znazornéni pfenosu elektroni a protont.

Carbon fixing .
reactions M

ADP + Pi 4+ ATP

PSII Cyt bf PSI ATP synthase

Obrizek 1.1 Uspotadani a struktura fotosyntetického aparatu v thylakoidni membréané.
Pfevzato z [10].
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Jak jsem jiZ vySe uvedla, rozmisténi jednotlivych komplexti v membrané thylakoidi neni
homogenni, ale li§i se v zdvislosti na pfitomnosti gran. PSI se vyskytuje pfedeviim
v nestésnanych lamelach, v tsném kontaktu se stromatem, odkud odebira NADP". Ve stej-
nych mistech jako PSI nalezneme i ATP-syntdzu. Naproti tomu PSII nachdzime pouze
uvnitf gran, je$t& spoleéné s cytochromem bg/f, jehoZ distribuce je rovnomérné. Toto uspo-
Fadani v8ak neni rigidni, ale dynamicky odpovida na zmény okolniho prostiedi [11].

1.5.1 Fotosystém Il

Obecné se fotosystémy skladaji z komplexu tvoficiho jadro (angl. core complex) a ze
svétlosbérnych systémt (LHCI a LHCII).

Jadro fotosystému II (PSII) tvoti reakéni centrum (RCII) PSII, anténni komplex jadra
vazajici molekuly chlorofylu a (3540 molekul), B-karoten (8—12) a strukturni proteiny.
V thylakoidni membréné rostlin a sinic se PSII vyskytuje v podob& dimeru [12, 13, 14, 15].
Reakénim centrem se rozumi komplex integralnich bilkovin a kofaktorl, které se vaZou
k polypeptidim reakéniho centra nekovalentnimi vazbami. Bilkovinny zéklad tvof{ protei-
ny oznatované jako D1 (PsbA; 32 kDa) a D2 (PsbD; 34 kDa), skladajici se kazdy z p&ti
transmembranovych helixt. Toto uspofadani je podobné jak L a M podjednotce reakéniho
centra purpurovych bakterii tak i C-termindlni doméné proteinii PsaA a PsaB fotosysté-
mu I. Na zakladé této skuteénosti se pfedpoklada, Ze se fotosystémy viech organismi vyvi-
nuly z jednoho spole¢ného ptedka. Reakéni centrum je lemovano anténnimi proteiny CP47
(PsbB) a CP43 (PsbC) a obsahuje dale jesté dvé malé molekuly znadené PsbE a PsbF, které
véaZou cytochrom bsse. Mimo t&chto a je$t& n€kolika dalsich proteinl, obsahuje PSII tfi lu-
menalni podjednotky. Jsou jimi PsbU, PsbV a PsbO. Dvé prvné jmenované jsou unikatni
pro sinice, zatimco posledni pro vy$$i rostliny [14]. Hlavni funkci reak&niho centra je
vlastni fotochemicka pfeména energie. Excitatni energie ziskana pohlcenim fotonu je chlo-
rofylem pouZita k rozdéleni naboje a to diky jeho vlastnostem silného reduké&niho ¢&inidla
(excitovand molekula chlorofylu). Chlorofyl je tedy schopen pfedavat elektron akceptoru,
ktery ma nizky oxidoreduk&ni potencidl. Vznikla molekula chlorofylu je naopak silnym
oxida¢nim ¢inidlem a m4 tak snahu elektron odebirat, v ptipadé PSII, molekule vody za

vzniku molekulového kysliku.

Mezi prostetické skupiny, neboli kofaktory vézajici se na polypeptidy D1 i D2 pat¥i pig-
ment reak&niho centra, tedy &tyfi molekuly chlorofylu a. Jsou uspotddéany do dvou symet-
rickych a navzdjem spojenych pard, znaenych P1, P2, P3 a P4. Chlorofyly nazvané P1 a
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P2 jsou uspofddany paralelné s membréanou [14]. Které z t&chto &tyf molekul tvoti tzv. spe-
cidlni pér, zistdva nezodpovézenou otdzkou. Absorpéni maximum specidlniho péru lezi
v oblasti 680 nm, z toho divodu se mu také fika P680. Dal$imi kofaktory jsou dvé moleku-
ly feofytinu (strukturné shodné s molekulou chlorofylu, ale bez atomu ho#¢iku v centru
porfyrinového kruhu) a atom Fe** vazany mezi D1 a D2 koordina¢nimi vazbami na histidy-
ly. Pouze k D1 je pfipoutdna molekula plastochinonu Qg, kdeZto plastochinon Q4 se vaZe
k polypeptidu D2 [3]. Vy$e uvedeny cyt bssy je tvofen dvéma molekulami proteinu spoje-
nymi dvéma hemy, jeho funkce neni zatim zcela objasnéna. Poslednimi kofaktory jsou Tyr
Z (tyrosin v pozici 161) a Tyr D, tyrosinové zbytky (pfedevim Tyr Z) dodévajici elektron

oxidovanému P680".

S reakénim centrem PSII je prostfednictvim D1 také spojen komplex rozkladajici vodu
OEC (z angl. oxygen evolving complex) nebo WOC (z angl. water oxidizing complex). Je
vazéan na lumenalni stran€ a neni nezbytné nutnou souddsti tohoto centra. OEC se sklada ze
tH hydrofilnich bilkovin o molekulovych hmotnostech 33 kDa, 23 kDa a 17 kDa které vy-
razné napomahaji oxidaci vody [15]. Prvné jmenovany se U¢astni stabilizace Mn klastru a
dva nasledujici jsou spojovany vazbou s atomy Ca?*, CI". Na manganovy klastr se doasné
véazou elektrony, naproti tomu atomy Ca>*, CI", maji stabilizaéni funkci [3, 16]. OEC ve
PSII zastava funkci donoru elektronu pro neustéle se oxidujici P680, k ¢emuZ vyuZiva roz-
kladu vody (Hillova reakce, fotolyza vody) za uvolitovani molekuly kysliku. K uvolnéni
jedné molekuly kysliku jsou tfeba dvé molekuly vody, OEC b&¢hem tohoto cyklu projde
péti riznymi stavy, oznatovanymi Sy aZ Sy, které se od sebe lii potem naboji (dolni in-
dex znadi potet nashromazdénych kladnych naboji). S4 je stav plné oxidovany, ktery vzni-
ka po &tyfnasobném rozdéleni ndboji v reakénim centru s naslednym odebiranim elektront
P680". Tento stav ihned pfejde na po&atedni Sy (obsahujici 4¢” a 2H") za soudasného uvol-
néni molekuly O, a 2H" do lumen. Zbylé dva H' se uvoltiuji jiZ béhem rozkladu vody.
Elektrony jsou transportovany pomoci tyrosinu na D1 v pozici 161 na P680*. Neopominu-
telnou funkci tohoto systému je ochrana rostlin v pfitomnosti vnéj$ich stresovych faktorii
[17].

1.5.2 Cytochrom bg/f

Cytochrom bg/f je bilkovinny komplex umistény v membrané thylakoidu, zajidt'ujici
funk&ni spojeni mezi fotosystémy. Déle separuje elektrony a protony, pfi€emzZ protony pie-
nasi z vn&j$i na vnitfni stranu thylakoidni membrany, coZ se dé&je hned dv€ma zpisoby.
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Prvnim je oxidace plastochinolu a druhym tzv. Q-cyklus. Svym uspofddénim a funkci se
velice podob4a bakteridlnimu cytochromu bc;, stejné tak komplexu III v mitochondridlnim
transportnim fetézci.

Sklada se z n€kolika zékladnich podjednotek, z nichZ kaZzda spliiuje v komplexu uréitou
odlisnou funkci. Jak jiZ nadzev napovid4, soudasti tohoto komplexu jsou molekuly
cytochromi. Prvni podjednotkou cytochromu bg/f je cytochrom b se dvéma odli¥nymi he-
my, které se déli podle hodnoty jejich oxidoreduk&niho potencidlu na b, a b,. Hem b, je
uloZen bliZze pozitivnimu povrchu membriany a z divodu hodnoty potenciélu v rozmezi
-100-0 mV se také nazyva nizkopotencidlovy a miZe se znalit jako by (z angl. low-
potential heme). Naproti tomu b, je umistén bliZze negativnimu povrchu membrany, hodno-
ta potencialu se u n&ho pohybujekolem +50 mV, diky éemuZ se miiZeme setkat s oznale-
nim by (z angl. high-potential heme) [2]. V blizkosti kazdého hemu je vazebn4 , kapsa“ pro
membranovy chinon a taktéZ se tyto utvary znadi podle polohy bliZe k negativnimu ¢&i pozi-
tivnimu povrchu na Q, a Q,. Dal$i podjednotkou komplexu je cytochrom f (cytochrom ty-
pu ¢) a Rieskeho protein (nazvan podle svého objevitele Johna Rieskeho). Vyjimeénym ho
¢ini [2Fe-2S] klastr, ktery je pfes jeden z atomi Zeleza vazan se dvéma histidinovymi zbyt-
ky proteinu. Vazba druhého Zeleza s methioninem je stejna jako v ostatnich klastrech toho-

to typu.

1.5.3 Fotosystém |

Fotosystém I (PSI) je dalsi giganticky membranovy komplex, u vy$$ich rostlin tvofeny
19 proteinovymi podjednotkami a 180 nekovalentné& vazanymi kofaktory (175 chlorofyld, 3
4Fe-4S Kklastry, 2 fylochinony) [18]. Tento systém nalezneme v thylakoidni membrané sinic
v podobé trimeru. V pfipadé vyssich rostlin je monomerni [14, 18].

Na 15 proteint jadra je vazdno 6 dalSich tvoticich svétlosbé&rné komplexy. Oznadeni
jednotlivych podjednotek se v rizné literatufe lisi, ale nejb&Zné&jsi je znaleni podle gent
koéduyjicich tyto proteiny. Tedy PsaA—PsaP pro proteiny jadra a Lhcal-Lhcaé pro anténni
podjednotky. Mimo PsaA, PsaB, PsaC, Psal a Psal, jejichz geny jsou umistény
v chloroplastech, kdduje viechny ostatni podjednotky jaderna DNA [18]. Pouze tfi z vySe
jmenovanych devatenacti podjednotek jsou uzpisobeny pro vazbu elektron transportnich
kofaktord. Jsou jimi PsaA, PsaB a PsaC. PsaA s PsaB jsou vzajemné propojeny pfes Fx
(Fe-S klastr) a to tak, Ze kazdy z nich dodava do vazby dva cysteinové zbytky. Oblast tvo-

Hei spojovaci smy¢ku obou proteint je nejvice konzervovanou oblasti celého fotosystému
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[14]. V porovnani s bilkovinami D1 a D2 PSII jsou PsaA a PsaB dvakrat vét$i a nékteré
jejich useky se sté€mito (CP43 a CP47) shoduji, pfedpoklada se, Ze v evoluci vznikly
viechny fotosystémy ze spoletného zékladu [3]. Hydrofilni podjednotka PsaC, vazajici se
k heterodimeru PsaA/PsaB na stromalni strané membréany, obsahuje dv& Fe-S centra zna-
¢end F, a Fp. Jejich hlavnim ukolem je pfenos elektronl na ferredoxin. PsaF a PsaN jsou
nezbytné pro interakci s lumenélnim elektronovym donorem plastocyaninem. Plastocyanin
(11 kDa) je transportni protein obsahujici dva atomy médi, vazajici se v oxidovaném stavu
na cytochromovy komplex a na PSI ve stavu redukovaném. Je analogem cytochromu c
pfenasejictho elektron z komplexu III na komplex IV v mitochondridlnim elektrontrans-
portnim Fetézci. Déle pak PsaD a PsaE poskytuji vazebné misto pro ferredoxin a PsaF je
nezbytny pfi vazbé dimeru Lhcal/Lhca4. Stabilizaci anténniho systému zajistuji dal$i malé
membranové proteiny (PsaF, Psal-Psal.). Ostatni molekuly zaji$t'uji pfedev§im vazbu an-
ténnich komplexi a nebo stabilizuji, at’ jiZ cely komplex, nebo jen vazbu ¢&i polohu jednot-
livych podjednotek.

Nejdilezit&j$im a v tomto textu doposud nezminénym kofaktorem je specialni par PSI.
Kofaktory elektrontransportniho fetézce PSI miZeme rozdélit na dvé vétve, oznatované
jako vétev A a vétev B. Specidlni par PSI mé absorpéni maximum v oblasti 700 nm a proto
se také nazyva P700. Nachazi se v t&sné blizkosti lumenélniho povrchu PSI. Sklada se ze
dvou stereochemicky odlinych molekul chlorofylu a, tato jejich odli$nost je navic umoc-
fiovana proteinovym prostfedim. Stejné jako P680 u PSII i zde P700 plsobi jako priméarni
donor elektronu; ktery pfijima od plastocyaninu. Odtud je elektron pfeveden pfes molekulu
chlorofylu znadenou A na prvni stabilni elektronovy akceptor, a tim je chlorofyl a, znageny
Ay. Mezi timto chlorofylem a klastrem Fx je je§té dalsi elektronovy akceptor a to fylochi-
non znadeny A,[14, 18]. A; i Ag jsou pfenasete obdobné feofytinu reakéniho centra PSII.

Ke stromalni strané PSI je funké&né pfidruZena mald molekula obsahujici 2Fe-2S klastr,
je ji molekula ferredoxinu. Ferredoxin byl poprvé objeven v anaerobni bakterii Clostridium
pasterianum, kde se u¢astni fixace dusiku. To znamen4, Ze neni pouze fotosyntetickou spe-
cialitou, ale mé n€kolik isoforem vyskytujicich se nejen v zelenych rostlinach, fasach, sini-
cich, ale i naptiklad v nefotosyntetickych &astech rostlin jako jsou plody ¢&i kofeny. Foto-
synteticky ferredoxin je v rostlindch zodpovédny za pfenos elektronti z redukovaného PSI
pomoci ferredoxin:NADP-oxidoreduktasy za vzniku NADPH. Tento je nasledn& spotiebo-
van v sekundéarni fazi fotosyntézy pro asimilaci CO,. Nefotosyntetické isoformy jsou zod-
povédné za pfeménu NO*~ na NH*, SO,> na S*" a tvorbu glutamové kyseliny z glutamatu
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¢i 2-oxo-glutaratu [19]. Redukovany ferredoxin mé charakteristickou ¢erveno-hnédou bar-
vu (déano ptitomnosti 2Fe-2S klastru) a typické absorpéni spektrum. Oxidaci se ztraci jak
barva, tak i charakteristické spektrum. Klastr je umistén na vrcholu molekuly a s proteinem
je spojen pfes &tyti konzervované cysteinové zbytky.

1.5.4 ATP-synthasa

Bé&hem svételné féze fotosyntézy dochazi souCasné s transportem elektrond také
k pfesunim protontt H' ze stromalni na lumenalni stranu membrany. Ned&je se tak pouhym
prochazenim pfes membranu, nebot’ thylakoidni membréna, stejné tak jako mitochondrial-
ni, je nepropustna pro H', ale pomoci pfenasett (plastochinonu) a déle rozkladem vody na
OEC. Plastochinon odebira protony ze stromalni (pH 7,5 na svétle) strany membrany a
pfena3i je do lumen (pH 4 na svétle), coZ je spojeno se zménou pH a ndboje na membrané
[20]. Zména koncentrace H' je pt€inou vzniku tzv. protonmotorické sily (PMF z angl. pro-

ton motive force), coZ je snaha o vyrovnani koncentraci iontli na obou stranich membrany.
PMF = Apy+ =ApH+ Ay [J.V''mol™]

Pravé PMF je hlavnim pohonem tvorby ATP z ADP a anorganického fosfatu (P; z angl.
phosphate inorganic). Tento bun&ény proces, nazyvany fotofosforylace je katalyzovan vel-
kym transmembrinovym proteinovym komplexem o relativni molekulové hmotnosti
400 kDa, ATP-synthasou. ATP-synthasu miZeme také nalézt pod nazvem CF,-CF, [20],
kde C znadi chloroplast a F zna¢i jednotlivé &asti, které jsou analogické s &astmi mitochon-
dridlni ATP-synthasy (MF,-MF;) a i ¢4stmi bakteridlni ATP-synthasy (EF,-EFy), kde pis-
meno E v ndzvu pochézi od nazvu bakterie Escherichia coli.

Jak jsem jiZ uvedla, tento enzym se sklada ze dvou zakladnich &asti, tedy F, a Fy. Fy je
integrélni bilkovinny komplex, ktery slouZi jako transportni kanal pro protony a zprostfed-
kuje konformaéni zmény v &4sti F,. Sklada se z n€kolika riznych podjednotek, jejichZ po-
et a druh se li8i podle zdroje. NejbliZze chloroplastové ATP-synthase je mitochondridlni,
ktera se sklad4 ze &tyt zakladnich podjednotek znadenych a, b, ¢ a d (konkrétn€ a;b,ce_12ds)
[21]. Déle obsahuje jesté n€kolik minoritnich podjednotek, jejichZ tloha neni zcela objas-
néna. Cést c zajisfuje Gtvar pro prichod protonii pfes membranu. Na rozdil od ni jsou
ostatni podjednotky zodpovédné pfedeviim za komunikaci a spravné umisténi &asti F,. F,
je hydrofilni Utvar vyénivajici z membrany do prostoru stromatu a jeho &asti se znaéi a, B,
v, 8, € (konkrétné a3B3y8¢). a a B si jsou velice podobné, co do primarni struktury i sbaleni a
tvoli majoritni &ast F,. B podjednotka obsahuje vlastni katalytické misto pro syntézu ATP.
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Tento proces je urychlovan diky podjednotce a. Zbylé tfi podjednotky se vyskytuji pouze
jednou, jejich funkce je pfedevSim strukturni a regulaéni. y se u€astni pfenosu protonid a
aktivace syntézy ATP na svétle. 8 spojuje dvé hlavni &asti, tedy CF, s CF a & blokuje hyd-
rolyzu ATP pfi nedostatedné ozéfenosti.

Cast CF, pfedstavuje vlastni katalyticky usek enzymu, obsahuje t# vazebn4 mista pro
nukleotid a zaujiméa tfi moZné konformaéni stavy. Prvnim z nich je O (z angl. gpen),
v tomto kroku dochézi k uvolnéni ATP a vazb& ADP s P;. Dal$im krokem je L (z angl. loo-
se), pfedstavuje volnou vazbu mezi ADP a P;, v poslednim konformaénim stavu T (z angl.
tight) se nukleotid pevné vaZe a vznikd ATP, jeho uvolnénim cyklus pfechéazi do stavu O.
Tyto kroky jsou doprovazeny konforma¢nimi zmé&nami a otd¢enim podjednotky CF;.

1.5.5 Svétiosbérné komplexy

Membrana thylakoidi je velice rozmanity Gtvar obsahujici jednak pigmentoproteinové
komplexy uéastnici se vlastni fotosyntetické reakce, jednak mnoZstvi tzv. svétlosbérnych
pigmentoproteinovych komplexi neboli antén. Jedna se o utvary zachycujici zéfeni, ¢im2
dochazi k jejich excitaci a postupnému pfenosu excitace na dal$i molekuly smérem k jadru
fotosystému. Takto se miiZe excitace pfenést aZ na specidlni par chlorofylu jadra fotosys-
tému a byt vyuZita pro fotosyntetickou reakci. Pfenos energie z anténnich komplexi do
reak&niho centra trva méné neZ 107'° s a jeho uginnost je vice nez 90%. Prenos zavisi na
relativni vzdalenosti mezi molekulami a také na jejich vzdjemné orientaci. Jednosmérnost
pfenosu je ddna uspofddédnim pigmenti tak, Ze smérem k reakénimu centru klesd mnoZstvi
energie potfebné k excitaci danych pigmenti. Z toho divodu pfevazuji ve svétlosbérnych
komplexech umisténych bliZe periferii chlorofyly b (maximum pf#i niZ§ich vinovych dél-
kéch) a specidlni pér v reakénim centru je tvofen molekulami chlorofylu a [5, 22].

Vnitinf antény — bilkoviny vnitinich antén maji hydrofobni charakter a jsou soudasti
jéadra fotosystému, podobné jako reak&ni centra jsou tyto antény pro viechny organismy
s oxygenni fotosyntézou shodné. U PSII jsou tvofeny dvéma komplexy o molekulovych
hmotnostech 47 a 43 kDa. Naproti tomu vnitfni anténni systém PSI je tvofen molekulami
chlorofylu, vdzanymi na bilkovinny dimer reakéniho centra.

Vné;j$i antény — k reakénimu centru jsou obvykle vazany pfes vnitini antény, jejich po-
et je proménlivy a odviji se od svételnych podminek. Né&které z nich jsou i pohyblivé mezi
PSI a PSII.
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a) Vnémembranové antény — jedna se o anténni komplexy ptichycené na stro-
malnim povrchu thylakoidnich membréan. Nejzndmé&j$im typem jsou fykobi-
lisomy vyskytujici se u sinic a ruduch. Skladaji se z fykobiliproteinovych
komplexi a u sinic je v nich uloZeno aZ 50 % v3ech bilkovin [8]. Uspotada-
ni pigmentd s riznymi optickymi vlastnostmi vede k co nejefektivnéj$imu
pfenosu do jadra PS. Skryténky maji taktéZ anténni komplexy obsahujici fy-
kobiliproteinové komplexy, ale jsou obsaZeny v dutiné thylakoidu[2, 23].

b) Vnitromembranové antény — od vnémembranovych se li§i tim, Ze proteiny
téchto komplexti jsou zanofeny v membrané thylakoidu. Vyskytuji se u
vSech vysSich rostlin, purpurovych bakterii a fas, kromé& t&ch, které maji

vnémembranové anténni komplexy.

| 1.6 Prenos elektronu pies fotosystémy

V thylakoidni membrané dochazi tedy k pfenosu elektronii z molekuly vody na ferre-
doxin a dale na NADP". K uvoln&ni jedné molekuly O, z PSII a tvorb& &tyt reduk&nich
ekvivalentd potfebnych k fixaci jedné molekuly CO, v Benson-Calvinové cyklu je tfeba
zachyceni a u¢inného pfevedeni 8 fotond. Hlavni transportni drahou elektront je LET (z
angl. linear electron transfer), vedouci z PSII pfes cytochrom bs/f do PSI a déle na ferredo-
xin, pti tomto procesu dojde k pfenosu dvou H' do lumen thylakoidu (po&itdno na pfenos
jednoho elekronu). Jiné alternativni zpisoby pfenosu elektrond jsou pouZivany z diivodu
regulace fotosyntetického procesu. Jednim z nich je i CET (z angl. cyclic electron transfer),
vedouci z PSI zpét na cytochrom bs/f [17]. Na obrazku 1.2 jsou tyto procesy znazornény
v podobé tzv. Z-schématu.

LET zadin4 pfenosem excitaéni energie ze svétlosbénych komplext na specialni mole-
kuly chlorofylu P680, ktery se dostava do excitovaného stavu P680* a nasledn& pfedava
elektron primarnimu akceptoru PSII, feofytinu a (molekula chlorofylu a, kde je centralni
hoitik nahrazen dvéma protony). Vznikly P680" je jednim z nejsiln&jdich biologickych
oxida¢nich &inidel, coZ mu umoZituje odebrat elektron molekule vody a vrétit se tak do
pivodniho stavu. Feofytin pted4 néboj plastochinonu Q4, déle elektron ptejde na Qg a ten
v okamziku, kdy se na n¢ho pfenesou dva elektrony, pfijme dva protony ze stromatu, a tak
vznikne PQH; neboli plastochinol. Redukovana molekula plastochinonu PQH?2 se po trans-
portu k cytochromu bg/f navaZe na vazebné misto lumenélni strany membrany Q,. Jeden
elektron pfechdzi na Rieskeho protein, cytochrom f a na mobilni pfenase¢ plastocyanin.
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Druhy elektron prochazi Q-cyklem, pfi¢emZ oba pfendsené protony pfejdou na lumenalni
stranu thylakoidu. Q-cyklus za¢ind putovanim druhého elektronu pfes cytochrom b a
cytochrom by na molekulu PQ, navazanou na vazebném misté Q,, ¢imZ vznika molekula
semichinonu PQ". Stejnym zplisoben se pfenesou dal$i dva elektrony, tim vznikne na va-
zebném mist& Q, molekula PQ>", ktera pfijme dva protony ze stromatu, vznikne PQH; a ten
se transportuje na vazebné misto Q,. Zde pfed4 oba elektrony, protony pfejdou do lumen,
&m2Z se cyklus uzavird. Tato cesta pfenosu slou?i ke zvySeni po&tu H' hromadénych
v lumen, zvy$uje tak protonmotorickou silu [2, 17]. Plastocyanin je mobilni pfenaseé pfe-
néejici elektrony z cytochromového komplexu na PSI. V reak&nim centru PSI jsou dalsi
specidlni molekuly chlorofylu, tentokrat P700, které se po své excitaci zbavuji elektronu za
vzniku P700". Nasleduje pfenos pfes Ag, Ay, Fx, Fa, Fp aZ na koneény akceptor ferredoxin.
Tento je schopen pfeménit NADP' na NADPH, oviem za katalyzy ferredoxin:NADP®-
reduktasou.

Rozdil mezi CET a LET spoéiva pouze v mobilit¢ molekuly ferredoxinu a jeji schop-
nosti pfedat elektron na vazebné misto Q, cytochromu bg/f. Osud tohoto elektronu je dale
stejny jako pfi prichodu Q-cyklem.

Primary
‘ Primary . acceptor
ageeptor

R

Energy of slectrons

Photosystem § (P8 1)
(P8 1)

Obrazek 1.2 Z-schéma souhrnné znazortujici pfenos elektroni pfes thylakoidni membranu
[24].
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1.7 Sekundarni faze fotosyntézy

Sekundarni neboli temnostni faze je v uz$im slova smyslu syntéza sacharidd z CO; za
pomoci produkti primarni faze fotosyntézy, tedy ATP a NADPH. Jak jsem jiZ vy$e uvedla,
oznadeni temnostni vychazi pouze ze skute€nosti, Ze svétlo jiZ neni limitujici pro tyto reak-
ce. To znamen4, Ze syntéza sacharidl probih4 jak za svétla, tak za tmy, ale pouze do oka-
mziku, neZ dojde k vy&erpani produkti primarni faze. Obecné se jednd o velice komplexni
proces, na kterém participuje velké mnoZstvi enzymi. Centrem jejich pisobeni je v ptipadé
eukaryotickych buné&k rostlin stroma chloroplasti, u fotosyntetickych prokaryot je jim
cytosol. Sled t&chto d&ji se nazyva podle svého objevitele Melvina Calvina a jeho spolu-
pracovnikll Calviniv cyklus. MiiZeme se setkat i s oznadenim redukéni pentosofosfatovy
cyklus. Calviniiv vyzkum byl zaloZen na sledovéni vyskytu radioaktivn& znageného 'C,
pochazejiciho z '*CO, [4, 21].

Usttedni reakci cyklu je karboxylace molekuly ribulosa-1,5-bisfosfatu za katalyzy en-
zymem znamym pod oznatenim RuBisCO. Jeho cely nédzev je ribulosa-1,5-
bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa. Co se ty&e zastoupeni, udava se, Ze tento enzym v piné
vyvinutych fotosynteticky aktivnich listech rostlin zaujimé mezi 40-50 % celkového obsa-
hu rozpustnych proteind [5]. Stava se tak nejrozsifen&jsi bilkovinou celé biosféry a reakce
jim katalyzovana je z hlediska toku energie v ptirodé nejvyznamnéjsi ze vSech biosyntetic-
kych reakci. Jedna se o velky oligomerni protein skladajici se z 8 velkych katalytickych,
v plastomu kdédovanych podjednotek a 8 malych regulaénich, jejichZz geny se vyskytuji
v jadfe buné&k. Produktem této a tfi na ni navazujicich reakci je glyceraldehyd-3-fosfat, kte-
ry je v rovnovaze s dihydroxyacetonfosfatem. Oba vstupuji do sloZitého cyklu transketola-
sovych a transaldolasovych reakci, jejichZ ikolem je regenerace pentosového akceptoru.

Schematické znazornéni celého procesu je na obrazku 1.3.

Vzhledem k tomu, Ze prvnim stabilnim produktem je tfiuhlikaty glyceraldehyd-3-fosfat,
Hka se tomuto zplisobu fixace CO, také C3 cesta. Rostliny, které ji vyuZivaji, nazyvame

obdobné& C3 rostlinami.
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3¢ (Entering one

Obrizek 1.3 Calvinlv cyklus. Barevné odli$nosti Sipek znazoruji 3 faze cyklu, fixaci uhli-
ku, redukci 3-fosfoglyceratu a regeneraci substratu. Pfevzato z [25].

1.8 Fixace CO, u C4 rostlin

Zé&dny z procest probihajicich v Zivych organismech nepracuje se 100% u&innosti za
viech podminek. Nejinak je tomu i u fotosyntézy. B&hem evoluce dochédzelo na Zemi
k vyraznym klimatickym zmé&nam, coZ vedlo k adaptaci organismi na nové vzniklé pod-
minky. A pravé C4 metabolismus u rostlin je jednim ze zplsobu ptizpisobeni vysoké oz4-
fenosti a nedostatku vody. Pfi t&chto stavech rostliny omezuji otevirani priduchd, brani se
tak nadbyteénym ztratdm vody stromadlni transpiraci. Na druhou stranu si tak odepiraji do-
state¢ny ptisun CO,, ktery je nezbytny pro karboxylasovou funkci RuBisCO a s ni spojené
ukladani energie do molekul sacharidii. Pfi nizkych koncentracich CO; v okoli tohoto en-
zymu pfevaZuje jeho oxygenasova aktivita, kterd vede ke sniZeni G¢innosti fotosyntézy.
Listy rostlin s timto druhem metabolismu obsahuji dva anatomicky odli§né druhy bunék,
jedna se o tzv. Kranz anatomii [2, 5]. Butiky tésné& obklopujici cévni svazek se nazyvaji
véntité. Jejich chloroplasty velice intenzivné provozuji reakce Calvinova cyklu a produkuji

metabolity, které jsou odvadény cévnimi svazky do nefotosyntetickych &asti rostlin. Tato
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pochva z vénlitych bunék je obstoupena butikami mesofylovymi, které jiZ nemaji tak vy-
sokou aktivitu enzymid Calvinova cyklu, ale zato jsou schopny s vysokou uéinnosti karbo-
xylovat fosfoenolpyruvét na oxalacetat. Ctytuhlikaty produkt fixace CO, v mezofylovych
butikach (malét) je pfenesen do bunék vénditych, zde je dekarboxylovan a vznikly CO,
vstupuje do Calvinova cyklu. Z obrazku 1.4 je patrné, Ze vznikly pyruvét se transportuje
zpét do bun&k mesofylovych.

Obrazek 1.4 Schematické zndzornéni procesi sekundarni faze fotosyntézy u C4 rostlin.
Prevzato z [26].

Rozdily mezi v&néitymi a mesofylovymi butikami nalezneme i v uspofadani thylakoidd a
aktivité jednotlivych komplext primérni fize fotosyntézy. Chloroplasty mesofylovych bu-
né&k jsou velice podobné t&€m, které se vyskytuji u C3 rostlin, na rozdil od chloroplasti vé&n-
gitych bun€k, které postradaji grandlni uspofddédni [27]. Na zdkladé ned4dvné studie bylo
viak zji$téno, Ze pro nékteré terestrické rostliny tato funkéni diferenciace neni esencialni
[28]. Podobné jako v ptipadé C3 rostlin, oznadeni C4 vychézi z po¢tu uhlikii v molekule
prvniho stabilniho produktu. Na obrdzku 1.4 je znazornéna primarni fixace CO,, konkrétné
HCOs", za vzniku &tyfuhlikatého oxalacetatu (prvni stabilni produkt) a jeho dalsi osud
v burtikdch. Sekundarni fixace probiha stejnym zpisobem jako u C3 rostlin.

Vyhoda oproti C3 metabolismu spoéiva ve vysoké afinité enzymu fosfoenolpyruvétkarbo-
xylasy k HCOj;™, coZ mé za nasledek tvorbu oxalacetitu a naslednou vysokou koncentraci

CO;, v okoli RuBisCO i pti omezené transpiraci priduchy. Tato reakce je spoletné pro
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viechny C4 rostliny. Na zaklad¢ dal$itho osudu oxalacettu rozdélujeme C4 rostliny do tf
skupin. V tabulce 1.1 jsou uvedeny nazvy, pfenaSené sloudeniny, enzymy nezbytné pro
dekarboxylaci a nakonec i zéstupci jednotlivych kategorii.

Tabulka 1.1 Charakteristika jednotlivych typid C4 mechanismu koncentrace CO,. Oznaleni

MB—VB znamen4 pfenos z mesofylovych bun&k do vénditych, v pfipadé VB—MB opa¢ny smér
[2, 27].

Oznaleni | PrFendSend slouleni- Dekarboxylace Vyznalni pFedstavi-

ypu ha enzym (misto) telé

MB-V VB-—-MB
B

NADP-ME malat pyruvat  NADP dependentni  kukufice, cukrova
jable¢ny enzym tftina, ¢irok dvojba-
revny, rosi¢ka krvava,
(chloroplast) proso hliznaté
NAD-ME | aspartat alanin NAD dependentni  laskavec ohnuty, lebe-
jableény enzym da, Srucha zelena,

(mitochondrie) proso sete

PEP-CK aspartat alanin PEP karboxykinasa  proso nejvétsi, chloris

(PEP) (cytoplasma)
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1.9 Elektroforetické metody

1.9.1 Princip elektroforetickych metod

Nazev metody elektroforéza vznikl spojenim dvou feckych slov ekextpoo (ndboj) a
popeoc (pohyb), volné v pfekladu znamené transport pomoci elektfiny. Jedna se o metodu
zabyvajici se separaci pfedevsim proteini a proteinovych komplexi v elektrickém poli na
zaklade jejich rozdilného elektrického néboje, odli¥né velikosti a tvaru.

Obecné 1ze pohyb &astic v elektrickém poli popsat n€kolika zédkladnimi vztahy:

FE=f(Q9E)

Tento vztah Fik4, Ze sila, kterou je v elektrickém poli &astice urychlovana (Fk) je funkci
naboje &astice O a intenzitou elektrického pole E (potencidlovy spad). Sam pohyb samo-
zfejmé zavisi na znaménku elektrického naboje pohybujici se Eastice. VySe uvedeny vztah
plati v prostfedi, kde pohybujici se &astici neni kladen Zadny odpor, tedy v prostfedi s nulo-
vou viskozitou. Po vzdjemném vyrovnani téchto dvou protismé&mé plsobicich sil, tedy od-
poru prostfed{ a taZné sily, zpisobené ndbojem na molekule, je pohyb ustaleny. Jeho rych-
lost v je pHimo mérn4 néboji ¢astice a intenzité elektrick¢ho pole, ale neptimo imérné
poloméru &éstice r a viskozité prostfedi ».

v="FQ, E, 1/n, 1/r) [29]

V ptipadé€, Ze parametry souvisejici s typem &éstice a charakterem prostfedi zahrneme do
takzvané elektroforetické pohyblivosti, ziskdme nasledujici vztah:

v=mE
VE=m=QIf
Veli¢ina f ve vy$e uvedeném vztahu vyjadiuje frikéni koeficient.

Chovéni proteini v elektrickém poli je dano pfednostné jejich priméarni strukturou, tedy
samotnym aminokyselinovym sloZenim. Aminokyseliny se od sebe lii pfedev§im svym
postrannim Fet€zcem, ktery bud’ nese ¢i nenese elektricky naboj. V lysinu, argininu a histi-
dinu je ndboj postranniho fetézce kladny, v ptipadé kyseliny asparagové a glutamové je
zaporny [30], ale to pouze pfi ur¢itém pH. Pokud se dostane pH na hodnotu izoelektrického
bodu (pl), dojde k vyruSeni nabojii a proteiny se nemohou v elektrickém poli pohybovat.
Na mobilit& bilkovin se vyznamné podili i jejich sekundérni, tercidrni &i kvartérni struktura.
Jedna se o vy38i uspofadani, které zaji$tuje proteintim prostorovy tvar véetné sdruZovani
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do homomeri neboli komplexi tvofenych nékolika molekulami stejné bilkoviny, spojeny-
mi riznymi nekovalentnimi silami.

Z vy$e uvedenych skute€nosti vyplyvé, Ze i naprosto totoZzné molekuly proteinii se mo-
hou plisobenim elektrického pole pohybovat riznou rychlosti v zévislosti na vnéjsich pod-
minkéch, poptipadé schopnosti danych molekul vytvafet multimerni utvary.

1.9.2 Rozdéleni elektroforetickych metod

Elektroforetické metody lze délit z n€kolika rozdilnych hledisek. Jednim z nejdileZité;-
Sich kritérii je druh pouZitého nosného média, na zakladé toho lze rozlidit elektroforézu na
polyakrylamidovém (PAGE), agarosovém (AGE), acetylcelulosovém (CAGE) a $krobo-
vém gelu (SGE). Jednim z moZnych zpisobi déleni je i podle orientace nosného média, a
to na horizontalni, vertikdlni nebo kapilarni uspofddéani. Z hlediska pouZité¢ho tenzidu a
potaZmo i stavu, ve kterém se délené bilkoviny nachézeji, jsou dileZité nativni a denaturu-
jici elektroforézy. Tenzidy pouZivané pro solubilizaci obecné délime na ionizujici (kation-

tové, aniontové a amfoterni) a neionizujici [31].

1.9.2.1 Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu

Polyakrylamidovy gel je obvykle deskovity utvar riznych rozméri, zavislych na pouzi-
té aparatufe. Vznika katalytickou polymeraci akrylamidu a N,N’-methylenbisakrylamidu
(BIS). Dlouha vldkna polyakrylamidu jsou pti¢né spojovéna vldkny BIS. Koncentrace
akrylamidu a vzajemny pomér s BIS uréuji velikost vyslednych pérd. V pifipadé pouZiva-
ného zasobniho roztoku lze jeho koncentraci vyjadfit jako 49,5 % T a 3 % C (48g akryla-
midu, 1,5g bisakrylamidu ve 100ml vody) [32]. P¥i¢emZ T vyjadiuje celkovou koncentraci

obou monomeru v roztoku, ktera je dana vztahem:
% T = 100(at+b)/V
% C = 100Bis (g)/[Acrylamide (g) + Bis (g)] [33]

Hodnota C udéva procento zesiténi vzhledem k mnoZstvi monomeru. Toto oznaéeni poché-
zi od Hjertena z roku 1962 [54]. Polymeriza¢ni reakce je zahdjena rozkladem peroxodisira-
nu amonného ((NH4),S,0s), pfi tomto procesu dochézi k vzniku volnych radikald, které
jsou iniciatory reakce. TEMED pisobi jako katalyzator polymerace a navic zpisobuje sta-
bilizaci vzniklych radikald. Existuje i fada inhibitorti polymerace, jakymi je naptiklad kys-
lik a nebo sloudeniny siry [34].
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1.

SDS-PAGE (z angl. sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis)
je nejvice pouzivany druh elekroforézy na polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti
tenzidu. SDS neboli dodecylsiran sodny je aniontovy tenzid s dvanactiuhlikatym
alifatickym fetézcem, zplisobujici denaturaci bilkovinnych molekul tim, Ze se nava-
Ze na jejich hydrofobni &4sti. SDS se na vSechny proteiny vaZe viceméné ve stej-
ném poméru a to 1,4g SDS na 1g bilkoviny, coZ odpovida zhruba 1 molekule SDS
na dva aminokyselinové zbytky [33, 34, 35). SDS v kombinaci s dithiothreitolem
nebo P-merkaptoethanolem narudi nejen kvartérni a terciarni strukturu (pferuseni
disulfidickych mistki), ale do na¢né miry i strukturu sekundarni. Molekuly se roz-
vinou, ziskaji valcovity tvar a SDS svym negativnim nabojem zcela pfekryje jejich
ptirozeny naboj. Tim docilime toho, Ze se molekula G¢inkem elektrického pole po-
hybuje pouze na zdkladé molekulové hmotnosti.

Nativni elektroforéza pfedstavuje takovy zplsob déleni proteind, pfi kterém jsou
molekuly déleny ve své ptirozené podobe&, bez uinkii denaturujicich slouéenin.
Nedochézi k vyraznym konformaénim zméném jako napiiklad pfi SDS-PAGE. Me-
zi nejb&éZnéji pouZivané nativni elektroforézy patti BN-PAGE (z angl. blue native
polyacrylamide gel electrophoresis), slouZici pfedeviim k vyzkumu proteind mito-
chondridlniho dychaciho fetézce u bakterii, kvasinek, zvifat i rostlin. Bilkoviny
se zde déli ve své ptirozené podobé&, za pouZiti mirnych tenzidi a barviva Coomas-
sie Blue, pfi zachovani své enzymatické aktivity [36, 37]. Nejvice pouZivané neio-
nizujici tenzidy jsou n-dodecyl-B,D-maltosid, Triton X-100 a digitonin [31, 36].
Barvivo Coomassie Blue se navaZe na solubilizovanou molekulu bilkoviny, a tim ji
udéli negativni naboj, ptekryvajici jeji pfirozeny. Vazbou barviva ziskaji molekuly
na jednotku hmotnosti stejny naboj a déleni je zptisobeno vlivem gelu, ktery klade
ruzn€ velkym molekulam riizné velky odpor [36]. Pokud se budeme zabyvat zptso-
bem vazby, jde o elektrostatickou interakci zesilenou hydrofobni vazbou [38], kde
interaguji sulfoskupiny barviva s bazickymi aminokyselinami (lysin, arginin, histi-
din) proteinu a aminoskupiny barviva s karboxyly proteinu. Pfi¢emzZ na jeden pozi-
tivni ndboj proteinu jsou vazany 1,5-3 molekuly barviva [39]. Kromé& vypo&tu mo-
lekulovych hmotnosti miZeme touto technikou sledovat i oligomerni stavy a pro-
tein-proteinové interakce. Nevyhodou je relativné pevna vazba barviva k proteinu a
jeji nasledné interference s dal$imi technikami analyzujicimi vlastnosti nativnich
proteinti [40, 41]. CN PAGE byla popsana nedlouho po vyvinuti BN-PAGE, protei-
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ny se pohybuji v nativnim stavu bez ptidéani jakékoliv latky udilejici ndboj. Déleni
je tedy zavislé na ptirozeném naboji, molekulové hmotnosti a tvaru proteind.
,,Cervend“ nativni elektroforéza je obdobou BN-PAGE, pouze s tim rozdilem, Ze
namisto Coomassie Blue G-250 se vyuZivd vazby Ponceau S (3-hydroxy-4-[2-
sulfo-4-(4-sulfofenylazo)fenylazo]-2,7-naftalendisulfonat sodny). Ponceau S, jehoz
vzorec znazoriiuje obrdzek 1.5, je &ervend barva slabé se vazajici k molekulam pro-
teinu a udilejici jim negativni ndboj, coZ ma za nasledek jejich pohyb od zaporné
elektrody (katody) ke kladné (anoda), stejné jako u BN-PAGE. Nejznamé&;j$i vyuZiti
této barvy nalezneme u Western blottingu, kde se pouZivé pro rychlou a reverzibilni
vizualizaci proteini na nitrocelulosové a PVDF membrané. V né&kterych p¥ipadech
CN-PAGE byl pomoci Ponceau S vizualizovan konec elektroforézy [32]. Do vzor-

ku bylo pfiddvéano v takovém mnoZstvi, aby jeho koncentrace dosahovala 0,001 %.
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Obrazek 1.5 Strukurni vzorec Ponceau S. 3-hydroxy-4-[2-sulfo-4-(4-sulfofenylazo)fenylazo]-2,7-
naftalendisulfonat sodny.

1.9.3 Intrepretace dat ziskanych pfi ,,éervené“ nativni elektrofo-
réze

P¥i vyhodnocovéni ziskanych dat jsem vychazela z tzv. Fergusonovych grafi [42]. Jed-
na se o zavislost log(100.Rf) na koncentraci monomeru akrylamidu v procentech,
s pouzitim linearni regrese. Ry pfedstavuje relativni mobilitu pigmentoproteinového kom-
plexu vzhledem k mobilit¢ malych molekul samotného barviva Ponceau S, které maji
v systému nejvy$8i rychlost. Smémici této pfimky je retardaéni koeficient k,. Retarda¢ni
koeficient je funkci velikosti a tvaru (frikéni koeficient) molekuly, nikoliv v8ak funkci na-
boje [43]. Y, pfedstavuje relativni volnou elektroforetickou pohyblivost, ktera je dana povr-
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chovym nébojem a T v nasledujicim vztahu zastupuje celkovou koncentraci akrylamidu
[44].

log Ry=log Y, - k.T

Hedrick a Smith v roce 1968 [45] ukazali, Ze tato rovnice plati pro globuldrni proteiny a
navrhli jednoduchy zptsob stanoveni relativni molekulové hmotnosti pomoci PAGE. Sta-
novili Ry ze série gelt o rizné koncentraci pro fadu standardnich proteinti o znamé moleku-
lové hmotnosti. Tim ziskali p¥imky, jejichZ smérnici je &, a ten vynesli v dal$im grafu proti
molekulové hmotnosti danych protein. Rovnice této zavislosti je uvedena niZe a lze z ni
vypotitat molekulovou hmotnost neznamych proteind. Parametry a a b v rovnici jsou empi-

ricky zji$téné a plati pouze pro dany systém.

K,=a+bM
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Cil prace
e Separovat pigmentoproteinové komplexy kukufice pomoci &ervené nativni elektro-

forézy.

e Na zékladé Fergusonovych grafi objasnit, zda se pfi tomto postupu pigmentopro-
teinové komplexy a molekuly standardnich proteind déli na zakladé svych moleku-
lovych hmotnosti. Porovnat s délenim pigmentoproteinovych komplexl bezbarvou

nativni elekroforézou.

o Identifikovat PSII na zdkladé méfeni fotochemickych aktivit.

e Ovétit zachovani fotochemické aktivity fotosystému II béhem &ervené nativni elek-

troforézy a tim miru nativity tohoto zpisobu déleni proteind.
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2 Material a metody

2.1 Biologicky material

Studovany materiél pochazel z listd kukufice (Zea mays). Jednalo se o inbredni genoty-
py 2023 a CE704 a jejich kifiZence generace F1, 2023 x CE704, CE704 x 2023. V3echny
genotypy byly vySlechtény Slechtitelskou stanici CEZEA, Cej¢ u Hodonina a p&stovany na
katedfe genetiky a mikrobiologie PIF UK. Z kaZdé¢ rostliny ve véku cca. 6 tydni byl sklizen
a dale pouZit &tvrty a paty list.

Veskery biologicky material (nezpracované listy, izolat thylakoidnich membran i cyto-
solarni frakce) byl uchovavan v hlubokomrazicim boxu pfi teploté —78 °C.
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2.2 Pouzité chemikalie

hovézi sérumalbumin (polyBSA, zesitovany glutaraldehydem), Imuna, Slovensko
ferritin, Sigma, USA

katalasa, Sigma, USA

Coomassie Brilliant Blue R, Serva, Némecko

akrylamid, Sigma, Némecko

N,N’-methylenbisakrylamid (BIS), Serva, Némecko
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (TEMED), Serva, Némecko
tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris), Sigma, USA
g-amino-n-kapronova kyselina, Sigma, USA
n-tris[hydroxymethyl]methylglycin (Tricine), Sigma, USA
bis[2-ﬁydroxyethyl]imino-tris[hydroxymethyl]methan (Bis-Tris), Sigma, USA
n-dodecyl-p,D-maltosid (dodecylmatosid), Sigma, USA

kyselina octové, Lachema, CR

kyselina trichloroctova, Lachema, CR

Ponceau S, pro elektroforézu, Fluka, Svy’lcarsko

n-butanol, Lachema, CR

1,5-difenylkarbazid (DCP), Sigma, USA
2,6-dichlorfenolindofenol (DCPIP), Lachema, CR
fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), Sigma, USA
2-merkaptoethanol, Fluka, Svycarsko

dodecylsiran sodny (SDS), Sigma, USA

glycerol, Lachema, CR

sacharosa, Penta, CR

Vsechny ostatni pouZité chemikélie, které nejsou v tomto seznamu, byly stupné &istoty p.a.
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2.3 lzolace thylakoidnich membran kukufice

Zékladem izolaéniho postupu byla metoda podle Holé a kol. [46].

Pro izolaci jsem vZdy pouZivala osm listi kukutice ziskanych z riznych rostlin stejného
genotypu. Jednalo se o jejich &tvrté, paté nebo Sesté listy. Pfed vlastnim izolaénim proce-
sem byl materidl uchovavan v hlubokomrazicim boxu. Abych docilila maximélni Setrnosti

a zachovani aktivity ziskanych chloroplasti, provadéla jsem izolaci za tmy a pfi 4 °C.

Jednotlivé listy jsem nejprve zbavila zeZloutlych okraji, fapiki, ostatnich hrubych &asti a
vZdy zaznamenala hmotnost uréenou ke zpracovani. Vzhledem k malému mnoZstvi listo-
vého materidlu byla homogenizace provadéna v tfeci misce s tlou¢kem po zmrazeni kapal-
nym dusikem. Tteni jsem provadéla do okamziku vzniku jemného prasku, ktery jsem na-
sledn& smisila s 2,5 ndsobkem hmotnosti listii izola¢niho pufru IM (sloZeni udava tabulka
2.1). K pufru jsem pted smichanim pfidala inhibitor proteas PMSF (roztok fenylmethylsul-
fonylfluoridu v bezvodém ethanolu) v kone&né koncentraci 0,5 mM. Filtrace byla provede-
na po dokonalém promiseni roztoku a rozmélnénych listd pfes 6 vrstev détskych separaé-
nich plen, pfi¢em2 filtrét byl jiman do bartiky chlazené ledem. Setrnym vymatkanim svrch-
ni vrstvy jsem zabrénila priniku p&ny s obsahem proteolytickych enzymi. Néslednou cent-
rifugaci filtratu (1000 x g, 10 min, 4 °C) na centrifuze MPW 360 (Mechanika precyzyjna,
Polsko) jsem ziskala v peleté izolované chloroplasty a v supernatantu hruby extrakt obsa-
hujici cytosolovou frakci rozbitych bunék. V cytosolu je enzym PEPC, jehoZ aktivitu jsem
nésledné stanovovala. Vzhledem ke skute¢nosti, Ze toto méfeni nebylo pfedmétem mé di-
plomové prace, v dal§im textu se jim jiz nezabyvam. Peletu jsem je$té dvakrat promyla
v témZe izola¢nim pufru, vZdy s ptidavkem inhibitoru proteas.

Vysledny sediment jsem dikladné resuspendovala v malém mnoZstvi resuspenda¢niho puf-
ru, také s pfidavkem PMSF v kone&né koncentraci 0,5 mM. MnoZstvi ptfidaného pufru jsem
odhadovala podle mnoZstvi ziskaného sedimentu tak, aby vysledna koncentrace chlorofylu
v jednotlivych preparatech byla 0,8-2,5 mg/ml, vZdy zhruba do 1 ml.

V roztoku chloroplastii jsem stanovila obsah chlorofylu metodou dle Arnona [47]. Po ozna-
¢eni a zmrazeni v kapalném dusiku jsem vzorky izolovanych chloroplasti i hruby cytoso-
larni extrakt uchovavala pfi —78 °C.
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Tabulka 2.1 SloZeni roztoki pro izolaci chloroplasti kukufice (Zea mays).

pufr Tris—-HCI Sacharosa Glycerol MgCl,6H,0 pH
[mM] [mM] (%] [mM]

Izola¢ni 50 400 - 50 7,0

Resuspenda&ni 50 400 40 6 7,0

2.4 Spektroskopické metody

Podstatou spektroskopickych metod je interakce hmoty s elektromagnetickym zafenim.
Na zékladé druhu interakce, kterou pozorujeme, rozdélujeme tyto metody na absorpéni,
emisni &i takové, pfi kterych zkoumame odraZené paprsky. Nejb&Znéj$i a instrumentélné
nejméné ndro¢né jsou ty, kde méfime ubytek zéafeni po pruchodu svétla hmotou, tedy ab-
sorpéni. Koncentraci absorbujici latky vypoditdme z Lambertova-Beerova zakona. PH od-
vozeni vztahu pro tento zdkon vychazime ze skute€nosti, Ze pfi prichodu paprski mo-
nochromatického svétla se vzorkem, dochazi ke zmenseni pocéatedni intensity @y na hodno-

tu @. Pomér t&chto dvou hodnot se nazyva transmitance, neboli propustnost prostfedi.
A=-log &/ dy=-log T=¢.c.l

Kde 4 je absorbance, T transmitance, € molarni absorp¢ni koeficient [mol".dm3.cm—'], cje
koncentrace absorbujici l4tky ve vzorku vyjadfena v mol.dm™ a / optické draha paprsku v
kyveté.

2.4.1 Stanoveni obsahu chlorofylu v preparatech

Celkovy obsah chlorofylu v preparatech jsem stanovovala metodou dle Arnona [47].

Vzdy jsem 5 pl vzorku thylakoidnich membran napipetovala do 1,5 ml 80% acetonu a
smés dokonale protfepala. Nasledovalo odstfedéni na centrifuze MPW 300 (Mechanika
precyzyjna, Polsko), 5 minut pfi maximalnich otatkéach. U takto pfipravenych vzorki jsem
zméfila absorbanci proti 80% acetonu, ktery tvofil slepy vzorek. Kazdy izolat jsem takto
proméfila t¥ikrat a vyslednou hodnotu koncentrace chlorofylu ziskala z primémé hodnoty

absorbance

Obsah chlorofylu jsem vypocitala ze vztahu: ¢ (mg/ml) = Ags2.8,7, kde Agsz je absorbance
vzorku pfi 652 nm. Specificky absorpéni koeficient mé pti této vilnové délce hodnotu
34,5 dm3.g".cm".
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2.5 Stanoveni fotochemickych aktivit

2.5.1 Stanoveni fotochemickych aktivit redukci DCPIP

Fotochemickou aktivitu jsem urovala méfenim fotoredukce nefyziologického akcep-
toru a donoru elektrond, 2,6-dichlorfenolindofenolu (DCPIP) a 1,5-difenylkarbazidu (DCP)
[48, 49].

Fotochemickou aktivitu lze stanovit pomoci nefyziologického akceptoru elektrond, napft.
DCPIP. MnoZstvi uvolnéného kysliku pti fotolyze vody odpovida mnoZstvi zredukovanych
molekul DCPIP. Aktivita fotolyzy vody se uréi jako pocatedni rychlost redukce DCPIP po
osvétleni vzorku.

Reak¢ni smés obsahovala takové mnoZstvi vzorku thylakoidnich membrén, aby vy-
sledn€ mnoZstvi chlorofylu bylo 20 pg, dale pak roztok DCPIP (zasobni roztok 20 mg
DCPIP v 10 ml H;O) o vysledné koncentraci 30uM a roztok RMh v takovém mnoZstvi,
aby kone¢ny objem byl 2 ml. Méfeni jsem provadéla na spektrofotometru Spekol 11 (Carl
Zeiss Jena, Némecko) pti 600 nm proti slepému vzorku, ktery neobsahoval DCPIP. Mé&rou
kyvetu se vzorkem jsem osvétlovala zafenim z diaprojektoru (Malicolor, Némecko) ve
vzdélenosti 2 cm v intervalech 10, 20, 30, 60, 90 a 120 sekund. Pfed zatitkem méfeni a po
kazdém vySe uvedeném intervalu jsem zméfila absorbanci vzorku. Méfeni bylo provadéno
za tmy. V pfipadé méfeni rychlosti redukce v gelu jsem postupovala stejnym zpisobem, jen
jsem misto vzorku do kyvety vkladala vytiznuty kousek gelu po elektroforéze, ktery obsa-

hoval zénu, jejiZ aktivita mé& zajimala.

Grafem zévislosti zmén absorbance na ¢ase jsem proloZila hyperbolu. Hledand pocéte¢ni
rychlost redukce je derivace v nulovém &ase. Pfi méfeni aktivit v preparatu thylakoidnich
membrén jsem jednotky pfevedla na umol redukovaného DCPIP na mg chlorofylu za hodi-
nu. Molérni absorp&ni koeficient DCPIP ma p# 600 nm hodnotu 2,1.10* L.mol™.cm™.
V ptipadé vétstho mnoZstvi vysledki jsem na zékladé nasledujictho vztahu vypotitala chy-
bu méfeni.

Sr = [2(xi —x)/(n - 1)].100/x
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Tabulka 2.2 SloZeni pufru RMh pouZivaného pfi stanoveni fotoredukce DCPIP, pH roztoku
je6,5.

slouéenina | Moldrni koncentrace
KCl 10
HEPES 40

2.5.2 Stanoveni fotochemickych aktivit redukci DCPIP v pfitom-
nosti DPC

Pokud dojde b&hem izolace nebo pti uskladnéni vzorku k poSkozeni systému vyvijeji-
cimu kyslik, neni PSII schopen oxidace vody. V takovém ptipadé lze k méfeni aktivity
elektronového transportu pouZit i nefyziologicky donor elektronli, kterym je
1,5-difenylkarbazid (DPC). Aktivitu stanovime jako po&ate¢ni rychlost fotoredukce DCPIP
po osvétlenf vzorku v pfitomnosti DPC.

Reakéni smé&s obsahovala takové mnozZstvi vzorku thylakoidnich membrén, aby vysledna
koncentrace chlorofylu byla 20 ug, dale pak roztok DCPIP (zasobni roztok 20 mg DCPIP

v 10 ml H;O) o vysledné koncentraci 30 uM, roztok DPC (zasobni roztok 18 mg DPC

v 1,5 ml 100% methanolu) o vysledné koncentraci 0,3 mM a roztok RMh v takovém mnoz-
stvi, aby kone¢ny objem byl 2 ml.

Aktivitu jsem méfila stejnym zpisobem popsanym v kapitole 2.5.1. DCPIP a DPC spolu
chemicky interaguji, pfitemz dochazi také k poklesu absorbance b&éhem méfeni. Miru jejich
vzdjemné interakce jsem stanovila pfed kadym méfenim a pak ji nasledné zohlednila pti
vypoétu aktivity. Stanoveni interakce jsem méfila stejnym zplisobem, jen s tim rozdilem, Ze
slepy vzorek ani mé&rmad kyveta neobsahovaly izolat thylakoidnich membrén. Ve bylo tak-
téZ provadéno za tmy a vysledky vyhodnoceny zptisobem popsanym v kapitole 2.5.1.

2.5.3 Stanoveni fotochemické aktivity pomoci Clarkovy kysliko-
vé elektrody

Dal$im zplisobem stanoveni aktivity fotosystému II je monitorovéani vznikajiciho kysli-
ku v pfitomnosti nefyziologického akceptoru elektronti [50].

Clarkova kyslikova elektroda je elektrochemicky ¢lanek produkujici elektricky proud, kte-

ry je umérny koncentraci kysliku v médiu, do kterého je elektroda ponotena. Katody a ano-
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da jsou od reakéni smési oddéleny teflonovou membrénou, kterd je propustnd pouze pro

molekuly kysliku, nikoliv pro ionty a vodu.
SloZeni Clarkovy kyslikové elektrody je nasledujici:
e Platinova katoda — kyslik je zde redukovan podle rovnice
%0, +2H +2e - H,0
e Argentchloridova anoda — probiha na ni nasledujici reakce
2Ag+2ClIT—>2AgCl+2¢
Elektrody jsou vzijemné propojeny solnym miistkem (50% nasycenny roztok KCl).

K méfeni jsem pouZivala Clarkovu kyslikovou elektrodu firmy Hansatech (Velka Bri-

tanie). Data byla snimana pomoci posuvného zapisovace.

Komirka kyslikové elektrody byla b€hem méfeni temperovéna na teplotu 25 °C a osvétlo-
véna tfemi néstavci s &ervenymi diodami LED (660 nm) o celkové intenzit& 720 pmol/m?.s.
Dokonalé michéani vzorku po celou dobu méfeni bylo zaji$téno magnetickou michatkou.

Pfed samotnym méfenim jsem nejprve musela komirku nakalibrovat. To jsem provadéla
pti teplot& 25 °C. Nulové hodnota vyvoje kysliku byla nastavena p¥idanim né&kolika krysta-
1 dithioniéitanu sodného do redestilované vody v komiirce kyslikové elektrody. Za maxi-
mélni hodnotu jsem brala 0,253 pmol kysliku rozpusténého v 1 ml redestilované vody pfi
25°C.

Reakéni smé&s obsahovala takové mnoZstvi vzorku, které¢ odpovidalo 10 pg chlorofylu a
déle ¢inidla, jejichz mnoZstvi a koncentraci udava tabulka 2.11. Na objem 1 ml byla reak¢-
ni smé&s doplnéna pufrem o nasledujicim slozeni SmM MgCl,, 10mM NaCl a 25mM MES.

Tabulka 2.11 Cinidla pouZit4 pti méfeni aktivity fotosystému II pomoci Clarkovy kyslikové elek-
trody. PouZité symboly jsou uvedeny v seznamu zkratek.

inidlo Koncentrace zdsobniho Pipetované Koncentrace v reakéni
roztoku (mmol/l) mnoZstvi (ul) smési (mmol/l)
FeCy 100 10 1,0
PBQ 20 15 0,3
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Jednotlivé souddsti reakéni smési jsem do komiirky ptfidavala za souasného michéni a na-
sledné ji uzaviela vitkem s kapildrou pro Gnik pfebytetné kapaliny. Po vystaveni obsahu
komirky osvétleni jsem zapodala méfeni, které probihalo po celou dobu naristu kfivky
elektrického napéti. MnozZstvi uvolnéného kysliku jsem vypoéitala z parametri kfivky a
vyjadfeno v umol O,/hod na 10pg chlorofylu.

2.6 Elektroforetické metody

2.6.1 ,,Cervena“ nativni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
[51]

2.6.1.1 Princip metody

Jak jsem jiZ uvedla v uvodu, jedna se o elektroforetickou metodu, pfi niZ se u¢inkem
elektrického pole separuji proteinové komplexy v neporusené podobé&.

Do vzorku a katodového pufru se pfidavé Cervené barvivo Ponceau S, které udéli bil-
kovinadm ptitomnym v komplexech negativni naboj. To zpisobi, Ze dochazi k jejich pohybu
v elektrickém poli ve sméru od katody k anod€. Vazba barviva na proteiny je zaloZena
pouze na slabé interakci, coZ mé za nasledek, Ze ji lze z komplexti i separa¢nich gelii snad-
no vymyt vodou.

2.6.1.2 Podminky ,,ervené* nativni elektroforézy

. Elektroforéza probihala na polyakrylamidovych deskédch o rozmérech 110 mm x 120
mm X 1,0 mm (Whatman Biometra, The Multigel-Long) za stalého chlazeni na 24 °C a
pti konstantnim proudu pohybujicim se v rozmezi 25-40 mV. Za t€chto podminek elektro-
foréza probihala 19-22 h, ale doba trvani se li§ila u rizn€ koncentrovanych polyakrylami-
dovych gelid. Cely proces probihal ve tmé.

PH této praci jsem pouZivala celkem pét riznych koncentraci délicich gelii, vzestupn&
s 5,94%, 6,93%, 7,92%, 8,91% a 9,9% koncentraci akrylamidu (%T). Radici gel osahoval u
vech vySe uvedenych koncentraci 4 hmotnostni procenta akrylamidu . Elektroforézu jsem
provadéla pro kazdou zvolenou koncentraci minimalné pétkrat. Divodem bylo ziskani do-
state¢né velké mnoZiny dat vhodnych ke statistickému zpracovani a jejich nasledného vyu-
Ziti pti sestavovani Fergusonovych grafu.
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Pfi ptipravé geli jsem pouZivala dokonale &istd skla, utésnénd silikonovymi spacery a
upevnéné svorkami. Abych zabrénila protékani katodového pufru, natirala jsem sklenéné
spacery vazelinou. Po naneseni prvniho, tedy déliciho gelu mezi skla bylo nezbytné pie-
vrstvit hladinu n-butanolem. Zamezila jsem tak kontaktu polymerizujiciho roztoku se
vzduchem, nebot’ kyslik tento proces rudi. Po zpolymerizovani déliciho gelu a pfed nanese-
nim fadictho bylo nezbytné pouZity butanol dokonale odstranit n€kolikandsobnym pro-
mytim destilovanou vodou. B&éhem nana$eni obou gel a pfi zasouvéni tzv. Sablony jsem
musela dbat zvy$ené opatrnosti, aby nevznikaly bublinky, kviili nimZ by nésledné dochéze-
lo ke $patnému déleni nanesenych komplext. Vrstvu fadiciho gelu s umisténou 3ablonou
jsem taktéZ pfekryla n-butanolem. Sablona vytvofila pravidelné jamky, uréené pro aplikaci
vzorku. Skla s pfipravenymi gely jsem pfipevnila do aparatury a zalila elektrodovymi puf-
ry. Spodni &ast malopérového gelu byla v kontaktu s anodovym pufrem, zatimco horni &ast
velkopérového pufru byla zalita roztokem katodového pufru. Oba pufry se pouZivaji proto,
aby byla zaji$téna vodivost v aparatufe, a také aby vyrovnavaly zmény pH, ke kterym do-
chazi.

Barvivo jsem do vzorkid pfiddvala v takovém mnoZstvi, aby jeho koncentrace dosahovala
1,5 %. JelikoZ se jedna o malou nabitou molekulu, je jeji pohyb zpomalovdan mnohem mé-
né&, neZ pohyb proteinovych komplexti ve vzorcich. To je pfi¢ina vyrazné &ervené zény
tvotici &elo elektroforetogramu. Ve snaze o doplnéni takto uniklé barvy pfiddvame do ka-
todového pufru Ponceau S, podobné jako v ptipadé BN—-PAGE Coomassie Blue.

Tabulka 2.3 SloZeni z4sobnich roztokid pro ,,éervenou nativni elektroforézu. Pro ptipravu
vSech roztokid jsem pouZivala redestilovanou vodu. Roztok APS jsem pfi kazdé préci pti-

pravovala &erstvy [50].

roztok sloZeni pH
katodovy pufr 50 mM Tricin, 15mM Bis-Tris/HCl a 0,012 % Ponceau S 7,0
anodovy pufr 50 mM Bis-Tris/HCI 7,0

gelovy pufr | 150 mM Bis-Tris/HCI a 10 mM ge-amino-n-kapronové kyse- 7,0
lina

AB smés 48 g akrylamidu a 1,5 g BIS ve 100 ml roztoku -
10 % APS 0,1 g v 1 ml vody -
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Tabulka 2.4 SloZeni polymera¢nich smési pro pfipravu déliciho gelu o uvedenych koncent-
racich [37, 50]. Pipetovana mnoZstvi jsou uddvana v pl.

roztok koncentrace akrylamidu T
5,94 % 6,93 % 7,92 % 8,91 % 9,9 %
gelovy pufr 4000 4000 4000 4000 4000
AB smés 1440 1680 1920 2160 2400
redestilovana voda 6476 6239 6005 5770 5536
10% APS 76 74 68 64 58
TEMED 7,6 7.4 6,8 6,4 58
celkovy objem 12 ml 12 ml 12 ml 12 ml 12 ml

Tabulka 2.5 SloZeni polymera¢nich smési pro pfipravu dvou fadicich gelt o koncentraci
akrylamidu 4 %. Pipetovana mnoZstvi jsou udévéana v pl.

roztok koncentrace akrylamidu T

4%

gelovy pufr 2000
AB smés 500

redestilovana voda 3448
10% APS 46
TEMED 4,6
celkovy objem 6 ml

2.6.1.3 Priprava vzorku pro ,,éervenou” nativni elektroforézu

K 25 ul suspenze thylakoidnich membran jsem pfidala 5 pl 10 % dodecylmaltosidu, 15
ul 10 % Ponceau S a doplnila do 100 pul solubilizaénim pufrem o nasledujicim sloZeni: 50
mM Bis-Tris/HCI; pH 7,0; 750 mM e-amino-n-kapronova kyselina a 20% glycerol [S1].
V této podobe jsem vzorky nanésela do jamek fadiciho gelu.
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2.6.1.4 Priprava standardu pro ,,éervenou” nativni elektroforézu

Jako hlavni standardy jsem pouZivala apoferritin, hovézi sérumalbumin a katalasu,
v ramci jednoho pokusu jsem pouZila je$té ureasu, carboanhydrasu, ovalbumin a laktalbu-
min. Proteiny jsem rozpustila v katodovém pufru, jehoZ sloZeni uddvé tabulka 2.3
a zahustila sacharosou. Sacharosu jsem pfidévala (na 3pi¢ku Spachtle) z divodu zvySeni
hustoty roztoku standardu, coZ mé za nasledek, Ze proteiny se usadi na dné& jamek fadiciho
gelu.

2.6.2 Bezbarva nativni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

2.6.2.1 Princip metody

Bezbarva nativni elektroforéza je elektroforetickd metoda, ktera ndm umoZituje rozdé-
leni proteinli v nativnim stavu s minimalnim moZnym poskozenim. Oproti BN-PAGE mé
niZ8f rozliSovaci schopnost a je omezena pouze na proteiny, jejichZ pl je niZz3i neZ hodnota
pH pouzZitych pufri [32]. V takovém piipadé jsou proteiny nositeli zdporného naboje a
v elektrickém poli jsou neseny od katody k anodé. V ptipadé¢ SDS ¢&i BN-PAGE je
k proteinim pfidéna latka, ktera jim chybéjici negativni ndboj udéluje. B&éhem této alterna-
tivy elektroforetického déleni se tedy na rychlosti pohybu podili pfirozeny naboj proteinu,
jeho velikost (molekulova hmotnost) a v neposledni fadé i tvar.

Pt feSeni své diplomové préace jsem bezbarvou nativni elektroforézu provadéla pro porov-
nani s vysledky ,,Cervené* nativni elektroforézy.

2.6.2.2 Podminky bezbarvé nativni elektroforézy

Podminky bezbarvé nativni elektroforézy byly totoZné jako v ptipadé jeji bezbarvé al-
ternativy, viz kapitola 2.6.1.2. Abych docilila skuteéné naprosto stejnych podminek, nepfi-
déavala jsem do katodového pufru Zadnou latku s negativnim nabojem a malou molekulou,
ktera by v systému putovala s &elem. Z toho diivodu probihalo déleni vZdy po dobu 21 ha
pfi empiricky zjisténych 30-35 V. I v tomto ptipadé jsem pouZivala pét riznych koncentra-
ci gel, v minimélné& péti opakovanich.

Odlisnost ve sloZeni roztokl se tykala pouze katodového pufru, ktery neobsahoval Pon-

ceau S.
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2.6.2.3 Priprava vzorku pro bezbarvou nativni elektroforézu

K 25 ul suspenze thylakoidnich membréan jsem pfidala 5 pl 10% dodecylmaltosidu, a
doplnila do 100 pl solubilizaénim pufrem o nésledujicim sloZeni: 50 mM Bis-Tris/HCI; pH

7,0; 750 mM e-amino-n-kapronova kyselina a 20% glycerol. V této podobé jsem vzorky
nanaSela do jamek fadiciho gelu.

2.6.2.4 Priprava standardu pro bezbarvou nativni elektroforézu

V piipravé standardi jsem se taktéZ pkili§ neli$ila od &ervené nativni elektroforézy. Za-
kladnimi standardy mi byly apoferritin, hovézi sérumalbumin a katalasa. Proteiny jsem
rozpustila v katodovém pufru, jehoZ sloZeni udavéa tabulka 2.4 a zahustila sacharosou. Sa-
charosu jsem pfiddvala (na $pi¢ku Spachtle) z diivodu zvySeni hustoty roztoku standardu,

coZ mé za nasledek, Ze proteiny se usadi na dné jamek fadiciho gelu.

2.6.3 Reelektroforéza v pritomnosti SDS

Reelektroforézu jsem provadéla na polyakrylamidovych deskach o koncentraci akryla-
midu 10 %. Jejich ptiprava je totoZna jako v pfipadé nativnich elektroforéz. SloZeni zasob-
nich roztokl udévé tabulka 2.7. Pipetovand mnoZstvi pouZitd pro samotnou ptipravu jsou
zanesena v tabulce 2.8 a 2.9. Déleni jsem provadéla jako v pfedeslych ptipadech pfes noc,
tedy cca 20 hodin pfi 30-35 V. Ziskané elektroforetogramy jsem barvila stfibrem.

Vzorky pro reelektroforézu byly kousky gelu obsahujici separované pigmentoproteinové
komplexy vytiznuté z gelu po €ervené nativni elektroforéze. Pfed aplikaci na gel jsem
prouZky vystavila nejméné¢ po dobu 3 hod u€inkiim solubiliza¢niho roztoku [0,125 M
Tris/HCI, pH 6,8; 20% glycerol (m/V), 4% SDS (m/V) a 10% 2-merkaptoethanol (m/V)]
[32]. Solubilizace probihala pti teploté cca 40 °C. Abych ptenesla co nejvét$i mnoZstvi
prouzkii s pigmentoproteinovymi komplexy po nativni elektroforéze do gelu s SDS, pouZi-
la jsem pro ptipravu fadiciho gelu hieben se $ir§imi zuby.
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Tabulka 2.6 SloZeni zasobnich roztoki pro elektroforézu v ptitomnosti SDS [9].

roztok slofeni pH
1,5M Tris/HCI 18,17 g Tris/HCI ve 100 ml redest. vody 8.8
0,5M Tris/HCl 6,6 g Tris/HCI ve 100 ml redest. vody 6,8

Elektrodovy pufr | 15 g Tris, 72 g glycinu, 5 g SDS v 1000 ml redest. vody 8,3
30% akrylamid 29,2 g akrylamidu a 0,8 g BIS ve 100 ml roztoku -

10% APS 0,1 g v 1 ml vody -
10% SDS 10 g SDS ve 100 ml redest. vody -

Tabulka 2.7 SloZeni polymera¢niho roztoku pro ptipravu déliciho gelu o koncentraci akry-
lamidu 10 % v p¥itomnosti SDS. Pipetovand mnoZstvi jsou uddvana v pl.

roztok koncentrace akrylamidu T
10 %
1,5 M Tris/HCI, pH 8,8 3000
30% akrylamid 4000
redestilovana voda 4750
10% APS 120
10% SDS 120
TEMED 10
celkovy objem 12 ml

Tabulka 2.8 SloZeni polymeraéni smési pro pfipravu dvou fadicich geli o koncentraci akrylamidu
4 % v ptitomnosti SDS. Pipetovana mnoZstvi jsou uddvéana v pl.

roztok koncentrace akrylamidu T
4%
0,5 M Tris/HCI, pH 6,8 1500
30% akrylamid 800
redestilovana voda 3565
10% APS 60
10% SDS 60
TEMED 15
celkovy objem 6 ml
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2.6.4 Detekce bilkovin, barveni a uchovani gelu

Po skonéeni ¢ervené nativni elektroforézy jsem gely nejprve nechala 24 hodin naloZené
v deionizované vodé, abych docilila alespoii ¢aste¢ného vymyti Ponceau S. V ptipad€ bez-
barvé nativni elektroforézy tento krok nebyl nutny. Nasledovala detekce bilkovin pomoci
Coomassie Brilliant Blue R250. Jedna se o metodu nespecifického barveni, kdy se zvidi-

telni p¥tomné bilkoviny, a to jiZ od mnoZstvi 0,1 pg v prouzku [33].

SloZeni barviciho roztoku je nésledujici: 0,25% roztok Coomassie Brilliant Blue R250 ve
smési ethanolu, kyseliny octové a deionizované vody v poméru 25:10:65. P¥ed prvnim po-
uZitim jsem roztok pfefiltrovala ptes filtratni papir, abych se zbavila ptipadnych zbytkd
nerozpusténého barviva. Samotné barveni probihalo zhruba 20 hodin, tedy do druhého dne,
a pak nasledovalo né€kolikadenni odbarvovéani. Odbarvovaci ldzett méla stejné sloZeni jako
barvici roztok, neobsahovala viak Coomassie Brilliant Blue R250. V jedné odbarvovaci
lazni jsem gely nechévala pfes noc; neZ do$lo k odbarveni pozadi, vyménila jsem lazn& 5—
6krat. Takto zpracované gely jsem uchovévala v lednici pfi teplot¢ 4 °C zatavené mezi
dvéma &astmi &iré folie a s pfidavkem azidu sodného, abych zabranila mnoZeni riiznych

mikroorganismi a tim i znehodnoceni.

Citliv&j$i metodou detekce proteint v gelech je barveni stfibrem. Touto metodou jsme
schopni zachytit i tak malé mnoZstvi jako je 0,1 ng proteinu [33]. Principem je redukce
stifbrnych iontd n€kterymi aminokyselinovymi zbytky v proteinech, jako naptiklad methi-
onin, cystein nebo bazické aminokyseliny arginin, lysin a histidin. Obarvené proteinové
pasy jsou nositeli Zluté, oranZové, pfes hnédou aZ po &ernou barvu. Tyto barevné rozdily
jsou zpisobeny rozptylem svétla na vyredukovanych &asteCkéch stfibra [34]. V piipadé
barveni SDS gelu s 2-merkaptoethanolem se ndm objevi dvé silné horizontdlni linie
v oblasti 60 kDa a 67 kDa, tomu se d4 zabranit, pokud pouZijeme men$i mnoZstvi tohoto
redukéntho é&inidla [33].

Barvici postup jsem zah4jila fixaci gelu po SDS elektroforéze a to dvacetiminutovou inku-
baci v roztoku 50% methanolu a 12% kyseliny trichloroctové. Nasledovalo desetiminutové
promyvani v 10% ethanolu s 5% kyselinou octovou (promyvaci roztok) a zakon¢ené dese-
timinutovou inkubaci v 0,01% roztoku KMnQ,. Po tomto kroku jsem gely po dobu deseti
minut opé&t podrobila G¢inku promyvactho roztoku a néasledné proplachla redestilovanou
vodou. Nésledné desetiminutové vystaveni G¢inktim 10% ethanolu a dvacetisekundovém

promytim v destilované vodé&, bylo zakonleno samotnym barvenim roztokem 0,1 %
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AgNO; po dobu deseti munit. Odmyti pfebyteéného dusi¢nanu jsem provadéla ponofenim
gelu na dvacet sekund do redestilované vody. Nésledovala alkalizace v 10% roztoku Na-
CO3, po dobu deseti minut, poté 3—4min vyvijeni tentokrat ve 20% NaCOs, ale s pfidavkem
takového mnoZstvi formaldehydu, aby jeho kone¢né koncentrace dosahla 0,1 %. Dobu vy-
staveni u¢inkiim tohoto roztoku jsem volila v zavislosti na intenzité zabarveni jednotlivych
prouzki v gelu. Obarveny gel se necha ustalit 1-2min v roztoku 10% ethanolu a 5% kyse-
liny octové a pak se celkem tfikrat vZdy po dobu tficeti minut promyva v redestilované
vodé&. Uchovani a digitalizace byla totoZn4 jako pfi barveni Coomassie Brilliant Blue R250.

2.6.5 Stanoveni relativni molekulové hmotnosti

Relativni molekulové hmotnosti délenych pigmentoproteinovych komplext a jinych
bilkovin pfitomnych ve vzorku jsem uréovala porovnavéanim jejich elektroforetické mobili-
ty s pohyblivosti pouZitych standardii 0 znamé molekulové hmotnosti.

Jako standardy jsem pouZila apoferritin a katalasu od firmy Serva a hovézi sérumalbu-
min zesitovany glutaraldehydem (poly-BSA) od firmy Sevac. Jejich molekulové hmotnosti
a hmotnosti pfipadnych homooligomert jsou nésledujici:

e Katalasa — monomer (Mr = 250 kDa)
— dimer (Mr = 500 kDa)
e Apoferritin — monomer (Mr = 450 kDa)

— dimer (Mr =900 kDa)

— trimer (Mr =1 350 kDa)
e poly-BSA — monomer (Mr = 66 kDa)

— dimer (Mr = 132 kDa)

— trimer (Mr = 198 kDa)

— tetramer (Mr = 264 kDa)

Pro stanoveni relativni molekulové hmotnosti proteind pfi elektroforéze v prostfedi

SDS jsem pouZivala sadu standardnich proteint od firmy Sigma o nésledujicim sloZeni:
e myosin (Mr 205 kDa)
o [-galaktosidasa (Mr 116 kDa)

o fosforylasa b (Mr 97 kDa)
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e fruktosa-6-fosfat kinasa (Mr 84 kDa)

e hovézi sérumalbumin (Mr 66 kDa)

e glutamatdehydrogenasa (Mr 55 kDa)

e ovalbumin (Mr 45 kDa)

e glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa (Mr 36 kDa)

Gely jsem digitalizovala ihned po skon&eni elektroforetického déleni i po obarveni. K tomu
jsem vyuzivala skeneru a ziskana data jsem dale zpracovéavala v programu Microsoft Office
Excel 2003 a Sigma Plot 9.

2.7 Centrifugace v hustotnim gradientu sacharosy

2.7.1 Princip metody

UmoZiuje déleni smési latek na zékladé podobné sedimentaéni rychlosti. Pro ptipravu
gradientu se nejeasté&ji pouZivé sacharosa a to tak, Ze hustota roztoku stoupa smérem ke dnu
centrifugadni kyvety. Na takto pfipraveny koncentratni gradient se nanese smés latek o
ruzné hustoté. Vlivem plsobeni odstfedivé sily &4stice putuji v zavislosti na své velikosti,
tvaru, hustoté a samoziejmé jak na sile samotného odstfedivého pole, tak i na viskozité
prostiedi.

2.7.2 Piiprava vzorku na centrifugaci v hustotnim gradientu sa-
charosy

Vzorky, které jsem podrobovala centrifugaci, byly izolované chloroplasty uchovavané
v resuspendaénim pufru (sloZeni tabulka 2.1). Vzhledem k vysok¥ému obsahu glycerolu a
sacharosy v tomto pufru bylo nezbytné vzorky centrifugovat a stavajici pufr nahradit rozto-
kem o stejném sloZeni, ale bez p¥idavku sacharosy a glycerolu. B€hem tohoto procesu jsem
izolované chloroplasty nechala pti teploté 4 °C. Soudasné s vyménou pufirti prob&hlo pfida-
ni dodecylmaltosidu v kone¢né koncentraci 20 mmol/1 (peletu po centrifugaci jsem rozpus-
tila v 1 ml resuspendaéniho pufru bez sacharosy a glycerolu; sloZeni viz tabulka 2.1). Smés
jsem homogenizovala za pouZiti injekéni stfikatky, kdy jsem vZdy po naséti suspenze smés
vytlacila proti st€né zkumavky. Toto jsem n&€kolikréat opakovala. Pfed nanesenim na sacha-
rosovy gradient jsem ke vzorku pfidala inhibitor proteas PMSF v kone&né koncentraci
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0,5 mM. Celkové mnoZstvi vzorku nanaSeného na sacharosovy gradient se vZdy pohybova-

lo cca kolem 1 ml.

2.7.3 Déleni pigmentoproteinovych komplexa centrifugaci
v hustotnim gradientu sacharosy

K déleni pigmentoproteinovych komplexi kukufice jsem pouzivala Sestnictistupiiovy
hustotni gradient sacharosy v pufru MNC, ktery obsahoval 0,03% (m/V) dodecylmaltosid a
0,5mM PMSF. Dodecylmaltosid a PMSF jsem do pufru pfidévala t&€sné pfed pouZitim.

Nejprve jsem si ptipravila Sestnact roztokl sacharosy v rozmezi koncentraci 6,825 %,
7,125-13,95 % (s ptiristkem 0,525 %) a 21,45 %. Gradient jsem nané$ela tzv. podvrstvo-
vanim, kdy jsem nejprve nanesla roztok o nejniZ8i koncentraci a pak postupné injek&ni st¥i-
ka¢kou nanaSela dal$i ke dnu kyvety. Timto zpisobem jsem do kyvet o objemu 32 ml pod-
vrstvila 15 roztokd o objemu 1,8 ml, posledni a nejvice koncentrovany byl pfiddvéan
v objemu 2,2 ml. Abych docilila kontinudlniho koncentraéniho gradientu, nechala jsem
takto pfipravené kyvety pfes noc v lednici. Vlivem difuze tak doslo k rozmyti ostrych kon-
centraénich rozhrani.

Centrifugace probihala na ultracentrifuze Beckman Coulter Optima LE-80K s rotorem SW
32 Ti pti 30000 rpm a teplot¢ 4 °C. Na zékladé n&kolika pokusl jsem zjistila, Ze
k vytvofeni zén do$lo po 10 hodindch. Vytvofené zény jsem odséla pomoci injek&ni stfi-
ka€ky, nafedila pufrem MNC a znovu nechala centrifugovat. Centrifugace probihala stejné
jako v ptedchozim ptipadé pti 30 000 rpm, ale po dobu 12 hodin.

Jednotlivé zony jsem nané$ela na elektroforézu a méfila jejich fotochemickou aktivitu.

Tabulka 2.9 SloZeni pufru MNC, pH 5,7, pouZivaného pro ptipravu gradientu sacharosy.

sloulenina | koncentrace (mmol/l)
MES 25
NaCl 10
CaCl, 5
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3 Vysledky

3.1 ,,Cervena“ nativni elektroforéza

PH své praci jsem zpracovdvala izolované pigmentoproteinové komplexy izolované
z kukufice a standardy (pfiprava viz kapitola 2.6.1.3 a 2.6.1.4), metodou ,,&ervené* nativni
elektroforézy, jejiZ princip je popsan v kapitole 2.6.1.1. PouZivala jsem polyakrylamidové
gely o péti riznych koncentracich, 5,94 %, 6,93 %, 7,92 %, 8,91 % a 9,9 % (pfiprava a
podminky viz kapitola 2.6.1.2). Celkem jsem pfipravila pé&t, v nékterych pfipadech i vice
dobfe interpretovatelnych gelt od kazdé koncentrace akrylamidu.Ziskana data jsem zpra-
covavala podle kapitoly 1.9.3.

1 2 3 4 § 6 7T 8 9% 10 11 12 1314 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Obrizek 3.1 Déleni pigmentoproteinovych komplexi z chloroplasti kukutice a standardnich vzor-
ki na polyakrylamidovém gelu o koncentraci 8,91 % akrylamidu. Pfed obarvenim.

Drahy: 1 apoferritin, 2—4 BSA, 5-15 pigmentoproteinové komplexy, 16—18 apoferritin, 19-21 kata-
lasa, 22-24 BSA.
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7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 1% 20 29 22 23 24

Obrizek 3.2 Déleni pigmentoproteinovych komplexi z chloroplastli kukufice a standardnich vzor-
kil na polyakrylamidovém gelu o koncentraci 8,91 % akrylamidu. Po obarveni.

Dréhy: 1 apoferritin, 2—4 BSA, 5-15 pigmentoproteinové komplexy, 16—18 apoferritin, 19-21 kata-
lasa (na tomto gelu neni vidét), 22—24 BSA.

1 2 3 4 § 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 1 22 23 24

Obrizek 3.3 Déleni pigmentoproteinovych komplexi z chloroplasti kukutice a standardnich vzor-
ki na polyakrylamidovém gelu o koncentraci 7,92 % akrylamidu. Po obarveni.

Drahy: 1-12 pigmentoproteinové komplexy, 13—15 BSA, 1620 apoferritin, 21-24 katalasa.




1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 1314 15 16 17 18 19 20 1 22 23 4

Obrazek 3.4 Déleni pigmentoproteinovych komplexi z chloroplasti kukutice a standardnich vzor-
ki na polyakrylamidovém gelu o koncentraci 6,93 % akrylamidu. Po obarveni.

Drahy 1-5 a 20-24 pigmentoproteinové komplexy z kukufice, 69 apoferritin, 10—13 BSA, 14-15
ovalbumin, 16—17 karboanhydrasa a 18—19 laktalbumin.

Tabulka 3.1 Monomer BSA (Mr 66 kDa) pfi RN-PAGE. Hodnoty reten¢nich faktord pfi péti zvo-
lenych koncentracich pro sestaveni Fergusonova grafu. Sloupec s oznaenim Sg obsahuje sméro-
datné odchylky od primé&mé hodnoty reten¢nich faktord uvedenych v tabulce (n = 2-5).

koncentrace % | Retenéni faktor Sr R/*100 Log(R/*100)
9,9 0,2186 0,00925 21,86 1,3397
8,91 0,2539 0,0054 25,39 1,4047
7,92 0,2963 0 29,63 1,4717
6,93 0,4768 0,0232 47,68 1,6783
5,94 0,7566 0,01997 75,66 1,8789
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Tabulka 3.2 Dimer BSA ( Mr 132 kDa) pti RN-PAGE. Hodnoty reten¢nich faktorl pfi péti zvole-
nych koncentracich pro sestaveni Fergusonoa grafu. Sloupec s oznadenim Sy obsahuje smérodatné
odchylky od primérné hodnoty reten¢nich faktori uvedenych v tabulce (n = 2-5).

koncentrace %

Retenéni faktor Sr

R*100 Log(R*100)

9,9
8,91
7,92
6,93
5,94

0,09917
0,10093
0,1505
0,2982

0,6276

0,01341 9,917
0,00307 10,093
0,01431 15,05
0,00085 29,82
0,04293 62,76

0,9964
1,004
1,1775
1,4745
1,7977

Tabulka 3.3 Trimer BSA (Mr 198 kDa) pfi RN-PAGE. Hodnoty reten¢nich faktort pfi péti zvole-
nych koncentracich pro sestaveni Fergusonova grafu. Sloupec s ozna¢enim Sy obsahuje smérodatné
odchylky od primérné hodnoty retenénich faktori uvedenych v tabulce (n = 2-5).

koncentrace %

Retenéni faktor Sr

R*100 Log(R/*100)

9,9
8,91
7,92
6,93
5,94

0,0434
0,04893
0,0804
0,1487
0,4777

0,005182 4,34
0,00045 4,893
0,01369 8,04
0,01629 14,87
0,03593 47,77

0,6375
0,6896
0,9053
1,1723
1,6792

Tabulka 3.4 Tetramer BSA (Mr 264 kDa) pfi RN-PAGE. Hodnoty reten¢nich faktori pfi péti zvo-
lenych koncentracich pro sestaveni Fergusonova grafu. Sloupec s oznaenim Sg obsahuje sméro-
datné odchylky od primé&mé hodnoty reten¢nich faktorld uvedenych v tabulce (n = 2-5).

koncentrace %

Retenlni faktor Sr

R*100 Log(R*100)

9,9
8,91
7,92
6,93
5,94

0,02299
0,02568
0,045
0,0908
0,3344

0,002017 2,299
0,000985 2,568
0,01465 4,5
0,003362 9,08
0,02505 33,44

0,3615
0,4096
0,6532
0,9581
1,5243

-51-



monomer

y = -0,1366x + 26363

1,2 Y y = -0,2094x + 2/9485

log(R*100)

~
= +
04 - \&-0,3686)( 3,623 .

0,2 T T T T
55 6.5 75 8,5 9,5 10,5

T[%]

Obrazek 3.5 Fergusonlv graf pro BSA pfi &ervené nativni elektroforéze.
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Obrazek 3.6 Fergusonilv graf pro BSA s pouZitim linedrni regrese a protaZenim k ose y pfi Eervené
nativni elektroforéze.
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Tabulka 3.5 Monomer apoferritinu (Mr 450 kDa) pfi RN-PAGE. Hodnoty retenénich faktori pfi
péti zvolenych koncentracich pro sestaveni Fergusonova grafu. Sloupec s oznadenim Sy obsahuje
smérodatné odchylky od primérné hodnoty retenénich faktorl uvedenych v tabulce (n = 2-5).

koncentrace %

Retenéni faktor Sk

R*100  Log(R/*100)

9,9
8,91
7,92
6,93
5,94

0,04032
0,04223
0,09961
0,04312
0,1022

0
0,00564
0,006195
0,00057
0,007706

4,032
4,223
9,961
4,312
10,22

0,6055
0,6256
0,9983
0,6347
1,0095

Tabulka 3.6 Dimer apoferritinu (Mr 900 kDa) pfi RN-PAGE. Hodnoty retenénich faktori pti péti
zvolenych koncentracich pro sestaveni Fergusonova grafu. Sloupec s oznalenim Sg obsahuje smé-
rodatné odchylky od primémné hodnoty reten¢nich faktor uvedenych v tabulce (n = 2-5).

koncentrace %

Retenéni faktor Sr

R*100  Log(R/*100)

9,9
8,91
7,92
6,93
5,94

0,01613
0,01484
0,02052
0,03058
0,02756

0
0,002361
0,001408

0,00686
0,00389

1,613
1,484
2,052
3,058
2,756

0,2076
0,1714
0,3122
0,4854
0,4403

Tabulka 3.7 Trimer apoferritinu (Mr 1350 kDa) pfi RN-PAGE. Hodnoty retenénich faktori pfi
péti zvolenych koncentracich pro sestaveni Fergusonova grafu. Sloupec s oznaenim Sg obsahuje
smérodatné odchylky od primérné hodnoty retenénich faktorl uvedenych v tabulce (n = 2-5).

koncentrace % | Retenéni faktor Sr R/*100 Log(R*100)
9,9 0,008065 0 0,8065 -0,0934
8,91 0,006123 0,002616  0,6123 0,213
7,92 0,005912 0,000417 0,5912 -0,2283
6,93 0,01186 0,002165 1,186 0,07409
5,94 0,00993 0,00022 0,993 -0,00305
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Obrézek 3.7 Fergusonilv graf pro apoferritin ptfi &ervené nativni elektroforéze. Pohyblivost odpo-
vidajici 9,9 % akrylamidu a bisakrylamidu v gelu neni do regrese zahrnuta v pfipadé ani jednoho
oligomeru apoferritinu, divodem je odklon od linearity.
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Obrizek 3.8 Fergusonilv graf pro apoferritin pfi &ervené nativni elektroforéze. Za pouZiti linearni
regrese a s protaZzenim k ose y
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Tabulka 3.8 Monomer katalasa (Mr 250 kDa) pfi RN-PAGE. Hodnoty reten¢nich faktori pfi péti
zvolenych koncentracich pro sestaveni Fergusonova grafu. Sloupec s oznalenim Sg obsahuje smé-
rodatné odchylky od primérné hodnoty retenénich faktori uvedenych v tabulce (n = 2-5).

koncentrace % Retenéni faktor Sk R*100 Log(R/*100)
9,9 0,096 0 9,6 0,982271
8,91 0,1177 0,01278 11,77 1,070776
7,92 0,3117 0 31,17 1,493737
6,93 0,2088 0,069 20,88 1,31973
5,94 0,3142 0 31,42 1,497206

Tabulka 3.9 Dimer katalasa (Mr 500 kDa) pti RN-PAGE. Hodnoty reten¢nich faktori pti pé&ti zvo-
lenych koncentracich pro sestaveni Fergusonova grafu. Sloupec s oznatenim Sy obsahuje sméro-
datné odchylky od primé&mé hodnoty reten¢nich faktorti uvedenych v tabulce (n = 2-5).

koncentrace % | Retenéni faktor Sr R*100 Log(R*100)
9,9 0,05617 0,00017 5,617 0,749504
8,91 0,05712 0,01088 5,712 0,756788
7,92 0,1017 0,00875 10,17 1007321
6,93 0,02012 0,003985 2,12 0,303628
5,94 0,03859 0 3,859 0,586475
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Obrizek 3.9 Fergusoniv graf pro katalasu pfi ¢ervené nativni elektroforéze. Data ziskana pro kon-
centraci 5,94 a 6,93 % nejsou zy divodu vyrazného odklonu brana v ivahu pfi dal$im vyhodnoco-
véni.
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Obrizek 3.10 Fergusonlv graf pro katalasu s protaZzenim k ose y pfi &ervené nativni elektroforéze.
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Tabulka 3.10 Pigmentoproteinovy komplex A pfi RN-PAGE. Hodnoty retenénich faktori pfi péti
zvolenych koncentracich pro sestaveni Fergusonova grafu. Sloupec s oznadenim Sy obsahuje smé-
rodatné odchylky od primémé hodnoty retenénich faktori uvedenych v tabulce (n = 2-5).

koncentrace % | Retencni faktor Sr R/*100 Log(R/*100)
9,9 0,05462 0,0036 5,462 0,7374
8,91 0,06531 0,00101 6,531 0,8150
7,92 0,1149 0,00375 11,49 1,0603
6,93 0,1252 0,005907 12,52 1,0976
5,94 0,3107 0 31,07 1,4923

Tabulka 3.11 Pigmentoproteinovy komplex B pfi RN-PAGE. Hodnoty reten¢nich faktorl pfi péti
zvolenych koncentracich pro sestaveni Fergusonova grafu. Sloupec s oznalenim Sg obsahuje smé-
rodatné odchylky od primérné hodnoty retenénich faktorii uvedenych v tabulce (n = 2-5).

koncentrace % | Retenéni faktor Sk R/*100 Log(R/*100)
9,9 0,03587 0,002494 3,587 0,5547
8,91 0,04784 0,004435 4,784 0,6798
7,92 0,07529 0,001215 7,529 0,8767
6,93 0,1012 0,007598 10,12 1,0052
5,94 0,2276 0,0043 22,76 1,3572

Tabulka 3.12 Pigmentoproteinovy komplex C pfi RN-PAGE. Hodnoty reten¢nich faktori pfi péti
zvolenych koncentracich pro sestaveni Fergusonova grafu. Sloupec s ozna¢enim Sy obsahuje smé-
rodatné odchylky od primérné hodnoty retenénich faktori uvedenych v tabulce (n = 2-5).

koncentrace % | Retenéni faktor Sr R*100 Log(R*100)
9,9 0,02439 0,1046 2,439 0,3872
8,91 0,03431 0,00205 3,431 0,5354
7,92 0,05247 0,007519 5,247 0,7199
6,93 0,06024 0 6,024 0,7799
5,94 0,165 0,0097 16,5 1,2175
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Tabulka 3.13 Pigmentoproteinovy komplex D pfi RN-PAGE. Hodnoty retenénich faktord pti péti
zvolenych koncentracich pro sestaveni Fergusonova grafu. Sloupec s oznalenim Sg obsahuje smé-
rodatné odchylky od primémé hodnoty reten¢nich faktori uvedenych v tabulce (n = 2-5).

koncentrace % | Retenéni faktor Sr R/*100 Log(R/*100)
9,9 0,01405 0,001154 1,405 0,1477
8,91 0,02535 0,003686 2,535 0,4040
7,92 0,03013 0,00266 3,013 0,4790
6,93 0,04845 0,002883 4,845 0,6853
5,94 0,1107 0,009082 11,07 1,0441

Tabulka 3.14 Pigmentoproteinovy komplex E pfi RN-PAGE. Hodnoty retenénich faktort pfi péti
zvolenych koncentracich pro sestaveni Fergusonova grafu. Sloupec s oznatenim Sg obsahuje smé-
rodatné odchylky od primérné hodnoty retenénich faktori uvedenych v tabulce (n = 2-5).

koncentrace % Retenéni faktor Sr R/*100 Log(R*100)
9,9 0,009795 0,000405 0,9795 -0,0090
8,91 0,01635 0,003378 1,635 0,2135
7,92 0,02284 0,001307 2,284 0,3587
6,93 0,02999 0,002487 2,999 0,4770
5,94 0,03651 0,002325 3,651 0,5624

Tabulka 3.15 Pigmentoproteinovy komplex F pfi RN-PAGE. Hodnoty reten¢nich faktort pfi péti
zvolenych koncentracich pro sestaveni Fergusonova grafu. Sloupec s oznadenim Sr obsahuje smé-
rodatné odchylky od primémé hodnoty retenénich faktori uvedenych v tabulce (n = 2-5).

koncentrace % | Retencni faktor Sk R*100 Log(R/*100)
9,9 0,006777 0,001675 0,6777 -0,1690
8,91 0,007005 0,003038  0,7005 —0,1546
7,92 0,01571 0,002836 1,571 0,1962
6,93 0,01613 0 1,613 0,2076
5,94 0,02493 0,001775 2,493 0,3967
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Obrizek 3.11 Fergusoniv graf pro pigmentoproteinové komplexy z kukufice pfi ¢ervené nativni
elektroforéze. Z obrézku je patrné, Ze v pfipadé komplexu F nebyla do lineérni regrese zahrnuta
hodnota pohyblivosti 9,9 % a to z divodu odklonu od linearity.

log(Rf*100)

komplex F

10

T [%])

Obrizek 3.12 Fergusonilv graf pro pigmentoproteinové komplexy z kukufice pti &ervené nativni
elektroforéze.
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3.2 Bezbarva nativni elektroforéza

Metodu bezbarvé nativni elektroforézy jsem ve své préci vyuZila pro srovnani chovéni
pigmentoproteinovych komplexi kukufice a pouZitych standardi. Vysledky jsem srovnéva-
la s vysledky z ,,éervené* nativni elektroforézy, ty jsou uvedeny v kapitole 3.1. Elektrofo-
réza probihala za podminek popsanych v kapitole 2.6.2.2. Stejné jako v pfipadé¢ RN-PAGE
jsem vychazela z péti dobfe interpretovatelnych geld od kazdé koncentrace (9,9; 8,91; 7,92;
6,93 a 5,94 %) a vysledky zpracovavala zpiisobem popsanym v kapitole 1.9.3.

\

Obrizek 3.13 Déleni pigmentoproteinovych komplexid z chloroplasti kukufice a standardnich
vzorkl na polyakrylamidovém gelu o koncentraci 9,9 % akrylamidu. Po bezbarvé nativni elektrofo-
réze a pfed obarvenim.

Drahy: 1-12 pigmentoproteinové komplexy, 13—24 standardy.
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9,9% gel CN-PAGE 8,91% gel CN-PAGE 71,92% gel CN-PAGE §,93% gel CH-PAGE §,94% gel CH-PAGE

Obrizek 3.14 Srovnani déleni standardniho vzorku BSA na rizné koncentrovanych gelech b&hem
bezbarvé nativni elektroforézy . V kazdém pruhu je nejniZe poloZeny vidy monomer, smérem na-
horu nésleduje dimer, trimer a tetramer.

Tabulka 3.16 Monomer BSA (66 kDa) pti CN-PAGE. Hodnoty retenénich faktord pti péti zvole-
nych koncentracich pro sestaveni Fergusonova grafu. Sloupec s oznaenim Sg obsahuje smérodatné
odchylky od primémé hodnoty retenénich faktori uvedenych v tabulce (n = 2-5).

koncentrace % Retenéni faktor Sr R*100 Log(R*100)
9,9 0,5766 0,02133 57,66 1,760875
8,91 0,7222 0,04141 72,22 1,858657
7,92 0,8284 0,02104 82,84 1,91824
6,93 0,9346 0,02527 93,46 1,970626
5,94 Putoval s ¢elem
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Tabulka 3.17 Dimer BSA (132 kDa) pfi CN-PAGE. Hodnoty reten¢nich faktori pfi péti zvolenych
koncentracich pro sestaveni Fergusonova grafu. Sloupec s oznadenim Sg obsahuje smérodatné od-

chylky od primé&rné hodnoty retenénich faktori uvedenych v tabulce (n = 2-5).

koncentrace %

Retenéni faktor Sr

R*100 Log(R*100)

9,9
8,91
7,92
6,93
5,94

0,2562
0,3871
0,4677
0,6589
0,8221

0,06024
0,03583
0,03423
0,05175
0,03654

25,62
38,71

46,77 .

65,89
82,21

1,408579
1,587823
1,669967
1,81882
1,914925

Tabulka 3.18 Trimer BSA (198 kDa) pfi CN-PAGE. Hodnoty retenénich faktoru pfi péti zvole-
nych koncentracich pro sestaveni Fergusonova grafu. Sloupec s oznaéenim Sg obsahuje smérodatné
odchylky od primérné hodnoty retenénich faktori uvedenych v tabulce (n = 2-5).

koncentrace %

Retenéni faktor Sk

R*100 Log(R*100)

9,9
8,91
7,92
6,93
5,94

0,1141
0,1606
0,2577
0,4293
0,6268

0,027
0,02815
0,02759
0,04574
0,05872

11,41
16,06
25,77
42,93
62,68

1,057286
1,205746
1,411114
1,632761
1,797129

Tabulka 3.19 Tetramer BSA (264 kDa) pti CN-PAGE. Hodnoty retenénich faktort pfi péti zvole-
nych koncentracich pro sestaveni Fergusonova grafu. Sloupec s ozna¢enim Sg obsahuje smérodatné
odchylky od primérné hodnoty retenénich faktorti uvedenych v tabulce (n = 2-5).

koncentrace %

Retenéni faktor Sr

R*100 Log(R*100)

9,9
8,91
7,92
6,93
5,94

0,04895
0,07328
0,1348
0,2577
0,4497

0,005012
0,009491
0,0194
0,04537
0,04831

4,895
7,328
13,48
25,77
44,97

0,689753
0,864985

1,12969
1,411114
1,652923
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Obrazek 3.15 Fergusoniv graf pro BSA pfi bezbarvé nativni elektroforéze. Monomer BSA se diky

své velikosti pohyboval s Eelem a z toho divodu se zavislost pro tento oligomer sklada ze &tyf bo-
di.
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Obrizek 3.16 Fergusoniv graf pro BSA pfi CN-PAGE s protaZzenim k ose y pfi bezbarvé nativni
elektroforéze.
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Tabulka 3.20 Monomer apoferritinu (Mr 450 kDa) pfi CN-PAGE. Hodnoty retenénich faktori pti
péti zvolenych koncentracich pro sestaveni Fergusonova grafu. Sloupec s oznadenim Sy obsahuje
smérodatné odchylky od primérné hodnoty retenénich faktorii uvedenych v tabulce (n = 2-5).

koncentrace % Retenéni faktor Sr R/ 100 Log(R/*100)
9,9 0,03333 0,00439 3,333 0,522835
8,91 0,0414 0,001906 4,14 0,617
7,92 0,1062 0,003544 10,62 1,026125
6,93 0,1927 0,03283 19,27 1,284882
5,94 0,398 0,05876 39,8 1,599883

Tabulka 3.21 Dimer apoferritinu (Mr 900 kDa) pti CN-PAGE. Hodnoty retenénich faktor pfi péti
zvolenych koncentracich pro sestaveni Fergusonova grafu. Sloupec s oznalenim Sg obsahuje smé-
rodatné odchylky od primémé hodnoty retenénich faktor uvedenych v tabulce (n = 2-5).

koncentrace % | Retencni faktor Sk R/*100 Log(R/*100)
9,9 0,01355 0,00077 1,355 0,131939
8,91 0,01973 0,00036 1,973 0,295127
7,92 0,02253 0,003364 2,253 0,352761
6,93 0,05467 0,005819 5,467 0,737749
5,94 0,1118 0,02037 11,18 1,048442

Tabulka 3.22 Trimer apoferritinu (Mr 1 350 kDa) pfi CN-PAGE. Hodnoty reten¢nich faktort pfi
péti zvolenych koncentracich pro sestaveni Fergusonova grafu. Sloupec s oznadenim Si obsahuje
smérodatné odchylky od primérné hodnoty retenénich faktori uvedenych v tabulce (n = 2-5).

koncentrace % Retenéni faktor Sr R/*100 Log(R/*100)
9,9 0,006819 0,000325 0,6819 —-0,16628
8,91 0,01362 0,001513 1,362 0,134177
7,92 0,01186 0,000872 1,186 0,074085
6,93 0,01782 0,005067 1,782 0,250908
5,94 0,03052 0,007164 3,052 0,484585
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Obrazek 3.17 Fergusoniv graf pro apoferritin pfi bezbarvé nativni elektroforéze.
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Obrizek 3.18 Fergusoniv graf pro apoferritin s pouZitim linearni regrese a protaZenim k ose y pfi
bezbarvé nativni elektroforéze.
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Tabulka 3.23 Monomer katalasy (Mr 250 kDa) pfi CN-PAGE. Hodnoty reten¢nich faktori pfi péti
zvolenych koncentracich pro sestaveni Fergusonova grafu. Sloupec s ozna¢enim Sy obsahuje smé-
rodatné odchylky od primérné hodnoty retenénich faktori uvedenych v tabulce (n = 2-5).

koncentrace %

Retenéni faktor Sr

R*100 Log(R*100)

9,9

8,91
7,92
6,93
5,94

0,1227
0,178
0,2741
0,4259
0,5762

0,01444
0,005723
0,03139
0,04514
0,0366

12,27
17,8
27,41
42,59
57,62

1,088845
1,25042
1,437909
1,629308
1,760573

Tabulka 3.24 Dimer katalasy (Mr 500 kDa) pfi CN-PAGE. Hodnoty reten¢nich faktori pfi pé&ti
zvolenych koncentracich pro sestaveni Fergusonova grafu. Sloupec s oznadenim Sg obsahuje smé-
rodatné odchylky od primé&mé hodnoty reten¢nich faktorii uvedenych v tabulce (n = 2-5).

koncentrace %

Retenéni faktor Sr

R*100  Log(R/*100)

9,9
8,91
7,92
6,93
5,94

0,0313
0,03416
0,02945
0,03302
0,06751

0,001465
0,006682
0,002256
0,002933
0,007658

3,13
3,416
2,945
3,302
6,751

0,495544
0,533518
0,469085
0,518777
0,829368
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Obrazek 3.19 Fergusoniiv graf pro katalasu pfi bezbarvé nativni elektroforéze. V ptipadé dimeru
katalasy nejsou do regrese zapoditany body odpovidajici koncentraci 6,93 a 7,92 % akrylamidu
s bisakrylamidem. :
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Obrizek 3.20 Fergusoniv graf pro katalasu s pouZitim linedrni regrese a s protazenim k ose y pfi
bezbarvé nativni elektroforéze. Pohyblivosti odpovidajici koncentraci gelu 6,93 a 7,92 % jsem do
regrese nezahrnula.
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Tabulka 3.25 Pigmentoproteinovy komplex B pfi CN-PAGE. Hodnoty retenénich faktori pti péti
zvolenych koncentracich pro sestaveni Fergusonova grafu. Sloupec s oznatenim Sy obsahuje smé-
rodatné odchylky od primé&mé hodnoty reten¢nich faktori uvedenych v tabulce (n = 2-5).

koncentrace % Retenéni faktor Sr R*100 Log(R*100)
9,9 0,1645 0,02292 16,45 1,216166
8,91 0,1387 0,0247 13,87 1,142076
7,92 0,2639 0,004518 26,39 1,421439
6,93 0,3575 0,02459 35,75 1,553276
5,94 0,5218 0,01612 52,18 1,717504

Tabulka 3.26 Pigmentoproteinovy komplex C pfi CN-PAGE. Hodnoty retenénich faktorti pfi péti
zvolenych koncentracich pro sestaveni Fergusonova grafu. Sloupec s ozna¢enim Si obsahuje smé-
rodatné odchylky od primérné hodnoty retenénich faktori uvedenych v tabulce (n = 2-5).

koncentrace % Retenéni faktor Sr R*100 Log(R/*100)
9,9 0,1645 0,003471 16,45 1,216166
8,91 0,1387 0,009667 13,87 1,142076
7,92 0,2639 0,008631 26,39 1,421439
6,93 0,3575 0,01005 35,75 1,553276
5,94 0,5218 0,000698 52,18 1,717504

Tabulka 3.27 Pigmentoproteinovy komplex D pfi CN-PAGE. Hodnoty retenénich faktori pfi péti
zvolenych koncentracich pro sestaveni Fergusonova grafu. Sloupec s ozna¢enim Sy obsahuje smé-
rodatné odchylky od primérné hodnoty reten¢nich faktori uvedenych v tabulce (n = 2-5).

koncentrace % | Retenlni faktor Sr R*100 Log(R/*100)
9.9 0,03612 0,002294 3,612 0,557748
8,91 0,03134 0,003719 3,134 0,496099
7,92 0,06683 0,001393 6,683 0,824971
6,93 0,08419 0,01071 8,419 0,925261
5,94 0,1583 0,005882 15,83 1,199481
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Tabulka 3.28 Pigmentoproteinovy komplex E pti CN-PAGE. Hodnoty retenénich faktori pti péti
zvolenych koncentracich pro sestaveni Fergusonova grafu. Sloupec s oznaenim Sg obsahuje smé-
rodatné odchylky od primérné hodnoty retenénich faktorii uvedenych v tabulce (n = 2-5).

koncentrace % Retenénl faktor Sr R*100 Log(R/*100)
9,9 0,0233 0,00396 2,33 0,367356
8,91 0,01955 0,001181 1,955 0,291147
7,92 0,03283 0,001919 3,283 0,516271
6,93 0,04818 0,006372 4,818 0,682867
5,94 0,1078 0,006451 10,78 1,032619
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Obrazek 3.21 Fergusoniiv graf pro pigmentoproteinové komplexy pfi bezbarvé nativni elektroforé-
ze. V ptipadé komplexi D a E nejsou do regrese zahrnuty body 9,9 a 8,91 %.
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Obrizek 3.22 Fergusonlv graf pro pigmentoproteinové komplexy kukufice pfi bezbarvé
nativni elektroforéze.
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3.3 Fotochemicka aktivita PSII

Fotochemickou aktivitu fotosystému II jsem stanovila postupem popsanym v kapitole
2.5. Stanoveni jsem provadéla pro porovnani aktivity fotosystému II ve vzorcich pfed a po
¢ervené nativni elektroforéze. Na zadkladé toho jsem se snaZila zjistit, zda dojde b&hem
elektroforetického déleni k zachovani fotochemické aktivity ¢&i nikoliv. Kazdé méfeni jsem
provéadéla tfikrét, vyslednou hodnotu jsem ziskala z jejich aritmetického priiméru a vypoéi-
tanim smérodatné odchylky.

Tabulka 3.29 Fotochemicka aktivita vzorku pfed a po elektroforéze. Vzorky jsou jednotlivé alikvo-
ty ziskané z jedné izolace. Aktivita je vztazend na mnoZstvi chlorofylu pfiddvaného do reakéni
smési, takZe hodnoty jsou pouze ilustrativni. Aktivitu fotosystému II z gelu jsem stanovila proto,
abych zjistila, zda dochazi b&éhem déleni k jejimu zachovani &i nikoliv. Redlna hodnota vztaZzené na

mno2stvi chlorofylu tedy neni podstatnd. Hodnoty fotochemické aktivity v nepfitomnosti DCP
nejsou v tabulce uvedeny. Diivodem byl nepatrny pokles absorbance.

Fotoredukce
x Fotoredukce DCPIP Fotoredukce DCPIP DCPIP
S [H:0—DCPIP] [DCP—DCPIP] [DCP—DCPIP]
¥ pumolDCPIP,.y/20ug hior-hod pmolDCPIP,.s/20ug hior.hod HmOIDCPIP,./hod
Po elfo 7 gelu
1 - 10,9+14,44 4,87
2 - 10,84+1,67 5,61

Tabulka 3.30 Hodnoty fotochemické aktivity fotosystému II po centrifugaci v hustotnim gradientu
(9,1-28,6% sacharosy) métfené Clarkovou kyslikovou elektrodou. Vzorek izolovanych chloroplasti
kukufice.

Fotoredukce DCPIP
vzorek [H:0—PBQ]
umolO2,./10ug hiorhod
Zoéna 1 8,349
Zobna?2 4,554
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Tabulka 3.31 Hodnoty fotochemické aktivity fotosystému II po centrifugaci v hustotnim gradientu
(6,825-21,45 % sacharosy) méfené Clarkovou kyslikovou elektrodou.

Fotoredukce DCPIP
vzorek [H:0—PBQJ
umolOz,.4/10ug cpiorhod
Zobnal 7,654
Zona 2 1,531

3.4 Centrifugace v hustotnim gradientu sacharosy

Izolované chloroplasty z listd kukufice jsem podrobila centrifugaci v hustotnim gradi-
entu sacharosy. Princip a postup je popsan v kapitole 2.7. Cilem bylo oddélit oba fotosys-
témy a ty nasledné podrobit &ervené nativni elektroforéze. Vzhledem k malému mnoZstvi
ziskanych z6n se mi nepodafilo jejich zahusténi tak, aby mnoZstvi nanesené na elektroforé-
zu bylo po obarveni viditelné. V pfipadé z6ny jedna a dvé& jsem méfila jejich fotochemic-
kou aktivitu, abych zjistila, o jaky z fotosystémi se jedna. Vysledky méfeni fotochemic-
kych aktivit jednotlivych z6n méfenych Clarkovou elektrodou jsou uvedeny v tabulce 3.30
a3.31.

zéna1

zéna 2

26ne 3

sediment

Obriazek 3.23 Kyveta s jednotlivymi zonami po centrifugaci v hustotnim gradientu sacharosy.
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3.5 Reelektroforéza v pritomnosti SDS

Po prob&hnuti Cervené nativni elektroforézy na gelu o koncentraci T = 9,9 % jsem
okem patrné zelené z6ny podrobila reelektroforéze v pfitomnosti SDS. Divodem byla
identifikace jednotlivych pigmentoproteinovych komplext. Konkrétn€ se jednalo o tfi vy-
razné zény. Reelektroforéza probihala za podminek popsanych v kapitole 2.6.3. Abych
zachytila i malé mnoZstvi délenych proteinii, po probéhnuti elektroforézy jsem gely barvila
stfibrem (obrazek 3.23).

Tabulka 3.32 Relativni molekulové hmotnosti thylakoidnich membran kukufice separované reelek-
troforézou. Barevné odliSeni vyjadiuje pravdépodobnou pfisluinost k jednotlivym fotosystémuiim,
svétlezelena PSI a tmavé zelena PSII.

Proufek 1. 2. 3.
80 84 82
70 73 73

Relativni
33 58 55

molekulova

14 48 46

hmotnost
35 40

kDa

33
25
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205 000

116 008
97 000

84000

45 e

36 000

Obrizek 3.24 SDS reelektroforéza po Eervené nativni elektroforéze, barveno stfibrem. Drahy: 1-2
obsahuje tfeti, tedy nejniZe poloZeny $ir$i pruh v ¢erveném gelu; 45 druhy viditelny zeleny pruh;
6-7 prvni tedy nejpomaleji putujici komplex na Eervené nativni elektroforéze, 8 volnd, 9 standard
pro SDS elektroforézu.
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4 Diskuse

Tato diplomové price se zabyvd dvéma nativnimi elektroforetickymi metodami,
»&ervenou” a bezbarvou nativni elektroforézou pfi studiu fotosyntetickych pigmentoprotei-
novych komplexu kukutice, Zea mays.

Zabyvala jsem se mimo jiné otazkou, zda se pti ¢ervené nativni elektroforéze molekuly déli
pouze na zidkladé molekulové hmotnosti a nebo se pti déleni uplatiiuji i jiné, pro dany pro-
tein charakteristické a pfirozené vlastnosti, jako je naptiklad jeho naboj, velikost nebo tvar.
Pro pochopeni vyznamu této metody je velice dilezitad skutenost, Ze se jedna o nativni
elektroforézu, tedy nastroj k déleni proteini v jejich pfirozeném stavu. P¥i vyhodnocovéni a
interpretaci ziskanych dat jsem vychazela z tzv. Fergusonovych grafi [44]. Na zakladé
znalosti té€chto zavislosti jsem sestavila hypotetické grafy, které simuluji ob& mozZnosti.

Tedy ptipad, kdy se molekuly déli podle své molekulové hmotnosti a pfipad, kdy se na
déleni uplatiiuji i jiné faktory.

Hypoteticky Fergusonuv graf I.

4
C — y=.0,1815x +3,4312
35 B —> y =-0,2108x + 3,4349
3 A —»y=-025x+35
c 2,5 T
14
g 2]
e
g 1,5 1
1 4
0,5
0 - ;
05 0 25 30

Graf 4.1 Hypotetickg’ Fergusoniv graf, kde se délené bilkoviny pohybuji nepfimo imémé své mo-
lekulové hmotnosti. Sipkami je oznalena oblast, zistavajici linearni i v redlném systému. Ozna&eni
A, B, C néleZi bilkovinam ¢i jejich komplexim s latkami nebilkovinné povahy.

Z grafu je patrné, Ze v ptipadé volné pohyblivosti, tedy stavu, kdy je koncentrace akry-
lamidu nulov4, maji viechny molekuly stejny log(100R,) a tedy se i pohybuji stejnou rych-
losti. CoZ vlastné znamen4, Ze tyto molekuly, bez ohledu na velikost, jsou nositeli stejné

velkého naboje na jednotku hmotnosti. Se zvy$ujici se koncentraci akrylamidu v systému
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dochazi ke stile vétsimu uplatiiovani odporu prostfedi a tedy i molekulové hmotnosti sepa-
rovanych molekul. Tim se vysvétluje rozchod jednotlivych pfimek z bodu [0;y]. Pokud
budeme sledovat pribéh pfimek aZ k ose x, tedy bodim [x;0], zjistime, Ze diky zvy3ujici se
koncentraci akrylamidu dosdhnou latky nulové pohyblivosti v riznych bodech. Separaéni
gel pisobi jako sito o urdité velikosti pérd, kterym se mohou pohybovat pouze molekuly
urdité velikosti. Z tohoto divodu se hodnota koncentrace akrylamidu, pti které se jiz mole-
kula nepohybuje 1i8i v zavislosti na velikosti molekuly a tedy i molekulové hmotnosti. Toto
je viak pouze idedlni, v redlném systému nefungujici model. Vy$e popsané zavislost je
linearni jen v uréitém rozmezi koncentraci, které jsou podle mych vysledki specifické pro
kazdy déleny protein. K odklonu od linearity dochazi v ptipadé velmi vysokych ¢i naopak
nizkych Ry [44]. To v3ak nic nemé&ni na skutednosti, Ze se jak kfivky, tak pfimky stfetdvaji
na ose y v jednom bodé&.

Hypoteticky Fergusonuv graf ll.

C —»y =-0,2659x + 3,5141
B —»y=-0,25x +3,75
A —>y =.0,1919x + 3,9108

log(100*Rf)

25 30

Graf 4.2 Hypoteticky Fregusoniiv graf, kde je pohyblivost molekul ovlivnéna nejen molekulovou
hmotnosti, ale i velikosti néboje, kterého jsou nositeli, a tvarem. Sipkami je oznalena oblast ziista-
vajici linearni i v redlném systému. Oznaleni A, B, C néleZi bilkovindm, ¢&i jejich komplexim
s latkami nebilkovinné povahy.

Druhy Fergusoniiv graf popisuje situaci, kdy se molekuly déli nejen na zdkladé molekulové
hmotnosti. P¥Himky v grafu popisuji chovéani bilkovin v idedlnim systému. Fakt, Ze osu y
protinaji v riznych hodnotach, vypovida o jejich rozdilné volné pohyblivosti. Tedy, pokud
je koncentrace akrylamidu nulové, zanedbame odpor prostfedi, je rozdilna pohyblivost
pravdépodobné zpiisobena rozdilnym nébojem separovanych molekul, vztaZenym na jed-
notku hmotnosti. Ze stejného diivodu se ani kfivky popisujici chovani molekul v redlném
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systému nestfetdvaji ve stejném bodé. Se zvySujici se koncentraci akrylamidu dochézi,
stejné jako v pfedchozim piipadé, k uplatiiovéni funkce gelu jako molekulového sita a tim
k zadrZovéni vétSich molekul. Odklon od linearity v ptipad& vysokych &i nizkych hodnot Ry
je patrny i zde.

Pfi objastiovéani chovéni proteini béhem tohoto zptisobu déleni jsem kaZdy standardni pro-
tein i pigmentoproteinové komplexy vyhodnocovala zvlast. V kapitole vysledki jsou vZdy
uvedeny tabulky s daty, na jejichZ zdkladé byla sestavena dvojice grafi. Prvni z nich obsa-
huje relativni pohyblivosti danych molekul pfi v8ech koncentracich. Do linearni regrese
viak byly zapolitany pouze body chovajici se podle olekavanych trendd. Na zakladé dru-
hého grafu je posuzovano chovani jednotlivych proteind. Stejnym zplisobem jsem zpraco-
vavala vysledky ziskané z bezbarvé nativni elektroforézy. V dal§im textu jsou vZdy disku-
tovany vysledky &ervené nativni elektroforézy s vysledky bezbarvé spoleéné. Na obrazku
3.1 aZ 3.4 jsou znazornény polyakrylamidové gely Eervené nativni elektroforézy pted a po

obarveni, s vyznadenymi pigmentoproteinovymi komplexy a standardnimi proteiny.

Data ziskana délenim molekul poly-BSA b&éhem RN-PAGE jsou zanesena v obrazcich
3.5 a 3.6. Vzhledem k odklonu od linearity pfi 9,9 % v pfipadé trimeru a tetrameru neni do
regrese tato jejich pohyblivost zapoéitana. Z obrazku 3.6 je patrné, Ze dochazi k protnuti
pfimek pfed osou y, coZ znamend, Ze vétsi molekuly maji vét$i volnou pohyblivost.
S rostouci velikosti molekuly dochazi ke zvy$ovani hustoty naboje na jednotku hmotnosti.
Volnou pohyblivosti se oznatuje hodnota Ry pfi nulové koncentraci akrylamidu. Zvy3ova-
nim koncentrace gelu v tomto ptipad€ docilime lepsiho déleni proteini aZ od bodu, ve kte-
rém se pHimky protinaji. V porovnani s vysledky z bezbarvé nativni elektroforézy, které
jsou znazornény na obrazcich 3.15 a 3.16 miZeme vidét, Ze zanesenim barviva do systému
nedocilime Zaddného vyrazného zlep$eni. Na zdkladé pozorovéni jednotlivych pokusi i vy-
slednych grafii 1ze konstatovat, Ze molekuly se déli o poznani 1épe, pokud k nim neni pfi-
déno Ponceau S.

Dal3f pouZivanou standardni molekulou byl apoferritin. Jeho délenim jsem v polyakry-
lamidovém gelu vZdy nalezla tfi vyrazné prouzky, jednalo se monomer, dimer a trimer. Na
obrazku 3.7 je zndzornéno jejich chovani v pouzivaném koncentraénim rozmezi. V pfipadé
vSech ¥ oligomerid jsem v regresi neuvaZovala data ziskand z gelti 0 9,9 % T. Na nésledu-
jicim obrazku (3.8) si miZeme viimnout skoro rovnob&Zného prib&hu pfimek. Takovéto
situace b&Zné nastdvé v ptipadé izoforem urditych proteini [53]. Skute¢nost Ze protinaji
osu y v riznych bodech, vypovida o jejich rozdilnych nabojich. Smé&mice viech piimek je
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viak totoZn4, coZ obvykle znamend, Ze molekuly maji stejnou velikost. V ptipadé€ apoferri-
tinu oviem nelze pouZit takové vysvétleni pro pribéh zavislosti. Porovnanim s prib&hem
kFivek v hypotetickych grafech s vysledky bezbarvé nativni elektroforézy (obrazek 3.17 a
3.18) a s mymi d¥ivéj$imi vysledky [54] lze predpokladat spiSe sbihani p¥imek ve sméru
zvy$ujici se koncentrace gelu. Na zadkladé hypotetickych Fergusonovych grafi 1ze fici, Ze
pokud se ptimky v zévislosti sbihaji ve sméru osy x, nachazime se v pravé &asti hypotetic-
kych grafii. Jinymi slovy, Ze zvolené koncentrace jsou pro takto velké molekuly ptili§ vy-
soké. I pfesto mohu konstatovat, Ze pti déleni molekul apoferritinu se s nejvétsi pravdépo-
dobnosti uplattiuji i tvar a pfirozeny néboj.

Ttetim z pouzivanych standardi byla katalasa. Na obrazku 3.9 jsou znédzornény vSech-
ny ziskané body. Z nezji$ténych diivodi poskytovala dimerni molekula pfi &ervené nativni
elektroforéze v gelu o koncentraci 5,94 a 6,93 % velice odchylené hodnoty, tyto nebyly do
linearni regrese zapoéitdvany. Porovnanim s vysledky z bezbarvé nativni elektroforézy
(obréazek 3.19 a 3.20)vidime v pfipadé dimerni formy obdobné trendy. V obou ptipadech se
k ose y protaZzené p¥imky chovaji podobné jako v ptipadé molekul apoferritinu. Vysvétleni
tohoto trendu je stejné jako u molekul apoferritinu, zvolené koncentraéni rozmezi bylo pro
déleni katalasy pfili§ vysoké.

Délenim pigmetoproteinovych komlexi kukufice béhem &ervené nativni elektroforézy
jsem se snaZila objasnit jaké jejich vlastnosti se pfi tomto dé&ji uplatiiuji. P¥i pohledu na
obrazky 3.11 a 3.12 je v porovnani s hypotetickymi grafy jasné, Ze na déleni participuji i
jiné vlastnosti neZ jen molekulova hmotnost danych proteind. Men$i molekuly maji v tomto
ptipadé vy3$si volnou pohyblivost, tedy vé&tsi hustotu ndboje. Na obrazku 3.12 jsou viditelné
tfi dvojice komplexu, které osu y vZdy protinaji ve stejném bod&. Porovnénim t&échto zévis-
losti s priibéhem chovani komplexi pti bezbarvé nativni elektroforéze nalézame velké roz-
dily. Tuto skute¢nost velice zfetelné doklada obrdzek 3.22, kde je patrny prisedik viech
pfimek na ose y v jednom jediném bod¢. S rostouci velikosti komplexi tedy nedochézi ke
zvySovéni ani sniZovéani hustoty ndboje na molekule. Nasledkem toho je sniZujici se mobi-
lita a tedy i rozchod ptimek ve sméru koncentrovanéj$ich polyakrylamidovych gelt zpiso-
ben pouze brzdénim vétsich molekul zmensujicimi se péry gelu. Na zakladé t&chto vysled-
ki lze Hci, Ze ptidanim Ponceau S ke vzorkiim thylakoidnich pigmentoproteinovych kom-
plext nedocilime lepsich vlastnosti béhem déleni, pravé naopak. V p¥ipadé standardnich
proteind nebyly rozdily v chovani tak vyrazné jako pravé zde. Pti€¢inou bude s nejvétsi
pravdépodobnosti zplisob interakce barviva s proteiny. Porovname-li strukturni vzorec Co-
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omassie Blue, u n&hoZ je zpilsob vazby znam (viz kapitola 1.9.2.1), s Ponceau S (obrazek
1.5 str. 28), je hned na prvni pohled patrny rozdil v po¢tu a druhu funké&nich skupin ucast-
nicich se vazby. Ponceau S je nositelem &tyf sulfoskupin nesoucich negativni naboj a in-
teragujicich s kladné nabitymi postrannimi zbytky aminokyselin proteinu. Naproti tomu
Coomassie ma ligandy tohoto druhu pouze dva. Je oviem nositelem tfi aminoskupin, které
neobsahuje Ponceau S. Co se ty¢e hydrofobicity molekul je na tom Coomassie o poznani
lépe, &imZ lze snadno vysvétlit jeho obtizné odstranéni z bilkovin v porovnani s pouhym
vymytim vodou v pfipadé Ponceau S. Shrneme-li tyto skute¢nosti, 1ze pfedpokladat, Ze
vazba Ponceau S s proteiny je bez ohledu na podil hydrofobicity zprostftedkovdna pouze
pfes kladné naboje bazickych aminokyselin. Distribuce téchto skupin na povrchu proteinu
se 1i8f v zavislosti na druhu molekuly. Tim lze vysvétlit chovani standardi i komplext bé-
hem elektroforetického déleni. Barvivo se na jednotlivé proteiny vaZe velice individudlng a
tim i specificky ovliviiuje jejich pohyblivost. Situace je je$t¢ vyznamné ztizena vlivem pH.
pH vsech pouzivanych roztoki v systému mélo hodnotu 7. V takovémto prostfedi se budou
k anod& pohybovat pouze bilkoviny majici pl niz3i nez 5,4 [32], tedy molekuly, které jsou
nositeli dostatedn& velkého negativniho néboje. Ostatni bilkoviny se bez vazby latky udile-
jici jim negativni naboj budou pohybovat opa¢nym smérem. VE&t§ina vyznamnych thylako-
idnich pigmentoproteini méa hodnotu pl v rozmezi od 4,8 do 6,0. Vysledné pl komplexi je
déno piispévkem jednotlivych podjednotek. Pro vazbu Ponceau S je nezbytné velké mnoz-
stvi kladn& nabitych aminoskupin, které jsou pfi takto zvoleném pH do zna¢né miry disoci-
ovéany. Zcela jisté se urtité mnoZstvi barviva na tyto bilkoviny navéZe a usnadni jim tak
déleni b&hem procesu elektroforézy. To je v souladu s nepublikovanymi vysledky [51].
Vazbou barviva na molekuly né&kterych, v bezbarvém systému nedetekovatelnych, bilkovin
docilili jejich déleni.

Na zékladé provedenych pokusi a pozorovéni lze pfedpokladat, Ze rychlost pohybu pig-
mentoproteinovych komplext kukutice je ovlivnéna nejen velikosti délenych molekul, ale

také jejich tvarem a v neposledni fadé rozdilnou vazbou &erveného barviva.

Stanoveni fotochemické aktivity pigmentoproteinovych komplexid kukufice, konkrétné
aktivity PSII byl jeden z dal$ich feSenych tkoli mé diplomové prace.

Meéfeni jsem provadéla dvéma zpisoby. Spektrofotometricky, kde jsem pouZivala jako ne-
fyziologicky akceptor elektroni DCPIP a elektrochemicky pomoci Clarkovy kyslikové
elektrody. Druhy zplisob méfeni je velice citlivy na poskozeni fotosystému, pfesnéji fe¢eno
na poSkozeni komplexu vyvijejiciho kyslik. V tabulce 3.29 jsou uvedeny hodnoty fotoche-
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mickych aktivit fotosystému II zizolovanych vzorkid pted a po déleni &ervenou nativni
elektroforézou. Hodnoty aktivit bez pfidavku DCP nejsou v tabulce zaznamenany,
z divodu malé zmény méfenych hodnot a nasledné obtizné vyhodnotitelnosti. Vlivem
skladovéni a manipulace se vzorky doslo totiZ k poSkozeni komplexu vyvijejicitho kyslik.
O poskozeni fotosystému vypovida i nizk4 hodnota aktivity v ptitomnosti DCP. Porovna-
me-li tyto hodnoty sdaty ziskanymi méfenim fotochemické aktivity v kousku gelu
s obsahem komplexi, vidime, Ze doslo ke sniZeni aktivity pfibliZzné€ na 50 % ptvodni hod-
noty. Na sniZen{ aktivity miZe mit sviij vliv také skute¢nost, Ze v gelu nejsou fotosystémy
dostatedné pfistupné chemickym latkdm potfebnym k reakci, coZ m4é za nésledek niZ3i re-
dukci DCPIP a tedy i mens$i pokles absorbance. Diky zachovani funk&nosti PSII 1ze ¢erve-
nou nativni elektroforézu povaZovat za relativné Setrnou metodu vzhledem k délenym mo-
lekulam.

Centrifugace v hustotnim gradientu sacharosy byla dal$i metodou vhodnou pro separaci
jednotlivych thylakoidnich fotosyntetickych komplexti. Béhem provadénych pokusl jsem
zjistila, Ze nejlepstho déleni bylo docileno pfi pouZiti 3estnéctistupfiového gradientu
v rozmezi koncentraci 6,825-21,45 %, viz obrazek 3.23. To je patrné z hodnot fotochemic-
kych aktivit mé&fenych Clarkovou kyslikovou elektrodou zanesenych v tabulkach 3.30 a
3.31. V tabulce 3.30 jsou hodnoty aktivity jednotlivych zén ziskanych po centrifugaci
v rozmezi 9,1-28,6 %. Ob& zény zde vykazuji aktivitu fotosystému II. Zmé&nou koncent-
raéniho rozmezi na vy$e uvedenych 6,825-21,45 % byla témé&f vSechna aktivita PSII namé-
fena v z6né dv&. Vzhledem k malému mnoZstvi nana3enych pigmentoproteinovych kom-
plexid a malému objemu centrifuga&nich kyvet se mi nepodatilo jednotlivé z6ny zakoncent-
rovat natolik, abych je mohla nasledné samotné rozdélit na deskach &ervené nativni elektro-
forézy.

Reelektroforézou v ptitomnosti SDS jsem se snaZila o identifikaci jednotlivych zele-
nych prouzki viditelnych v neobarveném gelu po ¢ervené nativni elektroforéze. Na obraz-
ku 3.24 je znazornén gel o koncentraci 9,9 % T po obarveni stfibrem. Reelektroforéze jsem
podrobovala tfi vZdy viditelné zelené prouZzky. Na zéklad¢ analyzy molekulovych hmotnos-
ti ziskanych prouZki, zanesenych v tabulce 3.32, jsem dospéla k zavéru, Ze nejpomaleji
putujici zéna obsahuje pravdépodobné PSI. Proteinové molekuly o relativnich molekulo-
vych hmotnostech 80 a 70 kDa, pfislusejici zdkladnimu heterodimeru PSI, se oviem vysky-
tuji ve viech tfech zonach. Bereme-li v ivahu celkovou velikost tohoto komplexu a vyskyt

ostatnich proteind, je ptislu$nost zény jedna k PSI nejpravdépodobnéj$i. Reelektroforéza
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z6ny dvé a tfi poskytuje profil, svédéici pro ptitomnost PSII. Protein o relativni molekulové
hmotnosti pohybujici se kolem 25 kDa bude pravdépodobné svétlosbérny komplex vazajici
se ve velkém mnoZstvi k PSII. Za proteiny vnitini svétlosbérné antény CP43 a CP47 lze
s nejveétsi pravdépodobnosti povaZzovat molekuly o relativni molekulové hmotnosti 46 a 55
kDa. Pas v oblasti 33 kDa by svoji velikosti mohl odpovidat proteinim D1 a D2.
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5 Zavér

Metodou &ervené nativni elektroforézy se mi podafilo separovat thylakoidni pig-
mentoproteinové komplexy kukufice Zea mays. Naslednou reelektroforézou a

hrubym uréenim proteinového sloZeni jsem identifikovala jednotlivé z6ny.

Na zékladé Fergusonovych graft 1ze konstatovat, Ze thylakoidni pigmentoproteino-
vé komplexy kukufice se béhem &ervené nativni elektroforézy déli nejen na zdkladé
svych molekulovych hmotnosti, ale Ze se na jejich pohyblivosti podili i tvar a pfiro-
zeny naboj. Vazba barviva Ponceau S se rlizni v zavislosti na struktufe délenych
molekul. V ptipadé¢ standardnich proteinii rychlost pohybu taktéZ ovlivituje velikost,
naboj a tvar. Podle vysledki bezbarvé nativni elektroforézy lze fici, Ze thylakoidni
pigmentoproteinové komplexy kukufice se béhem ni déli podle svych molekulo-
vych hmotnosti. PouZivané standardy nikoliv. Abychom touto metodou mohli také

uréovat molekulové hmotnosti, musime nejprve nalézt vhodné standardni proteiny.

Stanovenim fotochemickych aktivit v kousku gelu a zénach vzniklych po centrifu-
gaci jsem dospéla k zdvéru, Ze prvni zéna v hustotnim gradientu, a stejné tak i
nejniZe poloZeny zeleny prouZek v gelu, obsahuji fotosystém II.

Stanovenim fotochemickych aktivit ziskanych prouzki po &ervené nativni elektro-
foréze a jejich porovnanim s hodnotami aktivit pfed délenim lze fici, Ze pravdépo-
dobné nedochazi k vyraznému poskozeni fotosystému II. Diky tomu lze &ervenou
nativni elektroforézu povaZovat za nativni zpisob déleni thylakoidnich pigmento-

proteinovych komplexii.
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