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1 Seznam zkratek

ADP - adenosindifosfat

ATP — adenosintrifostat

Bchl a — bakteriochlorofyl a

Bfeo — bakteriofeofytin

Chl a - chlorofyl ¢

Cyt — cytochrom

DNA -~ deoxyribonukleova kyselina

FAD - flavinadenindinukleotid

Feo — feofytin

LHC — svétlosbérny komplex

NADH - nikotinamidadenindinukleotid
NADPH — nikotinamidadenindinukleotidfosfat
OEC - kyslik vyvijejici komplex

PEP - fosfoenolpyruvat

PQ — plastochinon

PS I, PS II — fotosystém I, fotosystém II

Q - chinon

RNA - ribonukleova kyselina

rRNA — ribosomalni ribonukleova kyselina
RC — reakéni centrum

RUBISCO - ribulosabisfosfatkarboxylasa-oxygenasa /
LH1 - Sveﬁ‘/oréé’rn/ kowplex ﬂgLkai'b& fotosyn /-ahi:‘-?'cﬁ balter,



2 Uvod

2.1 Fotosyntéza

Fotosyntéza je biochemicky d¢j, pfi kterém je vyuZivana energie svételného kvanta pro
tvorbu protonového gradientu na membrané (u eukaryot thylakoidni, u prokaryot
cytoplazmatické), v niz jsou zasazeny pfislusné bilkovinné komplexy, které fotosyntézu
provadéji. Takto ziskana energie je ukladana ve formé ATP a NADH ¢i NADPH a muize byt poté
vyuzita k pohanéni jinych, endergonickych biochemickych pochodii. Organismy provadéjici
fotosyntézu jsou vyssi rostliny, sinice, fasy a nékteré bakterie. Nejednodussi vztah pro obecny
popis fotosyntézy jakozto pfemény energie zareni na energii chemickou je:

hv ATP

o + A >4 HA 4+ D

pigmenty

v, o o o ry 1,2
kde H,D znaci donor, A akceptor elektronii a protonti a hv energii kvanta zafeni.

2.1.1 Chloroplasty

U vyssich rostlin a rw¢ probiha fotosyntéza ve zvlastnich organelach — chloroplastech.
Jedna se o zhruba 5 pm dlouhou organelu nejcastéji elipsovitého prufezu (existuji vsak i vyjimky)
velmi bohatou na membrany. V buiice mize byt -jeden, ale 1 tisic téchto organel, jejich pocet
zavisi na druhu buriky a organismu, ve kterém se vyskytuje. V chloroplastech existuji tfi druhy
membran. Vnéj$i membrana, ktera organelu ohranicuje, je velmi propustnd narozdil od vnitini
obalové membrany, ktera je téméf nepropustnd. Tyto dvé membrany jsou od sebe oddéleny
tenkym mezimembranovym prostorem. Uvnitf vnitiniho prostoru chloroplastu se nachazi stroma,
coz je vlastné koncentrovany roztok enzymu, ktery dale obsahuje molekuly DNA a RNA a
ribozomy, na kterych se syntetizuji bilkoviny kédované v DNA chloroplastu. Uvniti stromatu
narazime na tieti membranovy utvar — thylakoidy. Jedna se nejspiSe o jediny membranovy vacek,
ktery je ale velmi slozit¢ poskladan do drobnych méchytkd (gran) naskladanych na sebe do
sloupcti. Tyto sloupce jsou mezi sebou propojeny pomoci protahlejSich méchyikt jednotlivé
probihajicich stromatem - takzvanych stromalnich thylakoidt (obrazek 1 na nasledujici stran¢).
A pravé thylakoidni membrana je mistem pribéhu fotosyntézy u eukaryotnich fototrofnich

. o 1
organismu.



Plant Cell Chloroplast Structure
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Obrazek 1 : Pocitacovy model chloroplastu na némz jsou dobfe rozliSena grana (zelené, méchytkovité utvary) a
stromdlni thylakoidy (Zlut¢). Mezi obéma obalovymi membrdnami se nachdzi tenky mezimembranovy prostor a
prostor mezi vnitini membranou a thylakoidy vypliiuje stroma.’

2.1.2 Protonovy gradient a mechanismus jeho vzniku

Rozdil v chemickém potencidlu protond na opa¢nych stranich membriny dodava energii
pro syntézu ATP pomoci enzymu ATP synthasy. Takto vznikajici rozdil v koncentraci iontu,
vytvaii na membran€ kromé koncentracniho gradientu také rozdil elektrickych ndboji. Celkoveé
tedy hovofime o rozdilu chemického potencidlu protoni Apy., ktery ma dvé slozky -
koncentracni (ApH) a elektrickou (Awy).

Energii, kterou je moZno pomoci vyrovnavani koncentrace latek na riznych stranich
membrany ziskat, 1ze kvantifikovat pomoci Nernstovy rovnice :

AG =R-T‘In ([Al>/ [A]l}) [kJ mol™]

Tento tvar plati za podminek, kdy 1 mol hypotetické latky A poputuje z oddéleni 1 do
oddéleni 2 a AG pak pfedstavuje s tim spojenou zménu Cié!:sovo; energie. Koncentraci sledované
latky v roztoku, do né€jZ je pfenaSena, uvadime vZdy v Citateli a koncentraci v roztoku z néjz
latku pfevadime ve jmenovateli.

2 w2z

Elektricka sloZka (Ay) pak vznika proto, Ze pfenaSenou latkou jsou nabité Castice a jsou
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pfenaseny pfes membranu, ktera pfedstavuje rozhrani, na némz je rozdil potencidli. Pfend$ime-li

1 mol ionth zjednoho prostiedi do jiného, pficemZz koncentrace téchto iontd je v obou



prostfedich stejna, ale na jejich rozhrani je rozdil v potencidlech, energie, ktera je k tomu
zapotiebi, nebo kterou je naopak mozno ziskat, je vyjadiena nasledujici rovnici:
AG =—-mF-Ay [k] mol]

Je-1i iont pfenasen po spadu potencidlu (kladny iont na zapornou stranu membrany ¢i
zaporny iont na kladnou stranu) bude se energie uvolniovat. Pfi pfenosu opaénym smérem bude
nutné stejnou energii naopak dodat.

V piipad¢ fotosyntetickych membran, kde se uplatiuji jak gradient koncentrace protonti ,
tak gradient potencialovy je celkova zména energie dana souctem obou dil¢ich energetickych
zmén, tedy:

AG = - m'F-Ay + RT-In ([A¥], / [A¥]) [kJ mol™']
nebo
AG = - m'F-Ay +2,3 RT-log (A" ]2/ [A])) [kJ mol™]
Takto vyjadfenou zménu volné energie potom nazyvame téz elektrochemicky gradient iontu a
oznacujeme ho Apias.

V ptipadé protonii Ize vzorec pro elektrochemicky gradient zjednodusit. ProtoZe ionty H
jsou jednomocné a pH je definovano jako zaporny dekadicky logaritmus koncentrace protond,
dostavame pfi vypoctu pro teplotu 25 °C tento vzorec:

Apiis = —96,5-Ay + 5,7-ApH  [kJ mol™']

Kapacita membran pfeménujicich energii byva obvykle pomémné nizka, a tak Ay by
dosahovalo vysokych hodnot, kdyz ApH by bylo jesté pomérné malé. ReSenim tohoto problému
je symport zaporné nabitych ionti (C17) & antiport kationtd (Mg®"). Ty neutralizuji elektrické
rozdily na membrané pfi zachovani rozdilu v koncentracich protonti (vnitfek thylakoidu je oproti
stromatu vyrazné kyselejsi). U bakterii vSak k této neutralizaci nedochazi a elektricka slozka je
vyrazné vétsi nez koncentracni.

Pro tvorbu rozdilu koncentrace protond, a tim i1 k pohonu ATP synthasy, je nutné dodat
energii. K tomu vyuZivaji organismy energii uvolnénou pi#i toku elektroni po spadu
elektrochemického gradientu. Tato energie je vyuzivana diky bilkovinnym komplextim
s kofaktory, které pracuji v dimyslnych sestavach a tvofi tak fetézce ptenosu elektront (viz
obrazek 2 na nasledujici stran¢). Témito fetézci pak elektrony protékaji pohanény rozdilem
mezi oxidoredukénimi potencialy krajnich prvki tohoto fetézce. Tento pozvolny pienos ,,na

etapy* umoznuje vétsi energeticky zisk.



Stroma
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Obrazek 2 : Schéma jednosmérného pfenosu protond pfi pfenosu elektronu pies kaskadu prenasecl (Cervend Cara)
do lumen thylakoidu. Tok protont zpét do stromatu pfes CF, ¢ast ATP synthasy (fialovy komplex na spodnf strané
obrézku) je zdrojem energie pro syntézu ATP z ADP a P;.*

V ptipadé fotosyntetizujicich organismi je rozdil v oxidoredukénich potencidlech
vytvafen diky reakénim centrim. Tyto fotochemické generatory pracuji na principu rozdéleni
naboje. K tomu dochdzi po absorpci kvanta zafeni v komplexech bilkovin s pigmenty a dal$imi
kofaktory, ¢imz dochdzi i k tvorbé oxidoredukéniho paru - slozky oxidované a slozky
redukované. Takto vznikly potencidlovy rozdil se vyuzivd jednak na pfimou redukci NADP" a
jednak, diky dal$im slozkdm elektrontransportniho fetézce, na pohdnéni toku elektrond

. 5
membranou.

2.1.3 Fotoindukovany tok elektronu

Jedné se o soubor reakci probihajicich pouze pfi osvétleni, odtud plyne téZ pouZivany
nazev svételnd faze fotosyntézy. Alfou a omegou tohoto sledu reakci je schopnost chlorofylu a
(Chl a), chlorofylu b (Chl b) a karotenoidii absorbovat kvantum zéafeni. Tim se molekula
pigmentu dostane do excitovaného stavu. Aby se mohla vratit zpé€t do stavu zdkladniho,
energeticky vyhodnéjs$iho, pfedd energii sousedni molekule pigmentu. Takto se pohlcena energie
pfenasi jako takzvany exciton. Oba typy chlorofyld i karotenoidy maji strukturu konjugovanych

dient a absorbuji tedy ve viditelné oblasti spektra. Absorpéni spektra Chl a, Chl b a karotenoidi



se vzdjemné dopliiuji a umoziuji tak dohromady absorpci v mnohem $ir§im rozsahu vlnovych
délek.

Chlorofyl je vZdy asociovén s bilkovinami a tvofi takzvané svétlosbérné komplexy LHC
(z anglického light harvesting complex). Jen diky vhodné vzdjemné orientaci molekul chlorofylu,
zajiSténé proteiny tvoricimi s nimi komplex, je mozny vysoce efektivni pfenos absorbované
energie (u volného chlorofylu je deexcitace provddéna fluorescenci ¢i uvolnénim tepla) ke
specidlnimu paru Chl a vreakénim centru (RC), ktery jako jediny dokédZze pfemeénit energii
kvanta zifeni na energii chemickou. Ostatni molekuly pigmentd pouze zachycuji zéafeni a
absorbovanou energii pfeddvaji do reak¢éniho centra.

V thylakoidni membriné eukaryotnich fototrofti nalézame dva fotosystémy — PS I a PS 1L
Oba fotosystémy spolupracuji a prenéaSeji elektrony z vody na NADP'. Mezi sebou jsou
propojeny rozpustnou bilkovinou plastocyaninem.a PQ,

Pfenos elektrond probihd v souboru reakci znazorfiovaném Casto jako tzv. Z-schéma

(obrazek 3).
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4
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Obriazek 3 : ,,Z-schéma* pfenosu elektronii z vody na NADP*. Dréha elektroni je naznatena modrymi ipkami.®
p y ] y p
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Sumarni reakci tohoto sledu reakci lze zapsat jako
2 H,0 + 2 NADP" + 8 hv — O, +2NADPH + 2 H"
kde hv oznacuje foton.

RC PS II obsahuje dvé bilkoviny D, a D, diky kterym ma formu prakticky symetrického
heterodimeru a obsahuje také specialni par chlorofyli a s absorpénim maximem p#i 680 nm
oznacované jako P680. Na bilkoviny D, a D, jsou navazany vSechny kofaktory ¢inné v pfenosu
elektrond. Vlastni mechanismus pifenosu je nasledujici: Absorpci fotonu se P680 dostava do
excitovaného stavu P680*. P680* je velmi silnym redukénim ¢inidlem a pfedava elektron v fadu
pikosekund feofytinu. Tim vznikaji kationradikal P680" a anionradikal feo . P680" se znovu
redukuje pfijetim elektronu dodaného kyslik vyvijejicim komplexem (OEC z anglického oxygen
evolving complex), ktery ho ziskal oxidaci vody. Feo pfeda svij elektron chinonovému
prenaseci PQa pevné vazanému v kapse tvofené bilkovinou. Ten elektron pfeda na PQp vazany
volngji v jiné kapse na povrchu bilkoviny. Cely cyklus se opakuje a takto vznikly PQg® si
odebere ze stromatu dva protony a piejde do formy PQgH,. Ten miiZze voln¢ difundovat
membranou k cytochromovému komplexu bgf (cyt bef), kde odevzda elektrony a reoxiduje se.
V komplexu cyt bef projde jeden zelektront ptes Fe-S klastr a hem cytochromu f na
plastocyanin, druhy pak prochazi soustavou dvou hemi (by a by) a vraci se zpét na PQ
v takzvaném Q-cyklu, ktery umozni pfenos dalSich dvou protond do lumen thylakoidu.

Sled reakci v PS I je podobny jako v ptipadé PS II. Absorpci kvanta zafeni se P700
excituje a vznika P700*, ktery preda elektron pfenaseCi oznaCovanému jako A, (nejspiSe se
jedna o chlorofyl, je to homolog feofytinu v PS II). Tim vznika kationradikdl P700" a
anionradikal A, . P700" je velmi silnym oxidaénim &inidlem a odebere elektron plastocyaninu
redukovanému po absorpci zafeni PS 11, ¢imzZ se vrati do zakladniho stavu. Ay je naproti tomu
velmi silné redukéni ¢inidlo a predava svij elektron fylochinonu, ze kterého pak elektron putuje
pres tii Fe-S centra na bilkovinu ferredoxin, coZ je také bilkovina obsahujici atomy Zeleza a siry
a to ve stechiometrii 2Fe-2S. Tento cyklus probéhne dvakrat a az po nashromdzdéni dvou
elektronii jsou oba prostiednictvim enzymu ferredoxin-NADP" oxidoreduktasy (pouziva FAD
jako koenzym) pieneseny na NADP" ve stromatu. Potfebné protony jsou odebrany z média, éimz
se dale snizi koncentrace protonti ve stromatu a zvysi se rozdil v koncentraci protonti na obou
stranach thylakoidni membrany.®

Syntéza ATP probiha pii toku protoni po jejich koncentratnim spadu, to znamena

z lumen do stromatu skrz jednu z ¢asti enzymu ATP synthasy.
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ATP synthasa ma 2 ¢asti nazyvané CF, a CF,. CFy je zanofena v membrané, kdezZto ¢ast
CF, vy¢nivd zmembrany smérem do stromatu. CF; sestdvd ze tfi podjednotek a a tfi
podjednotek B, tvoficich jakousi ,,hlavicku“ a dale pak z podjednotek v, d a €, které tvoii jakousi
»stopku®“. CFy tvofi kanal pro prostup protonti a zprostfedkovava konformacni zmény v CF,
nezbytné pro jeji katalytické pasobeni.’

Pravdépodobny mechanismus funkce ATP synthasy je tento: V ¢asti CF, existuji tfi
vazebna mista pro ATP, jedna se tedy o jakysi af ,trimer. Kazdé z vazebnych mist mize
zaujmout jednu ze tfi konformaci — prazdna, sevienéjsi konformace (vazba ADP a P;) a velmi
seviena konformace (pfiblizeni ADP a P; k sobé za vzniku ATP). To, v jaké konformaci se dany
afy ,,monomer* nachazi, je dano jeho vzajemnou polohou s podjednotkou Yy, ktera tvofi hlavni
¢ast stopky spojujici ¢asti CFy a CF,. Prachod protonii skrz CF; z lumen do stromatu zplsobi
rotaci y podjednotky a tim se cyklicky méni konformace tii vazebnych mist v CF; a dochazi
k syntéze ATP. Tento mechanismus muze fungovat i opatné a enzym tak mize v pfipadeé

potieby pumpovat protony proti jejich koncentraénimu spadu za spotieby ATP.®

2.1.4 Fixace CO,

Fixace CO; ze vzduchu probihd hlavne pfi fotosyntéze ve vyssich rostlinach,sinicich a
fasach, které nejsou tématem této prace, a proto ji zde popisi jen struéné. Je katalyzovana
enzymem ribulosabisfosfatkarboxylasou-oxygenasou, zkracen¢ RUBISCO. Molekula CO, je
navazana na akceptor, kterym je ribulosa-1,5-bisfosfat. Produkt této reakce je nasledné rozstépen
na dvé molekuly 3-fosfoglyceratu. Kazda ztéchto dvou molekul je poté fosforylovana na
kyselinu 1,3-bisfosfoglycerovou a nasledn¢ se redukuje na glyceraldehydfosfat. Slozitym cyklem
zahrnujicim izomeracni, ketolazové a aldolazové reakce je pak ztrios vzniklych po fixaci
molekuly CO, regenerovan primarni pentosovy akceptor, kdy z pé€ti trios vznikaji zpét tii
pentosy. Na kazdé 3 fixované molekuly CO, tedy ptfipada 6 vzniklych molekul 3-fosfoglyceratu,
pfiCemz k regeneraci akceptoru je potieba pouze péti. Jeden z tfiuhlikatych produktl mize tedy

byt pouzit k biosyntetickym ugeltm.™’
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2.2 Aerobni anoxygenni fototrofni bakterie

Tato velmi zajimava skupina bakterii je znama jiz od osmdesatych let minulého stoleti,
kdy japonsti védci poprvé zjistili pfitomnost bakteriochlorofylu a (Bchl a) u aerobnich
bakterii.** Od té doby bylo jiZ izolovano vice nez 20 druhu téchto bakterii a jejich intenzivni
vyzkum pokracuje i nadale.

Tyto bakterie sice uméji provadét fotosyntézu, Cisté autotrofniho ristu ale nejsou
schopny.” '™ ' Fotosyntéza jim zfejmé tedy poskytuje pridatny zdroj energie k heterotrofnimu
rastu (fotosyntéza muiZe pokryt az 50 % energetickych narokd buiiky).'” Narozdil od
purpurovych nesirnych bakterii, které jsou jim vyvojov€ nejpiibuzngjsi, jsou tyto organismy
striktnimi aeroby. To jim narozdil od anaerobnich anoxygennich fototrofii umoznilo obsadit

mnohem $irsi ekologické niky.

2.2.1 Taxonomické zarazeni

Aerobni anoxygenni fototrofové byli zafazeni do podtfidy o tfidy Proteobacteria. Tato
tiida zahrnuje purpurové bakterie a jejich ptfibuzné a déli se dale na podttidy a, B, 7y, a 5.2
Bakterie obsazené v této tfidé se vyznacuji velkou riznorodosti co do tvaru i fyziologie. Odtud
také prameni nazev skupiny (Proteus byl fecky blih mofi, ktery na sebe mohl brat mnoho
podob).'2 Analyzy 16S rRNA téchto bakterii ale ukazuji vysoké procento homologie a prokazuji
tak piibuznost na pohled jinak velmi rozdilnych bakterii.'?

Pomoci téchto analyz bylo zjisténo, Ze evoluéné nejpiibuznéjsi jsou aerobni anoxygenni
fototrofové purpurovym nesirnym bakteriim.” V ramci podtfidy o nejsou oviem aerobni
anoxygenni fototrofové homogenni skupinou a vyskytuji se napfi¢ celym spektrem druhit do této
podtiidy spadajicich. Tento fakt tedy znamend, Ze aerobni anoxygenni fototrofové si nemusi byt

obecné blizce pribuzni® (obrazek 4).

-~ Paracoccus denitiiicans
T T Bhodobacter sphaeroides ¥

T Bhodobacter ¢ alus

e Lrythrobacter longus * %
N 7 Agrobacterium tumeiaciens
‘-1’:'_ ’ = Thichaclus novelhis
4 TTTT = Rhodopseudomonas paiustris ¥
i Thiobacillus acidophilus
o o~ Acidophilium cryptum %%
\:\\ Methylobacterium exterquens * %

S

> Bhodospirilium rubrum %

Obrazek 4 : Fylogeneticky strom podtfidy o tfidy Proteobacteria odvozeny na zakladé analyzy 5S rRNA
z reprezentativnich zastupci. * fototrofni purpurové fotosyntetické bakterie, ** aerobni fototrofni bakterie®

13



2.2.2 Vyskyt

Aerobni anoxygenni fototrofni bakterie byly doposud nalezeny pouze ve vodnim
prostiedi a to v moiské, brakické i sladké vodé€. Prvni popsani zastupci byli izolovani z povrchu
moiskych fas, pobfezniho pisku a z povlaki sinic a vody v pfilivové zon€ v Tokijském zalivu v
Japonsku.® V nasledujicich letech se podafilo izolovat zastupce aerobnich anoxygennich
fototrofu ze vzorku z Atlantského 1 Tichého oceanu, Stfedozemniho mofe”, Severniho mofe”,
zfiéni vody v Bajkalském regionu a z Neskucinského pramene v Rusku, Jaderského mofe,
termalniho pramene Usami v Japonsku, dokonce i z podmoiskych hydrotermalnich vyvéri na
hiebeni Juan de Fuca (v Tichém oceanu) z hloubky kolem 2 km pod mofskou hladinou.’

Pfi odebirani vzorkl na otevieném mofi bylo zjisténo, Ze vyskyt aerobnich anoxygennich
fototrof se méni s hloubkou. Pti vyzkumu zahrnujicim vzorky z Golfského proudu, Severniho
Pacifiku a Atlantského oceanu bylo zjisténo, Ze se zde tyto bakterie vyskytuji v povrchovych
vrstvach vody, jejich koncentrace se od hladiny zvySovaly az do hloubek okolo 25 az 50 m pod
hladinou, kde byly nejvyssi. Od této oblasti se jejich vyskyt spolu se stoupajici hloubkou vody
snizoval, v hloubkach kam pronikalo méné nez 1 % svételného zateni byly polty nalezenych
aerobnich anoxygennich fototrofu nejmen§1’.14

Aerobni anoxygenni fototrofové tvofili na riznych mistech Pacifiku a Atlantského
oceanu od 5 % do 16 % bakteridlni komunity. Vys8i procenta tvofili zejména v oblastech
chudsich na Ziviny'™ ", kde jim mozZnost kryt ¢ast své energetické potieby pomoci fotosyntézy a
omezena schopnost vazat oxid uhligity'® zfejmé poskytovaly nezanedbatelnou vyhodu oproti
Cisté heterotrofnim bakteriim.

Dosavadni vyzkumy tedy vyvratily pocatecni nazor, Ze aerobni anoxygenni fototrofni
bakterie obyvaji pouze malé, na Ziviny bohaté ekologické niky.'' Naopak se ukazuje, Ze se
vyskytuji v Sirokém spektru vodnich prostfedi od moiského ptes sladkovodni az po extrémni,
jako jsou termalni prameny a podmotské hydrotermalni vyvéry a Ze v n€kterych oblastech tvori

nezanedbatelnou &ast bakterialni komunity."*

2.2.3 Pigmenty

Pigmenty nachazenymi u vSech druhti aecrobnich anoxygennich fototrofti jsou karotenoidy
a bakteriochlorofyl a (Bchl a). Behl a je strukturou své molekuly velmi podobny chlorofylu a,

jedinou odlisnosti jsou jiné substituenty a jedna chyb¢jici dvojna vazba na tetrapyrolovém jadie
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(obrazek 5) a schopnost bakteriochlorofylu absorbovat zafeni i v infracervené oblasti spektra

v rozmezi 750 az 1100 nm."”

15,16

Obrazek 5 : Struktura molekuly bakteriochlorofylu a (vlevo) a chlorofylu a.

Bchl «a je pritomen jak v reakénich centrech, kde slouzi k vlastni pfeméné zativé energie
na energii chemickou (viz dale), tak i ve svétlosbérnych komplexech, kde slouzi pouze
k zachyceni energie kvanta zafeni a jejimu pfenosu do reakéniho centra. Je také jedinym typem
bakteriochlorofylu, ktery se u aerobnich anoxygennich fototrofii vyskytuje. Je to dano ziejmé tim,
Ze je v aerobnich podminkach ze viech znamych typi bakteriochlorofylu nejstabilngjsi.® Obsah
Bchl a v burikdch aerobnich anoxygennich fototrofi je vSak oproti purpurovym nesirnym
bakteriim vice neZ o ¥ad nizsi a pohybuje se v rozmezi 102° az 10" mol Bchl @ na buiiku.'' Jeho
syntéza je navic u aerobnich anoxygennich fototrofii silng inhibovana svétlem.'"'” Ve vsech
zkoumanych bakteriich byl esterifikovanym alkoholem v molekule Bchl a fytol a jedna se tedy o
nejroziifengjsi formu bakteriochlorofylu® (obrazek 5). Mnoho druhii bakterii viak jesté nebylo
dostate¢né¢ prozkoumano a je tedy mozné, Ze dalsi vyzkumy odhali u aerobnich anoxygennich
fototrofii i1 jiné formy bakteriochlorofylu.

Dal8im druhem pigmenti, které se v burikach aerobnich anoxygennich fototrofii vyskytuji
ve velkém mnozZstvi jsou karotenoidy, davajici mnoha bakterialnim kmenim této podskupiny
jejich typické zabarveni, které mize sahat od rGzové pies oranzovou az po Zlutou barvu."!
Absorbuji pfi jinych vinovych délkach nez Bchl a (mezi 350 a 600 nm'') a pomahaji tak
zv€tSovat rozsah zachycovanych a vyuzivanych vinovych délek svételného zateni. Protoze maji
strukturu konjugovanych dieni, mohou ve svych molekulovych orbitalech velmi dobie
delokalizovat neparové elektrony a slouzi proto jako ucinna ochrana pted reaktivnimi
slou¢eninami, které mohou vznikat béhem fotosyntézy.

Karotenoidy syntetizované aerobnimi anoxygennimi fototrofy maji oproti karotenoidiim

nalezenym v ostatnich fotosyntetickych organismech velmi neobvyklou strukturu® a nékteré
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z karotenoidii  obsaZenych v buiikdch aerobnich anoxygennich fototrofi nebyly nalezeny
v Zadném jiném organismu.

Karotenoidy nalezené v burikach aerobnich anoxygennich fototrofi jsou v podstaté
dvojiho druhu. VétSina (n€kdy az ptes 70 %") jsou velmi polarni karotenoidy, které nejsou
soucasti reakénich center ani svétlosbérnych komplext. V bakterii Erythrobacter longus byly
jako vétSinova slozka téchto ,,nefotosyntetickych karotenoidt v roce 1991 objeveny a popsany
zcela nové, sulfat obsahujici karotenoidy erythroxanthin sulfat a caloxanthin sulfat®® (obrazek 6).
Karotenoidy véazané na pigmentoproteinovy komplex reakéniho centra LH1-RC jsou méng
polarni.® Nékteré z nich jsou, co se vyskytu tyce, b&n&jsi, jako napfiklad zeaxanthin, ktery je
derivatem B-karotenu (obrazek 6). I zde byly ovSem nalezeny jiné, o poznani méné bézné
karotenoidy, které jsou svou strukturou v ramci purpurovych bakterii unikéatni.® Jejich piikladem
jsou bakteriorubixanthinal a spiriloxanthin (obrazek 6). Spiriloxanthin byl ovSem nalezen pouze

ve velmi malych mnoZstvich.®

HO B

{ -‘::‘\{4,»’:; 1 . } \“\3' . CHO

|
nat . .
:\\\[/
1
T ocH,
LS P W G
Dy o B g o g . \% Yo \\‘, e \! S \{f"‘ocna

D

Obrazek 6 : Struktura vybranych charakteristickych karotenoidG nalezenych v buiikdch aerobnich anoxygennich
fototrofi: (A) erythroxantin sulfat z E. longus, (B) zeaxantin z E. longus, (C) bakteriorubixantinal z E. longus,
(D) spiriloxantin z E. longus® (str. 112)

Karotenoidy nalezené v bakterii Erythrobacter longus mizeme tedy rozdélit do ti{ skupin:
(i) bicyklicke, (ii) monocyklické a (iii) acyklické. Toto komplexni spektrum karotenoidi se zda
byt ve shod€ s vyvojovou pozici aerobnich anoxygennich fototrofii na ptli cesty mezi typickymi

purpurovymi bakteriemi a aerobnimi organismy.®
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2.2.4 Reak¢ni centrum

Fotosyntetické reakéni centrum (RC) je definovano jako minimalni funk¢ni jednotka
schopna katalyzy svétlem indukovaného pienosu elektronli, vedouciho ke stabilnimu rozdéleni
nébojﬁ.g Ve vySSich rostlinach jsou reak¢ni centra nutnd pro fotosyntézu umist€éna na
thylakoidnich membranach v chloroplastech. Anoxygenni fototrofni bakterie ovSem chloroplasty
neobsahuji a fotosyntéza zde probihd na cytoplazmatické membrang'®, formace
intracytoplazmatickych membran ¢i invaginaci cytoplazmatické membrany byla popsana pouze
u Roseobacter denitrificans, Sandaracinobacter'® a Erythrobacter sp. OCh114."

U bakterie Erythrobacter sp. NAP1, se kterou jsme pracovali, se vyskytuje reakcni
centrum typu 2, tedy feofytin-chinonové.'' V dalim textu se proto budu zabyvat pouze timto
reakénim centrem a fotosyntetickymi pochody s nim spojenymi.

Reakéni centrum typu 2 se sklada ze ¢tyf proteinovych podjednotek oznacovanych jako
L (light), M (medium), H (heavy) a n€kterd RC obsahuji téZ cytochrom typu ¢ oznaCovany jako
C. Oznaceni L, M a H pochézi z prvotnich odhadi jejich relativnich molekulovych hmotnosti na
zakladé SDS-elektroforézy: .~21 kDa, M~24 kDa a H~28 kDa. Pozd¢jsi vyzkum ale ukazal, ze
s vyjimkou relativni molekulové hmotnosti podjednotky H nebyly tyto prvotni odhady presné.
Relativni hmotnosti uréené na zakladé aminokyselinového slozeni LM a H podjednotek jsou:
L~31 kDa, M~34 kDa a H~28 kDa."” Podjednotky L a M obsahuji pomémng velké mnoZstvi
hydrofobnich aminokyselin a tvoii kazdd 5 a-Sroubovic, jejichz pomoci jsou podjednotky
zakotveny do membrany. Na podjednotky L a M jsou vazany fotosyntetické kofaktory, kterymi
jsou jedna molekula karotenoidu, ¢étyfi molekuly Behl a (dvé z nich tvofi takzvany specialni par,
druhé dvé slouzi pouze jako ptidatné kofaktory), dvé molekuly bakteriofeofytinu (Bchl bez
atomu hot¢iku), dva chinony a jeden atom nehemového Zeleza (obrazek 7 na nasledujici strané).
Podjednotka H obsahuje hydrofobnich aminokyselin méné a tvofi pravdépodobné pouze jednu
transmembranovou a-Sroubovici.' V nepfitomnosti podjednotky H je komplex RC nestabilni a
podjednotka H tedy zfejmé plni funkci jakéhosi stabilizatoru. Karotenoidy v RC maji
svétlosbérnou funkci a slouzi také pii ochrané RC pied fotooxidaénim poskozenim.

Vlastni mechanismus funkce RC je v nékterych rysech podobny oxygenni fotosyntéze,
vysledkem je vSak pouze vznik protonového gradientu a nikoli redukovaného NADH ¢i NADPH.
V prvni fazi absorbuje specialni par Bchl a kvantum zafeni a dostane se tak do excitovaného

stavu, kdy je silnym redukénim ¢inidlem.
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Pfes pfidatny Bchl a je elektron pfeddn bakteriofeofytinu (Bfeo), ktery se tak stdva
anionradikédlem. ProtoZe jsou primarni donor i primdrni akceptor prostorové oddéleny molekulou
pfidatného Bchl a, dochdzi i k prostorové separaci naboje
a sniZuje se tak pravdépodobnost zpétné reakce. Vznikly
Bfeo™ ptedéd déle elektron molekule chinonu Qa a z néj
pak elektron putuje pfes nehemové Zelezo na chinon Qg,
ktery je ke komplexu poutdn jen volné. Cely pochod se
opakuje jeSté jednou a po obdrZeni druhého elektronu Qg
odebere dva protony z cytoplazmy, ¢imZ se plné redukuje

na QgH,, odpoutd se od komplexu RC a difunduje do

lipidni membranové dvojvrstvy smérem ke komplexu bc;.

(b)
Ten mu odebere elektrony i protony, protony jsou
-(‘y pfeneseny do  periplazmy a elektrony  jsou

prostfednictvim cytochromu c (obsahuje 4 hemy) piedany

zpét specidlnimu pdru Bchl a, ktery je takto znovu

o jf redukovén.'?

Komplex cytochromil bc; vykondva tedy takzvany

B s [ eecteriochioroshyil dimer Q-cyklus, jehoZz vysledkem je sniZovani koncentrace
- L Subunit . Monomeric bacteriochlorophylls o . . ., . .,
— T P protond  vcytoplazmé a naopak jeji zvySovani
I vbiauinones v periplazmatickém prostoru.
Non-haem iron
B coorenoic

Obrazek 7:(a) Trojrozmérnd struktura reakéntho centra typu 2: zelené — podjednotka M, lila — podjednotka L,
tmavé fialovd — podjednotka H, (b) Rozmisténi kofaktort: Cervené — Bchl a dimer (specidlni pdr), oranZova —
piidatné Bchl a, modie — bakteriofeofytiny, Zluté — chinony, $edé — nehemovy atom Zeleza, fialové — karotenoid®
(str. 170)

2.2.5 Svétlosbérné komplexy

2

Stejné jako vysSi fotosyntetické organismy obsahuji i aerobni anoxygenni fototrofové
svétlosbérné komplexy.'' Jejich funkce spociva v zachyceni energie svételného kvanta a v jejim
pfenosu na specidlni par Bchl a v reakénim centru. Jejich struktura je velmi riznorod4 co do
absorpCnich maxim a i1 pfes vyvojovou piibuznost s purpurovymi nesirnymi bakteriemi se od
jejich svétlosbérnych komplext svymi absorpénimi charakteristikami Casto 1isi 1 pres tyto
odli$nosti se ale zd4, Ze molekuldrni struktura LHC aerobnich anoxygennich fototrofti se od

LHC purpurovych nesirnych bakterii v z4sadé nelisi>. Pro jejich popis je tedy s nejvétsi
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pravdépodobnosti vyhovujici model ziskany na zakladé studia LHC bakterie Rhodobacter
sphaeroides.

Rozeznavame dva typy svétlosbérnych komplexii — LH1 a LH2. LH1 je pfitomen ve
vSech znamych fotosyntetickych bakteriich a je velmi uzce asociovan s RC. Sila asociace s RC
se u jednotlivych bakterialnich druht miize ligit."” LH1 obsahuje Bchl a, karotenoidy a dva typy
transmembranovych bilkovin — a a . Tyto polypeptidy maji relativni molekulovou hmotnost
zhruba 5 az 7 kDa a skladaji se z 50 az 60 aminokyselinovych zbytkd. Analyza aminokyselinové
sekvence ukazala, Ze o i B obsahuji tfi domény. Na N-konci, ktery vy¢éniva z membrany do
cytoplazmy a C-konci, ktery se nachazi v periplazmé, jsou poldarni, hydrofilni aminokyseliny.
Naproti tomu stfedni ¢ast sekvence sestava z asi 20 hydrofobnich aminokyselin a pomoci a-
Sroubovice, kterou tvofi, je polypeptid zakotven do membrany.

LH1 se sklada ze 16 dvojic polypeptidi o a B, na kazdou tuto dvojici pfipada jedna
molekula karotenoidu a dvé molekuly Bchl a. Celkové tvoii polypeptidy o a B kruh, kde
polypeptidy o jsou na vnitini strané a 3 na stran¢ vné&jsi. Mezi nimi jsou pak pies konzervované
histidiny vazany molekuly Bchl a, a to blize periplazmatickému prostoru, pficemz jejich
porfyrinové kruhy jsou kolmé na rovinu membrany. Uprostted tohoto kruhu je pak umisténo
reak¢ni centrum.

LH2 se, co do struktury, LHI velmi podoba. Také obsahuje transmembranové
polypeptidy a a B, Bchl a i karotenoidy. Rozdil je vSak v tom, ze LH2 je mensi, sklada se jen z 8
az 9 dvojic (podle bakterialniho druhu) polypeptidii o a 3 a obsazeny Bchl a je vazan jak blize
periplazmatického prostoru (18 molekul Bchl a, jejichz porfyrinové kruhy jsou kolmé na rovinu
membrany), tak i pobliz cytoplazmatické strany membrany (9 molekul Bchl a, jejichz
porfyrinové kruhy leZi v rovin€ rovnob€zné s rovinou membrany).

LLH2 absorbuji oproti LH1 pfi krat$ich vinovych délkach. Jsou-li LH2 pfitomny, pak jsou

umistény po obvodu LH1 a v centru celého komplexu je umisténo reakéni centrum. '

2.2.6 Regulace aerobni anoxygenni fotosyntézy a fixace CO,

Fotosyntéza je u aerobnich anoxygennich fototrofti regulovana tfemi zakladnimi faktory:
koncentraci Zivin rozpusténych v médiu, svétlem a pfitomnosti kysliku.

Pokusy s riznymi zastupci aerobnich anoxygennich fototrofii ukazaly, Ze maji-li ve svém
okoli dostatek zivin, uptednostiiuji vzdy heterotrofni rust a fotosyntézu omezuji.z"22 K néardstu

fotosyntetické aktivity dochazi az ve chvili, kdy organické substraty zacnou byt v médiu
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vyCerpany. Zda se tedy, Ze fotosyntézu pouzivaji pouze jako piidatny mechanismus zajist'ujici
jim piisun energie a preZiti i v prostfedi chudém na Ziviny.
Produkce pigmentoproteinovych komplexii LH a RC je u téchto bakterii inhibovana

e “l e 9.17.21
kontinualnim osvétlenim.” "

To se muze zdat nelogické, ale bunky se tak s nejvétsi
pravdépodobnosti chrani pred poSkozenim vysoce reaktivnim singletnim kyslikem (ten by
kombinaci Behl, kysliku a vysokych intenzit zafeni vznikal a poskozoval ¢asti buiiky).*'

Tretim faktorem regulujicim pribeéh fotosyntézy je koncentrace kysliku. Narozdil od
purpurovych nesirnych bakterii, které jsou schopny fotosyntézy pouze za anaerobnich podminek,
aerobni anoxygenni fototrofové naopak pfitomnost kysliku pro béh fotosyntézy vyzaduji a

%121 Moznym  vysvétlenim je  vysoky

v anaerobi6ze u nich fotosyntéza neprobiha.
oxidoredukéni potencidl chinonu Qa nezbytného pro fotoindukovany tok elektronti. Ten by byl
v anaerobnim prostiedi redukovan a tudiZ neschopen piijeti elektronu od specidlniho péaru
Behl a."®

Tolerance viaci kysliku tedy urcit€ pfindsi aerobnim anoxygennim fototrofim vyhodu
v mozZnosti obsazeni §irSich ekologickych nik (ve srovnani s anaerobnimi fototrofy) a moznost
zisku energie pomoci aerobni respirace pti zachovani schopnosti fotosyntézy, kterd mize slouzit
jako prfidatny zdroj energie pfi nizkych koncentracich Zivin. Kombinace heterotrofie
s fotosyntetickym  ziskdvanim energie jim jist¢ poskytuje vyhodu oproti ostatnim
mikroorganismim. Tyto vyhody jsou ale vykoupeny nutnosti slozité regulace fotosyntetickych
pochodd, které by v aerobnich podminkach mohly pii velké intenzité dopadajiciho zafeni vést ke
vzniku vysoce reaktivnich sloucenin pro buriku jedovatych.

1. 18,22 1 s7hodné neni

Fixace CO,, ktera byla u aerobnich anoxygennich fototrofi popsana
stejn¢ho typu jako pii oxygenni fotosyntéze (viz oddil 1.4). V zadném ptipad¢ zatim nebyl u
aerobnich anoxygennich fototrofi nalezen enzym RUBISCO, pro tento druh fixace
nezbytny.” '"'"* K fixaci tedy dochazi alternativni cestou, a to bud’ obracenym citratovym
cyklem, nebo pomoci enzymu fosfoenolpyruvatkarboxylasy (PEP karboxylasy). PEP
karboxylasa byla prokazana napt. v Sandaracinobacter sibiricus, Erythrobacter longus C¢i

Roseobacter denitrificans."® Ani jedna z téchto cest viak zatim nebyla s jistotou prokazana.
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3 Cil prace

Cilem mé prace bylo izolovat pigmentoproteinovy komplex LH1-RC z bun¢k aerobni
anoxygenni fototrofni bakterie Erythrobacter sp. NAP1 a urcit jeho pfibliznou velikost pomoci

elektroforézy v prostredi SDS.
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4 Material

4.1 Pouzité chemikalie

Tris: tris(hydroxymethyl)amindZthan, SERVA, Némecko
EDTA: ethylendiamintetraacetat, Lachema, CR

NaCl: Lachema, CR

HEPES: 4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonova kyselina, Sigma, USA
MgCl, - 6 H,O: Lachema, CR

CaCly: Lachema, CR

Sacharosa: Lach-Ner, CR

Glycerol: Lachema, CR

Methanol: Lachema, CR

DDM: dodecyl-B,D-maltosid, Fluka, Svycarsko
Lysozym: Dribezaisky pramysl Praha, CR

PMSF: fenylmethansulfonylfluorid, Fluka, Svycarsko
SDS: dodecylsiran sodny, Sigma, USA

Akrylamid: SERVA, Némecko

APS: peroxodisiran amonny, Lachema, CR

TEMED: N, N, N’, N'-tetramethylethylendiamin, SERVA, Némecko
2-merkaptoethanol: Fluka, Svycarsko

CBB: Coomassie Brilliant Blue R250, SERVA, Némecko
Bromfenolova modi: Lachema, CR

Bis: N, N'-methylen-bis-akrylamid, SERVA, Némecko
Glycin: REANAL, Mad’arsko

4.2 Pouzité pristroje
Ttepacka Elpan water bath shaker type 357
Ultracentrifuga Beckman Coulter Optima LE-80K Ultracentrifuge
Centrifuga Hettich Universal 32R s rotory r =66 mm ar = 105 mm
Spektrofotometr Spekol 11, Carl Zeiss, Jena, Nemecko
Spektrofotometr HEAIOS «, 103103, v 4.60
Sada pro elektroforézu, Owl P8DS, USA
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S Metody

5.1 Izolace pigmentoproteinovych komplexi LH1-RC**

Pfed zapocetim samotné izolace jsem si pfipravil sadu pufri o nasledujicim sloZeni:

Tabulka 1: sloZeni pufru TE-NaCl

pufr TE-NaCl, pH = 8,0

¢ (v pufru) m [g]

Tris 0,05 mol/l 3,028

EDTA 0,01 mol/l 1,861

NaCl 0,3 mol/l 8,766
H,O do 500 ml

Tabulka 2: sloZeni pufru A

pufr A, pH = 6,5

¢ (v pufru) m [g]
HEPES 0,05 mol/l 5,989
MgCl, 0,01 mol/l 1,017
CaCl, 0,03 mol/l 1,665
sacharosa 1 mol/l 171,15
glycerol 25 % (v/v) 125
H,O do 500 ml

Adjustaci pH na pfesnou hodnotu jsem provadél pomoci vodnych roztokii NaOH a HCI
k tomu urcenych.

Bakterie Erythrobacter sp. NAP1 byly péstovany v MBU AVCR v Tieboni a kultura byla
po zahu$téni zmraZena kapalnym dusikem a uchovavana pii —80 °C. Buriky jsem nechal
rozmrznout pfi laboratorni teploté. K bunkam jsem pfidal maly objem pufru TE-NaCl a
promichal. Nasledné jsem bunky odstiedil na centrifuze Hettich (16 920xg / 15 min. / 4 °C).
Takto ziskanou peletu jsem zvazil a resuspendoval v pufru TE-NaCl (4 ml pufru na gram bungk).
Poté jsem si pfipravil roztok lysozymu v pufru TE-NaCl o koncentraci 10 mg/ml a pridal
k suspenzi bunék takové mnozstvi, aby koncentrace lysozymu ve vzorku byla 0,02 % a smés
jsem dal inkubovat na tfepacku (34,5 °C, 175 min ') na 90 minut. Potom jsem pridal 11 pl
200 mM ethanolového roztoku PMSEF. Nasledné jsem buriky opakované homogenizoval pomoci
natahovani suspenze skrz Gzkou jehlu do sklenéné injekéni stiikaky a opétovného vytlaovani.
Materidl byl velmi viskozni, a tak jsem k lyzatu pfidal jesté 1 ml pufru TE-NaCl a opakoval

protahovani jehlou pomoci sklenéné injekéni stiikacky. Takto ziskany roztok jsem prevedl do tii
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mikrozkumavek a odstfedil na centrifuze Hettich (10620xg / 20 min). Usadily se velmi malé
pelety bilé barvy. Odd¢lil jsem supernatant, resuspendoval ho v pufru TE-NaCl a homogenizoval
ho pomoci injekéni stiikacky. Pak jsem vzorek odstfedil na ultracentrifuze Beckman Coulter
Optima LE-80K Ultracentrifuge (110000xg / ptes noc / 4 °C). Resuspendovat takto obdrZenou
peletu v pufru A bylo kviili viskozité (na povrchu byla pokryta slizovitym filmem) nemozZné.
Doplnil jsem tedy kyvetu pufrem TE-NaCl a vzorek znovu odstfedil na ultracentrifuze
(110 000x%g / 1 hod. / 4 °C). Protoze se sliz znovu usadil, sto¢il jsem vzorek znovu (110 000xg /
15min. / 4°C). Potom jiz byla viskozita vzorku o poznani men$i a vzorek jsem tedy
resuspendoval v 1,25 ml pufru A.

Jako dalsi krok jsem provedl extrakci vzdy 40 pul vzorku do 1 ml methanolu a zméfil
absorbanci pfi 771 nm na spektrofotometru Spekol 11. Pomoci Lambertova-Beerova zakona
jsem pak vypocital koncentraci Behl a ve vzorku, od ni se pak odvijelo mnozstvi DDM, které
bylo nutno ke vzorku pfidat. Poté jsem vzorek ptevedl do 2 mikrozkumavek, vloZil do plastové
lahvicky se Sroubovacim uzavérem, zamrazil spusténim do kapalného dusiku a uskladnil
v mrazicim boxu pii —80 °C.

Po rozmraZeni jsem vzorek ptevedl do malé sklenéné lahvicky, ptidal jsem 6 ul 10%
DDM, lahvicku vlozil do kadinky s nadrcenym ledem a roztok nechal inkubovat v lednici
1 hodinu za Setrného michani pomoci magnetického michadla. Pak jsem vzorek pfevedl do
mikrozkumavky a zcentrifugoval ho na centrifuze Hettich (23930xg / 2 hod. / 4 °C). Supernatant
jsem oddélil od sedimentu do druhé mikrozkumavky a jak supernatant, tak sediment jsem pak

vySe uvedenym postupem opét zamrazil.

5.2 Elektroforéza v prostredi SDS

5.2.1 Princip elektroforézy v polyakrylamidovém gelu za
pritomnosti SDS

Principem je déleni nabitych polypeptidi v elektrickém poli na zédklad¢ jejich rGznych
pohyblivosti. Aniontovy tenzid dodecylsiran sodny se vaZe svym uhlovodikovym (C,) fetézcem
na hydrofobni oblasti polypeptidl, ¢imZ je jednak denaturuje (polypeptidy ziskavaji podobny
valcovity tvar) a jednak jim udé€luje konstantni naboj na jednotku délky (zdporny naboj SDS
prekryje vlastni naboj polypeptidi). Polypeptidy se pak v elektrickém poli pohybuji smérem

k anodé.
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Polyakrylamidovy gel piipravime radikadlovou kopolymeraci akrylamidu a N, N’-
methylenbisakrylamidu (BIS). BIS slouzi jako sitovaci ¢inidlo. Velikost pora miizeme ovlivnit
koncentraci obou slozek a jejich vzijemnym pomérem. Jako iniciator reakce slouzi
peroxodisiran amonny. Ten se rozklada a radikaly vzniklé pfi tomto rozkladu iniciuji polymeraci.
Jako stabilizator volnych radikald a katalyzator reakce pridadvame N,N,N',N’-
tetramethylethylendiamin (TEMED).

Vzorky nanasime do velkoporového neboli fadiciho gelu. V ném se vzorky fokusuji do
ostrych zon. Na néj pak navazuje gel maloporovy neboli délici v némz pak dochazi k vlastnimu
délicimu procesu.

Elektroforézu je mozno provadét v gradientu koncentrace gelu, kdy se koncentrace

akrylamidu zvySuje ve sméru pohybu ¢astic.

5.2.2 Provedeni elektroforézy v prostredi SDS

Polyakrylamidové gely byly ptfipravovany podle Herbstové.?

Tabulka 4: SloZeni roztoki pro pfipravu gradientového déliciho gelu

koncentrace akrylamidu
roztok
8 % 16 %
1,5M Tris/HCI, pH=8,8 750 sl 750 4l
30% akrylamid 800 ud 1600 4l
destilovana voda 1388 ul 588 4l
10% SDS 30 wl 30 «al
10% APS 30 ml 30 el
TEMED 2,5 ml 2,5 ul
celkovy objem 3 ml 3ml

Tabulka S: SloZeni roztoku pro ptipravu velkoporového fadiciho gelu

roztok objem
0,5M Tris/HCI, pH=6,8 1000 1
30% akrylamid 533 ul
destilovana voda 2377 wl
10% SDS 40 ]
10% APS 40 wl
TEMED 10 ul
celkovy objem 4 ml
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Roztok APS jsem si ptipravil ¢erstvy pred kazdou elektroforézou a elektrodovy pufr jsem
pred pouzitim vzdy pétkrat fedil.

Pro ptipravu gelu s linearnim gradientem koncentrace akrylamidu jsem pouzival misi¢
gradientu. Uzavtel jsem kohout mezi obéma prostory a hadicku ustici z pravého prostoru jsem
prichytil k misici tak, aby jeji vytokovy otvor smé&foval nahoru. Do pravého prostoru jsem pak
podle tabulky 4 napipetoval roztok pro pfipravu 16% gelu, do levého prostoru pak roztok pro
ptipravu 8% gelu. Poté jsem otevrel spojovaci kohout a pomoci hadi¢ky jsem nechal obsah obou
prostoru za stalého michani magnetickymi michadly vytéct mezi pripravena elektroforeticka skla.

Pouzival jsem sadu standardi od firmy Sigma-Aldrich, katalogové cislo M-3788 o
rozpéti Mr 36 000-205 000.

Elektroforézu jsem provadél s aparaturou Owl P8DS v chladové mistnosti pii 4~7 °C.
Elektroforéza probihala vzdy za konstantniho napéti 30 V po dobu 15 hodin. Gely jsem barvil
v 0,25% roztoku Coomassie Brilliant Blue R250 ve smési ethanol-voda-kyselina octova (pomér
5: 5: 1) ptes noc. Poté jsem je odbarvoval v odbarvovaci lazni (sloZené z ethanolu, vody a
kyseliny octové v poméru 5: 5: 1) po dobu dvou az tfi dnii, pficemz jsem odbarvovaci lazen

pravidelné vyménoval.

5.3 Spektrofotometrie v oblasti UV-Vis

5.3.1 Princip spektrofotometrie

Tato metoda je zaloZena na absorpci zafeni o urcité energii zkoumanou latkou. Dopadne-
li na vzorek zafeni s vhodnou energii, je tato energie pohlcena a dochazi k excitaci elektronti
molekul vzorku na vyssi energetickou hladinu. Makroskopicky se tento jev projevi jako sniZeni
intenzity zafeni (nebo jeho ¢asti) po prichodu vzorkem.

Spektroskopii pouzivame k urceni koncentrace latek v roztoku (na zakladé Lambertova-
Beerova zdkona) nebo k charakterizaci latek pomoci jejich absorpcnich spekter. V prvnim
ptipadé¢ méfime pii fixni vinové délce, v druhém vinovou délku spojit¢ ménime. Pii UV-Vis
spektrofotometrii pracujeme se zafenim, jehoz vinova délka spada do ultrafialové ¢i viditelné

oblasti spektra.

5.3.2 Méreni absorp¢niho spektra vzorku

Obé mikrozkumavky (se supernatantem i1 sedimentem — viz kapitola 5.1) jsem rozmrazil

za laboratorni teploty. Poté jsem odebral 80 pl supernatantu a smichal s1 ml pufru A.
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7 mikrozkumavky se sedimentem jsem odebral pomoci $pachtle (vzorek byl viskoézni a neslo ho
odebirat pomoci pipety) mnoZstvi materidlu zhruba o objemu 20 ul a homogenizoval ho v 1 ml
pufru A. Nasledn€ jsem na spektrofotometru HEAIOS o proméfil absorpeni spektra supernatantu

1 sedimentu proti pufru A v rozsahu vinovych délek 300-1050 nm.

Cely postup jsem zopakoval jesté jednou, ale jako rozpoustédlo jsem pouzil methanol a

spektra jsem tudiz méfil proti methanolu.

27



6 Vysledky

Elektroforéza v prostfedi SDS poskytla nésledujici vysledky:
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

205 kDa

84 kDa

36 kDa

29 kDa
27 kDa

Obrazek 8: Snimek gelu ¢.1: svisla Sipka oznacuje smér gradientu koncentrace akrylamidu. Zbylé Sipky oznacuji
pruhy odpovidajici podjednotkdm M (29 kDa) a L (27 kDa). Nanesené vzorky: drahy 1 a 10 — 4 pl roztoku
standardd, drahy 2, 3, 4, 5 - 2, 5, 10 a 20 pl supernatantu (viz kapitola 5.1), drdhy 6, 7, 8, 9 — 20, 10, S a 2 pl
sedimentu. Gel je pfeveden do Cernobilého zobrazeni, kde jsou jednotlivé zony nejlépe odliSeny.

Kalibracni primka k obrazku 8

54 -
5.3 1
52
5.1 1

y=-1,243x + 5,523

4.9 -
4.8 - \4
4.7
46 4
°
45 T T T T T T \
01 0.2 03 0.4 05 0.6 0.7 08

relativni pohyblivost

Jlog Mr

Obrizek 9: Kalibra¢ni graf ke gelu ¢. 1, ktery byl vypracovdn na zdkladé relativnich pohyblivosti pouZitych
standardu o znamych relativnich molekulovych hmotnostech.
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Spektrofotometrickd méfeni vzorkii rozpust€nych v methanolu, respektive v pufru A,

poskytla nasledujici spektra:

0.35
0.3
0.25 -

0,15 A
0.1 -
0.05 1

Absorpéni kfivka (methanol)

———supermatant
—— sediment

300

T

T T T Y T T T T T T T

400 500 600 700 800 900 1000

A[nm]

Obrazek 12: Absorpcni spektra supernatantu a sedimentu pfi pouZiti methanolu jako rozpoustédla: Absorpce
v rozmezi 390-550 nm je zpusobena karotenoidy, maly pik pfi 771 nm je zpusoben Bchl a, absorpce pfi delSich
vinovych délkich je zptisobena komponentami komplexu LH1.

0.5 -
0,45 1
0.4 -
0,35 A
0.3 1

« 0.25 1
0.2 1
0.15 A

0.1 4
0.05 -

Absorpéni kfivka (pufr A)

—sediment
——supernatant

0 T
300
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Obrazek 13: Absorpéni spektra supernatantu a sedimentu pfi pouziti pufru A jako rozpoustédla: Absorpce
v rozmezi 400-600 je zplsobena karotenoidy, pik v oblasti 870 nm pfipadé n?gchl a a absorpce pri vétSich
vinovych délkach je zplsobena komplexem LHI. ke -
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7 Diskuse

Aerobni anoxygenni fototrofni bakterie byly objeveny relativné nedavno.*’ Jejich
reak¢ni centra nejsou doposud detailné prostudovana a charakterizovana a ani postupy vedouci
k izolaci té€chto reakénich center nejsou propracovany do detailti. Na pracovisti, kde jsem tuto
praci vypracovaval, se jednalo o prvni experiment stimto bakteridlnim materidlem a tedy o
hledani a zavadéni vhodného izola¢niho postupu. Hruby nastin izola¢niho postupu mi laskavé
poskytl RNDr. Michal Koblizek, Ph.D. z MBU AVCR v Tieboni. Ani na tomto pracovisti viak
jesté izolace RC neni dopodrobna propracovana, a tak jsem byl nucen nékteré kroky upravit.
Jednalo se zejména o pocet a délku centrifugacnich kroki, kterych jsem provadél vice ve snaze
zbavit material slizového obalu, ktery je pouzitym druhem bakterie tvofen a ktery velmi
znesnadiuje praci.

Z vysledku elektroforézy plyne, Ze preparat nebyl zcela Cisty. Je tedy nezbytné doplnit
izola¢ni postup o dalsi purifika¢ni kroky jako napt. gelovou ¢i ionexovou chromatografii nebo
ultracentrifugaci v hustotnim gradientu. Z vysledkt pokust dale vyplyva, Ze izolace neprob&hla
kvantitativné, velka ¢ast komplexu LHI-RC ziistala po extrakci v sedimentu. Homogenizace
pomoci injekéni stiikacky byla zfejmé nedostacujici, bude nutné nahradit ji G¢innéjSi metodou,
napf. pouzitim French pressu. Pro usnadnéni prace s materidlem bude dale nutné odstranéni slizu
jiz pted homogenizaci. Je mozné, Ze tento sliz navic poskytuje buikdm vyS$s$i mechanickou
stabilitu, ¢imz je ¢ini odoln&jsimi proti rozruseni. V jeho nepfitomnosti bude zfejmé i usnadnén
ptistup hypotonického pufru k buitkkam, coz také usnadni jejich rozruSeni a tim umozni i vyssi
ucinnost izolace RC.

[ pfes vySe zminéné nedostatky se mi vSak v preparatu z bakterie Erythrobacter sp. NAP1
podafilo prokazat proteiny odpovidajici svou relativni molekulovou hmotnosti (na zakladé
pohyblivosti pfi SDS-elektroforéze) podjednotkim M a L bakteridlniho reakéniho centra.
Hodnoty 29 a kDa pro podjednotku M a 27 a kDa pro podjednotku L. jsou mirné vyssi nez
hodnoty uvadéné v literatufe pro podjednotky M a L. RC purpurovych nesirnych bakterii.'* %
Vysledek SDS-elektroforézy byl ale v pom&mné dobré shodé s vysledkem obdrzenym z MBU
AVCR v Tieboni pro stejny bakterialni druh.” Spektrofotometricky zjisténa absorpéni spektra
vzorku jsou plné ve shodé s udaji z literatury'' a potvrzuji, Ze komplex LHI-RC byl v preparatu

ziskaném pouZzitym izola¢nim postupem skute¢né pfitomen.
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8 Zavér

Shromazdil jsem souhrn soudasnych znalosti o vyskytu a zakladnich fyziologickych
charakteristikach aerobnich anoxygennich fototrofnich bakterii.

Podafilo se mi izolovat transmembranovy pigmentoproteinovy komplex LHI1-RC
z aerobni anoxygenni fototrofni bakterie Erythrobacter sp. NAP1. Na jeho pfitomnost ukazovaly
vysledky pokust zahrnujicich elektroforézu v prosttedi SDS a spektrofotometrickda méfeni.
Elektroforézou zjisténé proteiny o relativni molekulové hmotnosti 29 a 27 kDa odpovidaji
ptiblizné podjednotkam bakterialniho reakéniho centra M a L uvadénym v literatuie.'™
Absorpéni spektrum v rozsahu vinovych délek 300-1050 nm je pln€ ve shodé¢ s tdaji nalezenymi
v literatufe.""

Pro uspokojivou charakterizaci komplexu LH1-RC je nezbytné zdokonalit izolacni

postup a ziskat tak tento komplex v €istsi podobé.
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