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Seznam zkratek
Ay — molekula chlorofylu a
A, — molekula fylochinonu
ADP — adenosindifosfat
APC — cylindrické jadro fykobilisomu
APS — persiran amonny
ATP — adenosintrifosfatu
Bis — N,N’ -methylen-bis-akrylamid
Bis-Tris — Bis (2-hydroxyethyl)amino tris (hydroxymethyl)methan
BSA — hovézi sérovy albumin
CF, CF, — sloZky ATP-synthasy
CP 43, CP 47 — proteiny s molekulovou hmotnosti 43 a 47 kDa
D, D, — proteiny s molekulovou hmotnosti 32 a 34 kDa
DM - n-dodecyl-p, D-maltosid
DNA - deoxyribonukleové kyselina
DCPIP - 2,6-dichlorfenolindofenol
DPC - 1,5-difenylkarbazid

Fa., F, — shluky [4Fe-4S], sekundarni akceptory ptedavajici elektrony na

ferredoxin

Fer — ferritin

Fd — ferredoxin

Fx — shluk [4Fe-4S], akceptor elektronti
Gra-3-P — glyceraldehyd-3-fosfat

HEPES — N-(2-hydroxyethyl)piperazin-N"-(ethansulfonové kyselina)



LHC — svetlosbérny komplex

LHC I - svetlosbérny komplex fotosystému I

LHC II — svetlosbérny komplex fotosystému II

MES — 2-morfolinethansulfonova kyselina

NADPH - nikotinamidadenosindinukleotidfosfat

OEC — komplex vyvijejici kyslik

P33, P 23, P 27 — proteiny s molekulovou hmotnosti 33, 23, 27 kDa

P680 — pigment reak¢éniho centra fotosystému II s udanym maximem absorpce
P700 — pigment reak¢éniho centra fotosystému I s udanym maximem absorpce
PC (Pcy) — plastocyanin

PC — fykocyaniny

PE — fykoerythriny

PEC — fykoerythrocyaniny

PEPC — fosfoenolpyruvatkarboxylasa

Pheo — feofytinu

PMSF — fenylmethylsulfonyl fluorid

PQ — plastochinon

PS I — fotosystém I

PS II — fotosystém II

PsaA, PsaB — podjednotky dimeru fotosystému I s molekulovou hmotnosti 83 a

82,4 kDa
PsaC, PsaD, PsaE, PsaF — vnéjsi podjednotky fotosystému I
Psal, Psal, PsaK, Psal., PsaM, PsaN — malé podjednotky fotosystému I

PsaG, PsaH — polypeptidy vaZouci anténni komplexy LHC I



Q — chinon

Qa,Qp — molekuly plastochinonu

Rbu-5-P — ribulosa-5-fosfat

RC — reakéni centrum

RNA- ribonukleova kyselina

RuBisCO — ribulosa-1,5-bis-fosfatkarboxylasa/oxygenasa
So-S4 — redoxni stavy komplexu vyvijejici kyslik

Sd — sediment zthylakoidnich membran sinic po centrifugaci v hustotnim

gradientu sacharosy

TEMED — N, N, N’, N’-tetramethylethylendiamid
TM — thylakoidni membrany

TMs — thylakoidni membrény sinic

TMS — thylakoidni membrany $penatu

Tricine — n-tris(hydroxymethyl)methylglycin (Tricine)
Tris — tris(hydroxymethyl)-aminomethan

X — molekula ferredoxinu

Y, — tyrosylovy zbytek proteinu D, v pozici 161



1 Teoreticky avod

1.1 Obecna charakteristika fotosyntézy

Zivot na Zemi je zavisly na Slunci. Rostliny, fasy a bakterie vaZou svételnou
energii a pomoci fotosyntézy ji pfemé€nuji na energii chemickou. Vyuzitim této
energie poskytuji fotosyntetizujici organizmy nejen zdkladni Ziviny, ale 1
molekuly kysliku nutné pro existenci heterotrofnich organizm, které vyuzivaji

tento produkt k dychéni.

Podstatou fotosyntézy je absorpce zafivé energie pomoci molekul pigmentl a
vyuZiti energie zachycenych fotond k syntéze sacharidi z oxidu uhli¢itého a

slouceniny schopné poskytnout vodik.

Obecnou rovnici fotosyntézy lze zapsat:

2H2D * COZ pigmenty 2

thy TATP , 64 op + [ch,0]

kde H,D je donor vodiku (resp. protoni a elektronti); D je jeho oxidovana

forma; CH,O je vznikly sacharid.

Absorpci fotonu s vhodnou energii se molekula fotosyntetického pigmentu
dostane do excitovaného stavu, v reakénim centru pak nasleduje oxidace a
preneseni elektronu na primarni akceptor. Z molekuly pigmentu se stane kation,
ktery je redukovéan primarnim donorem. Vysledkem sledu oxida¢né-redukénich
reakci v procesu ptemény energie je redukovany termindlni akceptor, oxidovany

terminélni donor a opét elektricky neutralni molekula pigmentu.
Existuji dva typy fotosyntetizujicich organismu:

1) Pouzivajici anoxygenni typ fotosyntézy; patii sem purpurové bakterie,
zelené bakterie a heliobakterie, kterym jako elektronovy donor slouzi
redukované organické slouceniny nebo sulfan. Produktem fotosyntézy

neni kyslik.



2) Pouzivajici oxygenni typ fotosyntézy; patii sem sinice, fasy, vys$si
rostliny, kde se uplatiiuje oxidace vody na kyslik. Voda slouZi jako donor

elektrontl a protontl.

S ptenosem elektronti dochézi ve fotosyntéze i k pfenosu protond, vznika rozdil
koncentrace H' iontd na obou stranach thylakoidnich membran. (protonovy
gradient). Pfi vyrovnavani gradientu se uvolfiuje energie, kterd se pteménuje na

energii chemickou. Fotosyntéza zahrnuje dva typy pochodu:

1) Reakce zéavislé na svétle (fotochemické reakce) — vyuZivaji energii svétla
k vytvoreni redukovaného nikotinamidadenindinukleotidfosfatu
(NADPH) a makroergické slouc¢eniny adenosintrifosfatu (ATP). Energie

svételna se zde pfeménuje v energii chemickou /1/.

2) Reakce nezavislé na svétle (temnostné-chemické reakce) v nichz NADPH

a ATP pohani syntézu sacharidt z oxidu uhli¢itého a vody /1/.

Fotosynteticky aparat svételné faze fotosyntézy tvori pét supramolekularnich

komplexi:
1) Svétlosbérny anténni systém
2) Fotosystém II (PS II)
3) Komplex cytochromi typu bg/f
4) Fotosystém I (PS I)

5) ATP-synthasa

Reakce nezavislé na svétle, které vyuzivaji ATP a NADPH k tvorbé sacharidi,

ptedstavuje Calviniv cyklus. Tvofi ho dvé ¢asti:
1) Produkéni ¢ast — téi molekuly Rbu-5-P (ribulosa-5-fosfat) reaguji se ttemi
molekulami oxidu uhli¢itého, vznikne Sest molekul Gra-3-P

(glyceraldehyd-3-fosfat), pti¢emzZ se spotiebuje devét molekul ATP a Sest
molekul NADPH /1/.
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2) Regeneracni ¢ast — uhlikové atomy péti molekul Gra-3-P, se preskupuji
reakcemi podobnymi pentosofosfatové draze. Vysledkem je regenerace

téi molekul Rbu-5-P, s nimiz cyklus zacala jedna molekula Gra-3-P /1/.

1.1.1 Lokalizace fotosyntézy

U eukaryot (fasy, vyssi rostliny), probiha fotosyntéza v chloroplastu.

vngjst
membrana

stromaini
thytakoidy

vnitlni
membrina

mezimembranovy
) prostor
- granum

Obrazek 1.1

Elektronova mikrografie (a) a schematicky nakres () chloroplastu z kukuftice /1/.

Je to buné¢na organela bohata na membrany. MiiZe byt v burice jedna nebo jich
miZze byt vice. Jeho nejbéznéjsi tvar je elipsoid dlouhy asi 5 um. Ma silné
propustnou vnéjSi obalovou membranu a nepropustnou vnitini obalovou
membranu, pfi¢emZ ob¢€ jsou oddéleny mezimembranovym prostorem. Prostor
obklopeny vnitini membranou obsahuje stroma, coZ je koncentrovany roztok
enzymi s molekulami DNA, RNA a ribosomy, kde se syntetizuji chloroplastové
bilkoviny. Ve stromatu se nachazi tieti soustava membran tzv. thylakoidy. Jsou
to ploché vacky posklddané do sloupcti. Tak vytvareji grana, kterd jsou
propojena thylakoidy probihajicimi jednotlivé stromatem oznacovanymi jako

lamely. Thylakoidy vznikaji jako vchlipeniny vnitfni obalové membrény /2/.

Lipidy, které obsahuji thylakoidni membrany jsou z 10 % fosfolipidy, z 80 %

nepolarni mono- a digalaktosyldiacylglyceroly a zbyvajici procenta piedstavuji
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sulfolipidy resp. Sulfochinovosyldiacylglyceroly /3/. Vytvateji dvouvrstvu,

hydrofobnimi konci orientovanou k sob¢ a hydrofilnimi od sebe.
Dale pak obsahuji proteiny, které maji funkéni i strukturni funkci /4/.

Reakce  zavislé nasvétle probihaji v thylakoidnich  membranéch.
U fotosyntetizujicich prokaryot v plazmatické membran€é a nebo v bohaté

¢lenénych vchlipeninach této membrany, které se nazyvaji chromatofory.

1.1.2 Fotosyntetické pigmenty
Existuji tfi kategorie fotosyntetickych pigmenti:
1) Chlorofyly (porfyriny)
2) Fykobiliny (linearni substituované tetrapyrolové fetézce)
3) Karotenoidy (isoprenoidy)

Jejich funkci je zachyceni kvanta zafeni a pfenos energie excitovaného stavu na

chlorofyl a v reakénim centru.
Chlorofyl

Jsou hlavnim fotoreceptorem ve fotosyntéze, funguji jako svétlosbérné antény
absorbujici fotony. Zakladni strukturou je porfyrin. Porfyriny jsou tetrapyroly
vzajemné spojené methinovymi mistky s velkym poctem konjugovanych
dvojnych vazeb. Chlorofyly obsahuji centralni atom hotc¢iku. Maji podobnou
strukturu, li$i se v substituentech na uhlicich v poloze 2 az 10, pfitomnosti fytylu
nebo farnesylu, jednim nebo dvémi dehydrogenovanymi jadry a v -methinovém

mustku /5/.
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chiorofyl u CH-=CH, — il CH, - CH. 1
0

, |
chlorafy] A —CH=ciH, —C H ~ CHa— (I, 1

—CH, - ‘ . N . -
I" \._//‘\\_ re -~ \\_//K\.// \\/J\\'\// \'u, - \

Obrazek 1.2

Chemické vzorce chlorofyluaab/1/.

Vedle porfyrinu (zabezpecuje fotochemické vlastnosti molekuly) obsahuji také

isoprenoidni fytolovy zbytek s dvaceti atomy uhliku.
Typy chlorofyli:

1) chlorofyl a — je vlastnim transformatorem energie ve fotosyntéze a
uplatiiuje se pfi déji, kdy dochazi k pteméné elektromagnetického zareni
v energii chemickou. Porfyrinovd ¢éast molekuly je hydrofilni,

ptrevladajici fytylova lipofilni.
2) chlorofyly b az d — maji pouze pomocnou funkci, zachycuji kvanta
dopadajiciho zafeni a energii svého excitovaného stavu pienaseji
na chlorofyl a. Proto se nazyvaji pomocna nebo dopliikova barviva /5/.
Karotenoidy

Jsou to isoprenoidy, které obsahuji vSechny rostliny zelené i mnohé

fotosyntetické bakterie. Patfi sem:
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1) karoteny (napf. B karoten)

Obrazek 1.3

Strukturni vzorec [B-karotenu /6/.

2) xantofyly — jsou kyslikaté derivaty karotend a hojny vyskyt maji

pfedevsim v anténnich komplexech /5/

Karotenoidy slouzi jako doplitkkové pigmenty ptenasejici absorbovanou
svételnou energii na molekuly chlorofylu. Déle chrani fotosynteticky aparat

pted nevratnou fotooxidaci.

Fykobiliny
Jsou linearni tetrapyrolova barviva, vyskytuji se v sinicich a nékterych

skupinach fas. Patfi sem:
e Fykoerythrocyaniny (PEC, absorpéni maximum je 575 nm)

e Fykoerythriny (PE, absorpéni maximum je 565-575 nm) — vazany
spolu s PEC v okrajovych ¢astech vnéjsi ty¢e fykobilisomu

e Fykocyaniny (PC, absorpéni maximum je 615-640 nm) — tvoii ¢ast
vnéjSich tyci fykobilisomil sousedicich s jejich jadrem
e Alofykocyaniny (APC, absorp¢ni maximum je 650-655 nm) — jsou

hlavni sloZzkou cylindrického jadra fykobilisomu /8/
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- ~ ve fykocyanobilinu
00(|‘. ("00 cthyl

CH, (|3H., CH,
CH; CH CH; CH, CH, CH, CH,
H T — —
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) - wo fykocyanobihinu
fykoerythrubilin dehydrogenovaao

Obrazek 1.4.

Strukturni vzorce fykobilint /1/.

Fykobiliny jsou kovalentné vazany s bilkovinami ve fykobiliproteinech, které tvofi
fykobilisomy (rozséhlé vnéjsi antény sinic). Ty jsou pfipoutany k vnéj$imu povrchu
fotosyntetickych membran, takze soustied’uji excitacni energii do reakéniho centra

z pomérné€ velké vzdalenosti, ale s vysokou G¢innosti.

A
" - chlorotyl b slunecni spektrum
! /
chiorofyl a N /
AN l ‘
2 i 'l !lf' karotenoidy
5 i .- fykoerythrin
g TN - Tykoery
K] N T
g s
R
Col |
o
! /
|
400 506 s 700

vinova délka (nm)

Obrazek 1.5

Absorpeni spektra riiznych fotosyntetickych barviv. Chlorofyly maji dva absorp&ni pasy, jeden v &ervené
a jeden v modré oblasti. Fykoerythrin absorbuje modré a zelené svétlo, kdezto fykocyanin absorbuje

Zluté svétlo. Vechna tato barviva dohromady absorbuji v&tSinu viditelného svétla ve slune¢nim spektru

1.
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1.2 Fotosynteticky apardt

stroma ﬂ\y‘?kdd

chioroplast ! vndj$i membrana

_.-vnitini membrana

2H'

\ +2ANADE ADP + P, ‘ ATP stroma
¥ cytochrom psi- Fd !
PSII- bg-f komplex . ZN:\I)‘PH e
. N 1 b
komplex “H* | '\ ‘\ | CF, | —w
5 ) } / i '&

H*-translokujici dutina

Obrazek 1.6a

Schematické znazornéni thylakoidni membrany a sloZek jejiho fetézce prenosu elektronti /1/.

Pl PS1
o — P100"_ A,
' A
08 — * ! necyklick4
P680 "
, ~wChla X driha

0.6 — , Pheo a cyklickd hy
dréha 2NADPY

0.4 Fd iy
o \ 7
A - . !
0.2 - 8l Fd-NADP- — | istroma)

Qg \  Istioma; cytbg reduktasa
Q. RS N
€0 ks P Q i 2NADH
0.2 . #H '/ (4Fe4S]
0.4 ithyiakoid)  evtf  Tw
‘ cytochrom > P00
06 - , bg-t
A Mn-komplex
08 - } Lo e
R E \
(toylakoid) Y4 '
12 P680

Obrazek 1.6b

Podrobny nakres fotosyntetického schématu se $kélou redoxnich potenciali /1/.
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1.2.1 Svétlosbérny systém fotosystému II

Hlavnim tkolem svétlosbérnych systému je absorpce svételné energie a jeji
pfedavani molekuldm chlorofylu v reakénim centru (RC). Svétlosbérnou anténu

PS II rozdélujeme na:

1) Vnitini (proximélni) ¢ast — je tvofena dvéma chlorofyl-proteiny CP 47 a
CP 43 (z anglického ,chlorophyll-carrying protein“, ¢isla udavaji
zdanlivou relativni molekulovou hmotnost ur¢enou SDS elektroforézou

v tisicich).

Oba tyto pigmentoproteiny obklopuji reakéni centrum PS II a molekuly
chlorofylu vdzané na tyto proteiny absorbuji svételnou energii nebo ji
pfijimaji z vné€jSi Casti antény a predaji ji reakénimu centru PS II.
Piedpoklada se, ze pigmenty jsou vézany na proteiny prostfednictvim

histidinovych zbytk /9/.

2) Vnéjsi (distalni) ¢ast — zdkladni funkéni podjednotkou je trimer proteinu,
ktery tvoii svétlosbérny komplex LHC (z anglického ,light-harvesting
complex). Je to pigmentoproteinovy komplex zanofeny do thylakoidni
membrany, ktery je prostfednictvim minoritnich antén v pfimém kontaktu
s vnitini ¢asti antény. Vnéj$i anténa, na rozdil od vnitini antény, se mize

od PS II uvolnit a pfesunout k PS 1. Je to podminéné jeji fosforylaci /1/.

1.2.2 Fotosystém II

Fotosystém II zprostfedkuje oxidaci vody a redukci plastochinonu. Nazyvame
ho proto H,O — plastochinon-oxidoreduktasou /9/. Oxidace vody probihd pouze
u organizmu s oxygennim typem fotosyntézy. Zachycena energie je z anténnich
komplexii ptenesena do reak¢éniho centra fotosystému II, kde probiha vlastni
proces oddéleni néboji. Reakéni centrum fotosystému II je tvofeno
heterodimerem dvou membranovych proteind D, a D,, podjednotkami a a B
cytochromu bssg a mensimi proteiny. Zminény heterodimer vaze dalsi kofaktory
a prosthetické skupiny dilezité pro oxida¢né-redukéni reakce navazujici

na separaci naboju.
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K té dochazi na chlorofylovém dimeru P680 (podle absorpéniho maxima), ktery
lezi v centru heterodimeru. Z P680 je elektron pfenasen na molekulu feofytinu
(Pheo) a vznikly kation P680" je rychle redukovan donorem-tyrosylovym
zbytkem proteinu D,. Redukci tyrosylového zbytku zajisti tzv. OEC
(z anglického ,,oxygen-evolving complex®). Elektron z feofytinu pfechazi ptes
primarni plastochinonovy akceptor vazany na molekulu proteinu D, (Qu)
na sekundarni plastochinonovy akceptor vazany na molekulu proteinu D; (Qg).
Pfijetim jednoho elektronu se z Qg stavd semichinonovy radikal, ktery
je schopen pfijmout dalsi elektron za vzniku chinolového aniontu. Ten ptijme
z cytoplazmatické strany membrany dva protony a v pln¢ redukované formé
opousti vazebné misto na D,. Své elektrony pifeda komplexu cyt bg/f
Do vazebného mista se na D, navaze nova molekula plastochinonu pochazejici
z plastochinonového zasobniku (z anglického ,,pool”). Qg je zde molekulou,
vniZz se dva svétlem pohanéné jednoelektronové pienosy  spoji

ke dvouelektronové chemické redukci /1/.

+
O.+4H
2H20 2 hv +

NI l T

Oec —>» Y, —» P ——— Pheo —» Q4 ——» Qp
(Mﬂ)4

680

Obrazek 1.7

Pofadi elektronovych prenase¢i mezi komplexem vyvijejicim kyslik (OEC) a plastochinonem

Qg(symboly viz seznam zkratek) /10/.

1.2.3 OEC-komplex vyvijejici kyslik
Kyslik v atmosféfe je produkovan procesem probihajicim v komplexu

hydrofilnich proteind OEC (z anglického ,,0xygen-evolving complex®).
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Komplex je uloZen na luminalni stran¢ thylakoidni membrany a sklada se ze t¥i

proteinti P 33, P 23 a P 17 (u sinic jsou pouze dva) /11/.
Pro vznik jedné molekuly kysliku se musi oxidovat dvé molekuly vody:

2H,0 >0, +4H" +4e’

Oxidace vody probihd pétistupfiovou reakci na shluku ¢tyf atomi manganu.
Tento shluk podléha ,,S-cyklu“ s redoxnimi stavy OEC oznacovanymi Sy-Sy.
Kazdy krok cyklu ptedstavuje oxida¢né-redukéni reakci s absorpci jednoho
fotonu. Pfechod ze stavu S; na stav Sy je doprovazen uvolnénim molekuly
kysliku do dutiny thylakoidu a soubézn¢ v kazdém kroku (kromé piechodu

S,-S3) dojde k uvolnéni protonu /1/.

Obrazek 1.8

Schéma ,,S-cyklu“, jimz v chloroplastech vznika O, /1/.

1.2.4 Komplex cyt bg/f

Podili se na linearnim transportu elektroni z vody na NADP'. Jeho ukolem je
prenaSet elektrony z plastochinonu na plastocyanin a protony z vnéj$i strany
thylakoidni membrany na vnitini stranu, podobn¢ jako v dychacim fetézci.
Komplex se skladad se Ctyf vétSich a né€kolika menSich transmembranovych
proteinii (cytochrom f, cytochrom bg, Rieskeho protein, ktery obsahuje shluk
dvou atomil Zeleza a dvou atomu siry a podjednotky 1V) /12/. Funkci komplexu
je odebirat elektrony z redukovaného plastochinonu a pfedavat je plastocyaninu

(rostliny) nebo cytochromu bss;z (sinice).
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Pienos elektronil je doprovazen pienosem protoni pies thylakoidni membranu,
¢imZ se komplex podili na vzniku protonového gradientu k syntéze ATP

v komplexu ATP-synthasy.

Existuje v monomérni nebo dimérni formé a aktivitu vykazuje pouze jeho

dimérni forma /13/.

1.2.5 Fotosystém I a svétlosbérny systém

Svételna energie je ve fotosystému I (PS I), tak jako ve fotosystému II,
vyuzivana k pohonu endergonické reakce. Podobné€ jako u svétlosbérného
syst¢tmu PS II i zde rozeznavame vnéj$i a vnitini ¢ast anténniho komplexu.
Dulezity rozdil ve vnéjsi antén€ PS I oproti PS II je v tom, Ze proteiny LHC II
jsou reverzibilné fosforylovany. Vnitini anténa je spojena s vnéj$i anténou a je
tvofena Castmi proteinli zdkladniho heterodimeru reak¢niho centra nesoucim
chlorofyl a. Vn¢j§i anténa byvad oznaCovana jako LHC 1 (z anglického
»light-harvesting complex*) a nachézi se kolem PS I tak, aby se zéativé energie

zachytilo co nejvice /3/.

Absorbované slune¢ni zéfeni se ptenasi z fosforylovaného LHC II na LHC I,
pak do PS I, kde se vyuZije naptenos elektronu proti sméru spadu
oxida¢né-redukéniho potencidlu z plastocyaninu na NADP". Jde tedy o sytém

plastocyanin — ferredoxin-oxidoreduktasu.

Jadro fotosystému I je dimer /14/ sloZzeny ze dvou témét identickych
podjednotek PsaA (83 kDa) a PsaB (82,4 kDa) /15/, na ktery jsou navazany
molekuly pigmentu vnitini svétlosbérné antény a kofaktory Gastnici se pfenosu
elektroni a procesu separace nabojii. Fotosystém I obsahuje déile 4 vnéjsi
podjednotky PsaC, PsaD, PsaE, PsaF /15/. Ke komplexu fotosystému I pocitame
jesté n€kolik malych podjednotek Psal, Psal, PsaK, Psal., PsaM a PsaN, které
stabilizuji kvartérni strukturu fotosystému I /16/. Polypeptidy PsaG a PsaH
pravdépodobné vazou anténni komplexy LHC I /16/. Na heterodimer se vaZzou
molekuly chlorofylu a, které ptenaSeji energii zachycenou svetlosbérnym

systétmem PS I do chlorofylu reakéniho centra, oznacovaného jako P700
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(absorpéni maximum pti 700 nm). P700 je tvofen dimerem chlorofylu a. PS I
obsahuje dalsi slozky ucastnici se ptenosu elektrond. Je to molekula chlorofylu a
oznacovana jako Ay, dale transport pokracuje pies molekulu fylochinonu
A FesS4(Fy), FesS4 (F, nebo Fp), ferredoxinu, flavodoxinu az na koneény
akceptor NADP'. Kromé tohoto linearniho, necyklického toku elektroni se
mize PS I podilet i na cyklickém toku okolo PS 1. V ptipad¢ cyklického i
necyklického toku ubyva protonti ve stromélni ¢asti thylakoidni membrany, tedy

vn¢ thylakoidy a tak vznika protonovy gradient /17/.

1.2.6 ATP-synthasa

Probihd zde uskladnéni chemické energie vkladané do molekul ATP
vznikajicich z adenosindinukleotid fosfatu ADP a anorganického fosfatu.
Hybnou silou pro syntézu je koncentra¢ni rozdil protond na obou stranach

thylakoidni membrany.
Slozeni ATP-synthasy:

1) integralni membranovy komplex CF, (protonovy kanal), propousti
ptebytek protont z lumen na stromdlni stranu thylakoidni membrany a je

tvoren Ctyifmi proteiny /18/

2) periferni membranovy komplex CF, (je spojovacim faktorem mezi

tvorbou NADPH a tvorbou ATP)

Na syntézu jedné molekuly ATP je zapotiebi pies thylakoidni membranu pienést

tfi az Ctyfi protony /19, 20/.

1.3 Sinice

Patii mezi gramnegativni eubakterie. Jsou autotrofni a soucasné jsou nejstarSimi
kyslik produkujicimi organizmy na Zemi (fosilie staré 3,5.10° let pochazi
z formace Apex Basolt v Australii) a v soucasni dob¢€ je platné¢ popsano 241
rodi /8/. Mohou tvofit kolonie nebo se vyskytuji jako jednotlivé buriky az
vldkna. Neékteré vlaknité formy maji specializované bunky heterocysty,

ve kterych probiha fixace vzdu$ného dusiku a akinety, coZ jsou klidové buiky
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uréené Kk pietrvani neptiznivych obdobi. Nachdzime unich i silné slizové
pochvy, do kterych ukladaji rtizné latky (barviva, krystaly véapence) jako

ochranu proti naristu epifyta /21/.

Buriky sinic neobsahuji chloroplasty a thylakoidy jsou uloZzeny pi#imo
v cytoplazmé. Jsou siln€ adaptabilni a vyskytuji se ve sladkych vodach,
v povrchovych vrstvach plidy nebo v horkych pramenech a tvofi i soucast

moftského fytoplanktonu.

1.3.1 Klasifikace sinic

Rozdé€lujeme je do Ctyf fad:

1) Chroococcales — jednotlivé buriky, tvofi nékdy kolonie
e Chroococcus
e Microcystis — sou¢ast vodnich kvéta

2) Oscillafoccales — jednoduchd nevétvena vldkna bez specializovanych

bunék

e Arthrospora
e Oscillatoria (drkalka)
e Phormidium (ptdni sinice)
3) Nostocales — vldkna, nékdy nepravé vétvena, s heterocystami
e Anabaena (vodni kvéty)

e Gloeotrichia (makroskopické kulovité kolonie vyskytujici se

ve vod¢ nebo na vodnich rostlinach)
e Nostoc (jednofadka — ptidni rod s makroskopickymi koloniemi)

4) Stigonematales — pravé se vétvici se vldkna s heterocystami

e Mastigocladus (horké prameny)

e Stigonema
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U vléknitych sinic (vlakno vznika, je-li stélka navic kryta slizovou pochvou) je

fada bun€k propojena plazmatickymi vlakny tzv. trichomy.
Vétveni u sinic je dvojiho druhu:
1) Pravé — zplisobené zménou roviny déleni bun¢k /21/

2) Nepravé — vzniké prerusenim vlakna po odumfeni buiiky nebo pfeménou

heterocysty /21/

1.3.2 Fotosyntéza u sinic

Fotosyntéza probihd v thylakoidech, které se formuji usinic obvykle
v jednoduché véacky a nedochézi k sdruZzovani a formovani do gran. Hlavnim
barvivem je chlorofyl a, ptidavnymi barvivy jsou xantofyly a B-karoten, které
pomahaji zachytavat zafeni v modré ¢asti svételného spektra a karotenoidy navic
chrani buiiky pfed ptisobenim volnych radikali. Fykobiliny jsou uspotfadany
do télisek zvanych fykobilisomy a uloZenych na povrchu thylakoidi. Funguji
jako svétlosbérné antény. Jako donor elektronii sinice pouzivaji vodu a jako

zdroj uhliku oxid uhli¢ity. Odpadnim produktem je kyslik.

Maji schopnost chromatické adaptace, tj. pti horSich svételnych podminkach
mohou ménit poméry fotosyntetickych barviv tak, aby jejich svétlosbérné antény

zachytily maximum vyuzitelného zéfeni.
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Obrazek 1.9

Fotosynteticky aparat sinic. Ant. PS I, I, anténa fotosystému I, II; APC, cylindrické jadro fykobilisom;
ATP Synt, ATP synthasa; Cyt be/f, cytochrom be/f komplex; Cyt ox, cytochrom oxidasa; FD, feredoxin;
FNR, feredoxin- NADP" oxidoreduktasa; PC, vn&jsi &ast fykobilisomi; PCy, plastocyanin; PS I, II,
fotosystém I, 11 /22/.

1.3.3 Rozdily ve fotosyntéze sinic a vysSich rostlin

1) Thylakoidni membrény usinic jsou ptimo v cytoplazm¢ a

neorganizované do gran.

2) Sinice neobsahuji chlorofyl b a hlavnimi svétlosbérnymi pigmenty jsou
fykobiliny seskupené ve fykobilisomech lokalizovanych na povrchu
thylakoidnich membran /23/, zatimco cévnaté rostliny obsahuji chlorofyl
a i b a svétlosbérny chlorofyl-proteinovy komplex je integralni soucasti
thylakoidni membrény.

3) Elektronového transportu se pii fotosyntéze a pfti respiraci u sinic ucastni
stejny plastochinonovy zésobnik (z anglického ,,pool®) a stejny komplex
cytochromu bg/f, zatimco v cévnatych rostlinich je fotosyntéza a

respirace omezena na oddélené organely /24/.
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1.4 Vliv kademnatych iontit na fotosyntézu rostlin

Kontaminace Zivotniho prostifedi Skodlivymi latkami se stava stdle vaznéj$im
problémem. NejnebezpecnéjSimi kontaminanty jsou t€Zko odbouratelné toxické
latky, prochazejici potravni pyramidou od zékladnich producenti v jejich
patii i t€zké kovy. Jsou to kovy s hustotou vétsi nez 5 g cm’ /25/. Vyznamna
skupina téchto kovi ma toxické ucinky. Nékteré znich jsou vSak v nizkych
koncentracich pro buiiku nepostradatelné (Cu, Mn, Co). Toxické kovy jsou t€zké
kovy, které nejsou esencidlni pro Zivé buiiky a zaroven maji toxické ucinky (Cd,

Hg, Pb, As).

1.4.1 Ionty kadmia a jeho toxické vlastnosti

Kadmium nemé toxické ucinky jenom na c¢lovéka. Prokéazaly se také jeho
negativni vlivy u rostlin a dalSich fotoautotrofnich organizmii. To jsou hlavné
nejvyznamnéj$i producenti zemské biomasy a vstupni brana pro ionty toxickych
kovli do ostatnich organizmi vcetné Clovéka. Nastanou-li pro né€ neptiznivé
podminky, nemaji moZnost, na rozdil od vétSiny Zivoclichii, se piemistit
do vhodnéjsiho prostiedi. Béhem evoluce byly tedy nuceny vyvinout jiné
zpusoby reakce na ptitomnost stresujicich faktord. V pfipadé toxickych kovi jde
pfedevS§im o rizné zplsoby imobilizace, napf. sorpce na pevné bunécné
struktury, uskladnéni ve vakuolach, ¢i chelatace metalothioneiny (specialni
peptidy s vysokym obsahem cysteinu, jejichz syntéza je aktivovana pravé
pfitomnosti t€zkych kovi). Tyto postupy umozZiuji rostlinAm do jisté miry
eliminovat toxicitu tézkych kovl ve vlastnich burikach. Neumoziuji v8ak jejich
vylou€eni ztéla, vnémz se takto akumuluji a nejsou tedy odstranény ani
z potravniho fetézce. AvSak nékteré krytosemenné rostliny jsou schopny
hyperakumulace toxickych kovili /26/, tj. akumulace v koncentracich nékolikrat
vysSich, nez je v okolni pid€ nebo vodé€. To znamend, Ze tyto rostliny mohou

byt péstovany v kontaminovaném prostfedi a vznikld biomasa odstranéna i
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s akumulovanymi ionty tézkych kovi. Mluvime o procesu fytoremediace /27/,

ktery se uplatiiuje jako zptisob dekontaminace pudy.

Vlastnost hyperakumulace byla pozorovana téz u nékterych druhii sinic a

vyuzita k podobnému tcelu pfi dekontaminaci vodniho prostiedi.
Ionty kadmia maji na rostliny negativni vliv hned v nékolika krocich:
1) Zpisobuji zmény v lipidovém slozeni thylakoidnich membran.

2) Maji vliv na supramolekularni komplexy obou fotosystému PS I, PS II

/128/.

3) lonty kadmia ochotné reaguji s thiolovymi skupinami proteind (vcetné
enzymi). To je mechanizmus, kterym kademnaté ionty inhibuji syntézu

chlorofylu.

4) V nékterych ptipadech mohou ionty kadmia soutéZit o vazebna mista
esencidlnich kovu, napfiklad nahrazuji ionty hoi¢iku v molekulach
chlorofylu, které potom nemohou plnit svou svétlosbérnou ¢i redoxni

ulohu.

Jako dal$§i znamé vlastnosti iontii kadmia na existenci rostlin byly zaznamenany
tyto vysledky (pfi koncentraci kademnatych iontd 0 — 100 mmol/l, v na$i

laboratofi):

1) Prokazatelny vliv na fotochemické pochody v thylakoidnich membranéach
i enzymatické reakce fixace oxidu uhli¢itého (RubisCo, PEPC). Enzymy
fixace oxidu uhli¢itého jsou zna¢né€ inhibovany a vysoké koncentrace
iont kadmia mohou vést az kirreversilbni disociaci podjednotek

(RubisCO) nebo k Gplné inhibici enzymu /29, 30/.

2) Aktivita fotosystému II p#i vysSich koncentracich kademnatych ionti

byla vyrazné€ sniZena, niz$i koncentrace v$ak maji stimula¢ni G¢inek /31/.

3) Inhibice fotosystému I je mirn€;si /32/.
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4) Sinice Synechococcus elongatus jsou vyrazné odolngj$i vici pusobeni
kademnatych iont nez vyssi rostliny a akumuluji tyto ionty tim vice, ¢im

je vyssi jejich vychozi koncentrace v kultivacnim mediu /32/.

1.4.2 Bioremediace toxickych kovi kontaminujicich vody a
pidy

V povrchovych i v podzemnich vodach jsou ptirozen€ viechny kovy. Mnohé
z nich jsou pro Zivot v stopovych mnozZstvich nepostradatelné, ale ve vysSich
koncentracich mohou byt Skodlivé. Hlavn¢ Skodlivé jsou kovy s toxickymi
vlastnosti, které patfi mezi nejvyznamné;j$i anorganické kontaminanty vod a pud
(As, Cd, Co, Cu, Hg, Ni, Pb, Se, U, a Zn). Dekontaminace oblasti znecisténych
toxickymi kovy piedstavuje jeden z dileZitych pfedmétd vyzkumu soucastné
védy.

Bioremediace /33/ je definovédna jako pouzivani Zivych organizm, resp. jejich
¢asti (napf. enzymu), na eliminaci nebo sniZovani enviromentéalniho

nebezpecenstvi akumulace toxickych xenobiotik. Jako Zivé organismy se

pouzivaji bakterie, plisn€, kvasinky, ale také fasy, plankton a rostliny.
Remediac¢ni techniky je mozZno rozdélit do dvou skupin:

1) Nepiimé remediace (ex situ), zaobiraji se upravou (sanaci) vytéZzené pidy
na mist¢ nebo specidlnimi Upravami mimo mista zneciSténi podle
konkrétnich podminek.

2) Ptfimé remediace (in situ), uskute¢niuji se pfimo na mist€ upravou (sanaci)
znecisténé pudy nebo vody.

Pfi remediacich tézkych kovli mizeme pouZit tfi typy technik — oslabeni,
stabilizaci a odstranéni polutantu /33/.

Remedia¢ni techniky, vyvinuté pro anorganické polutanty, jsou hlavné

fytoremediace, t.j. vyuZiti rostlin pfi remediaci znecisténé pidy. Patii k nim:

o fytoextrakce in situ — je extrakce polutanti z pidy svym kofenovym

systémem a uskladnéni jejich zelené biomasy. Pficemz cely proces je
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mozné periodicky opakovat az do poZadovaného sniZeni celkového
zneCisténi. Ziskand biomasa se nasledné zpracuje tak, aby doslo
k zakoncentrovéani polutantu a to mikrobialné (kompostovanim), tepelné

(zpopelnénim nebo spalovanim) nebo chemicky /33/.

o fytostabilizace — je vyuziti schopnosti rostlin chemicky fixovat nebo
stabilizovat polutanty v pid€. Proces zahrnuje sorpci a sraZeni,

komplexaci a oxida¢né-redukéni procesy /33/.
Dalsi remediac¢ni metody s men$im vyuZzitim rostlin jsou:

e vyplavovani extrakce in situ (podobnd metoda a postup jako

u vyplavovani)
e clektrokinetika
e Zpeviovani (stabilizace)
e vitrifikace in situ

Fytoremediaci chapeme v bliz§im vyznamu jako sanani postup, ktery vyuziva
schopnosti rostlin kumulovat t€Zké kovy bez zéavazné&jSich poskozeni jejich
metabolizmu. Rostliny a sinice se vyuZivaji na fixaci, akumulaci a rozklad

nebezpecnych kontaminantl ze Zivotniho prostiedi.
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1.5 Cil prdace

Aplikovat ,.Cervenou‘ nativni elektroforézu na déleni pigmentoproteinovych

komplext thylakoidnich membran sinic.

Zjistit vliv riznych koncentraci kademnatych iontt na aktivitu fotosystému II
a zastoupeni pigmentoproteinovych komplext thylakoidnich membran sinice

Synechococcus elongatus.
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2 Material a metody

2.1 Biologicky material

Pii vypracovani diplomové prace, jsem pro studium fotosyntézy pouzivala
termofilni sinici Synechococcus elongatus Ndgeli, forma thermalis Geitl. Kmen
Kovrov 1972/8 pochéazi ze sbirek Sibifského oddéleni tehdejSi AV SSSR

v Krasnojarsku.

Tento druh sinice velmi dobie snasi kultivaci i pfi umélych podminkach a je
dlouhodobé dopéstovavan v Mikrobiologickém ustavu AV CR v Tieboni.
Buriky se péstuji pti 57 °C v kultiva¢nich nadobéach valcovitého tvaru, které se
kontinualn€¢ probublavaji vzduchem obohacenym 2 % oxidu uhli¢itého a
osvétluji Zadrovkami Osram 500 W (max. 200 W/m?). Kultiva¢nim roztokem
bylo modifikované médium podle Kratze a Meyerse /34/, jehoZ sloZeni udava

tabulka 2.1.
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Sloucenina Koncentrace (mmol/l)
KNO; 10,0
NaNO; 11,8
K,HPO, 5,7
HgSO, 2,10
NaHCO; 10,0
Chelatonat zelezitosirny (C,oH;,N,OgFeNa) 0,2
CaCl, 0,14
H;BO; 0,025
MnSO,-4H,0 0,0025
CaS0O,7H,0 0,0025
CuSO,45H,0 0,0025
ZnSO,4 7H,0 0,0025
(NH,4);Mo0,0,4-H,O 0,0007

Tabulka 2.1.

Slozeni kultivaéniho media. pH roztoku je 7,6.

2.2 Seznam chemikalii

Chemikalie pouZité pti vypracovani této prace:

e n-dodecyl-B, D-maltosid (dodecylmaltosid), Sigma, USA

e lysozym, Dribezéisky primysl, Praha

e hovézi sérumalbumin (BSA), Imuna, Slovensko (Sevac, CR)

e Brilliant Blue R, Sigma, USA

e N, N’-methylenbisakrylamid (Bis), Serva, Némecko

e N, N, N’, N'-tetramethylethylendiamid (TEMED), Serva, Némecko
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tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris), Fluka, Svycarsko
2,6-dichlorfenolindofenol (DCPIP), Lachema, CR
1,5-difenylkarbazid (DCP), Lachema, CR
2-merkapthoethanol, Fluka, Svycarsko

N-(2-hydroxyethyl)piperazin-N"-(ethansulfonova kyselina) (HEPES),
Sigma, USA

CdCl,.5H,0, pentahydrat chloridu kademnatého, Lachema, CR
MgCl,.6H,0, hexahydrat chloridu hote¢natého, Lachema, CR

2-morfolinethansulfonova kyselina (MES), Boehringer Mannheim

GmbH, Némecko

Protein standard mixture, Sigma, USA
Ferritin (Fer), Serva, Némecko
Katalasa, Serva, Némecko

Bis(2-hydroxyethyl)amino-tris(hydroxymethyl)methan (Bis-Tris), Sigma,
USA

g-amino-n-kapronova kyselina, Sigma, USA
n-tris(hydroxymethyl)methylglycin (Tricine), Sigma, USA
fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF), Sigma, USA

3-hydroxy-4-[2-sulfo-4-(4-sulfofenylazo)fenylazo]-2,7-naftalendisul fonat

sodny (Ponceau S), Loba Feinchemie, Rakousko
Akrylamid, Sigma, USA

Glycin, Reanal, Mad’arsko

Vsechny ostatni pouZité chemikalie, neuvedené v tomto seznamu, byly ve stupni

Cistoty p.a.
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2.3 Izolace thylakoidnich membrdn sinic

Metoda pro izolaci thylakoidnich membran sinic byla modifikovana podle

Schatze a Witta /35/. Obsahuje né€kolik kroki.

Po odstranéni kultivaéniho média centrifugaci (2500 x g, 10 min., 4 °C,
odpovida 4000 rpm na centrifuze MPW-3600), jsem sediment jednou az dvakrat
promyla roztokem MH (slozeni udéva tabulka 2.2.). Promyti spociva
v resuspendovéani sedimentu ve zhruba desetindsobném objemu promyvaciho

roztoku a jeho nasledném odstranéni centrifugaci za stejnych podminek.

Promyté buriky jsem resuspendovala ve 100 ml pufru MHM (sloZeni udava
tabulka 2.2.), ktery obsahoval 0,2 % (m/V) lysosymu. Nésledovala inkubace dvé
hodiny pii 40 °C za stalého michani na ttepacce Elpan typ 357, Polsko. Lysosym
Stépi bunéCnou sténu bun€k sinice Synechoccocus elongatus a ziskame
tzv. sféroplasty, které jsou stabilni pouze v izotonickém pufru MHM. Ziskané
sféroplasty jsem odstfedila (2500 x g, 10 min., 4 °C), promyla pufrem MHM a
cast prevedla do pufru MHM tak, aby koncentrace chlorofylu byla v rozmezi 1,0
— 2,0 mg/ml. Zbylou c¢ast sféroplastli jsem vystavila osmotickému Soku
resuspendovanim v hypotonickém roztoku MH. Osmolyzou doslo k vyliti
bunééného obsahu ze sféroplasti a soucasné¢ kuvolnéni modrych
fykobilinoproteini do roztoku. Po centrifugaci (2500 x g, 10 min., 4 °C) jsem
sediment thylakoidnich membran nékolikrat promyla roztokem MH, dokud
zbarveni supernatantu nebylo jen slabé modré. Promyté thylakoidni membrany
jsem také resuspendovala v roztoku MHM tak, aby suspenze méla koncentraci

chlorofylu cca 1,0 mg/ml.

33



Roztok | Koncentrace (mM) Sloucenina m (g) pH | V(D
5 MgCl, 1,0167
MH 6,5 1
20 HEPES 4,766
5 MgCl, 1,0167
MHM 20 HEPES 4,766 6,5 1
500 D-manitol 91,09

Tabulka 2.2.

Slozeni roztoki pouzitych pki izolaci thylakoidnich membran

2.4 Centrifugace v sacharosovém hustotnim gradientu /36/

2.4.1 Princip metody /37/

Tato metoda umoziuje déleni latek o podobné sedimentacni rychlosti. Hustotni
gradient se pfipravuje tak, aby se hustota roztoku smérem ke dnu centrifugacni
kyvety zvétSovala. Pro pfipravu koncentracniho gradientu se nejcastéji pouziva
sacharosa. Na gradient se pak nanese smés makromolekul s rGznou hustotou.
Vlivem puisobeni odstiedivé sily Castice putuji rychlosti, kterd zavisi na jejich
velikosti, tvaru, hustoté, dale na sile odstéedivého pole, hustot¢ a viskozité

prostiedi.

Makromolekuly se zastavi a zakoncentruji na misté, které odpovida jejich
hustoté. Tak se vytvofi zony, které by mély obsahovat latky ve vysoce

purifikovaném stavu.

2.4.2 Priprava vzorkii pro centrifugaci v sacharosovém
hustotnim gradientu

K suspenzi izolovanych thylakoidnich membran jsem za stalého michani na ledu
ptikapavala roztok dodecylmaltosidu v pufru (sloZeni viz tabulka 2.3.) tak, aby

koneé¢na koncentrace chlorofylu byla 0,5 mg/ml a dodecylmaltosidu 20 mmol/l.
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Nasledné jsem smés homogenizovala pomoci injek¢ni stiikacky (jehlu injek¢ni
stfikaCky jsem pfitiskla na st€énu kadinky a nasédtou suspenzi pomalu protlacila

ven). Homogenizaci jsem né€kolikrat opakovala.

K homogenizovanému vzorku jsem ptidala inhibitor proteas PMSF tak, aby jeho
vysledna koncentrace byla 0,5 mM. 1,5 ml takto pfipraveného vzorku jsem

nanesla na sacharosovy gradient v 70ml kyvetach.

Slouc¢enina Koncentrace (mmol/l)
MES 25
NaCl 10
MgCl,-6H,0 5

Tabulka 2.3.

SloZeni pufru pro ptipravu vzorki k centrifugaci v sacharosovém hustotnim gradientu(pH=6,0)

2.4.3 Déleni pigmentoproteinovych komplexu centrifugaci
v sacharosovém hustotnim gradientu
K déleni pigmentoproteinovych komplexi jsem pouZivala Sestnéctistuptiovy
hustotni gradient sacharosy v pufru MNC (sloZeni viz tabulka 2.4.), ktery
obsahoval 0,03 % (m/V) dodecylmaltosid a 0,5 mM PMSF. Dodecylmaltosid a

PMSF jsem do pufru ptidavala az tesn¢ pied pouZzitim.

Nejprve jsem priipravila Sestnact roztokd o koncentraci sacharosy 9,1 %, 9,5 % —
18 % (s ptiristkem 0,7 %) a 28,6 %. Gradienty jsem nanéasela tzv.
podvrstvovanim (nejdiive se nand$i nejméné koncentrovany roztok a nakonec

nejvice koncentrovany).

Do kyvet o objemu 70 ml jsem podvrstvila patnact roztokd po 4 ml, posledni
Sestnactad vrstva byla 4,5ml 28,6 % roztoku sacharosy. Takto pfipravené
gradienty jsem nechala ptfes noc stat v lednici, aby se pomoci difuse ustavil

koncentrac¢ni gradient sacharosy.
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Centrifugace probihala na ultracentrifuze Beckman Optima LE-80K (USA)
srotorem Ti 45 pii 36000 rpm a teplot¢ 4 °C. Zoény se vytvorily jiz po 9
hodinach centrifugace. Jednotlivé zony jsem odsala pomoci injekéni stiikacky,
nafedila pufrem MNC pétkrat (sloZzeni pufru viz tabulka 2.4.) s ptidavkem
0,03 % dodecylmaltosidu a 0,5 mM PMSF a opét nechala centrifugovat v rotoru
Ti-45 pii 4°C a 43000 rpm po dobu 12 hodin. Ziskany sediment jsem
resuspendovala v minimalnim objemu stejného pufru a zméfila celkovy obsah
chlorofylu (viz kapitola 2.6.1.). Nakonec jsem preparat zamrazila v kapalném

dusiku a uskladnila v hlubokomrazicim boxu pfi teploté -78 °C.

Slouc¢enina Koncentrace (mmol/l)
sacharosa 250

MES 25

NaCl 10

CaCl, 5

Tabulka 2 .4.

SloZzeni pufru MNC pro déleni pigmentoproteinovych komplexd v hustotnim gradientu

sacharosy(pH=5,7)

2.5 Elektroforetické metody

2.5.1 ,,Cervena* nativni elektroforéza v polyakrylamidovém

gelu

2.5.1.1 Princip metody

Vysokomolekuldrni membranové proteinové komplexy miiZzeme separovat
pomoci ,.Cervené nativni elektroforézy. Do vzorku a katodového pufru se
pridava Cervené barvivo Ponceau S, které vyvola zménu naboje na proteinech.

VSechny proteinové komplexy s navazanym barvivem maji zaporny néaboj a
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v elektrickém poli se pohybuji k anod€. V gelu tedy nedochazi k dé€leni na

zakladé€ rizného néboje, ale na zéklad¢ rizné relativni molekulové hmotnosti.

Ponceau S se véaze na bilkoviny pouze slabymi interakcemi, miZeme ho tedy

vymyt z gelu i bilkovin pomoci destilované vody.

Na
)
O0=S=—=0
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Na /S
~07 \
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0~ \ //
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Na

Obrazek 2.1

Strukturni vzorec 3-hydroxy-4-[2-sulfo-4-(4-sulfofenylazo)fenylazo]-2,7-naftalendisulfonatu sodného

(Ponceau S)
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2.5.1.2 Podminky ,,cervené“ nativni elektroforézy

Elektroforéza probihala na deskach polyakrylamidového gelu o rozmérech
100 mm x 1000 mm x 0,75 mm (OWL, typ P8DS, USA) v chladové mistnosti,
pii teplot¢ asi 4 °C a konstantnim napéti 30 V, vrozmezi 15-20 hodin,

v zéavislosti na pouzitém koncentra¢nim gradientu.

Pro tuto elektroforézu jsem pouzivala délici gely s linedrnimi koncentracnimi
gradienty akylamidu 4-13 % a tadici gel s koncentraci 3 %. Na ptipravu geld
slouzi tzv. misi¢ gradientu, coz jsou dvé valcové komurky z prihledného plastu
u dna spojené uzkou trubickou uzaviratelnou kohoutkem. Jeden valecek je
napojen na vystupni hadicku. V kazdé valcové nadobé€ bylo jedno michadélko a

misi¢ byl umistén na zvedacku s elektromagnetickou michackou.

Do vélcové nadoby s vystupni hadickou jsem pipetovala smés o vySsi
koncentraci akrylamidu. Po otevieni nddoby se obé smési zaCaly vzajemné
misit. Tim do$lo k vytvofeni linearniho koncentra¢niho gradientu akrylamidu.
Po vyte€eni kapalin, jsem mezi skly kapalinu pfevrstvila malym mnoZstvim
redestilované vody. Po zpolymerovéni gelu jsem piebyte¢nou kapalinu odséla
filtracnim papirem a nalila na n¢j fadici gel. Nasledné jsem zasunula hiebeny,
které vytvareji v gelu jamky pro aplikaci vzorki.

Maloporovy délici gel byl v elektroforetické vané ve styku s anodovym pufrem,

fadici velkoporovy s katodovym pufrem.

2.5.1.3 Priprava vzorki pro ,,éervenou“ nativni elektroforézu

K 25 ul suspenze thylakoidnich membran (odpovida 52 pg chlorofylu) jsem
pfidala 5 pl 10 % dodecylmaltosidu (m/V), 15 ul 10 % Ponceau S (m/V) a

doplnila solubiliza¢nim pufrem (viz tabulka 2.5.).

Ptipravené vzorky jsem nanesla do jamek.
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2.5.1.4 Priprava standardi pro ,,éervenou“ nativni elektroforézu

Jako standardy jsem pouzivala apoferritin, hovézi sérumalbumin a katalasu.
Proteiny jsem rozpustila v katodovém pufru (sloZeni viz tabulka 2.5.) a nakonec

zahustila malym mnoZstvim sacharosy.

Pufr (nazev) SloZeni
0,138 g 150 mM Bis-Tris; 0,1312 g
Gelovy pufr, pH =7 10 mM g-amino-n-kapronova

kyselina doplnit do 100 ml H,O

48 g akylamid; 1,5 g Bis doplnit
do100 ml redestilovanou H,O

8,96 g 50 mM tricin; 3,13 g 15 mM
Katodovy pufr, pH =7 Bis-Tris; 0,12 g 12 % Ponceau S
doplnit do 1 1 H,O

10,46 g 50 mM Bis-Tris doplnit do 1
1 H,O

1,046 g 50 mM Bis-Tris; 9,84 g 700
Solubiliza¢ni pufr, pH =7 mM g-amino-n-kapronova; 20 %
glycerol doplnit do 100 ml H,O

AB smés

Anodovy pufr, pH =7

Tabulka 2.5.

SloZeni zasobnich roztokuti (pufrii) pouZivanych pfi ,,&ervené* nativni elektroforéze.
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Slouc¢enina Objem (ul)
Gelovy pufr % 13%
1000 1000
AB smés 240 795
Glycerol - 476
10 % APS 16 10
TEMED 1,6 1
Redestilovana H,O 1742 718
Celkovy objem 6000,0
Tabulka 2.6.

SloZeni polymera¢ni smési pro pfipravu 6 ml déliciho gelu o koncentraci akylamidu 4-13 %. (10 % APS

jsem vzdy ptipravovala &erstvy)

Slou¢enina Objem (ul)
Gelovy pufr 1333
AB smés 250
Redestilovana H,O 2380
10 % APS 33,3
TEMED 3.3
Celkovy objem 4000,0

Tabulka 2.7.

SloZeni polymera¢ni smési pro ptipravu fadiciho gelu o koncentraci akylamidu 3 %. (10 % APS jsem

vzdy pfipravovala &erstvy).

2.5.2 Detekce bilkovin, barveni a suSeni geli

Proteiny jsem detekovala pomoci Brilliant Blue R. Pouzivala jsem jeho

0,2 % (m/V) roztok ve smési 96 % ethanolu, koncentrované kyseliny octové a
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destilované vody v objemovych pomérech 25 : 10 : 65 s obsahem 1 % (m/V)

kyseliny trichloroctové.

Barvici lazen jsem pied prvnim pouZitim piefiltrovala, abych se zbavila zbytku
nerozpuSténého barviva. Gely jsem barvila zhruba 20 hodin. Po obarveni jsem
barvici lazen slila, gel jsem oplachla destilovanou vodou a ponofila
do odbarvovaci lazné o slozeni 96 % ethanol, koncentrovana kyselina octové a
destilovana voda v objemovych pomérech 25 : 10 : 65. Odbarvovaci lazen jsem
nékolikrat vymeénila, pokud bylo pozadi polyakrylamidového gelu barevné.
KdyZz pozadi gelu bylo bezbarvé, ponofila jsem ho do fixacni 14zn€ o sloZeni

10 % ethanol a 5 % glycerol v destilované vodé¢.

Gely jsem uchovavala ponofené ve fixacni lazni, nebo jsem je susila. Pied

vlastnim suSenim byl gel ponoifen nejméné jednu hodinu ve fixa¢ni 1azni.

SuSeni gelu probihalo mezi dvéma vrstvami mokrého celofanu, upevnéného

pomoci kolicki mezi dva plastové ramecky, pii laboratorni teploté cca 24 hodin.

2.5.3 Stanoveni relativni molekulové hmotnosti proteinii

Relativni molekulovou hmotnost polypeptidi a pigmentoproteinovych
komplexi jsem urila porovnavanim jejich elektroforetick€é pohyblivosti

s mobilitou standardt o znamé molekulové hmotnosti.

Pro ur¢eni molekulové hmotnosti polypeptidi v prostiedi SDS jsem pouzivala

sadu proteint od firmy Sigma o sloZeni:
e myosin (Mr 205 000)
e fosforylasa b (Mr 97 000)
e hovézi sérumalbumin (Mr 66 000)

e ovalbumin (Mr 45 000)

Dale jsem pouZivala polylysozym s molekulovou hmotnosti monomeru 14 300 a

polyBSA s molekulovou hmotnosti monomeru 66 000.
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Pro uréeni molekulové hmotnosti pigmentoproteinovych komplexi pomoci
Lcervené nativni elektroforézy jsem pouzivala ferritin a katalasu od firmy

Serva a hovézi sérum albumin od firmy Sevac:

e ferritin — monomer  (Mr 450 000), dimer (Mr 900 000), trimer
(Mr 1 350 000)

e hovézi sérumalbumin — monomer (Mr 66 000), dimer (Mr 132 000)
e katalasa — monomer(Mr 250 000), dimer (Mr 500 000)

Gely jsem digitalizovala pomoci skeneru. Molekulové hmotnosti jsem odecitala

z kalibra¢ni kiivky vytvorené v programu SigmaPlot.

2.6 Spektroskopické metody

Metody jsou zaloZené na interakci hmoty s elektromagnetickym zafenim
s riznou vilnovou délkou. Sleduje se absorpce zafeni pfi prichodu vzorkem.
Spektrofotometrické stanoveni koncentrace vyuziva princip
Lambertova — Beerova zdkona: A = -log T = I/l = € ¢, |, kde absorbance A a
transmitance T jsou mirami absorpce zafeni pfi prichodu vzorkem, € je molarni
absorp¢ni koeficient, ¢, je molarni koncentrace a | optickd draha paprsku

vzorkem. VSechna méfeni jsem absolvovala s kyvetou s optickou drdhou 1 cm.

2.6.1 Stanoveni koncentrace chlorofylu a

Stanoveni koncentrace jsem provadéla metodou podle Ogawy a Vernona /38/.

5 ul vzorku jsem napipetovala do 1,5 ml 100 % methanolu, smés jsem prottepala
a odstfedila na centrifuze MPW 300 5 minut pfi maximalnich otackach. Pak
jsem absorbanci zméfila pii 666 nm proti 100 % methanolu na spektrofotometru
Spekol 11 (Carl Zeiss, Némecko) a koncentraci chlorofylu jsem vypocitala podle

vztahu:

C (mg/l) = 4,04 A666
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kde Ages je absorbance vzorku pii 666 nm, relativnhi molekulova hmotnost
chlorofylu a je 892 a jeho molarni absorpcni koeficient ve 100 % methanolu

pFi 666 nm je 65 800 dm’ mol™ cm™.

2.7 Priprava tenzidového extraktu

Na piipravu tenzidového extraktu jsem pouzila n—dodecyl-f D-maltosid od
firmy Sigma (USA). Tenzid byl pfidan k suspenzi thylakoidnich membran
o koncentraci 1,12 mg/ml v takovém mnozstvi, aby jeho vysledna koncentrace

byla 1 % (m/V) /39/.

Vzorek jsem inkubovala s tenzidem 30 minut pfi laboratorni teploté, ve tmé,
za stalého michani. Po skonéeni inkubace jsem vzorek odstiedila na centrifuze
Beckman L7 — 65 (USA) srotorem SW 60 pii 4 °C a pii 50 000 ot/min
(350 000xg, ryax= 12 cm) po dobu 60 minut.

2.8 MéFfeni fotochemickych aktivit

Pro stanoveni fotochemické aktivity PS II jsem pouZzivala métfeni fotoredukce

nefyziologického akceptoru elektronti 2,6—dichlorfenolindofenolu (DCPIP).

2.8.1 Méreni fotochemickych aktivit fotoredukci DCPIP

Aktivita fotolyzy vody se v tomto ptipadé méfi jako pocatecni rychlost, s jakou
se redukuje 2,6—dichlorfenolindofenol pti osvétleni vzorku. Reakéni smés
obsahovala takové mnoZstvi méfeného vzorku, které odpovidalo 20 pg
chlorofylu, dale roztok DCPIP (zasobni roztok: 20 mg DCPIP v 10 ml vody)
o vysledné koncentraci 30 uM a RMh (sloZeni udava tabulka 2.11.) v takovém
mnoZstvi, aby vysledny objem byl 2 ml.

Me¢éieni jsem provadéla na spektrofotometru Spekol 11 (Carl Zeiss Jena,
Némecko) pti 600 nm proti slepému vzorku, ktery neobsahoval DCPIP. Mérnou
kyvetu se vzorkem jsem osvétlovala zafenim z diaprojektoru (Malicolor,
Némecko) ze vzdalenosti 3 cm v intervalech 0, 10, 20, 30, 60, 90 a 120 vtefin.

Po kazdém €asovém intervalu jsem zm¢éfila absorbanci.
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Z grafu (vystup z programu SigmaPlot) zavislosti zmén absorbance na ¢ase jsem
urcila pocatecni rychlost fotoredukce DCPIP v pmol redukovaného DCPIP / mg
chl. hod. Molarni absorptni koeficient pro DCPIP méa hodnotu

2,4 dm® mol cm™.

Primérné chyba byla vypoctena podle vztahu:

kde n je po€et méfeni, i je pofadi méfeni, x; je naméfena hodnota v daném poradi

a x je primérna hodnota vsech naméfenych hodnot.

Sloucenina Koncentrace (mmol/l)
KCl 10
HEPES 40

Tabulka 2.8.

SloZeni reak&niho media (RMh) pouzivaného pfi stanoveni fotoredukce DCPIP. pH = 6,5.

2.8.2 Méreni fotochemickych aktivit fotoredukci DCPIP za
pritomnosti DPC
Aktivita se méfi jako pocateCni rychlost sjakou je redukovan

2,6— dichlorfenolindofenol pfi osvétleni vzorku za pfitomnosti umélého donoru

elektronu difenylkarbazidu (DPC).

Reakéni smés obsahovala takové mnoZzstvi méfeného vzorku, které odpovida
20 pg chlorofylu, roztok DCPIP (zéasobni roztok: 20 pg DCPIP / 10 ml vody)
o vysledné koncentraci 30 uM, roztok DPC (zasobni roztok : 18 mg DPC /
1,5 ml 100 % methanol) v kone¢né koncentraci 0,3 mM a roztok RMh (sloZeni

udava tabulka 2.11.) v takovém mnozstvi, aby vysledny objem byl 2 ml.

Me¢éfeni aktivity jsem provadéla stejnym zpiisobem popsanym v kapitole 2.8.1.

44



Slepy vzorek obsahoval DPC o vysledné koncentraci 0,3 mM. ProtoZze DCPIP a
DPC spolu chemicky reaguji, musela jsem tuto skute¢nost zohlednit pfi vypoctu
hodnoty redukovaného DCPIP. Do jaké miry tyto dvé slouCeniny spolu reaguji,
jsem méfila popsanym zplUsobem, kdy reakéni smés ani slepy vzorek

neobsahovaly chlorofyl. Roztok DPC jsem pfipravovala denné Cerstvy.
2.9 Inkubace thylakoidnich membrdn sinic s kademnatymi
ionty

Ptiprava vzorkd pro inkubaci s kademnatymi ionty (viz tabulka 2.9.): pouzité

thylakoidni membrany mély koncentraci chlorofylu v rozmezi 1,12 — 1,5 mg/ml.
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Konecna MnozZstvi MnozZstvi Koncentrace
koncentrace thylakoidnich zasobniho zasobniho
CdCl, ve vzorku | membran (pul) roztoku CdCl, roztoku CdCl,
(mmol/l) (nl) (mmol/1)
0 1000 0 250
2 992 8 250
4 984 16 250
5 2952 60 250
6 976 24 250
7 2916 84 250
8 968 32 250
10 960 40 250
50 800 200 250
60 760 240 250
70 720 280 250
75 700 300 250
80 680 320 250
100 600 400 250
150 400 600 250
200 200 800 250
800 840 160 5000

Tabulka 2.9.

Ptiprava vzorki thylakoidnich membran pro inkubaci s ionty kadmia.

Takto ptipravené vzorky jsem inkubovala 30 minut ve tmé pii teploté 4 °C.
Dalsi zpracovani spocivalo v odstiedéni na centrifuze MPW-360 (4000 x g,
10 min., 4 °C), sliti supernatantu obsahujiciho piebyte¢né kademnaté ionty a
promyti 10nasobnym objemem roztoku MHM (sloZeni viz tabulka 2.3.).

Nakonec jsem sedimenty resuspendovala v takovym objemu roztoku MHM,
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ktery odpovidal objemu vzorku na pocatku inkubace (objem thylakoidnich
membran plus objem roztoku kadmia) inkubace roztokem. Vzorky jsem
uchovavala v hlubokomrazicim boxu, zmrazené tekutym dusikem pfi teploté -

78 °C.
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3 Vysledky

3.1 Fotochemické aktivity

Do jaké miry byly thylakoidni membrany sinic poSkozené toxickym pisobenim

kademnatych iontd jsem sledovala popsanymi metodami.

Pro zjednoduSeni budu dale v této praci nazyvat kontrolni thylakoidni
membrény sinic vzorkem Cd, a thylakoidni membrany vystavené vlivu CdCl,
v kone¢né koncentraci 2, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 50, 60, 70, 75, 80, 100, 150, 200 a
800 mM vzorkem Cd,, Cdy, Cds, Cdg, Cd;, Cdg, Cd;g, Cdsg, Cdgg, Cd7g, Cdys,
Cdgg, Cdjgg, Cd;50, Cdygo a Cdggg. Dodecylmaltosidovy extrakt bude mit symbol
DM.

Pokusy byly opakovany 3-4 krat a vysledky uvadim v tabulkach 3.1-3.17.

3.1.1 Fotochemické aktivity kontrolnich vzorku thylakoidnich
membran sinic bez inkubace s kademnatymi ionty

Fotochemické aktivity neinkubovanych vzorki jsem méftila postupem popsanym
v kap. 2.8. Reakénim médiem byl hypotonicky roztok RMh (sloZzeni udava
tab. 2.8).

Pak jsem procentudlné porovnavala hodnoty aktivit v pfitomnosti umélého
donoru elektroni DPC oproti vzorkiim, kde donorem elektroni byla

voda.Symboly viz Seznam zkratek a kap. 3.1.

48



Fotoredukce Fotoredukce
Vzorek DCPIP[H,0—DCPIP] DCPIP[DPC—DCPIP]
(umolDCPIP,.¢/mgp.hod) (umolDCPIP,4/mg . hod)
Cdy 60,57+0,32 67.01+0,85
Cdy 61,42+0,48 68,22+1,04
Cdy 60,03+0,94 66,91+1,91
Tabulka 3.1.

Hodnoty fotochemickych aktivit thylakoidnich membran sinic. Symboly viz Seznam zkratek a kap. 3.1.

Aritmeticky primér + smérodatna odchylka (n=3).

Fotoredukce Fotoredukce Zména
Vzorek | DCPIP[H,0—DCPIP] | DCPIP[DPC—DCPIP] | aktivity
(%) (%) ()
Cds 100,00£0,53 110,63£1,26 10,63
Cdy 100,00£0,78 111,07£1,52 11,07
Cdy 100,001,56 111,46+2,85 11,46

Tabulka 3.2.

Hodnoty fotochemickych aktivit thylakoidnich membran sinic (viz tab. 3.1.) vyjadiené v procentech.
Posledni sloupec udavad zménu aktivity v pfitomnosti umélého donoru elektroni DPC. Symboly viz

Seznam zkratek a kap. 3.1.

U vSech vzorki jsem pozorovala narlstajici fotochemickou aktivitu

v ptitomnosti nefyziologického donoru elektroni DPC.
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3.1.2 Fotochemické aktivity vzorku dodecylmaltosidového

extraktu bez inkubace s Cd*" ionty.

Fotochemické aktivity neinkubovanych vzorkl jsem méfila postupem popsanym
v kap. 2.8. Reakénim médiem byl hypotonicky roztok RMh (sloZeni udava
tab. 2.8.) a dodecylmaltosidovy extrakt jsem pfipravila zpisobem popsanym

v kapitole 2.7.

Pak jsem procentudln€ porovnavala hodnoty aktivit v pfitomnosti umélého
donoru elektroni DPC oproti vzorkim, kde donorem elektronti byla voda.

Symboly viz Seznam zkratek a kap. 3.1.

Fotoredukce Fotoredukce
Vzorek DCPIP[H,0—DCPIP] DCPIP[DPC—DCPIP]
(umolDCPIP,¢/mg,y.hod) (umolDCPIP,¢/mgy.hod)
DM 26,38+0,55 4531+1,17
DM 24,14+0,69 47,17+2,36
DM 26,19+0,33 45,66+1,28

Tabulka 3.3.

Hodnoty fotochemickych aktivit dodecylmaltosidového extraktu sinic. Symboly viz Seznam zkratek a

kap. 3.1. Aritmeticky primér + smérodatna odchylka (n=3).
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Fotoredukce Fotoredukce Zména
Vzorek | DCPIP[H,0—DCPIP] | DCPIP[DPC—DCPIP] | aktivity
(%) (%) (%)
DM 100,00+2,08 171+2,58 71,15
DM 100,00+2,86 195,40+5,03 95,40
DM 100,00+1,26 174,34+2,80 74,34

Tabulka 3.4.

Hodnoty fotochemickych aktivit dodecylmaltosidového extraktu sinic (viz tab. 3.3) vyjadiené
v procentech.Posledni sloupec udavd zménu aktivity v pfitomnosti umé&lého donoru elektronii DPC.

Symboly viz Seznam zkratek a kap. 3.1.

U vSech vzorki jsem pozorovala narlstajici fotochemickou aktivitu

v ptitomnosti nefyziologického donoru elektroni DPC.

3.1.3 Méreni fotochemické aktivity thylakoidnich membran
sinic po 30minutové inkubaci s Cd** ionty.
Zpuasob jakym jsem méfila fotochemické aktivity popisuje kap. 2.8. Hodnoty
naméfenych aktivit udavaji tabulky 3.5 — 3.11.jednotky aktivit jsou vztazeny na

mg chlorofylu a stejného mnozstvi thylakoidnich membran sinic pted 30

minutovou inkubaci s kademnatymi ionty.

51



Zavislost koncentrace chlorofylu a na koncentraci CdCl,
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Graf 3.1.

Zavislost koncentrace chlorofylu a na koncentraci CdCl,. Osa y, z leva udava ptepo¢tené koncentrace
chlorofyli a pod vlivem iontti kadmia, osa y, naslednou normalizaci koncentraci chlorofylu a, kde
kontrola s koncentraci kademnatych ionti OmM je brana jako hodnota vychozi.Osa x predstavuje

koncentrace CdCl,

52



Vzorek Koncentrace chl a (mg/ml) Normalizované hodnoty
Cd, 0,270 1
Cd, 0,250 0,93
Cd, 0,232 0,86
Cds 0,225 0,83
Cds 0,218 0,81
Cd, 0,212 0,79
Cdg 0,210 0,78
Cd,o 0,195 0,72
Cdsg 0,098 0,36
Cdgo 0,088 0,32
Cdyo 0,079 0,29
Cdys 0,076 0,28
Cdgg 0,072 0,27
Cd,po 0,060 0,22
Cdso 0,040 0,15
Cdyo 0,027 0,10
Cdsoo 0,008 0,003

Tabulka3.5.

Koncentrace chlorofylu a a jeho normované hodnoty
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Fotoredukce Fotoredukce
Vzorek DCPIP[H,O0—DCPIP] DCPIP[DPC—DCPIP]
(umolDCPIP,¢/mgy.hod) (umolDCPIP,¢/mgy.hod)

Cd, 15,24+0,92 22,03+0,92

Cdyg 16,40+0,76 18,16+£0,91
Cdgo 5,08+0,25 6,61+0,11
Cdgoo 0,28+0,01 0,41+0,01

Tabulka 3.6.

Hodnoty fotochemickych aktivit thylakoidnich membrén sinic Symboly viz Seznam zkratek a kap. 3.1.

Aritmeticky primér + smérodatna odchylka (n=4).

Fotoredukce Zména Fotoredukce Zména
Vzorek | DCPIP[H,0—DCPIP] | 2KtVity | pcprpppc—DCPIP] | 2KUVitY
(%) (%) (%) (%)
Cd 100,00£6,04 0,00 100,00£4,17 0,00
Cdro 105,523 32 5,52 80,833.59 219,17
Cdso 33,08+1,34 266,92 29.77£0,46 270,23
Cdsoo 1,84+0,14 298,16 1.90+0,08 298,10
Tabulka 3.7.

Hodnoty fotochemickych aktivit thylakoidnich membran sinic (viz tab. 3.6.) vyjadfené v procentech.

Posledni sloupce udéavaji zmé&nu aktivit porovnavanou s kontrolou Cd, jak u fotoredukce s donorem

elektronti vodou, tak i v pfitomnosti nefyziologického donoru elektronti DPC.

U fotoredukce [H,O—DCPIP], byl patrny stimula¢ni efekt ionti kadmia

naméfenych u vzorku Cd;o. Vzorky Cdgy a Cdggg jiZ vykazuji inhibi¢ni efekt

pusobenim kademnatych ionti a pokles aktivity.
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U fotoredukce [DPC—DCPIP], vSechny vzorky vykazuj pokles fotochemickych

aktivit.
Fotoredukce Fotoredukce
Vzorek DCPIP[H,0—DCPIP] DCPIP[DPC—DCPIP]
(nmolDCPIP,.4/mgy.hod) (umolDCPIP,¢/mgy.hod)
Cdy 19,40+0,52 36,22+20,79
Cd, 26,42+0,99 41,26+0,38
Cd, 32,72+0,79 37,45+0,35
Cde 24,27+1,50 30,12+0,98
Cdg 18,36+0,32 25,23+0,89
Cdj 20,12+0,94 28,26+0,28
Tabulka 3.8.

Hodnoty fotochemickych aktivit thylakoidnich membran sinic Symboly viz Seznam zkratek a kap. 3.1.

Aritmeticky priumér + smérodatnéa odchylka (n=8).

Fotoredukce Zmeéna Fotoredukce Zména

Vzlfre DCPIP[H,0—DCPIP] | 2KiVitY | pepippppc—DCpIp] | 2ktivity
(%) (%) (%) (%)
Cd, 100,00+1,77 0,00 100,00£2,18 0,00
Cd, 68,46+3,56 31,54 120,933 32 20,93
Cd, 105,333 44 5,33 120,700,95 20,70
Cds 82,71%5,01 217,29 102,36+1,24 2,36
Cds 45,57+1,34 254,43 96,7120,75 3,29
Cdro 56,42+2,70 243,58 87,9120,32 212,39

Tabulka 3.9.

Hodnoty fotochemickych aktivit thylakoidnich membran sinic (viz tab. 3.8.) vyjadfené v procentech
Posledni sloupce udéavaji zmé&nu aktivit porovnavanou s kontrolou Cd, jak u fotoredukce s donorem

elektronti vodou, tak i v pfitomnosti nefyziologického donoru elektronii DPC.
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Fotoredukce Fotoredukce
Vzorek DCPIP[H,0—DCPIP] DCPIP[DPC—DCPIP]
(umoIDCPIP,¢/mgy;.hod) (umoIDCPIP,y/mgy;.hod)
Cdy 19,13+0,28 9,02+0,23
Cd, 17,08+0,54 8,87+0,25
Cd; 17,10+0,12 9,54+0,26
Cdg 20,44+0,36 16,34+0,82
Cd, 20,22+0,31 10,91+0,13

Tabulka 3.10.

Hodnoty fotochemickych aktivit thylakoidnich membran sinic. Symboly viz Seznam zkratek a kap. 3.1.
Aritmeticky primér + smérodatna odchylka (n=4).

Fotoredukce Zména Fotoredukce Zména

Vzorek | DCPIP[H,0—DCPIP] | 2tVitY | pcpipippc—DcpIp] | 2Ktivity
(%) (%) (%) (%)

Cd, 100,00+1,46 0,00 100,00£2,01 0,00
Cd, 87.78+2.88 12.22 96,56+2,32 3,44
Cd; 84.,60-0,56 115,33 103,38+2,43 338
Cd, 104,86+1,42 4,86 178,192,18 78,19
Cd, 132,241 21 4,46 119,460,388 19,46

Tabulka 3.11.

Hodnoty fotochemickych aktivit thylakoidnich membran sinic (viz tab. 3.10.) vyjadiené v procentech
Posledni sloupce udavaji zménu aktivit porovnavanou s kontrolou Cd,, jak u fotoredukce s donorem

elektronti vodou, tak i v pfitomnosti nefyziologického donoru elektroni DPC.
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U fotoredukce [H,O—DCPIP] byl vidét narust fotochemickych aktivit u vzorki
v koncentra¢nim rozmezi kademnatych iontii Cdg a Cd;, podobné tak tomu bylo

i u fotoredukce [DPC—DCPIP].

Porovnanim obou typi fotoredukci, prokazuje typ fotoredukce [DPC—DCPIP]
vy$Si nartst fotochemickych aktivit vlivem toxickych vlastnosti kademnatych

iontt u vzorku Cdg

3.1.4 Casova zavislost

Fotochemické aktivity kontroly Cdy a vzorku Cdg jsem méfila postupem
popsanym v kap.2.8. Po rozmrazeni vzorkii jsem jednotlivé méteni
fotochemickych aktivit u kazdého vzorku provadéla v ¢ase 0 az 50 min.
Reak¢nim médiem byl hypotonicky roztok RMh (slozeni udava tab. 2.8.).
Procentudlni vyjadfeni je zaloZeno na porovnavani aktivit kontroly Cd,
s aktivitami vzorku Cdg, jak u fotoredukce [H,O—DCPIP], tak i u fotoredukce

s nefyziologickym donorem elektroni DPC.

Vzorek Cd, Vzorek Cdg
Fotoredukce Fotoredukce Zm¢éna
¢min | DCPIP[H,0—DCPIP] | DCPIP[H,0—DCPIP] | 2Kivity
(%) (%) (%)
0 100,00£12,39 191,97+0,18 91,97
10 100,00£6,42 93.15:0.96 26,85
20 100,005,14 200,20£0,07 100,20
30 100,00£4,89 206,33%5,67 106,33
50 100,00+7,23 186,45+0,15 86,45

Tabulka 3.12.

Hodnoty fotochemickych aktivit thylakoidnich membran sinic vyjadiené v procentech. Posledni sloupec
udavé zme&nu aktivit v procentech porovnanim aktivit kontroly Cd, se vzorkem Cds (donorem elektronii

je voda).
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Vzorek Cd, Vzorek Cdg
Fotoredukce Fotoredukce Zmeéna
¢min | DCPIP[DPC—DCPIP] | DCPIP[DPC—DCPIP] | aKfivity
(%) (%) (%)
0 100,00£19,79 293,22+1,18 193,22
10 100,00+14,93 171,03+0,87 71,03
20 100,00£17,33 367,65+3,66 267,65
30 100,00+2,47 306,23+0,78 206,23
50 100,00+4,42 261,13£1,58 161,13

Tabulka 3.13.

Hodnoty fotochemickych aktivit thylakoidnich membran sinic vyjadiené v procentech. Posledni sloupec

udava zmé&nu aktivit v procentech porovnanim aktivit kontroly Cd, se vzorkem Cdg (donorem byl DPC).

Z namétenych aktivit je ziejmé u obou piipadi fotoredukce, Ze ¢as nemé vliv
na fotochemické aktivity thylakoidnich membran sinic. Kademnaté ionty
u vzorku Cdg vykazovaly siln¢ stimula¢ni efekt jak v pfipade donoru elektrond

vody, tak i v pfitomnosti nefyziologického donoru elektrontt DPC.

3.1.5 Fotochemické aktivity vzorku thylakoidnich membran
sinic po 30ti minutové inkubaci s iontama kadmia
v koncentraci 0 az 200 mM.

Zpusob jakym jsem méfil fotochemické aktivity je pospan v kap.2.8. Pouzitym

reak¢nim médiem byl hypotonicky roztok RMh (sloZeni udava tab. 2.8.).

Hodnoty namétenych aktivit udavaji tabulky 3.14 az 3.17.
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Fotoredukce Fotoredukce
Vzorek DCPIP[H,0—DCPIP] DCPIP[DPC—DCPIP]
(umolDCPIP,4/mgy.hod) (pmolDCPIP,¢/mgy.hod)

Cd, 6.71+0,56 5,11+0,38

Cdy 4,38+0,01 4,71+0,07

Cds 4,33+0,22 5,59+0,10

Cdys 2,25+0,14 4,42+0,04
Cd,go 1,76+0,15 1,76+0,08
Cd,so 1,19+0,18 0,31+0,02
Cdyo 0,53+0,09 0,18+0,01

Tabulka 3.14.

Hodnoty fotochemickych aktivit thylakoidnich membran sinic. Symboly viz Seznam zkratek a kap. 3.1.

Aritmeticky primér + smérodatna odchylka (n=3).

Fotoredukce Zména Fotoredukce Zmeéna

Vzorek | DCPIP[H,0—DCPIP] | 2KtiVity | pcepippppc—pcpip) | 2KHivity
(%) (%) (%) (%)

Cd, 100,00+8,34 0,00 100,00+1,53 0,00
Cdy 63,99+0,16 -36,01 90,20+1,30 -9,8
Cdso 63,25+1,91 -36,75 107,17+0,36 7,17
Cdys 32,91+2,42 -67,09 85,07+1,47 -14,93
Cdyo 24,49+1,91 -75,51 33,37+1,59 -66,63
Cd,so 17,68+2,31 -82,32 6,03+0,98 -93,97
Cdyo 7,59+1,67 -92,41 3,43+1,3 -96,57

Tabulka 3.15.

Hodnoty fotochemickych aktivit thylakoidnich membran sinic (viz tab.3.14.) v procentech. Posledni

sloupec udava zménu aktivity vzorkti porovnavanou s kontrolou, jak u fotoredukce s donorem elektroni

vodou, tak i v ptitomnosti nefyziologického donoru elektronti DPC.
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Zavislost aktivity fotoredukce H,O—DCPIP a DPC—DCPIP na koncentraci CdCl,

Fotoredukce Fotoredukce
Vzorek DCPIP[H,0—DCPIP] DCPIP[DPC—DCPIP]
(umolDCPIP,.y/mgy.hod) (umolDCPIP,.¢/mg,.hod)
Cd, 4,81+0,56 4,62+0,08
Cds, 2,61+0,19 2,82+0,06
Cdgo 1,19+0,25 1,17+0,09
Cdy 0,96+0,08 2,44+0,30
Cdss 2,08+0,04 2,61+0,08
Cdg, 0,57+0,04 0,54+0,14

Tabulka 3.16.

Hodnoty fotochemickych aktivit thylakoidnich membrén sinic. Symboly viz Seznam zkratek a kap. 3.1.

Aritmeticky primé&r + smérodatna odchylka (n=3).
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Fotoredukce Zmeéna Fotoredukce Zména
Vzorek | DCPIP[H,0—DCPIP] | 3UVity | pepipippc—DCPIP] | 2KtVity
(%) (%) (%) (%)
Cd, 100,00+11,59 0,00 100,00+1,72 0,00
Cds 52,9242,55 -47,01 59,76+1,01 -40,24
Cdgo 21,36+0,45 -76,64 56,49+2.43 -43,51
Cdyg 44,02+2,33 -55,98 51,62+3,60 -48,38
Cdys 12,25+0,60 -87,75 12,06+0,87 -87,94
Cdgg 20,21+1,83 -79,79 20,78+3,16 -79,22

Tabulka 3.17.

Hodnoty fotochemickych aktivit thylakoidnich membran sinic (viz tab.3.16.) v procentech. Posledni
sloupec udava zménu aktivity vzorkii porovnavanou s kontrolou, jak u fotoredukce s donorem elektront

vodou, tak i v ptitomnosti nefyziologického donoru elektroni DPC.

Z naméfenych hodnot fotochemickych aktivit thylakoidnich membrén sinic
plyne, Ze koncentrace kademnatych ionti v hodnotach 50 az 200mM nevykazuje
stimulaéni efekt na thylakoidni membrany jak u fotoredukce s donorem
elektronti vodou, tak i v pfitomnosti nefyziologického donoru elektroni — DPC.
Da se vsak fici, Ze inhibi¢ni efekt u fotoredukce s umélym donorem elektrond
DPC (DPC—DCPIP) je o né&kolik procent mirnéjS$i, neZz u fotoredukce
H,0—DCPIP.
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3.2 Elektroforeticka analyza

3.2.1 ,,éervené“ nativni elektroforéza sedimentu
thylakoidnich membran sinic v hustotnim gradientu
sacharozy

Vzorky thylakoidnich membran sinic jsem pfipravila postupem popsanym
v kap.2.4.2. a podrobila centrifugaci v Sestnactistupriovém hustotnim gradientu
sacharosy (viz kap.2.4.3.). Béhem centrifugace se pigmentoproteinové
komplexy thylakoidnich membran sinic (pro zjednoduseni je budu oznalovat
symbolem TMs) rozdélili do dvou zelenych zoén a sedimentu. Sediment
(pro zjednoduSeni jej budu dale oznacovat symbolem Sd) jsem nasledné

analyzovala pomoci ,,Cervené® nativni elektroforézy.(viz kap.2.5.1.)

1350 000
900 000

450 000

Obrazek 3.1.

Elektroforetické déleni Sd na 4 — 13 % gradientu akrylamidu po obarveni. Drahy: 1-ferritin, 2-Sd, 3-Sd,
4-katalasa, 5-BSA
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Relativni molekulova
Vzorek hmotnost
(kDa)

Sd 64

Sd 70

Sd 112
Sd 179
Sd 260
Sd 399
Sd 440
Sd 562
Sd 630
Sd 820
Sd 910

Tabulka3.18.

Relativni molekulové hmotnosti pigmentoproteinovych komplexti sedimentu (Sd) po centrifugaci

v hustotnim gradientu sacharosy.

3.2.2 ,,éervené“ nativni elektroforéza thylakoidnich membran
sinic a thylakoidnich membran Spenatu.

Pomoci ,Cervené” nativni elektroforézy (viz kap.2.5.1.) jsem analyzovala
pigmentoproteinové sloZeni thylakoidnich membran sinic (TMs) a thylakoidnich
membran Spenétu.(pro zjednoduSeni budu oznafovat thylakoidni membrany

Spenatu symbolem TMS).
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1350 000
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250 000

Obrazek 3.2.

Elektroforetické déleni pigmentoproteinovych komplexti thylakoidnich membran sinic TMs a
thylakoidnich membran 3penatu TMS. Drahy: 1-katalasa, 2-ferritin, 3-TM§, 5-TMs, 6-TMs, 8-TMS,
9-ferritin, 10-BSA.

TMS T™Ms
260 280
480 590
Relativni
590 610
Molekulova
740 740
Hmotnost
830 853
(kDa)
980
1150 1150
1290

Tabulka 3.19.

Relativni molekulové hmotnosti thylakoidnich membran sinic (TMs) a 3penitu (TMS) separované

,,éervenou‘ nativni elektroforézou.
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3.23 ,,Cervené“ nativni elektroforéza thylakoidnich membran
sinic v pFitomnosti rizné koncentrace chloridu

kademnatého.

Pomoci ,Cervené“ nativni elektroforézy (kap.2.5.1.) jsem analyzovala

pigmentoproteinové slozeni thylakoidnich membran sinic (TMs)

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8 9. 10.

Obrazek 3.3a.

Elektroforetické déleni pigmentoproteinovych komplexii thylakoidnich membran sinic (TMs) po 30ti
minutové inkubaci s ionty kadmia pted obarvenim. Drahy: 1-ferritin, 2-katalasa, 3-BSA, 4-Cd,, 5-Cd,,
6-Cdgo, 7-Cdggo, 8-BSA, 9-katalasa, 10-ferritin
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Obrazek 3.3b.

Elektroforetické déleni pigmentoproteinovych komplexii thylakoidnich membran sinic (TMs) po 30ti
minutové inkubaci s ionty kadmia a DM extraktu pfed obarvenim. Drahy:1-DM. 2-Cds, 3-Cd,o, 4-Cds,
5-Cdggo, 6-Cdgoo, 7-Cdsgo, 8-Cd,g, 9-Cdg, 10.DM

1350 000
900 000
500 000

450 000 ,

—_— ™

250 000

66 000

Obrazek 3.4.

Elektroforetické dé&leni pigmentoproteinovych komplexti thylakoidnich membran sinic (TMs)
vystavenych 30ti minutové inkubaci siontama kadmia o koncentraci CdCl, (6,10 80 a 800 mM)
po obarveni. Drahy: 1-ferritin, 2-katalasa, 3-BSA, 4-Cds, 5-Cd,o, 6-Cdgo, 7-Cdgoo, 8-BSA, 9-katalasa,

10-ferritin.
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Relativni
molekulova
hmotnost

(kDa)

Vzorek

Cds | Cdjo | Cdgo | Cdsoo
71 70 70 70
73 72 72 72

280 | 280 | 280 | 280

398 | 398 | 398 | 398

460 | 460 | 460 | 460

562 | 561 | 561 | 561
891 891

1150|1150

Tabulka 3.20.

Relativni molekulové hmotnosti pigmentoproteinovych komplexii TMs vystavenych 30ti minutové

inkubaci s iontama kadmia o rtizné koncentraci CdCl,
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4 Diskuse

Tato diplomova prace se zabyva vlivem kademnatych ionti na fotosynteticky
aparat sinice Synechococcus elongatus jako zastupce prokaryotickych

organizmu.

V poslednich letech se problematice toxickych kovii vénuje velkd pozornost.
Nekteti autofi, napt. /45, 46, 47, 48/, se zabyvali studiem vlivu kademnatych
ionth jako stresoru na intaktni rostlinné organizmy. Dalsi skupinu autorti tvofi ti,
kteti se vénuji toxickému ptsobeni ionti kadmia na organizmus fas: /49, 50, 51/.
V odborné literatute lze najit i prace, ve kterych se sleduje vliv kademnatych

iontd na sinice: /52, 53/.

NaSe prace zabyvajici se vlivem kademnatych iont na thylakoidni membrany

sinic Synechococcus elongatus tedy prispiva k vySe uvedenym pracim.

Fotosyntetické preparaty jsem analyzovala pomoci metod postihujicich vliv
kademnatych iont na fotochemické aktivity a na pigmentoproteinové komplexy

téchto preparati.

Nejdiive jsem thylakoidni membrany sinic izolované z bunék, které rostly
za standardnich podminek charakterizovala pomoci fotochemické aktivity
fotosystému I1 za ptitomnosti umélého akceptoru elektronti
2,6-dichlorfenolindofenolu (DCPIP) a také za ptitomnosti umélého donoru

elektrond 1,5-difenylkarbazidu (DPC) bez inkubace s kademnatymi ionty.

Zde byl pozorovan narist fotochemické aktivity porovnavanim obou fotoredukci
pravé u fotoredukce DPC—DCPIP (t.j. v pfitomnosti umélého donoru elektront
1,5-difenylkarbazidu) zhruba o 10 % plvodni hodnoty. (piivodni hodnoty
pfedstavovaly fotochemické aktivity redukce H,O—DCPIP) OEC komplex se

zachoval témér nepoSkozeny.

TotéZ stanoveni jsem provadéla na extraktu pfipraveném pomoci neiontového
tenzidu n-dodecyl-B,D-maltosidu (dodecylmaltosid), ktery slouZi pro extrakci

supramolekuldrnich komplexi. Porovnavala jsem fotochemické aktivity
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fotoredukce H,O—DCPIP a DPC—DCPIP. Aktivita narostla primérné o 80 %
pivodni hodnoty u fotoredukce v pfitomnosti DPC (plivodni hodnoty opét
ptedstavovaly fotochemické aktivity fotoredukce H,O—DCPIP). OEC komplex
byl tedy poskozen vice, nez v thylakoidnich membranach v prvnim ptipadé

(ve skutecnosti ale mén¢, nez z poloviny).

Dale jsem inkubovala skademnatymi ionty thylakoidni membrany sinic
izolované z bungk, které rostly za standardnich podminek. Stejnymi metodami
jako v ptedchozi ¢asti jsem studovala efekt kademnatych ionti na fotochemické

aktivity a pigmentoproteinové komplexy téchto membran.

Podobn¢ jako vysledky diplomové prace Evy Tumové /40/, i moje vysledky
poukazovaly na to, Ze i ptesto, Ze kadmium je povazovano za jeden z hlavnich
toxickych tézkych kovi, pasobil v nizkych koncentracich (t. j. koncentrace 2, 4,
5, 6 a 7 mM) mirn€ stimula¢né¢ na fotochemické aktivity fotosystému II. Nartst
oproti kontrole (bez kademnatych iontt) byl 10-20% a tykal se pouze
fotoredukce s DPC.

Analogické zjisténi lze nalézt i v praci Karavaeva a kol. /41/, ktefi sledovali
zmény ve fotosyntetickém aparatu u listi fazolu Vicia faba. Rostliny rostly
v ptitomnosti 107-10° M vodného roztoku CdCl,. Autofi zjistili, Ze zmény
ve fotosyntetickém aparétu rostlin v pfitomnosti ionti toxického kovu nejsou
specifické a jednoznatné. Nizké koncentrace (107-10°M) stimuluji
fotosyntetickou aktivitu, zatimco vysoké koncentrace ionti v ristovém médiu

(107*-10"*M) tuto aktivitu potladuji.

Stanovenim fotochemickych aktivit fotosystému II pomoci fotoredukce
H,0—DCPIP a DPC—DCPIP thylakoidnich membran sinic inkubovanych
s kademnatymi ionty v rozmezi koncentrace CdCl, 0-200mM, stimula¢ni efekt
vykazovaly pouze niZ$i koncentrace CdCl, (t. j. hodnoty v sadé¢ méfeni 0-10 mM
u fotoredukce DPC—DCPIP), vyssi koncentrace jiz vykazovaly siln€¢ inhibi¢ni
efekt na fotochemické aktivity. Mohu tedy své vysledky ztotoZnit se zdvérem

Karavaeva a kol. /41/ a potvrdit nazor, Zze kademnaté ionty zptsobuji inhibici
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fotochemické aktivity fotosystému II zejména ve svych vysSich koncentracich.
Rozdil je ale v tom, Ze zatimco Karavaev a kol. /41/ aplikoval svoje stanoveni
na celé rostliny a pozoroval inhibi¢ni efekt kademnatych ionti mohl byt
zpusoben v biosyntetickych zménach, naSe vysledky jsou ziskany ptimym

plisobenim iontd kadmia na thylakoidni membrany sinic.

Z nasich vysledki lze dale usuzovat, Ze cilem plisobeni kademnatych ionti je
pravdépodobné oxidac¢ni (donorova) strana fotosystému II, (¢ast elektronového
transportniho fetézce mezi vodou a reakénim centrem fotosystému II)
Fotochemické aktivity maji v pfitomnosti umélého donoru elektrond
1,5-difenylkarbazidu trend méné klesat. (koncentrace kademnatych ionti

0-10 mM).

Dale jsem se zabyvala pozorovanim Casové zavislosti fotochemickych aktivit
inkubovanych thylakoidnich membran sinic s koncentraci kademnatych ionti
6 mM oproti membranam bez kademnatych ionti po dobu 50 minut. Pozorovala
jsem zda ma tato kratka doba vliv na fotochemické aktivity. Aktivity jsem
méfila diive popsanym zplisobem s obéma typy fotoredukce s tim rozdilem, ze
jsem proméfovala vZdy pouze jeden vzorek a to ihned po rozmrazeni a pak
v intervalech po deseti minutach po dobu 50 minut. Pak jsem totéZ zopakovala i
s druhym vzorkem. Ze ziskanych hodnot byl jednak vidét nartist aktivit
v pritomnosti umélého donoru elektrond, cozZ potvrzuje nasi domnénku, Ze cilem
pusobeni kademnatych iontii je pravdépodobné oxidacni (donorova) strana
fotosystému II. Hodnoty aktivit vzorku s koncentraci kademnatych ionti 6 mM
se vSak v ¢asové zavislosti vyznamné neménily. Nepoukazaly na Zadny trend
inhibice nebo stimulace sc¢asem. Lze tedy fici, Ze scCasem nedochazi
k vyznamné zméné€ v aktivitich studovanych vzorkd, ani k odchylkdm mezi

vzorkami s ionty Cd*" a bez nich.

P#i vyhodnoceni zminénych vysledki je ale nutno brat v uvahu fakt, Ze ionty

kadmia mohou mit vliv na mnoZstvi chlorofylu a.
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Pokud jsou thylakoidni membrany vystaveny riznym koncentracim
kademnatych ionti, mohou tyto ionty zpiisobit zmény v koncentraci chlorofylu
a. Po vyneseni koncentrace chlorofylu a u vSech vzorkii proti koncentraci
kademnatych iontl se tento fakt potvrdil a koncentrace chlorofylu a s rostouci
koncentraci iontd kadmia klesala. Vyrazn€ nizkou koncentraci chlorofylu a
vykazoval vzorek Cdgg (koncentrace kadmia je zde 800mM). Pagliano a kol.
/42/ dospéli k zavéru, ze kademnaté ionty neovliviiuji mnoZzstvi proteint PS II a
7ze nizké koncentrace kademnatych iontd vykazuji stimula¢ni efekt
na fotochemické aktivity thylakoidnich membran ryze v ptitomnosti DPC.
Usuzujeme tedy, Ze klesd pouze mnozstvi chlorofylu a nikoliv proteind, na néz
je vazan, a Ze tedy lze pomoci funkce proloZené grafem 3.1. vyjadfit mnoZstvi
vzorku tak, aby nebylo vztazeno na chlorofyl, ale na mnozstvi thylakoidnich
membran. Proto jsou nami ziskané aktivity pfepoCteny na ubytek chlorofylu a

s rostouci koncentraci kademnatych ionti (viz graf 3.1.).

Vizualn€é vzorky sridznou koncentraci kademnatych iontii nejevily barevné
zmeény. Nepatrn€é svétlejsi byly vzorky s koncentraci kadmia 800 mM (posun
ke Zluté barvg). Ubytek chlorofylu je tedy zpisoben zfejmé posunem
absorpéniho maxima, k ¢emuz pravdépodobné dochazi zameénou centralniho
atomu chlorofylu za kadmium. Tato zdména miZe mit za nasledek posun
absorpniho maxima o nékolik desitek nm /43/. Pfi malé Sifce vrcholu
v absorpénim  spektru chlorofylu pak takto zménéné molekuly pfi
spektrofotometrickém stanoveni nemusime zaznamenat. Proto by bylo vhodné
v budoucnosti sledovat zévislost zmén v absorpénim spektru chlorofylu na

riznych koncentracich kademnatych iontl a tuto hypotézu potvrdit ¢i vyvratit.

Iontovy polomér kadmia je sice zhruba o polovinu vétsi nez iontovy polomér
hoi¢iku, pyrolovd jadra kolem centrdlniho atomu by se vSak pti takovéto
substituci mohla vychylit smérem nad rovinu porfyrinového skeletu a tak tuto
zaménu umoznit /43/. Takto deformovany porfyrin mize byt diivodem barevné

zmény chlorofylu.
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Protoze fotochemické aktivity fotosystému klesaji pon€kud pomaleji nez
koncentrace chlorofylu, kademnaté ionty plisobi ziejmé vice na chlorofyl vnitini

antény, neZ reak¢niho centra (graf 3.2.).

Pigmentoproteinové komplexy jsem separovala pomoci centrifugace
v sacharosovém hustotnim gradientu. Podatilo se mi odd¢lit PS I a PS II. Ob¢é
zony obsahovaly pouze fotosystém I. Fotosystém II klesl do sedimentu. Pti¢inou
mohlo byt pouziti thlového rotoru. Proto jsem, pii elektroforetickém stanoveni
pigmentoproteinovych komplexi, tento fakt brala v ivahu a jako vzorky jsem
pouzivala kromé thylakoidnich membran sinic sediment po centrifugaci
v hustotnim gradientu sacharosy a snazila se najit pravé v ném fotosystém II.
Reelektroforéza v prostiedi SDS /44/ po separaci pigmentoproteinovych
komplexti thylakoidnich membran sinic pomoci ,,Cervené® nativni elektroforézy
(viz kap. 3.2.1.) ukézala, Ze v pigmentoproteinu o relativni molekulové
hmotnosti 300 kDa je ziejmé fotosystém II. Jeho reelektroforéza poskytuje
typicky profil, svéd¢ici o jeho pritomnosti. Z profilu reelektroforézy
pigmentoproteini o relativnich molekulovych hmotnostech asi 900 kDa a
1200 kDa (kap. 3.2.3.) usuzujeme na pfitomnost fotosystému I v rdznych

oligomérnich forméch /44/.

Také jsem pozorovala zmény pigmentoproteinového sloZeni thylakoidnich
membran sinic pfi rdznych koncentracich kademnatych ionti (kap. 3.2.3.)
Pfi koncentracich 80 a 800 mM zcela vymizely pigmentoproteiny s relativni
molekulovou hmotnosti kolem 900 a 1200 kDa odpovidajici ziejm& PS I,
uvzorku skoncentraci kadmia 80 mM zesldbly pasy pigmentoproteini
o molekulové hmotnosti 398 kDa, 460 kDa a 561 kDa. Vzorek 800 mM mél
zeslablé pasy pigmentoproteini o molekulovych hmotnostech 460 a 561 kDa.

Pfi porovnani thylakoidnich membrian sinic a Spendtu se jednotlivé
elektroforetické pasy na ,Cervené“ nativni elektroforézy pfili§ neménily

(kap. 3.2.2.).
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Pro podrobnéjsi zavéry by bylo vhodné pokracovat v identifikaci
pigmentoproteinovych komplexti thylakoidnich membran sinic pomoci

»cervené nativni elektroforézy s naslednou aplikaci reelektroforézy v prostiedi
SDS.
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5 Zavér
. Pfimé phsobeni kademnatych iontli na thylakoidni membrény sinic

sniZzuje mnozstvi chlorofylu a.

. Ve fotosystému II kademnaté ionty pravdépodobné¢ pisobi vice

na chlorofyl vnitini antény neZ na chlorofyl reak¢éniho centra.

. Byl pozorovan mirn¢ stimula¢ni efekt kademnatych ionti na aktivitu
fotosystému II v pfitomnosti umélého donoru elektront

1,5-difenylkarbazidu v koncentracich CdCl, do 10 mM.

. Inhibi¢ni vliv ionti kadmia na fotosystém II postihuje ziejmé jeho

donorovou stranu.

. Pfi rostouci koncentraci kademnatych ionti se v thylakoidnich
membranach nevyskytovaly pigmentoproteinové komplexy s relativni
molekulovou hmotnosti 900 a 1200 kDa odpovidajici pravdépodobné

fotosystému I.
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