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CIiLE PRACE

Cile diplomové prace byly stanoveny nasledovné¢:

O

Vypracovat odbornou reSerSi na téma tylakoidy, tylakoidni membréna, jeji
proteinové sloZeni a proteomicka analyza

VyzkousSet a ptipadné optimalizovat kvantifikaci proteint zaloZenou na flourescenci
tryptofanu, ktery je soucasti jejich primarni struktury

Porovnat rizné metody Stépeni proteinti v roztoku v souvislosti s jejich pouzitelnosti
pro vzorky pochazejici z tylakoidni membrany

Pouzit vybrané¢ metody pro podrobnou charakterizaci proteinového slozeni

tylakoidni membrany u vybranych rostlin kultivovanych za rtiznych podminek



1 TEORETICKA CAST
1.1 FOTOSYNTEZA

Fotosyntéza je biologicky proces, pii némz dochéazi k pfeméné energie svételného
zafeni na energii chemickou. Svételnd energie se ukladd a nésledné je vyuzita pro
metabolismus organismu. Diky zachyceni svételné energie dochazi k redukci CO2, cozZ je
nezbytné pro biosyntézu organickych sloucenin (pfevazné sacharidii). Voda slouzi
u fotosyntézy jako donor elektronii a molekuldrni kyslik je tvofen jako vedlejSi produkt
(Vacha et al. 2005).

Pro spravné pochopeni procesu fotosyntézy je nutné podrobné znat jednotlivé slozky.
Konkrétné struktury PSI, PSII, LHCII, ATPé4zy a komplexu cytochromu bef- Je také dilezité
védet, jak tyto slozky interaguji a jaké vytvari superkomplexy (Dekker and Boekema 2005).

Primarni  procesy  probihaji v tylakoidnich  membranach,  konkrétné
v protein- pigmentovych komplexech. Tyto komplexy se déli dle své funkce do nékolika
skupin — svétlosbérné komplexy shromazd'ujici svételnou energii s ndslednym prenosem do
reak¢nich center, komplexy fotosystémt typu I a II s reakénimi centry pro primarni procesy
pfemén energie a cytochromy slouzici hlavné pro samotny transport elektrond, které se
uvoliiuji béhem primarnich procest separace naboje v reakénich centrech. Fotosyntetické
komplexy obsahuji proteiny nesouci molekuly podobné chlorofylu a jsou doplnény riznymi
typy karotenoidl (Vacha et al. 2005).

Fotosyntéza je zalozena bud’ na rhodopsinu, anebo na tetrapyrolovych barvivech.
Rhodopsin je tvofen opsinem, coz jsou transmembranové helixy vazajici chromofor retinal,
ktery zméni svou konformacni strukturu po absorpci svétla. Zména struktury z trans na cis
umoziuje transport vodikovych protonti z cytoplazmy do extraceluldrniho prostoru, a to
dava za vznik elektrochemickému gradientu protonti a pomoci ATP-syntazy je tvoieno ATP.
NejznaméjSim typem rhodopsinu je bakteriorhodopsin ¢i halorhodopsin, oba se vyskytuji
v domén¢ Archea (Sun et al. 2018).

Druhy typ fotosyntézy vyuziva tetrapyrolova barviva, tento systém lze jesté rozdélit
z hlediska produkce kysliku na fotosyntézu, ktera produkuje ¢i neprodukuje kyslik.
Fotosyntéza neprodukujici kyslik, anoxygenni fotosyntéza, probih4 anaerobné a nalezneme
ji napiiklad u bakterii (purpurové, zelené sirné i1 nesirné). Tetrapyrolova barviva stoji za
zbarvenim kvétin, ovoce ¢i kofenll (oranzova, zluta, ¢ervend) a zaroven jsou to prekurzory
pro biosyntézu fytohormonovych abscisovych kyselin (ABA) a strigolaktont (SL).

Karotenoidové derivaty funguji také jako signalni molekuly zprostfedkovavajici vyvoj



rostlin a reakce na podnéty z prostiedi. Zaroven jsou zékladni slozkou lidské vyzivy, jako
napf. provitamin A a antioxidanty, dilezité pro prevenci riiznych typli onemocnéni. Jedna
se o0 domény Archea, Eukaryota a Bacteria (Sun et al. 2018).

Oxygenni fotosyntéza probiha v sinicich a eukaryotech (sinice, fasy, rostliny).
Veskeré fotosyntetizujici eukaryotni organismy obsahuji specifické organely, chloroplasty.
Fotosyntéza vyuziva svételnou energii k syntéze ATP a NADPH, coZz nasledné vede
k produkei kysliku. Tento proces je katalyzovan c¢tyfmi membranovymi komplexy
rozdélenymi podle reakci, které katalyzuji. Fotosystém II (PSII) je definovan jako voda-
plastochinon-oxidoreduktaza, fotosyst¢ém I (PSI) pfedstavuje plastocyanin-ferredoxin-
oxidoreduktazu a F-ATPaza jako protonovd ATP-syntdza. Chlorofyly a dal§i pigmenty
zachycujici svétlo se nachazi pravé v PSI a PSII, diky nimz je energie pfevedena do
fotosyntetickych reak¢nich center, kde dochazi k excitaci specifického chlorofylového paru
a nasledné je iniciovana translokace elektronu pomoci kofaktoru pies membranu. Darce
elektronl je voda, ktera podstoupi oxidaci na Oz a ctyfi H, coz probéhne diky PSIIL.
Elektrony extrahované z vody jsou uzavieny pies chinonovy pool a komplex cytochromu
bsf do plastocyaninu, coz je maly rozpustny protein obsahujici méd’. Slunecni energii
absorbuje PSI a ten néasledné indukuje translokaci elektronu z plastocyaninu na vnitini
membrané (lumen) na ferredoxin, ktery se nachézi na opacné strané (stroma). Komplex
cytochromu bgf ptenasi elektrony a PSI s PSII slouzi k separaci nédbojii, to vytvari
elektrochemicky potencidl. Ten vyuzivd ATP-syntdza, jez je Ctvrtym proteinovym
komplexem, ke tvorbé ATP jako zdroje energie pro dalsi procesy v buiice (Nelson 2011).

Fotosynteticka reakéni centra (RC) obsahuji chlorofylovy par, ktery je schopen
oxida¢né-redukcnich reakei, a také obsahuji pigmenty schopné sbirat svétlo, ¢imz dojde
k excitaci chlorofylového paru. Tato centra se déli dle identity terminalniho elektronového
akceptoru do dvou skupin — RC1 s Fe-S klastrem (PSI, sirné zelené bakterie a heliobakterie)
a RC2 s mobilnim chinonem (PSII a fialové ¢i zelené filamentarni bakterie). RC1 obsahuje
jak jadrové proteiny, tak i chlorofyly vlastni antény jako komponenty elektronového pienosu
v ramci svych 11 transmembranovych helixti. Oproti tomu u RC2 jsou tyto funkce rozdéleny
mezi proteiny (Nelson 2011).

Vys$i rostliny jsou schopny absorbovat fotony ve svétlosbérnych komplexech LHC
(light harvesting complexes) — do dvou protein-pigmentovych superkomplexti — PSI a PSII.
Tato absorbovana energie smétuje dale do reakénich center, kde dojde k ptenosu elektroni
vedoucich k oxidaci vody, redukci NADP" a syntéze ATP. Tyto fotosyntetické procesy se

odehravaji v chloroplastech, zaroven zde probihd syntéza aminokyselin, mastnych kyselin,
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rostlinnych hormonti i sekundéarnich metaboliti. Fotosyntéza probihd ve vysoce komplexni
proteinové siti, a je ovliviitovana mnoZzstvim metabolickych procest. Tento fakt vede k tomu,
ze rizné modifikace n¢kterych genovych produktti (¢asto lokalizované pravé v chloroplastu)
mohou ovlivnit biogenezi organel a jejich fotosyntetickou funkci. Modelovym organismem
pro studium kvetoucich rostlin se stala rostlina husenicek rolni (4rabidopsis thaliana), diky
niz byly vyvinuty nové molekularni technologie pro identifikaci proteinli, urceni jejich
expresnich vzorct ¢i definice posttransla¢nich modifikaci a jejich funkci (Pesaresi et al.
2001).

PSII 1ze rozdélit do dvou subkomplexii — komplex LHC, ktery zachytava a rozdéluje
svételnou energii, a jadro PSII zahrnujici reakéni centrum (RC), kde dochézi k vyvijeni
kysliku (Stépeni vody spojeno s vyvojem kysliku). Anténa PSII je organizovdna do Ctyrt
anténnich komplexti, které se skladaji z proteind trimernich Lhcbl, Lhcb2, a Lhcb3
a z monomernich proteinii CP29 (Lhcb4), CP26 (Lhcb5) a CP24 (Lhcb6). Zminéné proteiny
vazi pigmenty, jako je chlorofyl, lutein, violaxantin a neoxantin. Jadro rostlinného komplexu
PSII zahrnuje pfiblizné 20 podjednotek piedstavujicich jak jednotlivé proteiny, tak
za proces Stépeni vody a vzniku kysliku, patti CP47 (PsbB), CP43 (PsbC), D1 (PsbA), D2
(PsbD). Jadrové podjednotky (vnitini proteiny) PSII jsou hydrofobni povahy.

Pokud dojde k poskozeni téchto vnitinich proteinti, miize dojit k uplné ztraté vyvoje
kysliku, jelikoz jsou zodpovédné za produkci a ptenos elektronil, tim padem v kone¢ném
disledku za produkci NADPH a ATP, oproti tomu vné&j$i proteiny jsou zodpovédné prave
za vyvoj kysliku (Silveira and Carvalho 2016).

PSI je pigment-proteinovym superkomplexem obsahujicim cca 19 podjednotek.
Antény se skladaji z trimert Lhea (1, 2, 3) a Lhca4. Trimery Lhcb, které jsou spojeny s PSII,
mohou za specifickych podminek migrovat z PSII na PSI. Tento jev je zavisly na fosforylaci
a pravdépodobné se podili na energetické rovnovdze mezi obéma fotosystémy b&hem
expozice svétla. Svételna energie shromazd'ujici se v LHCI je vyuzita v PSI k podpofeni
miry oxidace plastocyaninu a zvySeni produkce redukovaného ferredoxinu. Ferredoxin
(Fdx) je silné redukéni ¢inidlo a je dualezity pro redukci NADP' a tvorbu NADPH (Silveira
and Carvalho 2016).

Pokud je rostlina vystavena nadbytku dopadajiciho svétla nebo dochazi ke snizeni
asimilace CO> a tim dojde ke zméné zastoupeni elektronli, tak mohou tyto jevy vést
k ovlivnéni homeostazy. Vytvaii se piebytecna energie, kterd je extrémné Skodliva

a nebezpecna pro samotny metabolismus rostlinnych bunék. Disledkem mize byt zvySena
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akumulace reaktivnich sloucenin kysliku (ROS), coz miize vést k poskozeni tylakoidnich
membran 1 proteinovych struktur. Mezi antioxidac¢ni latky pulsobici proti ROS
mechanismem rozptylu nadbyte¢né energie patii napt. cyklus askorbat-glutathion, ktery l1ze

nalézt u chloroplasti (Silveira and Carvalho 2016).

1.2 PLASTIDY

V rostlinnych buiikach jsou plastidy mistem biosyntézy a skladovani karotenoidu.
Karotenoidy jsou lokalizovany v tylakoidnich membranach chloroplastii pro fotosyntézu
a fotoprotekci. Plastidy, specifické rostlinné organely, maji spoustu typti — proplastidy,
amyloplasty, etioplasty, chloroplasty a chromoplasty. Progenitorem vSech ostatnich typi
jsou proplastidy, které nejsou diferencované (Obrazek 1.) a obohacuji meristémové
a reprodukéni tkané rostliny. Etioplasty tvofi mezistupeil vyvoje a obsahuji protochlorofylid.
Plastidy skladujici skrob, jsou amyloplasty a ty lze nalézt v semenech, kotenech nebo
hlizach. Fotosyntetické plastidy v zelenych tkdnich rostlin 1ze oznacit jako chloroplasty.
Chromoplasty obsahuji masivné nahromadéné karotenoidy, pravé v barevnych kvétech,

ovoci ¢i zelening (Sun et al. 2018).

proplastid etioplast amyloplast chloroplast chromoplast
. ..
karotenoidl
Prolameldrni télo Membrana Tylakoid Globulérni,

Sekvestrace

fibrilarni, krystalicka, karotenoidii

membrana nebo tubul

Obrazek 1. Zobrazeni vyvoje plastidii od progenitoru proplastidu s pozvolnou diferenciaci a postupnym nariistem

karotenoidu, prevzato (Sun et al. 2018).

Dulezitym rysem plastidil je vztah k morfologii a funkci rostlin. Vytvaii odezvu na
environmentalni i vyvojové signdly, coz je dilezité hlavneé pro vyvoj rostlin a dozravani
ovoce (chloroplasty se méni na chromoplasty) a senescenci (chloroplasty se méni na

gerontoplasty). Dynamicky vyvoj plastidii je regulovan hlavné komplexem TOC (translokon
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vnéj$i membrany chloroplastu). Plastidy se také mohou pohybovat a redistribuovat uvnitf
bunky, coz miiZe nastat pfi zmén¢ Zivotniho prostiedi (Ling and Jarvis 2015).

Plastidy exprimuji geny, které lze rozdélit do 3 tfid — I. geny kodujici Casti
fotosyntetického aparatu, II. geny kodujici komponenty genetického systému, III. geny
kédujici dalSi funkce. Zaroven maji také specifické mechanismy k importu proteint
z cytosolu. Dtlezita podobnost s mitochondriemi je takova, ze chloroplastové proteiny jsou
z velké cCasti prekurzory obsahujici Stépitelnou zacilovaci sekvenci na terminalnim amino
konci, ktera se oznacuje jako tranzitni peptid. Nejdiive interaguje prekurzor s chloroplastem
prostfednictvim tranzitniho peptidu v komplexu TOC a nasledné s TIC (translokon vnitini
membrany chloroplastu), kde dochazi ke Stépeni tranzitniho peptidu. Studie hovoii o tom,
ze regulace importu zprostiedkovana komplexem TOC vyznamné ovliviiuje vyvoj plastidi

(Ling and Jarvis 2015; Tiller and Bock 2014).

1.3 CHLOROPLASTY

Chloroplasty ptedstavuji specifické rostlinné organely, fotosynteticky aktivni
plastidy, a maji nepostradatelnou funkci pro spravny pribéh fotosyntézy (Obrazek 2.).
Zaroven maji vyznamnou roli v primarnim i sekundarnim metabolismu. Pokud je rostlina
pestovana ve tmé, plastidy se pieméni na etioplasty se semikrystalickou strukturou
(prolameldrni té€lisko obsahujici lipidy a protochlorofylid oxidoredutdzu zévislou na
NADPH). JestliZe tato rostlina je ndsledné vystavena svételnému zafeni, prolamelarni télisko
se rozpadne a vytvori se tylakoidni membrana, ¢imz vznikne plné¢ funkcni chloroplast.
Biosyntéza chlorofylu zacind z glutamatu, ktery se metabolizuje na kyselinu
5 - aminolevulovéa (ALA) s naslednou pfeménou na protochlorofylid. Diky svételné aktivaci
je protochlorofylid pfeménén pomoci oxidoreduktazy zavislé na NADPH na chlorofyl. Pro
samotny vyvoj chloroplasti jsou nezbytné cytokininy, coz jsou vsestranné rostlinné
hormony regulujici fyziologické a vyvojové procesy, bunécny cyklus, aktivitu kofenovych
a vyhonkovych latek ¢i vétveni kofent (Cortleven et al. 2016).

Chloroplast je obalen dvéma membranami, vnéj$i a vnitini, které jsou od sebe
oddéleny mezimembranovym prostorem. Tylakoidni membrana v chloroplastech je
organizovana do dvou typt — stromalni a granalni tylakoidy. Stromalni tylakoidy pfedstavuji
hmotu, kterd se nachazi mezi vnitini a vnéj$i membranou, oproti tomu grana jsou tvofena
nékolika tylakoidy nashromazdénymi na sobé. Samotny fotosynteticky aparat se nachazi

pravé v tylakoidech. Cytochromy jsou rozmistény rovnomérné v tylakoidnich membréanéch,
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tylakoidni membrany pftiléhajici na sebe v granech obsahuji vétSinou PSII, naproti tomu
membrany tylakoidii odvracené ke stromé obsahuji pfevazné komplexy PSI. Jelikoz se
v komplexech objevuji pigmenty podobajici se chlorofylu, maji komplexy vyrazné
absorp¢ni a fluorescencni vlastnosti, coz 1ze vyuzit ke studiim optické mikroskopie. Linearni
rozvétvené struktury jsou tvofeny stromuly (stroma-filled tubules), coz jsou mobilni
vycnélky, propojeni mezi rostlinnymi chloroplasty. Stromuly zajiSt'uji ptenos molekul mezi

vzéajemn¢ propojenymi chloroplasty (van Doorn and Yoshimoto 2010; Vacha et al. 2005).

H,0 co,

Photosystm Il

Calvin cycle
Granum lamella Electron transport chain y Stroma
Thylakoids Photosystm | ~.., GO
Chloroplast \ NADPH
0, Sucrose, starch

Obrazek 2. Zobrazeni probihajici fotosyntézy v chloroplastech, svételna reakce v tylakoidech chloroplastu. Nejdrive je
slunecni energie absorbovana a prenesena pomoci pigmentii za rozkladu vody. Kyslik je nasledné uvolitovan a elektrony
uvolnéné oxdaci se prenesou na NADP™ Fetézcem pienosu elektronii (PET) a vodik redukuje NADPH. Zdroven dochdzi
k Cerpani protonii ze stroma do tylakoidni dutiny, ¢imz se vytvori transmembranovy protonovy gradient (Fidi fosforylace
ADP na ATP). Pri temné reakci fotosyntézy je NADPH a ATP vyuzito k asimilaci uhliku v Calvinové cyklu a CO, se
redukuje na sacharidy (Gan et al. 2019).

Ve stromé chloroplastii probihaji zmény energie, kdy se protony pievadi ze stromy
do lumenu tylakoidd, a to vytvaii hybnou protonmotivni silu (pmf) pies tylakoidni
membranu. Tato hybna sila fidi syntézu ATP pomoci ATP-syntazy, ktera se sklada ze dvou
slozek — DpH (gradient koncentrace protonu) a Dc (rozdil nadboje, tzn. membranovy
potencial, pfes tylakoidni membranu). Jsou zde uplatnény dvé negativni zpétné vazby.
Lumindlni pH a fotosyntéza zavisla na pH je spojena s celkovou amplitudou pmf. Nedavné
studie prokazaly, Ze regulace pmf hraje dulezitou roli v rychlosti ptizpisobeni fotosyntézy,
kdy dojde ke zméndm intenzity svétla (mutanti defektni ve schopnosti modulovat amplitudu
¢i slozeni pmf vykazuji defekty ve fotosyntetické u€innosti a ristu) (Armbruster et al. 2017;

Cortleven et al. 2016).
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1.4 TYLAKOIDY

Tylakoidy si lze pfedstavit jako konzervované energetické transdukéni membrany
obsahujici mnoho bilkovin, které se akumuluji pfevazné v PSII. Nachazi se ve stromé
chloroplasti a jejich slozitd struktura obklopuje vodnou fazi, lumen (Rast, Heinz, and
Nickelsen 2015).

Béhem fotosyntézy, probihajici v tylakoidni membrané, jsou fotony absorbovany
anténnimi pigmenty a excitacni energie je pfenasena z mista absorpce do reakénich center.
U prokaryot nejsou tylakoidni membrany izolovany od cytosolu, kdezto u eukaryot jsou
tylakoidy obklopeny stromou a obéma obalovymi membranami, kter¢ spolu tvoti chloroplast
jako bioenergetickou organelu. U vyssi rostlin jsou tylakoidy skladany do tzv. gran.
Tylakoidni membrany obsahuji proteiny vazajici chlorofyl a karotenoidy a zde dochazi
k zachyceni svétla. Kazdy fotosystém ma reakéni centrum, které fidi tok elektronti z PSII do
PSI prostfednictvim komplexu bgf. Tok elektrontl je fizen svétlem a diky nému dochazi
k oxidaci molekul vody, ¢imZ vznika molekularni kyslik a také probiha redukce NADP*
a generovani protonového gradientu pifes membranu s kyselym pH, které je generovano na
lumindlni stran¢ tylakoidni membrany. Rychlost vyvoje molekularniho kysliku mtze byt
brana jako mira fotosyntetické ti€innosti (Checchetto et al. 2013).

Stejn¢ dulezité jako fotosyntetické komplexy protein-pigment, jsou také komplexy
protein-lipid zajiStujici stabilitu membranové dvojvrstvy a aktivitu fotosyntetickych
komplexii. Lipidy tvoii matrici tylakoidi a vytvari dualezit¢é hydrofobni prostredi
a fotosynteticky aparat, skladajici se zkomplexu protein-pigment. Obsahuje hlavné
fotosynteticky transportni fetézec (PET) napfi¢ tylakoidy, kam jsou ptivadény elektrony.
Diky PET jsou generovany nosic¢e energie, NADPH a ATP, ty jsou vyuzity pro syntézu
sacharidli z CO,, ¢imz fotosyntéza vytvari zakladni potravinovy fetézec. Plastochinon
a plastocyanin patfi mezi hlavni slozky tylakoidl, a slouzi k pfenosu elektronti mezi
komplexy protein-pigment (PSI, PSII) pies cytochromovy komplex bsf. ATPazovy komplex
umi vyuzit energii, kterd je uloZena v protonovém gradientu pomoci PET k syntéze ATP

(Rast et al. 2015).

1.5 TYLAKOIDNI MEMBRANY

Tylakoidni membranovy systém se vyvinul u oxygennich fotosyntetickych
organismu z diivodu zlepSeni u¢innosti zachyceni dopadajiciho svétla. Jedna se o zplostélé

membranové vezikuly, kde se odehrava sbér svétla a prenos energie. V rostlinnych buiikach
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jsou tylakoidni membrany diferencovany na grana a stromalni tylakoidy. Pfi probihajici
fotosyntéze dochéazi k vyznamnym strukturnim i funkénim zméndm ovlivitujicim sloZeni
a samotnou organizaci membrany (Unnep et al. 2014).

Tylakoidni membrany vytvaii v chloroplastu kontinualni trojrozmérnou sit
uzavirajici vodni prostor, tylakoidni lumen. Ve zralych chloroplastech a sinicich jsou
sestaveny do multilamelarnich membranovych systémi. Multilamelarni systém ma svij
vyznam napiiklad pfi interakcich protein-protein nebo pii skladani granularnich membran,
kde jsou membrany lateralné rozdéleny, které jsou obohaceny o PSII a PSI. Trojrozmérné
modely ukazuji, ze PSII a LHCII se nachazi v granech a PSI a ATPéaza pfevazné ve
stromalnich tykaloidech. OvSem muze nastat reorganizace a reverzibilni zmény zplisobené
svétlem ¢i zménami pH v PSI, coz lze povazovat za soucast adaptace na svételné podminky
a fotoprotekéni mechanismus rostlin. Pro funkéni plasticitu je dilezita flexibilita
fotosyntetického aparatu, ovSem faktory zivotniho prostfedi mohou zplsobit strukturalni

zmény pusobici zmény funkce (Garab 2014)

1.6 MEMBRANOVE PROTEINY

Funkce membranovych proteind spo¢iva hlavné v transportu iontd ¢i molekul
a podili se také na transdukci energie. Daji se rozdélit na iontové kandly, membranové
receptory a transportéry. lontové kandly umoziuji difuzi latek skrz hydrofobni lipidovou
dvojvrstvu, membranové receptory maji nenahraditelnou funkci v biochemickych
a signaliza¢nich drahéch. Transportéry dostavaji molekuly ¢i ionty pies membranu a zaroven
jsou schopny likvidovat bunéény odpad. Samotna 3D struktura membranovych proteinti byla
charakterizovdna rliznymi experimentdlnimi metodami — napf. nuklearni magnetickou
rezonanci (NMR), rentgenovou krystalografii nebo kryoelektronovym mikroskopem. Jejich
jejich inserci v lipidové membran¢€, obsahu cholesterolu a hydrofobni hustoté lipidové
dvojvrstvy. Membranové proteiny obsahuji nékolik domén a to extraceluldrni (ucast
v signalizaci, interakce), intracelularni (aktivuji signalni dradhy, ukotveni cytoskeletalnich
proteinll), intramembranovou (péry, kandly). Transmembranové proteiny vétSinou jsou
amfipatické, tzn. maji riznou elektronegativitu a hydrofobicitu podél své struktury (diky
tomu mohou byt v kontaktu s vodou i s membranou). Struktura i funkce je zavisld na

posttransla¢nich modifikacich — fosforylace, glykosylace (Almeida et al. 2017).
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Hlavni prekazka, ktera omezuje jejich studium, souvisi s jejich strukturou. Na svém
povrchu maji hydrofobni charakter a je tedy dulezité tyto struktury udrzet v lipidovém
prostiedi, kdy diky tomu zistanou stabilni a udrzi si integritu. Za G¢elem udrZeni integrity
membranového proteinu byla popsdna rtizna feSeni napodobujici nativni prostiedi lipidové
dvojvrstvy. Vytvaii se tedy specifické konstrukce (scaffoldy), jez jsou zalozeny na
polymerech, peptidech a proteinech, a ty vytvofi pas kolem hydrofobni Casti a stabilizuji

proteiny (Salvador et al. 2019).

1.7 PROTEOMICKA ANALYZA

Pojem proteomika je znam od roku 1997 a jedna se o védni obor, ktery se zabyva
globalni analyzou genové exprese pomoci kombinaci rtiznych technik. Casto dochazi ke
spojeni proteomiky s genomikou ¢i transkriptomikou, diky ¢emuz mohou byt feSeny rizné
otazky tykajici se bunétné biologie. Diky proteomickym analyzam je mozné jednoznacné
identifikovat (pomoci sekvenovani proteint), kvantifikovat a charakterizovat proteiny ve
vzorku. Je také mozné propojeni proteint a sekvenci DNA, a mapovat tak dana mista. Jedna
se o funk¢ni molekuly a lze sledovat rozdily v expresi gentl, posttranslacnich modifikacich
nebo protein-proteinovych interakcich. Samotny pocet kopii mRNA v butice nemusi odrazet
zalozenym pravé na kvantifikaci mRNA. Prvni zminky o proteomické analyze se vyskytuji
v roce 1950 (Edmanovo odbouravani). V dnesni dobé umoznil obrovsky rozvoj mékkych
ioniza¢nich technik a nanokapilarni kapalinové chromatografie analyzu proteinii a peptidi
v komplexnich biologickych vzorcich s citlivosti dosahujici az 107! mol (Celis et al. 1998;
Mallick and Kuster 2010).

Transkriptomika neni schopna poskytnou komplexni obraz genové exprese. Pro lepsi
porozuméni expresi, posttranskripéni kontrole a posttranslacnim modifikacim proteinii byla
pouzita praveé proteomika. Proteomika vyuziva nejnovéjsi technologie a zaroven spoléhé na
mikrochemickou charakterizaci peptidi. I v 1ékarském vyzkumu se proteomika stala bézné
pouzivanym nastrojem. Mezi prikopnické studie se fadi analyza proteini ziskanych
z lumenu a membranovych povrchovych tylakoidi chloroplastii izolovanych z hrachu
(Peltier et al. 2000).

Ovsem na pocatku se tento védni obor opiral o spoustu metod, které se postaraly
o dalsi rozvoj, nicméné i dnes jsou stale vyuzitelné. Konkrétné byla vyuzivana Edmanova

degradace (odbouravani), ktera byla aplikovana od roku 1950. Jedna se o metodu, ktera je
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zalozena na sekvenovani proteint, kdy reaguje fenylisothiokyanat s N-koncovou skupinou
aminokyseliny a pomoci kyseliny fluorovodikové tuto koncovou ¢ast 1ze odstépit v podobé
cyklického thioazolinonu. Vyhoda této metody spociva v tom, Ze je mozné proces libovolné
opakovat a postupné od N-konce sekvenovat i polypeptidy o délce 70 aminokyselin. Velka
nevyhoda této metody je identifikace pouze jednotlivych proteind, coz znamen4, Ze ji nelze
pouzit pro obséhlejsi vzorky se smési proteinti. Postupem ¢asu bylo Edmanovo odbouravani
nahrazeno rychle rozvijejici se hmotnostni spektrometrii (Shimonishi et al. 1980).

V pocatcich byly vyuzivany také elektroforetické metody, které jsou zavislé na
elektroforetické mobilité sledovanych struktur. Jedna z prvnich metod byla zaloZena védcem
Laemmlim vroce 1970, kdy pouzil rtizné¢ varianty gelové elektroforézy. Pii této
elektroforéze byl pouzivan dodecylsulfat sodny (SDS), coz je silny aniontovy detergent
zajistujici rozvolnéni trojrozmérné struktury a zaroven dodava jednotny zaporny naboj.
Diky tomu se proteiny pohybuji skrz pory gelu pouze dle své velikosti. Dnes se tato metoda
stadle hojné¢ vyuzivd a je oznacovana jako SDS-PAGE (sodium dodecylsulfate
polyacrylamide gel electroforesis), tedy elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za
ptitomnosti dodecylsulfatu sodného (Peltier et al. 2004).

Pokud je zadano vétsi rozliSeni a samotnd SDS-PAGE neni dostacujici, tak je casto
doplnéna o druhy rozmér. Jednd se o separatni metodu oznacujici se jako
dvoudimenzionalni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (2-DGE), konkrétné se jedna
o spojeni s izoelektrickou fokusaci (IEF). V prvnim rozméru dojde nejdiive k rozdéleni
proteint dle izoelektrického bodu a nésleduje druhy rozmér, ktery dé€li proteiny dle jejich
velikosti. Diky tomuto spojeni dochdzi k vétsSimu rozliSeni a Ize analyzovat rizné izoformy
1 posttranslacni modifikace (Peltier et al. 2004).

Biochemie a molekuldrni biologie se neobejde bez stanoveni celkového proteinu.
Pomoci UV spektrometrie 1ze stanovit celkovy protein v télesnych tekutinach ¢i roztocich
proteinti. OvSem nelze tuto metodu pouzit k analyze lyzati tkani celych bunék, jelikoz
ptitomné nukleové kyseliny silné absorbuji svétlo ve stejném rozmezi jako proteiny, ¢imz je
narusena detekce. Naopak tato interference je potlaena pii pouziti barviv a stanoveni
proteinu je na zakladé¢ zmétené absorbance ¢i fluorescence v oblasti viditelného svétla.
Studie ukazaly, Ze obsah tryptofanu v proteinech miize byt stanoven pomoci zméteni jeho
fluorescence v plné denaturovanych proteinech (napt. pomoci SDS, B-merkaptoethanolu).
Lze tedy vyuzit méteni fluorescence tryptofanu pro kvantifikaci proteinovych a peptidovych
smési za pouziti standardnich fluorescencni spektrometrii ¢i mikrotitratnich desticek

(Wisniewski and Gaugaz 2015).
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Od 80. let 20. stoleti se zaCalo hojné vyuzivat peptidové sekvenovani (PS)
v kombinaci s tandemovou hmotnostni spektrometrii (MS/MS) a to hlavné diky rozvoji
ionizac¢nich technik. Mezi nejvice zndmé mekké ionizacni techniky patii ionizace laserem
za ucasti matrice (MALDI) a ionizace elektrosprejem (ESI), jez se spojuji s kapalinovou
chromatografii (LC). Nyni se Casto tyto metody spoji v LC-MS/MS a je dosazeno rychlé
identifikace a separace, pifi pouziti izotopovych znacek je také moznd kvantifikace

(Damodaran et al. 2007).

1.7.1 Vyuzivané metody

Diive byly hojné vyuZzivany elektroforézy, které byly jednoduse, a pfitom efektivné
schopny separovat urcité proteinové komplexy a ty se mohly nasledné zpracovavat. Pii této
metodé dochéazi k separaci nabitych latek, které se pohybuji v elektrickém poli diky
vloZzenému napéti. Elektroforeticky lze oddélit podle molekulovych hmotnostni také
molekuly RNA ¢i DNA. Mezi ¢asto vyuzivané separacni matrice se fadil z pocatku agar,
agardza, polyakrylamid a kompozitni agardzo-akrylamidové gely. Pfi porovnani vysledki
za pouziti riznych gelovych matric bylo zji§téno, Ze naslednd samotnd separace
hmotnostnim spektrometrem je zavisla na pouzité gelové matrici. Elektronova mikroskopie
ukdzala, Ze pohyblivost pozorovand v agardézovych gelech pfimo odrazi molekularni
velikost (mobilita klesala se zvysujici se molekulovou hmotnosti), kdezto polyakrylamidové
gely ne (provedeno u DNA). To, jak budou jednotlivé proteiny ¢i proteinové komplexy
migrovat gelovou matrici, samoziejmé zavisi na stupni denaturace, kdy dojde k rozvinuti

jejich 3D struktury (Stellwagen 2014).

Agarozové gely

V roztoku vytvari molekuly agardzy specifické struktury podobné civkam, a to
hlavné pii vyssich teplotach. Pokud dojde ke sniZeni teploty, vytvafi se agar6zové fetézce
spirdlovych vlaken, které jsou na sebe vazdny pomoci nekovalentnich vazeb a vznika gel

(Stellwagen 2014).

Polyakrylamidové gely

Tyto gely jsou vytvotfeny reakci akrylamidu se zesitovacim cinidlem N, N'-
methylenbisakrylamidem (BIS). Slozeni gelu je dano stupném zesitovani (T) a koncentraci
zesitovaciho ¢inidla (C). Polyakrylamidové gely maji polydisperzni strukturu, kterd je

zpiisobena BIS, protoZze ten polymeruje rychleji nez akrylamid. Z tohoto divodu
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polyakrylamidové gely obsahuji vysoce zesitované uzly bohaté na BIS spojené fidce
zesitovanymi vladkny bohatymi na akrylamid. Pokud je analytem protein, velikost port
odpovida portim bohatym na BIS. Ov§em u DNA molekul, které jsou v porovnani s proteiny

vétsi, dochazi ke zpomaleni migrace v mistech bohatych na akrylamid (Stellwagen 2014).

Nativni elektroforéza

Tato metoda se vyuziva k separaci proteint a proteinovych komplext tehdy, pokud
chceme zachovat proteiny v nativnim, nedenaturovaném a enzymaticky aktivnim stavu.
Velmi cCasto je nativni elektroforéza pouzivana jako prvni rozmér, kdy druhy rozmér bude
jiz denaturujici, napiiklad SDS-PAGE, kde se rozvolni vyssi struktury proteint a rozseparuji
se na podjednotky. Spojeni téchto dvou elektroforéz miize byt oznaceno jako dvourozmérna
nativni elektroforéza (2D CN/SDS-PAGE). Nasledn¢ po druhém rozméru jsou proteiny
v purifikovaném stavu a lze je identifikovat pomoci MS po enzymatickém Stépeni
(Shukolyukov 2011; Wittig, Karas, and Schiagger 2007).

Konkrétné u proteini izolovanych z tylakoidnich membran je mozné pouzit
bezbarvou nativni elektroforézu (CN-PAGE), jelikoz ve vzorku je obsazen chlorofyl
(pigment-proteinové komplexy), ktery obarvi separované prouzky. OvSem tuto metodu lze
pouzit pouze pro ty proteiny, které maji hodnotu izoelektrického bodu (pI) nachézejici se
v pH, pii kterém je elektroforéza provadéna. Vychazi z predchazejici techniky, modré
nativni elektroforézy (BN-PAGE) zroku 1994. Hlavni rozdil, mezi CN-PAGE
a BN — PAGE je ten, ze se nepouzivd modré barvivo Coomassie brilliant blue, které se
adsorbuje na proteiny a mohlo by dojit ke zkresleni vysledkil, jelikoz takto obarvené proteiny
se mohly pohybovat k anod¢. Mezi prvotni experimenty, kdy byla pouzita CN-PAGE ve
spojenim s BN-PAGE (dvourozmérné uspotadani), se tadi separace mitochondridlnich
komplexii dychaciho fetézce (Krause 2006; Wittig et al. 2007).

Pti separaci pomoci CN-PAGE je velmi ¢asto pouzit gradientovy polyakrylamidovy
gel se zaostfovacim gelem. Pti pouziti gelu 4-20 % (w/v) je mozné separovat proteiny
v hmotnostnim rozmezi 10°-10% Da. Proti zp&tné agregaci separovanych proteinii je v gelu
vzdy pfitomen v nizké koncentraci detergent, velmi ¢asto dodecyl-B-D-maltosid (DBM).
Jako vhodné podminky pro spravny pribéh CN-PAGE se uvadi teplota 4 °C (Kikuchi,
Hirohashi, and Nakai 2006). Velkd vyhoda CN-PAGE, oproti BN-PAGE, je také to, ze
metoda mize byt pouzita i pro proteiny znacené fluorescenéneé. Modré barvivo plisobi az
v 95 % pripadi jako zhaSe¢ fluorescencniho signalu. Commassie je také schopno

rozvoliovat slabé proteinové interakce (Wittig et al. 2007).
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Nativni elektroforéza nalezne uplatnéni ve studiu biomolekul od biotechnologii po
forenzni védu, jelikoz je mozné sledovat enzymatickou aktivitu v metabolickych sitich
a poskytuje pfesné informace o bunéénych procesech. Z hlediska velice komplexnich vzork

je schopna oddélit rizné zbytky, proteiny, lipidy ¢i nukleové kyseliny (Auger et al. 2015).

2D-gelova elektroforéza

Jedna se o separacni metodu oddélujici proteiny dle jejich izoelektrického bodu (pl)
apoté dle velikosti. Je to jedna znejcastéji pouzivanych technik ve srovnavacich
proteomickych analyzach, kde je mozné rozlisit tisice proteinii v jednom experimentu.
Po provedeni obou rozméri jsou gely pro lepsi vizualizaci proteinli obarveny a analyzovany
pomoci softwarit pro vyhodnoceni obrazu pro komplexni kvalitativni a kvantitativni
zkoumani proteomu (Goez et al. 2018).

Prvotni experimenty pouzivajici 2-DGE k separaci a analyze byly uskute¢nény
vroce 1975, nicméné tato metoda se stdle pouziva nejen k analyze proteomu, ale také
biomarkert, izoforem a posttransla¢nich modifikaci. Je také finan¢né dostupna a nevyzaduje
slozit¢ laboratorni vybaveni, pficemz nabizi spolehlivé a reprodukovatelné vysledky.
Velkou vyhodou je kompatibilita s hmotnostni spektrometrii. Casto se vyuziva v prvnich
krocich analyzy, které slouzi k popisu sloZzeni konkrétniho typu vzorku v daném ¢asovém
bod¢ a za danych podminek. Také 1ze tuto metodu pouzit ke zkoumani klinickych projeva
raznych infekci, napt. MRSA (kmen zlatého stafylokoka), pomoci porovnavani cilenych
exoproteinil vylucovanych na zéklad¢ hustoty a velikosti skvrn (Goez et al. 2018; Magdeldin
et al. 2014).

IEF separuje proteiny v pfitomnosti elektrického pole, kde se nachazi ionizované
latky vytvafejici pH gradient. Casto se miizeme setkat s kapilarni izoelektrickou fokusaci
(CIEF). Jedna se o techniku, kterou poprvé popsal Hjertén a Zhu v roce 1985 a dnes tvofi
pilit analyzy proteintl, zejména v biofarmaceutickém priimyslu a je schopné kvantifikovat
proteiny, které maji rozdilné ndboje (posuny pl vkyselém ¢i zasaditém prostiedi).
Proteinovy analyt je injektovan do kapilary v pfitomnosti amfolytl vytvafejicich pH
gradient pfi elektrickém proudu a polymerni matrice (methylcelul6za). Pokud se proteiny
dostanou do bodu, kdy budou nést nulovy naboj (pl), dochézi k separaci. Tato technika mé
dalsi vyhodu v tom, Ze je schopna sledovat separaci v redlném case. Diky IEF, zejména
CIEF, jsme schopni charakterizovat proteinové deamidace vznikajici pii degradaci proteini
¢i peptidl, nejcastéji ovliviluje asparagin nebo glutamin. Pfi vzniku meziproduktu,

sukcinimidu, dojde ke sniZeni pl daného proteinu (Gervais and King 2014).
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Polyakrylamidovy gel obsahujici dodecylsulfat sodny vytvaii druhy rozmér
a proteiny se zde separuji dle své molekulové hmotnosti (MW). Poslednim krokem je
obarveni geli modrym barvivem Coomassie Brilliant Blue, které umozni detekci proteind.
Mezi dal§i metody zajistujici detekci proteinit je barveni stfibrem ¢i fluorescenénimi
barvami.

Pii nasledné analyze obrazu jsou pouzivany specifické techniky detekce
proteinovych skvrn, segmentace a kvantifikace na urovni exprese proteinu na zakladé poctu
pixell. Velmi casto se po naskenovani objevuji rtizné anomalie, napiiklad Sum kolem
proteinové skvrny, pruhy, saturace skvrn atd. Také se miize liSit pozadi v zavislosti na
technickych specifikacich zobrazovacich systémt, které se pouzivaji k zachyceni
zminéné anomalie, které vedou k chybnym detekcim skvrn. Konkrétné se jednd o regulaci
intenzity pixelll (normalizace obrazu), korekci Sumu a redukci Sumu (filtrace), jinak je
mozna ztrata ptisluSnych informaci a ziskani nereprezentativnich dat (Goez et al. 2018).

Poté jsou skvrny obsahujici separované proteiny vyfiznuty z gelu a enzymaticky
nastépeny, ¢imz vzniknou peptidové fragmenty, a ty jsou nasledné analyzovany na MS.
Vysledkem jsou spektra, kterd ptislusi danym proteintim a identifikace je provedena pomoci
databazi.

Diky hmotnostni spektrometrii je mozné provést detailni identifikaci proteint.
Provadi se bud’ pomoci ,,otisku prstu peptidi (peptide mass fingerprinting, PMF) nebo
sekvenovanim aminokyselin peptidd (PS). Informace o sekvencich z MS/MS analyz je
mozné pouzit k ovéfeni identifikace proteini na bdzi PMF, coz pii velkém poctu
komplexnich vzorkli neni praktické. Je ale také mozné k identifikace pouzit pouze PMF

(Damodaran et al. 2007).

1.7.2 Proteomika chloroplastii a tylakoidnich membran

Experimentalni identifikace proteinii chloroplastli je nezbytnd pro presnéjsi
definovani funkce a sloZeni. Informace o vyvoji organel a homeostaze jsou dulezitym
doplitkem k transkripénim datlim a rozsifuji data ke genomovym sekvencim (Pesaresi et al.
2001). Pro studie, tykajici se riznych chloroplastovych procest a struktur, je prvni krok ten
zpiisoby izolace stromdlnich membran, tylakoidnich membran a subchloroplastt

tylakoidniho lumenu z listového materidlu. Poté lze tyto frakce vyuzit pravé pro rizné

vvvvvv
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experimentlim, kdy je mozné sledovat diferencialni expresi za pouziti dvourozmérné gelové
elektroforézy ¢i hmotnostni spektrometrie, ale také pro dalsi testovani enzymatické aktivity
¢i pouziti pro CN-PAGE, ktera se v tomto odvétvi velmi Casto vyuziva (Shukolyukov 2011).

Chloroplasty byly poprvé popsany vroce 1848 Ungerem, ktery je popsal jako
struktury vazané na pigmenty. Pozdéji v 19. stoleti Schimper nazyval tyto struktury
,,Chlorophyllkérner a podrobnéji je také charakterizoval. Velky posun v charakterizaci
a struktufe nastal diky tehdy novym metodam (Obrazek 3.). Pomoci svételného mikroskopu
byly popsany plastidy jako bunécné slozky obsahujici chlorofyl a dalsi pigmenty vyvijejici
se z bezbarvych prekurzori. Jiz tehdy si Schimper vS§iml, ze existuji rizna vyvojova stadia
a typy plastidii. Zanedlouho, po vynélezu elektronového mikroskopu, byly pofizeny prvni
mikrofotografie chloroplasti, diky tomu byly provedeny dalsi studie. Ke konci 50. let jiz
byly popsany podrobnéjsi struktury tylakoidd a zaaly probihat diskuze ohledné jejich
biogeneze (Mechela, Schwenkert, and Soll 2019).

(b
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Obrazek 3. Zobrazeni struktury a vyvoje chloroplastii. a) Prvni prifez chloroplastem tulipanu, b) Predpokladany obsah
chloroplastu, kdy byla myslenka sloZeny slozenych stromit a pojenych tylakoidii; c) Predpokladalo se, Ze k diferenciaci na
zralé chloroplasty dochazi invaginaci vnitini obalky, kdy se rozdéli na disky a ty se nasledné na sebe naskladaji a propoji;
d) Moderni zobrazeni diferenciace chloroplastii z proplastidii; e) Elektronova fotografie skutecného usporadani gran;
f) Znazornéni organizace chloroplastu a propojenych tylakoidu,; prevzato (Mechela et al. 2019).

Déle byla studovana prolamelarni téliska, coz jsou parakrystalické struktury z lipidii
a proteinu (NADPH-dependentni protochlorofylid oxidoreduktazy). Bylo zjisténo, ze po
ozéfeni se prolamelarni télisko rozptyli a poté se zacnou tvofit tylakoidy. JelikoZ se jedna o
experimenty, které 1ze snadno svételn€ nastavit, byl tento proces velmi Casto vyuzivan ke
studiu chloroplasti. U zralych chloroplasti predstavuji tylakoidni membrany velice

dynamicky systém, kdy dochazi k pohybu proteinti, zejména komplext sbirajicich svétlo.
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Slozky slouzici k syntéze a udrZeni tylakoidi pochazi z vnitiniho obalu chloroplastu
(Mechela et al. 2019).

Mezi prvotni proteomické experimenty tykajici se identifikaci proteint
z tylakoidnich membran se fadi postupy s vyuzitim cyanobakterii (Synechocystis 6803). Zde
se poprvé izolovaly membrany ve zcela vycCisténém stavu, a to konkrétné odstiedénim
v hustotnim gradientu sachar6zy. Diky pouziti protilatek proti plazmatickym membranam
bylo zjisténo, Ze timto postupem izolace jsou tylakoidni membrany az z38 %
kontaminovany pravé témito membranami. Nasledovala dvoudimenzionalni elektroforéza,
diky které byly separovany proteiny, a ty byly identifikovany metodou Edmanova
odbouravani. V tylakoidnich membranach bylo nalezeno malé mnoZzstvi chlorofylu
(0,8 a 0,14 mg chlorofylu / mg proteinu), kdy jest¢ nebyl znam jeho ptivod (Norling et al.
1998).

Dnes jsou membranové proteiny extrahovany a CiStény za pouziti detergentu,
nicméné je zde moznost, Ze dojde k poskozeni integrity proteinu. Re$enim toho problému
mohou byt kopolymery styrenu a kyseliny maleinové, které by pfimo z nativni membrany
extrahovaly proteiny (Hesketh et al. 2020).

V tylakoidni membranég, jak jiz bylo feceno, se nachazi tisice proteind, pigmentl
a fotosyntetickych kofaktort, které se nachdzi ve dvojvrstvé obsahujici glycerolipidy.
Nejedna se ale o fosfolipidy, jako u bunéénych membran zvitat, hub ¢i fotosyntetickych
bakterii, ale o nefosforované mono- a digalaktosyldiacylglyceroly. Dalsi ¢ast tvofi aniontové
lipidy se zapornym nabojem (napf. fosfatifylinositol) (Kobayashi 2016). Pro lipidovou
kompozici u chloroplastt je dilezity pozadavek na spravny prubeh kyslikové fotosyntézy.
Lipidova dvojvrstva tedy poskytuje dvojvrstevnou matrici pro fotosyntetické proteinové
a kofaktorové komplexy a zdroveil zabranuje volné difuzi iontt (Domonkos, Laczkd-Dobos,
and Gombos 2008). Bylo také zjiSt€no, Zze samotna biosyntéza a homeostaza lipidd je
diilezita pti samotné tvorb¢ tylakoidli a ovliviluje tim vyvoj chloroplastli i samotné rostliny.

Prvni experiment, ktery se zabyval pravé izolaci superkomplexu PSII -LHCII
v nativni form¢ (Eshaghi, Andersson, and Barber 1999), za pouziti jednostupnové
solubilizace detergentu. Fotosystém II se nachazi, jak jiz bylo fefeno, v tylakoidni
membrang sinic a chloroplastii rostlin. Obsahuje velké membranové proteiny a ve spojeni
s jadrovym komplexem PSII existuje sada proteinii vazajicich chlorofyl a/b, ktery ptisobi
jako antény pro sbér svétla. Zde je vyuzivana svételnd energie k fizeni redoxnich reakci,
které katalyzuji oxidaci vody a redukci plastochinonu. Jako detergent byl pouzit

dodecylmaltosid, ktery jemné solubilizoval tylakoidni membrany pied odstifedénim
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v gradientu sachardzy a byly izolovany 3 pruhy pomoci SDS-PAGE. Izolovany komplex byl
izolovan s vysokou aktivitou vyvijeni kysliku.

Samotna oxygenni fotosyntéza je pohanéna PSI a PSII, coZ jsou dva velké komplexy
protein-kofaktor v tylakoidni membrané. K oxidaci vody dochéazi v PSII a diky ni rostlina
dostava potiebné elektrony, protony i kyslik. Tato studie navazuje na predchozi
elektronovou mikroskopii a elektronovou krystalografii a popisuje strukturu PSII pomoci
rentgenového zafeni na zdklad¢ krystal plné aktivnich pfi oxidaci vody. Diky tomu
experimentu byly poskytnuty informace ohledné struktury proteinovych podjednotek
a kofaktorii s jejich prostorovym uspofadanim. Zde Ize nalézt informace o velikosti, tvaru
1 poloze manganového klastru, diky némuz je zprostiedkovana oxidace vody (Zouni et al.
2001).

Dutlezité informace byly ziskany z experimentu, ktery byl zaméfen na PSI. Byly
sledovany bunky (Synechocystis sp. PCC 6803) postradajici PSI, pticemz PSII byl zachovén,
anebo postradajici oba. S naslednym porovnavanim snemutovanymi buitkami byly
zkoumany specifické role fotosystémt, jejich architektura, struktura i pocet tylakoidnich
membran. Struktura tylakoidnich membran Synechocystis byla vazné naruSena u mutanta
postradajiciho PSI. Tylakoidni membrany ve tvaru listu byly nalezeny v bunikach bez PSI,
a to konkrétné ve vSech stadiich vyvoje. U dvojitého mutanta bylo téchto tvarti o poznani
méné a byly zde neuspotadané. Je tedy pravdépodobné, ze strukturni rozdily v tylakoidni
membrané odrazi zmény ve slozeni fotosyntetickych cCastic. Zaroven se tyto zmény
promitnuly i v distribuci membranovych proteini a v pozménénych interakcich s lipidovou
dvojvrstvou. Touto studii bylo potvrzena diilezitost PSII pti tvorbé tubularnich struktur (Van
De Meene et al. 2012).
vychézel z nizkého mnozstvi vychoziho materidlu a Spatné mechanické stability tylakoida
Arabidopsis. K ptekonani téchto omezeni byla ptivodni metoda izolace zménéna tak, Ze byl
vynechan druhy krok promyvani, ktery odstranil periferni proteiny ze stromalniho povrchu
tylakoidi. Diky provedené analyze bylo zjiSténo, ze lumena tylakoidi méla vysokou
koncentraci proteint a byly nalezeny i nové lumenalni proteiny. Jelikoz genom Arabidopsis
thaliana je stle vice jasnéjsi, byla metoda izolace upravena na tuto modelovou rostlinu, kdy
byla pouzita 2-DGE. Rostlina byla péstovana hydroponicky a po deseti dnech byly jeji listy
sklizeny. Izoelektrickd fokusace byla provedena v prvnim rozméru, pfi¢emz byly proteiny
solubilizovany v 5SM mocoving, 2M thiomocoving, 4% (w/v) CHAPS, 20mM DTT.

Izoelektrickd fokusace byla provedena v prvnim rozméru a pro druhy rozmér byl pouzit
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gradientovy gel s modifikovanym Laemmli-SDS. Po obarvenim stfibrem a naskenovani,
nasledovalo $tépeni proteinti v gelu s pouzitim trypsinu. Nasledovala analyza pomoci
MALDI-TOF. Na gelech bylo odhaleno pies 300 riznych skvrn, které byly nésledné
analyzovany na hmotnostnim analyzatoru. V lumendlni frakci bylo detekovano nejvice
plastocyaninil a byly detekovany i nové proteiny (Kieselbach et al. 2000).

Pozornosti neunikly ani polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU), jelikoz
karcinogenni a teratogenni ucinky téchto latek jsou v rostlinnych bunikach zndmé a zaroven
PAU piisobi negativné na Zivotni prostiedi. Devét dni byl do zivného roztoku byl ptfidavan
fenanthren a bylo predpokladano poSkozeni vnitini struktury chloroplastli. K analyze byly
pouzity izobarické znacky pro relativni a absolutni kvantifikaci s néslednou fetézovou
polymerazou reakci. Bylo snizeno a identifikovano 8 proteint se souvisejicich s tylakoidy
a 4 proteiny byly up-regulovany, coz byl divod, pro¢ si chloroplast udrzel svtjj kulaty tvar
(Shen et al. 2019).

Byly provedeny cetné experimenty tykajici se morfologie chloroplastii az k novym
poznatkiim tykajici se diferenciace chloroplastl, biogenezi a struktury tylakoidd, avSak
kromé struktury ziistdvaji pfesné mechanismy, jimiz je tylakoidni membrana tvoifena, do
znaéné miry nevysveétlena. Je to dano velmi dynamickym systémem, protoze rostliny se musi
rychle pfizpiisobovat zménam prostiedi (Pribil, Labs, and Leister 2014), napf. jsou schopny
tolerovat az 95% ztratu bunééné vody a jsou schopny po rehydrataci plné€ regenerovat, tzn.

ozivit tylakoidni membranu véetné funkeni fotosyntézy (Sherwin and Farrant 1998).
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 CHEMIKALIE

BioRad (USA)

Akrylamid, N,N-methylenbisakrylamid, Precision Plus Protein All Blue Prestained Protein
Standards

BioTech a.s. (CR)

Agardza

Fluka (USA)
Deoxycholat sodny (SDC), mocovina, N,N,N‘,N‘-tetramethylethylendiamin (TEMED),
thiomocovina, tris-2-karboxyethyl-fosfin (TCEP), uhli¢itan triethylamonny (TEAB)

GE Healthcare (GB)
2-D Quant Kit

Goldbio (USA)
Coomassie Brilliant Blue G-250

Lachner (CR)

Chlorid sodny, chlorid hofe¢naty, kyselina octova, sachar6za

Merck (GE)
Ethanol, hydroxid amonny, methanol, MS voda

Promega (USA)
Sequencing Grade Modified Trypsin

Serva (GE)
Dodecylsulfat sodny (SDS), glycin, persulfat amonny (APS)
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Sigma (USA)

2,2-Bis(hydroxymethyl)-2,2',2"-nitrilotriethanol (Bis-Tris), 2-4-(2-hydroxyethyl)-
piperazin-1-yl)-ethansulfonovad kyselina (HEPES), 6- benzylaminopurin (BAP), aceton,
acetonitril (ACN), sérovy hovézi albumin (BSA), apotransferin, [B-kasein (KAS),
bromfenolova modr, dimethylsulfoxid (DMSO), dithiotreitol (DTT),
ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA), glycerol, hexahydrat chloridu hotfe¢natého,
hydrogenuhli¢itan amonny (AmBi), isopropanol, jodacetamid (IAM), kyselina mravencni
(FA), kyselina trifluorostova (TFA), lysozym (LYS), myoglobin (MYO), n-dodecyl-p-D-
maltosid (DBM), ovoalbumin (OVA), tris(2-carboxyethyl)phosphin hydrochlorid (TCEP),
tryptofan (TRP)

2.2 MATERIAL
Dr. Maisch GmbH (GE)
Reverzni faze Reprosil GOLD C18 (5 um, 3 pm)

Eppendorf (DE)
Mikrozkumavky (0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml), pipety (1-10 pl; 10-100 pl, 100-1000 pl), Spicky (1-
10 pl; 10-100 pl, 100-1000 pl), davkovaci spicky (1-10 pl; 10-100 pl)

New Objective (USA)
Kapilérni pfedkolona IntegraFrit (75 pl x 3 cm), kapilarni kolona Silica Tip (50 pm x 20 cm)

Sigma (USA)
3M Empore High Performance Extraction Disks — C18 (octadecyl) 20 each/47 mm
extraction disks, kalibrované pH papirky (pH 0,0-14,0; 0,0-6,0; 7,0-14,0),

Simax (CR)

Sklenéné odmérné valce, sklenéné kadinky, sklenéné ty¢inky

Thermo Fisher Scientific (USA)
Mikrotitracni 96-jamkové desticky
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Waters (USA)

Total recovery vials

2.3. PRISTROJOVE VYBAVENI
Amersham Biosvience Corp (USA)
Skener Umax U9908- HARO

Bibby Scientific (UK)
Vortex mixer Stuart SA8

Bio-Rad (USA)
Vertikalni elektroforéza s elektroforetickou komorou Mini-PROTEAN Tetra Systém, zdroj
pro elektroforézu POWERPAC 1000

Biochrom (USA)
Spektrofotometr WPA Lightwave II.

Biosan (USA)
Magneticka michacka MS-3000

Biosciences (UK)

Scanner ke snimani gelti ImageScanner

Bruker Daltonics (GE)
UHR Q-TOF maXis

éerpadla Kougiil (CR)
Gradientova peristaltickda pumpa PCD21

Eppendorf (GE)

Centrifuga 5430R, Thermomixer Comfort, vakuova odparka Concentrator Plus

29



IKA (USA)

Tyc¢ovy laboratorni homogenizator Laboratortechnik T25 basic, vortex MS2 Minishaker

Infors AG (S‘vﬁcarsko)

Ttepacka Infors Wavetec

Kraintek (CR)
Sonifikaéni lazen K-2L

Major Science (USA)
Termoblok MD-01

MS instruments (UK)
pH metr pH50

Radwag (USA)
Analytické vahy Radwag X XA 110/2X

Sartorius (GE)
Centrifuga Sigma 3-30 K

Snijders Scientific (USA)
Fytokomora Microclima MC 1750

Thermo Fisher Scientific (USA)
Centrifuga IEC CL31R Multispeed, systém kapalinové chromatografie UltiMate 3000

RSLCnano System

Vibra (JAP)
Predvazky AJ-420CE (Shinko Denshi)
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2.4 ROZTOKY
Steriliza¢ni roztok

- 70% (v/v) ethanol ve vodé

Hoaglanduv roztok
- 0,4 M Ca(NOs3)2 . 4H20; 0,15 M K»>SOq4; 0, 13 M MgSO4 . 7H20; 0,02 M KCI; 0,05 M
KH2PO4; 1 mM H3;BOs3; Im M MnSO4; 0,1 mMCuSOs . SH20; 1 mM ZnSO4 . 7H,0;
5 uM (NHs4)sMo07024 . 4 H>0; 0,04 M Fe-EDTA

Izolace tylakoidnich membran
- Pufr A (homogenizaéni pufr): 35 mM HEPES pH 7,2, 400 mM sacharéza, 400 mM
NaCl, 4 mM MgCl,, 5 mM askorbat sodny, 2 mg/ml BSA
- Pufr B (resuspendaéni pufr 1.): 25 mM HEPES pH 7,2, 150 mM NacCl, 8 mM
MgCl, 1 mM EDTA
- Pufr C (resuspendaéni pufr 2.): 50 mM HEPES pH 7,2, 400 mM sacharéza, 15
mM NaCl, 5 mM MgCl;

Stanoveni koncentrace chlorofylu

_ 80% (v/v) ACN

WF Assay pracovni roztoky
- I: 10mM Tris/Cl pufr pH 8,5
- II: 10mM Tris/Cl pufr pH 8,5; 8M mocovina
- III: 10mM Tris/Cl pufr pH 8,5; 8M mocovina; 5 mM DTT

Pufry pro rozpousténi proteinit WF Assay
- 1 (nativni): 10mM Tris/Cl pufr pH 8,5
- 2 (denaturaéni): 10mM Tris/Cl pufr pH 8,5; 8M mocovina
- 3 (denaturacni a redukéni): 10mM Tris/Cl pufr pH 8,5; 8M mocovina; SmM DTT

Nativni elektroforéza (CN-PAGE)

- Zasobni roztok akrylamidu/bisakrylamidu (AA/BIS): 50% T, 2,6% C
- Zasobni roztok gelového pufru (6x koncentrovany): 0,3 M Bis-Tris/HCI pH 7,
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3 M aminokapronova kyselina

Zasobni katodovy pufr (10x koncentrovany): 0,15 M Bis-Tris/HCI pH 7, 0,5 M
Tricin

Katodovy pufr (1x koncentrovany): 15 mM Bis-Tris/HCI pH 7, 0,05M Tricin,
0,056 mM DBM, 1,4 mM SDC

Anodovy pufr: 50 mM Bis-Tris/HCl pH 7

Pufr C (vzorkovaci): 50 mM HEPES/NaOH pH 7,2, 0,4 M sachar6za, 5 mM
MgCl,.6H>0, , 15 mM NaCl, 10% glycerol

10% (v/v) roztok APS

SDS-PAGE

Zasobni roztok akrylamidu/bisakrylamidu (AA/BIS): 50% T, 2,6% C
Zasobi gelovy pufr (4x koncentrovany): 2,8 M Tris/HCI pH 8,6

Katodovy pufr: 0,25 M Tris, 1,92 M glycin, 35 mM SDS

Anodovy pufr: 0,5 M Tris/HCI pH 8,3

Ekvilibraéni SDS pufr: 25 mM Tris/HC1 pH 7,2, 35 mM SDS, 35 mM DTT
10% (v/v) roztok APS

Barveni gelu pomoci Coomassie brilliant blue

Barvici roztok: 0,12% (w/v) koloidni Coomassie brilliant blue G-250, 10% (w/v)
(NH4)2SO4, 10% (v/v) ortho-H3POs, 20% (v/v) methanol

Odbarvovaci roztok: 5% (v/v) kyselina octova

Stépeni proteinii v roztoku

Extrakéni pufr A: 100 mM TEAB pH 8,5, 6 M mocovina, 2 M thiomoc¢ovina
Extrakéni pufr B: 100 mM TEAB pH 8,5, 6 M mocovina, 2 M thiomocovina,
5% (w/v) SDC

Extrakéni pufr C: 100 mM TEAB pH 8,5, 6 M mocovina, 2 M thiomocovina,
0,5% (w/v) SDC

Reduk¢ni ¢inidlo: 100mM TEAB pH 8,5, 25mM TCEP

Alkylaéni ¢inidlo: 100mM TEAB pH 8,5, 330mM [AM

Zasobni roztok trypsinu: trypsin 5 ug/ul v 0,1% (v/v) FA
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Stépeni proteinii v gelu
- Odbarvovaci roztok: 100 mM AmBi pH 8, 50% (v/v) ACN
- Reduk¢ni ¢inidlo: 100 mM AmBi pH 8, 10 mM DTT
- Alkylaéni ¢inidlo: 100 mM AmBi pH 8, 55 mM [AM
- Stépici roztok: 20 mM AmBi pH 8, 20 ng/ul trypsinu

Extrakce peptida
- Extrakéni pufr: 30% (v/v) ACN, 5% (v/v) FA

Frakcionace peptidii na C18 reverzni fazi v usporadani Stage Tip

- Promyvaci roztok: 5% (v/v) FA

- Eluéni roztok 1: 8% (v/v) ACN, 25 mM NH4HCO3 pH 10

- Eluéni roztok 2: 12% (v/v) ACN, 25 mM NH4HCOs pH 10

- Eluéni roztok 3: 16% (v/v) ACN, 25 mM NH4HCOs pH 10

- Eluéni roztok 4: 24% (v/v) ACN, 25 mM NH4HCOs pH 10

- Eluéni roztok 5: 32% (v/v) ACN, 25 mM NH4HCOs pH 10

- Eluéni roztok 6: 48% (v/v) ACN, 25 mM NH4HCOs pH 10

Odsoleni peptidii na C18 reverzni fazi v usporadani Stage Tip
- Promyvaci roztok: 5% (v/v) FA
- Eluéni roztok: 2,5 % (v/v) FA, 50% (v/v) methanol

Mobilni faze pro LC-MS

- Mobilni faze A: 0,1% FA (v/v)
- Mobilni faze B: 90% ACN (v/v), 0,1% (v/v) FA
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2.5 METODY
2.5.1 Péstovani je¢mene setého (Hordeum vulgare)

2.5.1.1 Sterilizace

Semena jeCmene setého (Hordeum vulgare), konkrétné prirozeného genotypu (wilde
type, WT) a mutantniho typu chlorina (c/o) byla inkubovana 1 min za ob¢asného michani
ve steriliza¢nim roztoku. Po vyjmuti byla semena vysuSena pomoci filtraéniho papiru. Takto
sterilizovana semena byla uchovana ve sterilizované uzaviené nadobce pii -20 °C.

Sterilizace byla provedena ve flowboxu.

2.5.1.2 Vysev a péstovani rostlinek

Semena rostliny Hordeum vulgare byla vyjmuta z -20 °C a ihned zasazena do
kvétinact obsahujicich perlit. Kvétinace se zasetymi semeny byly umistény do fotokomory,
podminky pro rast byly nastaveny takto: 21 °C, vlhkost 60 % a délka dne 16/8h. Po dobu
7 dnli byla semena/rostlinky je¢mene zalévana Hoaglandovym roztokem. 24 hodin pied
sklizenim byly takto napéstované rostlinky rozdéleny na dvé skupiny. Kontrolni skupina
byla v pribehu posledniho dne péstovani zalévana Hoaglondovym roztokem s 0,1% (w/v
DMSO a druhé skupina rostlinek byla zalévana roztokem obsahujicim 10 uM BAP a 0,1%
(w/v) DMSO.

2.5.2 Izolace tylakoidnich membran
2.5.2.1 Homogenizace rostlinného materialu

Kvétinace s osmidennimi rostlinami Hordeum vulgare byly piemistény
z fotokomory do laboratote, kde byly umistény do tmy na 20 min. Po uplynuti temnostni
adaptace byla odstfizena horni zelend ¢ast listl. Nasledujici kroky probihaly pfi tlumeném
zeleném svétle a po celou dobu izolace byly vzorky umistény na ledu. Listy byly nastfihany
na mensi kousky do kadinky ke 200 ml pufru A. Homogenizace byla provedena za pouziti

ty¢ového homogenizatoru pii 13 000 otackach ve 3 intervalech po 10 s.

2.5.2.2 1zolace tylakoidnich membran

Homogenat byl zfiltrovan pomoci nylonové sitky a ptelit do Cisté kadinky. Néasledné
byl rozdélen do 4 falkonek po 40 ml a centrifugovan pti 5000 g po dobu 6 min a 4 °C.
Supernatant byl odpipetovan, k peletu byly pfipipetovany 2 ml pufru B a pelet byl pomoci

Stétecku v pufru B resuspendovan. Takto zpracovany vzorek byl slit ze 4 alikvotti do 2 a ty
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byly doplnény do 40 ml pufrem B. Vzorky byly centrifugovany pii 5000 g po dobu 10 min
a 4 °C. Supernatant byl opét odstranén, k peletu byly pfidany 2 ml pufru C a pelet byl opét
pomoci Stétecku v daném pufru resuspendovan. Takto pfipravené vzorky byly
zkombinovany do jednoho, ktery byl nasledné centrifugovan pti 5000 g po dobu 5 min
a 4 °C. Po centrifugaci byl supernatant odlit a pelet resuspendovan pomoci pipety v 0,5 ml
pufru C. Mikrozkumavky se ziskanou suspenzi izolovanych tylakoidnich membran byla

zabalena do alobalu a ulozena do ledu az do doby rozdéleni na jednotlivé alikvoty

2.5.2.5 Méreni koncentrace chlorofylu

Z ptipravenych suspenzi izolovanych tylakoidnich membréan bylo napipetovano vzdy
10 pl do 2 ml zkumavky ke 2 ml 80% (v/v) acetonu. Zkumavka byla zvortexovana
a centrifugovana pii 10000 g po dobu 10 min 4 °C. Absorbance supernatantu byla zméfena
na laserovém spektrometru pfi vlnovych délkach 470 nm (karotenoidy), 646,8 nm
(chlorofyly), 663,2 nm a 750 nm (pozadi), kdy byl jako blank pouzit 80% (v/v) vychlazeny
aceton. Méteni probehlo ve sklenénych kyvetach o délce jednoho cm. Obsah chlorofylu a+b
byl vypocitin za pouziti naméfenych absorbanci dle Lichtenthalerovych rovnic

(Lichtenthaler 1987).

7,15 - (A663,2 — A750) + 18,71 - (A646,8 — A750) = obsah chlorofylu a+b (ug/ml)

kdy A predstavuje absorbanci vzork pfi danych vinovych délkach.

Jelikoz suspenze tylakoidnich membran byla v roztoku acetonu zfedéna 200x, tento
vysledek byl vynasoben ¢iselnou hodnotou 200, ¢imz byla ziskdna vyslednad koncentrace
chlorofylti v pg/ml. Suspenze tylakoidnich membran byla poté rozpipetovana do 0,5 ml
mikrozkumavek, kdy kazdy alikvot obsahoval 100 pg chlorofylt. Takto pfipravené alikvoty

byly zamrazeny pomoci tekutého dusiku a uschovany pfti -80 °C.
2.5.3 Kvantifikace proteini

2.5.3.1 WF assay
Nejprve byla pfipravena kalibra¢ni kiivka TRP dle Tabulky 1.
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Tabulka 1. Priprava kalibracni kiivky TRP.

Roztok TRP Objem C TRP y
standardu (ng) (1) (ng/pul) Priprave
A 5 2 2,5 2,5mg TRP  997,5 ul’
B 2,5 2 1,25 200 pl A 200 pl’
C 1 2 0,5 80 ul A 320 pl*
D 0,5 2 0,25 200 ul C 200 pl*
E 0,2 2 0,1 80 ul C 320 pl*
F 0,1 2 0,05 200 ul E 200 pl*
G 0,04 2 0,02 80 ul E 320 pl*
H 0,01 2 0,005 40 pul F 360 pl*

*piislusny objem pouZitého rozpoustédla

Byla pouzita rizné 3 rozpoustédla — 10mM Tris/Cl pH 8,5; 10mM Tris/Cl pH 8,5
s 8 M mocovinou a 10mM Tris/Cl pH 8,5 s 8 M mocovinou a 5 mM DTT.

2.5.3.1. Standardni provedeni WF assaye

Do cerné 96-jamkové desticky byly napipetovany proteinové standardy v objemu
2 pl. Poté k nim bylo ptidano 200 pl pfislusného pracovniho roztoku (10 mM Tris/Cl pufru
o pH 8,5; 10 mM Tris/Cl pufru o pH 8,5 a 8 M mocovina; nebo 10 mM Tris/Cl pufru, 8 M
mocovina a 5 mM DTT). Pro kazdy pracovni roztok byl kazdy vzorek pipetovan v triplikatu.
Nasledn¢ byla provedena inkubace pii 750 rpm po dobu 5 min a 20 °C (To). Poté byla
zméfena fluorescence ve zvolenych ¢asovych intervalech pfi tomto nastaveni: excitace pfi
295 nm s Sitkou pasma 9 nm; emise pti 350 nm s Sitkou pasma 20 nm; 10 ¢teni, integracni
¢as 50 ps; 20 °C, zesileni (gain) 75.

Fluorescence TRP byla stejnym zplsobem zméfena také u vybranych proteind,
konkrétné BSA, OVA, MYO, LYS s vyslednou koncentraci 15 mg/ml apo-transferinu
a - kaseinu, které mély vyslednou koncentraci 2 mg/ml. Kazdy protein byl opét rozpustén
ve vSech tiech pouzitych rozpoustédlech a inkubovan po zvolenou dobu pii 750 rpm a 20 °C

se vSemi tfemi typy pracovnich roztoki.
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Denaturace proteinii pied stanovenim WF assayi

Pro tento experiment byly pouzity proteiny BSA, LYS a MYO o koncentraci
15 mg/ml. Tyto proteiny byly rozpustény v nasledujicich rozpoustédlech — 10 mM Tris/Cl
pufr o pH 8,5; 10 mM Tris/Cl pufr o pH 8,5 s 8 M mocovinou; 10 mM Tris/Cl pufr o pH 8,5
s 8 M mocovinou a 5 mM DTT.

Od proteinti rozpusténych v 10 mM Tris/Cl byly odebrany 3 alikvoty o objemu 20 pl.
Prvni alikvot byl inkubovan 15 min pii 100 °C. Nasledovala 5 min centrifugace pti 10 000
g a cely supernatant byl pfepipetovan do nové mikrozkumavky. Ke zbylym dvéma
alikvotim bylo ptidano SDS na vyslednou koncentraci 1% (w/v) nebo 2% (w/v) SDS
a nasledovala inkubace pti 1400 rpm a 20 °C po dobu 15 min.

Z takto ptipravenych vzorkli (6 variant) byly pipetovany vzdy 2 ul do cerné
96- jamkové desky. Ke vzorkiim bylo pfidano 200 pl pracovniho roztoku 10 mM Tris/Cl
s 8 M mocovinou nebo 10 mM Tris/Cl s § M mocovinou a 5 mM DTT. Pro kazdy pracovni
roztok byl kazdy vzorek pipetovén v triplikatu. Samotné méfeni fluorescence probehlo pfi

popsaném nastaveni, viz vyse.

2.5.3.2 2D-Quant Kit
Nejprve byl smichén reagent A s reagentem B do vysledného poméru 100:1, ¢imz

vznikl pracovni roztok. V duplikatu byla dle ndvodu vyrobce vytvofena kalibra¢ni fada

(Tab 2).

Tabulka 2. Priprava kalibracni kiivky za pomoci BSA.

Roztok standardu 1 2 3 4 5 6
Mnozstvi standardu BSA (ul) 0 5 10 15 20 25

Celkové mnozstvi proteind (ng) 0 10 20 30 40 50

Do novych 2 ml zkumavek bylo nejdiive napipetovano 5 pl ptislusného vzorku. Ke
standardim 1 vzorkim bylo pfiddno 500 pl Precipitantu. Kazdd zkumavka byla
zvortexovana a 3 min inkubovana pfi laboratorni teploté (RT, 25 °C). Nasledoval ptidavek
500 pl Koprecipitantu a vSechny zkumavky byly 10x promichany ota¢enim dnem vzhiru.
Po 5 min centrifugaci pfi 10000 g a RT byla provedena dekantace supernatantu.

K proteinovému peletu bylo pfipipetovano 100 pl roztoku obsahujictho méd’ a 400 ul
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deionizované vody. Po kratkém zvortexovani byl pfidan 1 ml pracovniho roztoku
a promichani bylo provedeno oto¢enim dna vzhiru 10x. Nasledovala 15 min inkubace pfi
RT. Absorbance pfi vinové délce 480 nm byla zméfena na spektrofotometru pfi RT

s pouzitim deionoizované vody jako blanku.
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Obrazek 4. Priklad kalibracni kiivky s pouzitim standardu BSA (2 mg/ml)

Ze ziskanych hodnot absorbance (Obrazek 4.) a jeji zavislosti na mnoZzstvi
proteinového standardu BSA byla odvozena koncentrace a mnozstvi proteint v jednotlivych

vzorcich.

2.5.4 Elektroforéza
Z izolovanych tylakoidnich membran byly jednotlivé proteinové komplexy

rozdéleny za pouziti nativni gelové elektroforézy (CN-PAGE), kdy bylo vyuZito i druhého
rozméru (2D SDS-PAGE).

2.5.4.1 Nativni elektroforéza
Piiprava gelu

Nejprve byl ptipraven gradientovy gel, za pomoci 4% a 8% roztoku akrylamidu dle
Tabulky 3.
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Tabulka 3. Slozeni 4% a 8% roztoku akrylamidu

4 % 8%
(50 ml) (50 ml)
Glycerol (ml) - 10
Gelovy pufr 1x
koncentrovany (ml) 8,33 8,33
Voda (ml) 37,67 23,67
Zasobni roztok 4 )
AA/BIS (ml)

Na elektromagnetickou michacku byla poloZzena sméSovaci nddoba napojend na
peristaltickou pumpu. Do levé komory obsahujici michadlo byl napipetovan 4% roztok
akrylamidu v objemu 3 ml a otevienim ventilu byl zkontrolovan bezproblémovy pratok
roztoku do pravé komory. Po kontrole byl ventil mezi obéma komorami uzavien. Do pravé
komory byly napipetovany 3 ml 8% roztoku akrylamidu. Nasledné¢ bylo do obou komor
ptfidano 5 ul TEMED a 20 ul roztoku APS. Po pfidavcich byla zapnuta peristaltickd pumpa,
kohout mezi komorami byl rychle otevien a roztok vznikajiciho gradientového gelu byl
pfiveden mezi skla s 1 mm rozpérkou. Poté byl vsazen hiebinek a roztoky byly ponechany
volné polymerizovat mezi skly do dal§iho dne, pficemz byly uchovavany ve folii

s navlh¢enou bunicinou v lednici pii 4 °C.

Priprava vzorki
Vzorky bylo nutné piipravit za tlumené¢ho zeleného svétla, kdy veSkera prace
probihala na ledu. Do 0,5 ml mikrozkumavek byl napipetovan pufr C, 5% (w/v) roztok

obsahujici DBM a vzorek s izolovanymi tylakoidnimi membranami dle Tabulky 4.

Tabulka 4. Slozeni jednotlivych roztokii vzorkii v poradi, v jakém byly nanaseny na gel. Vzorky dvojiho typu tylakoidnich
membran jecmene setého (Hordeum vulgare), prirozené vyskytujici se genotyp WT a jeho mutantni forma clo, ktery ma
deficit v chlorofylu b

Jamky 1 2 3 4
Vzorek WT clo WT clo
Osetieni DMSO DMSO BAP BAP
Pufr C 19.9 18.1 19.4 16,7
(1D
5% (W/v)
-dodecylmaltosid 5 5 5 5
(ul)
Vzorek 5.1 6.9 5.6 8.3
(ul)
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Vlastni elektroforéza

Skla obsahujici gradientové gely byla upevnéna do elektroforetické komurky a ta
byla vlozena do elektroforetické vanicky. Do prostoru mezi skla byl pfidan katodovy pufr
a do elektroforetické vanicky anodovy pufr. Aparatura i s pufry byla pfenesena do nadoby
s ledem a z gelu byl vyjmut hiebinek. Do vzniklych jamek byly davkovéany solubilizované
vzorky o objemu 30 pl (Tab. 5), celd aparatura byla piipojena ke zdroji vysokého napéti
a byla spusténa elektroforéza. Na 2 gely byl pouzit program skladajici se ze dvou cykld,
prvni patnactiminutovy — 100 V a 7 mA, druhy dvou hodinovy — 500 V a 15 mA.

Po separaci byly gely vyjmuty z aparatury a skel, oplachnuty deionizovanou vodou
a preneseny na Cistou hladkou euro folii. Nasledn¢ byly gely naskenovany za pouZziti
flourescen¢niho skeneru. Byla zvolena vinova délka excitacniho svétla odpovidajici modré
oblasti (420-450 nm), a protoze chlorofyl a vyzaiuje fluorescenci v cervené oblasti, bylo
nastaveno pouziti filtru CYS5, ktery umoziuje detekovat emisi o vinové délce 690 nm. Po

naskenovani byly gely uchovavany piti -20 °C az do dalsiho pouziti.

2.5.4.2 SDS-PAGE jako druhy rozmér 2D elektroforézy
Piiprava gelu
Nejprve byl pfipraven gradientovy separacni gel, za pomoci 12% a 19,5% roztoku

akrylamidu dle Tabulky 5.

Tabulka 5. Slozeni 5%, 12% a 19,5% roztoku akrylamidu

5% 12% 19,5%
(2*5ml) (30 ml) (30 ml)
Sacharoza (g) - - 2,92
Mocovina (g) - 12,49 12,49
Gelovy pufr’ Ix 12 6,89 6,89
koncentrovany (ml)
Voda (ml) 3,25 6,32 -
Zasobni roztok 0.5 7.22 11,676

AA/BIS (ml)

Na skla s 1,5 mm rozpérkou byla naznacena vyska zaostfovaciho a separa¢niho gelu
(1 cm, resp. 0,5 cm, od vrchni hrany skla). Na elektromagnetickou michacku byla poloZena
sméSovaci nadoba napojend na peristaltickou pumpu. Do levé komory obsahujici michadlo
byl napipetovan 12% roztok akrylamidu v objemu 4,65 ml a otevienim ventilu byl

zkontrolovéan bezproblémovy priitok roztoku do pravé komory. Po kontrole byl ventil mezi
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obéma komorami uzavien. Do pravé komory byl napipetovan 19,5% roztoku akrylamidu
v objemu 4,65 ml. Nasledn¢ bylo do obou komor pfidano 5 ul TEMED a 20 pl roztoku APS.
Po pridavcich byla zapnuta peristalticka pumpa, kohout mezi komorami byl rychle otevien
a roztok vznikajictho gradientového gelu byl pifiveden mezi skla. Poté byl roztok
separacniho gelu prevrstven deionizovanou vodou pomoci upravené stiikacky. Po ukonceni
polymerizace (45 min) byla voda odsata. Do 5% roztoku akrylamidu bylo za mirného
michani pfiddno 5 pl TEMED a 25 pl roztoku APS a roztok byl napipetovan na
zpolymerizovany separacni gel s naslednym pievrstvenim vodou. Aparatura s gely byla

zabalena do folie s vlhkou buni¢inou a umisténa do 4 °C ptes noc.

Piiprava proteinit separovanych pomoci CN-PAGE pro druhy rozmér

Poté, co byl proveden prvni rozmér separace pomoci CN-PAGE, byla pfislusna draha
obsahujici separované komplexy z gelu vyfezdna. Ekvilibracni SDS pufr byl pielit do
Petriho misky a do ni byla vlozena vyfezana draha. Nasledovala inkubace 30 min za mirného

promichéavani.

Vlastni elektroforéza

Po inkubaci byla ekvilibrovana separani draha pfenesena mezi skla na povrch
zaostfovaciho gelu. Na maly kousek blottovaciho papiru bylo napipetovano 5 pl standardu
molekulovych hmotnosti a po jeho zaschnuti byl papirek vlozen mezi skla tak, aby byl
v kontaktu s gradientovym gelem. VSe bylo poté pievrstveno 1% (w/v) roztokem agarozy.

Pted elektroforézou byl nalit mezi skla obsahujici gradientové gely katodovy pufr
a do elektroforetické vanicky anodovy puftr. Po pfipojeni zdroje vysokého napéti a spusténi
elektroforézy, byl jeji pribeh rozdélen do dvou cykla. Nastaveni pro prvnich tficet minut

bylo 10 mA, pro druhy cyklus, ktery trval ¢tyfi hodiny, bylo nastaveno 20 mA.

Barveni proteinit v gelu

Na 50 ml barviciho roztoku bylo smichano 40 ml zasobniho roztoku barviva
Coomassie Brilliant Blue G-250 s 10 ml methanolu. Polyakrylamidovy gel byl vlozen do
Petriho misky naplnéné destilovanou vodou. Po kratkém oplachu byla voda slita
a k polyakrylamidovému gelu byl pfidan barvici roztok tak, aby byl gel ponoten. Inkubace

na tfepacce byla provedena pfes noc. Po ukonceni barveni byl roztok odlit a ke gelu byla
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ptidana 5% kyselina octova. V té byl gel inkubovan, dokud nedoslo k odbarveni pozadi. Poté

byl gen oplachnut destilovanou vodou a naskenovan.

2.5.6 Stépeni proteinii
2.5.6.1 Stépeni proteinii v roztoku

K alikvotlim izolovanych tylakoidnich membrén bylo pfiddno 80 pl extrakéniho
pufru, membrany byly v tomto pufru resuspendovéany a inkubovany po dobu 1 hodiny pii
20 °C za maximalnich otacek (rpm). Nasledovala 10 min centrifugace pii 15 000 g a 20 °C.
Supernatant byl ptepipetovan do nové mikrozkumavky a v ni byl promichén. Poté bylo
provedeno stanoveni celkovych proteint v ziskanych vzorcich (viz kapitola 2.5.3
Kvantifikace proteintl).

Objem odpovidajici 30 pg proteinti byl napipetovan do nové 0,5 ml zkumavky
s naslednym doplnénim extrakénim pufrem do finalniho objemu 20 pl. Ke vzorkiim bylo
pfidano 5 pl redukéniho €inidla s naslednou inkubaci 30 min pii 1000 rpm. Poté bylo ptidano
5 ul alkyla¢niho €inidla, po ptidavku byla provedena inkubace 30 min za tmy pii 1000 rpm.

Ke vzorktim obsahujici redukované a alkylované proteiny bylo pfipipetovano 170 ul
25 mM TEAB. Nasledovala kontrola pH pomoci kalibrovanych pH papirkii (pozadovana
hodnota byla mezi 8-8,5). Nakonec byly ke vzorkiim pfipipetovany 2 pl trypsinu
o koncentraci 0,5 pg/ul (tzn. 1pg) a inkubace probéhla ptes noc pii 37 °C a 300 rpm.

2.5.6.2 Stépeni proteinii v gelu

Gel byl premistén do Cisté deionizované vody, kde byl inkubovan na tfepacce po
dobu 5 min. Po oplachnuti byl gel pfemistén na sklenénou podlozku a vybrané proteiny byly
vyfiznuty za pouziti skalpele a pfeneseny do Cisté mikrozkumavky. V té byl blok gelu
nakrajen na co nejmensi kosticky (1x1x1 mm). K takto pfipravenym kouskim gelu byl
pfipipetovan odbarvovaci roztok o objemu 300 pl a nasledovala 15 min inkubace pfi
800 rpm a RT. Poté byl roztok odpipetovan a kousky gelu byly ptevrstveny 300 ul ACN
a byla provedena inkubace 10 min pii 800 rpm a RT. Roztok ACN byl odpipetovan
a dehydrované kousky gelu byly umistény do flow boxu, aby co nejvice vyschly.

Naésledovala redukce pomoci 100 pl redukéniho €inidla (inkubace 30 min pii 56 °C
bez tfepani), nacez byl redukéni roztok odpipetovan a opét byla provedena dehydratace

pomoci ACN viz vySe. Poté nasledovala alkylace za pouziti alkyla¢niho ¢inidla o objemu
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100 pl (inkubace 20 min pfi RT za tmy). Po uplynuti inkubace byl alkyla¢ni roztok odstranén
a byla provedena dehydratace gelovych kouskli pomoci ACN (viz vyse).

VysuSené gelové kousky byly oplachnuty 500 pul 25 mM roztoku AmBi (inkubace
5 min v termomixéru pii 800 rpm a RT) a v dal§im kroku byla provedena dehydratace viz
vySe. Na zavér celého postupu byl piidan $tépici pufr obsahujici trypsin v koncentraci
20 ng/ul a inkubace probéhla ptes noc pii 37 °C a 300 rpm.

Vzorky obsahujici tryptické peptidy byly extrahovdny pomoci ptidavku 100 ul
extrakéniho pufru po dobu 30 min pfi maximalnim rpm a 37 °C. Po kratké centrifugaci byl
roztok peptidii odebrdn do nové mikrozkumavky a celd extrakce byla opakovana jesté
jednou. Nasledné¢ bylo provedeno odpaieni do sucha na vakuové odparce pti 45 °C. Takto
pfipravené vzorky byly ihned piecistény pomoci mikrokolonek s reverzni fazi viz nize.

M Wew

2.5.7 Precisténi peptidii pfed MS analyzou
2.5.7.1 PreciSténi peptidi s jejich frakcionaci za pomoci mikrokolonek StageTip
Tvorba mikrokolonek

Mikrokolonky neboli StageTipy byly vytvofeny nasledujicim zptisobem. Za pomoci
Hamiltonovy jehly s primérem 16 G byly z disku C18 vyseknuty postupné ctyfi fritky, které
byly jedna po druhé vpraveny do pfedem zasttizené 200 pl zluté Spicky. Takto pfipravena
mikrokolonka byla vsunuta do 1,5 ml mikrozkumavky, kterd méla ve svém uzavéru

vytvoreny otvor.

Priprava vzorki

Ke vzorklim, které byly Stépeny v roztoku, bylo ptidano 12 ul 95% (v/v) FA. Vzorky
byly zvortexovany, inkubovany 5 min pii 37 °C za neustdlého promichévani, a nasledné
centrifugovany na 20 000g 10 min. Supernatant byl pfepipetovan do nové zkumavky.

Pokud byl pfi stépeni pouzit SDC, byly provedeny jeste dalsi varianta jeho odstranéni
pted frakcionaci, konkrétn€ fazovy transfer. Na ten bylo pouzito 200 ul ethylacetatu, ktery
byl pfidan k celému objemu vzorku. Po promichani nasledoval ptidavek 24 pl 98% (v/v)
FA, ¢imz byl vzorek okyselen (hodnota pH okolo 2). Poté byl vzorek opét vortexovan po
dobu 1 min. Néasledovala 5 min inkubace pii 1 400 rpm za RT a 10 min centrifugace pii
20 000 g za RT. Poté byla pfepipetovana vodni fdze ze spodu mikrozkumavky do nové
1,5 ml mikrozkumavky. Vzorky byly zakoncentrovany ve vakuové odparce pii 60 °C na

polovi¢ni objem (50 ul), ke kterému bylo nasledné ptipipetovano 100 pl 5% (v/v) FA.
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Vlastni precisténi s frakcionaci

Aktivace mikrokolonek (resp. Reverzni faze) byla provedena za pouziti 100 pl
isopropanolu a centrifugace po dobu 2 min pfi 6000 g za RT. Aktivace byla provedena
dvakrat. Kolonky byly ekvilibrovany pomoci 100 pl 5% (v/v) FA a centrifugavany po dobu
2 min pii 3000 g za RT. Tento krok byl proveden dvakrat.

Aktivovand a ekvilibrovanad Spicka byla upevnéna do ¢isté 1,5 ml zkumavky
(oznaceni FT) a cely objem vzorku do ni byl piepipetovan. Opét nasledovala centrifugace
po dobu 2 min pti 3000 g a RT. Poté, co se cely objem vzorku dostal skrz mikrokolonku,
bylo do $picky ptidano 50 pl 5% (v/v) FA a znovu centrifugovana 2 min pii 3 000g a RT.
Nasledné byla mikrokolonka pfemisténa do nové zkumavky oznacené podle piislusného
elu¢niho roztoku. Elu¢ni roztok obsahoval dané % mnozstvi ACN (6 riznych koncentraci,
tzn. Sestikrokova eluce) a do Spicky se napipetoval v objemu 50 pl. Eluce bylo dosazeno
centrifugaci pti 2 000 g 2 min a RT. Jednotlivé ziskané frakce byly pfepipetovamy do
sklenénych Total Recovery vialek a odpatreny pii 60 °C na vakuové odparce. Sklenéné vialky
se zakoncentrovanymi vzorky byly zaparafilmovany a skladovany pii — 20 °C.
2.5.7.2 PreciSténi peptidi za pomoci mikrokolonek StageTip
Tvorba mikrokolonek

Pro vyseknuti dvou fritek z disku C18 byla pouzita Hamiltonova jehla o priméru
16 G. Fritky byly vpravemy do pfedem zasttizené 200 ul zluté Spicky, kterd byla vsunuta do

1,5 ml mikrozkumavky, ktera méla ve svém uzavéru vytvotreny otvor.

Piiprava vzorku
K odpatenym vzorkiim, které byly sté€peny v gelu, bylo ptidano 50 ul 5% (v/v) FA.

Vzorky byly zvortexovéany, 5 min sonifikovany a centrifugovany po dobu 2 min pti 2000 g.

Vlastni odsoleni

Aktivace mikrokolonek (resp. Reverzni faze) byla provedena za pouziti 50 pl
isopropanolu a centrifugace po dobu 2 min pii 4000 g za RT. Aktivace byla provedena
dvakrat. Kolonky byly poté ekvilibrovany pomoci 50 ul 5% (v/v) FA a centrifugavany po
dobu 3 min pti 2000 g za RT. Tento krok byl také proveden dvakrat.

Aktivovand a ekvilibrovanad Spicka byla upevnéna do cisté 1,5 ml zkumavky

(oznaceni FT) a cely objem vzorku do ni byl piepipetovan. Opét nasledovala centrifugace
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po dobu 5 min pti 1700 g a RT. Poté, co se cely objem vzorku dostal skrz mikrokolonku,
bylo do $picky ptidano 50 pl 5% (v/v) FA a znovu nasledovala centrifugace po dobu 5 min
pti 1700 g. Takto byl vzorek promyt dvakrat. Nasledn¢ byla mikrokolonka pfemisténa do
nové oznacené zkumavky. Elucni roztok byl ptipipetovan do Spi¢ky ke vzorku v objemu
50 ul. Poté byla provedena centrifugace po dobu 5 min pii 1700 g. Eluce byla provedena
dvakrat. Vysledny eluat byl piepipetovan do sklenéné Total Recovery vialky
a zakoncentrovan ve vakuové odparce pti 45 °C. Sklenéné vialky s odpatenymi vzorky byly

zaparafilmovany a skladovany pfi -20 °C.

2.5.8 Analyza na MS
Priprava vzorkii

K precisténému (v pfipadé Stépeni vroztoku 1 frakcionovanému) vzorku
obsahujicimu peptidy bylo ptipipetovano 20 ul 5% (v/v) FA. Roztok byl n€kolikrat fadné
propipetovan a nasledné 5 min sonifikovan a kratce centrifugovan.

Analyza vzorkli byla provedena pomoci systému nanokapilarni chromatografie
(nLC) (UltiMate 3000 RSLCnano Systém, USA, Thermo Scientific) s tandemovou
hmotnostni detekci Q-TOF s ionizaci elektrosprejem (ESI) (UHR-Q-TOF maXis, Bruker
Daltonics, Némecko). Vzorky ptipravené k méfeni byly vlozeny do autosampleru nLC, kde
byly uchovavany pifi +10 °C do okamziku nastfiku a provedeni analyzy. Analyza
jednotlivych vzorkl byla opakovana tfikrat, nastfikovany byly vzdy 4 ul. V prvnim kroku
byly peptidy ze vzorku zachyceny na kapilarni predkolon¢ (75 um x 3 cm, IntegraFrit, New
Objective, CA, USA) naplnéné reverzni fazi (Reprosil GOLD C18, S5pum, Dr. Maisch GmbH,
Némecko). Zachycené peptidy byly na ptedkoloné¢ izokraticky promyvany 20 pl 2% (v/v)
FA po dobu 10 min. Pfecisténé peptidy byly nasledné z predkolony postupné uvolnovany
pomoci 80 minutové gradientové eluce (Tabulka 6) na analytickou kapilarni kolonu (50 pm
% 20 cm, SilicaTip, New Objective, CA, USA) naplnénou také reverzni fazi (Reprosil GOLD
C18, 3 um, Dr. Maisch GmbH, Némecko) pfi konstantnim pritoku 180 nl/min.

Peptidy eluované z analytické kapilarni kolony byly ionizovany pomoci
elektrospreje a analyzovany tandemoveou hmotnostni spektrometrii metodou data-
dependent analysis (DDA) s kolizi indukovanou fragmentaci iontll v kolizni cele (CID).

Nastaveni hmotnostniho analyzatoru bylo nasledujici: Zdroj (Source; Captive Spray
1080 V; Dry gas: 8 1/min; Dry temperature: 150 °C); Tune Page nastaveni (Ion funnel RF
400 Vpp; Multipole RF 400 Vpp; Quadrupole ion energy 3.5 eV; collision energy 6 eV;
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Collision RF 1250 Vpp; transfer time 90 ps; pre- puls storage 12 ps); MS/MS nastaveni
(Auto MSMS on; 2 s cycle time; threshold pro piepinani z MS na MSMS mod 500 cts; active
exclusion po 1 spektrech po dobu nésledujicich 20 s). MS data byla sbirdna v hmotnostnim
rozsahu 100-1800 m/z s dobou sbéru (acquisition time) 300 ms pro MS a rozsahu 60-250 ms
pro MS/MS v zavislosti na intenzité prekurzoru, kdy 60 ms odpovida intenzité iontt 50000

cnts a vice a 250 ms pro ionty s intenzitou 500 cnts a méné.

Tabulka 6. Gradient pro eluci peptidii z nanokapilarni predkolony. Pouzita mobilni faze A: 0,1% (v/v) FA; mobilni faze
B: 90% (v/v) ACN, 0,1% (v/v) FA

5 Mobilni Mobilni
Cas faze A (%) taze B (%)

0 95 5
13 95 5
53 75 25
60 65 35
62 45 55
64 15 85
66 15 85
69 95 5
80 95 5

Zpracovani dat
Surové data byla zpracovana programem MaxQuant software v.1.6.10.43 (Tyanova

et al., 2016) zahrnujici prohleddvaci algoritmus Andromeda (Cox et al. 2011) (s nastavenim
parametrt ,,Bruker TOF*, (Beck et al. 2015). Identifikace proteint byla provedena proti
pfislusné databazi. V ptipadé€ vzorkl ziskanych z husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana)
to byla databaze obsahujici referen¢ni proteom jeho ekotypu Columbia ziskany z databaze
UniProt (staZzeno 25. 07. 2019; 39363 sekvenci) a soubor nejcastéjSich kontaminanti (247
proteinovych sekvenci). V ptipadé vzorkli z jeémene set¢ho (Hordeum vulgare) to byla
databaze pfipravena stejnym zpiisobem (stazeno 17. 10. 2019; 299709 sekvenci). Zakladni
parametry pro Andromeda algoritmus a identifikaci proteini byly nasledujici: enzym —
trypsin, 2x moznéa vynechand mista $tépeni (miss cleavage), zadané modifikace peptidi —
karbamidometylace cysteinu jako fixni, N-koncova acetylace proteinli a oxidace metioninu
jako variabilni a minimalni délka peptidu 7 aminokyselin. Vysledky prohled4vani ze viech
vzorkil byly spojeny a statisticky filtrovany na hladiné 1% FDR, false discovery rate, (Gupta
et al. 2011) na arovni spekter, peptidli a proteinil. Pro stanoveni obsahu identifikovanych

proteinti v jednotlivych vzorcich byl byla pouzita metoda iBAQTa je zaloZzena na sumé
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intenzit vSech peptidl nélezicich danému proteinu a jeji nasledné normalizaci poctem vSech
peptidd, které se pro tento protein daji teoreticky pozorovat (Schwanhiiusser et al. 2011).
Anotace pro proteiny jeCmene oznafené jako ,,uncharacterized®, ptipadné ,,hypotetical®,
byly doplnény na zéklad€ vyhleddvani homologli metodou pBLAST (Madden, Tatusov, and
Zhang 1996). Jako databaze byla zvolena datab4dze UniProt a organismus husenicek rolni

(A4. thaliana), ostatni parametry byly ponechany v origindlnim nastaveni.

2.5.9 Pocty opakovani a statistické vyhodnocovani vysledku

Technickd opakovani byla u vSech vzorki provaddéna minimdlné v triplikdtu. Pro
biologické experimenty pak byl vzdy pouzit triplikat.

Pro vyhodnoceni vyznamnosti detekovanych zmén byl pouzivan bud’to parovy (v
ptipad€ opakovaného méfeni sledovanych hodnot téhoz vzorku, napt. u ¢asového vyvoje
fluorescence), nebo neparovy T-test pro dva vybéry se shodnym rozptylem (v ptipadé
srovnavani namétenych hodnot dvou riznych vzorkii, napt. flourescence se dvéma
pracovnimi pufry) a dvéma chvosty. Statisticky vyznamné zmény jsou v grafech zndzornény
hvézdi¢kou a v popisku je uvedena Uroven vyznamnosti (velikost p-hodnoty). Pokud
grafické znazornéni vyznamnosti nebylo z hlediska ptehlednosti grafu mozné, je statisticka
vyznamnost naznacena v textu pomoci vyrazl ,,vyznamny“ ¢i ,,signifikantni‘.

V ptfipadé porovndvani zmén obsahu identifikovanych proteinii byla pro stanoveni
vyznamnosti pouzita metoda linedrnich modeld pro vyhodnocovéni microarrayi, tzv,
LIMMA testy (Smyth GK. 2004), s Lowessovou normalizaci (Yang et al. 2001) pfisluSnych
iBAQ hodnot. Jako zékladni Groveni pro uznani zmény jakozto vyznamné byla vyzadovana

p-hodnota mensi nez 0,05.
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2.6 VYSLEDKY A DISKUZE
2.6.1 Uvod

Tato prace se zaobirala proteomickou analyzou tylakoidnich membréan. Jsou to
specifické membrany nachéazejici se v rostlinném chloroplastu, kde vytvafi tylakoidy, coz
jsou ploché vacky, v nichz sidli fotosynteticky aparat. V téchto membranach se totiz nachazi
zna¢ené mnozstvi proteint a ty jsou funkéné spojeny prave s fotosyntézou, diky niz dochéazi
k pfeméné energie svételného zéafeni na energii chemickou a ta je ndsledné vyuzita
k biosyntéze organickych latek ( Nath et. al 2013). Tyto proteiny jsou tedy pro rostliny zcela
nezbytené.

Experimentalni ¢ast byla proto nejprve zamétfena na metody piipravy a zpracovani
izolovanych membran pro jejich naslednou proteomickou analyzu. Konkrétné byly
otestovany extrakce, solubilizace a denaturace, stanoveni obsahu a enzymatické St€peni
tylakoidnich proteinii. Hlavnim dGvodem, pro¢ byly optimalizovany tyto kroky, je
fyzikalné-chemicka povaha téchto proteinii. Obsahuji totiz hydrofobni ¢asti a je tedy nutné
pouzit detergenty, které umozni, aby se tyto oblasti dostaly do roztoku (Salvador et al. 2019).
Hydrofobni ¢asti maji také snizeny pocet $t€pnych mist pro specifické proteasy. Pro zvySeni
ucinnosti enzymatického $tépeni téchto proteind je tedy nezbytna jejich Gplna denaturace.
Pravé proto byly porovnany riizné metody extrakce, denaturace a Stépeni zaloZené na
aniontovém detergentu SDC (Lete et al. 2019) a vybrat tu, kterd bude vhodna pro finalni
vzorky obsahujici tylakoidni membranové proteiny.

Neopomenutelnym krokem proteomické analyzy je také stanoveni celkovych
proteintl. JelikoZ byl pro extrakci vybrdn jiz zminény detergent SDC, bylo nutné zvolit
metodu stanoveni celkovych proteind, kterd s nim bude kompatibilni. Jako optimalni se
jevila WF assay, zalozend na fluorescenci TRP, ktery se nachédzi v primarni struktute
proteint. Jedna se o rychlou a jednoduchou metodu poskytujici dostate¢nou citlivost, ktera
je velice specifickd a navic kompatibilni se zvolenym SDC az do koncentrace 5% (w/v)
(Wisniewski and Gaugaz 2015).

Se sestavenym protokolem pak byly provedeny experimenty, jejichz cilem bylo
zjistit, zda maji rostlinné hormony cytokininy vliv na sloZeni a zastoupeni proteint ¢i
proteinovych komplexi u pfirozen¢ se vyskytujictho genotypu jeémene setého
(Horeum vulgare) a jeho mutantni formy clo s deficitem chlorofylu » (Janeckova et al.

2019).
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2.6.2 WF Assay

Jak jiz bylo zminéno v uvodu, pro provedeni kvantifikace extrahovanych
tylakoidnich proteini byla vybrana WF assay a to nejenom diky své specificité,
jednoduchosti a citlivosti, ale také proto, ze byla svymi autory publikovana jako
kompatibilni s vybranym detergentem SDC v pomérné¢ vysokych koncentracich. Tato
metoda je tedy vhodna pro stanoveni proteintl i ve zfedénych vzorcich rozpusténych v silné
denaturujicich pufrech (Wisniewski and Gaugaz 2015).

Z pocatku bylo nutné otestovat linearni rozsah kalibra¢ni kiivky, zda se bude ménit
zavislost intenzity fluorescence v Case a stabilitu standardii v zévislosti na délce jejich
skladovani.

Poté probéhly experimenty sledujici vliv denaturace na fluorescenci. Pro né¢ byla
pouzita denatura¢ni a reduk¢ni €inidla a proteiny s riznym poctem TRP a disulfidi. Protoze
kazdy z vybranych proteinti méa svou jedinecnou strukturu, tak toto upofadani umoziuje
porovnani ptipadného vlivu zmény konformace na jejich fluorescenci.

V poslednim bloku experimentd pak byly vyzkouseno n€kolik zptisobt denaturace

proteint jesté pred samotnym provedenim WF assaye a jejich vlivu na ziskané vysledky.

2.6.2.1 Kalibra¢ni krivka

Z ptvodni publikace, ktera se zaobirala WF assayi (Wisniewski and Gaugaz 2015),
byl nejdfive odvozen pracovni postup pro stanoveni proteint. Jesté pred jeho pouzitim pro
vzorky ur¢ené k findlnim experimentiim vSak bylo nutné provéfit jeho zédkladni parametry
jako linearni rozmezi, kdy jsou vysledky méteni intenzity fluorescence TRP linearné zavislé
na jeho mnozstvi, a slozeni rozpoustécich a pracovni roztokl. V uvedené publikaci nebyla
komentovana stabilita standardi TRP, a proto byly nasledujici experimenty zaméteny také
na tuto neobjasnénou ¢ast.

Nejdiive byla tedy sledovan linearni rozsah kalibra¢ni kiivky. Jak je vidét na
Obrazku 5., byla ovétena linearni zavislost fluorescence TRP v pouzitém rozmezi 10 ng az

5 ng. Tyto vysledky byly v souladu s ptivodni publikaci (Wisniewski and Gaugaz 2015).

v

v

a pro nejvyssi body (0,2 pg az 5 pg; Obrazek 5. D), kdy budou nésledné obé vzniklé rovnice

regrese vyuzity pro co nejpiesnéjsi stanoveni mnozstvi proteinli v métenych vzorcich.
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Obrazek 5. A) Linearni zavislost namérené intenzity fluorescence na mnozstvi TRP, vyneseny jsou hodnoty v rozmezi 10 ng

zavislost namérené intenzity fluorescence vynesené pro zbyvajici 4 nejvyssi hodnoty kalibracni kiivky.

Nasledovaly experimenty sledujici zavislost intenzity fluorescence TRP na sloZeni
a kombinaci pouzivanych roztokii. Varianty pro rozpusténi TRP byly 2, a to pufr obsahujici
jen Tris/Cl o pH 8,5 a tentyz puftr s pfidavkem mocoviny (findlni koncentrace 8 M). Tyto
pufry byly také pouzity i jako pracovni roztoky, pficemz jesté ptibyla kombinace s § M
mocovinou a 5 mM DTT jako varianta tfeti. Mocovina byla pfidavana, jelikoz dle publikaci
by méla zvysovat kvantovy vytézek flourescence TRP (Aloj and Edelhoch 1972; Grinvald
and Steinberg 1976). DTT bylo do experimentu zatazeno, protoze redukuje disulfidické
mustky v proteinech. (Vignes et al. 1992) bylo nutné ovéfit, zda jeho pfitomnost
v pracovnim roztoku jiz neovlivni fluorescenci samotného TRP. Z Obrazku 6. lze vidét
rozdily mezi vybranymi kombinacemi rozpoustédel a pracovnich roztokli. Nejnizsi intenzitu
fluorescence TRP vykazovala kombinace Tris/Tris, kdy byl rozpoustéci i pracovni roztok
samotny Tris/Cl puftr. Dalsi roztoky obsahujici pfidavek mocoviny v rozpoustécim, nebo
pracovnim pufru, vykazuji signifikantni rozdily ve v§ech hodnotdch naméfené fluorescence
oproti vySe zminéné varianté. Pfi vzdjemném porovnani variant Tris/Mocovina
a Mocovina/Mocovina pak v intenzitach fluorescence nebyly zjiStény vyznamné rozdily.

U varianty Mocovina/Moc€ovina s DTT jsou sice pfi vysSich hodnotach mnozstvi TRP
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patrné rozdily v namétené fluorescenci, nicméné na zdkladé provedenych T-testli vSak
nejsou signifikantni.
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50000 -
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30000 | o
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Obrazek 6. Zavislost namérené intenzity fluorescence na mnozstvi TRP slozeni a kombinaci pouZivanych roztokii; oznaceni
pouzitych kombinaci: Tris/Tris — rozpoustéci i pracovni pufrr 10 mM Tris/Cl o pH 8,5; Tris/Mocovina — rozpoustéci pufi
10 mM Tris/Cl o pH 8,5, a stejny pufr jako pracovni, pouze s pridavkem 8 M mocoviny, Mocovina/Mocovina — rozpoustéect
i pracovni pufir 10 mM Tris/Cl o pH 8,5 s pridavkem 8 M mocoviny; Mocovina/Mocovina s DTT — rozpoustéci pufr
10 mM Tris/Cl o pH 8,5 s 8 M mocovinou, a ten samy pufi jako pracovni, navic s pridavkem 5 mM DTT jako pracovni pufi

Z toho pokusu lze tedy usuzovat, ze mocovina opravdu zvySuje kvantovy vytézek
fluorescence, a zaroven bude velmi dobie vyuzitelnd pro dalsi experimenty, jelikoZ plisobi
jako denatura¢ni ¢inidlo. DTT poté vyznamné vysledné hodnoty fluorescence neovliviiuje,
a tudiz by nemély byt ptipadné zmény ve fluorescenci pii jeho pouziti u proteinovych vzorki
pfi¢itany jeho ptidavku, ale naptiklad zméné konformace daného proteinu. Oba tyto
vysledky se shoduji s diive publikovanymi zaveéry (Wisniewski and Gaugaz 2015).
Fluorescence TRP standard byla také méfena v zdvislosti na Case od pifidavku
pracovniho roztoku, a to konkrétné v ¢asovych intervalech 5, 10, 15, 30, 45 a 60 min
(Obrazek 7.). Z téchto grafl Ize vycist, ze intenzita fluorescence byla po celou dobu méfeni
stabilni. Vlastni méfeni fluorescence by tedy mélo byt provedeno béhem jedné hodiny od

pfidani pracovniho roztoku.
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Obrazek 7. Zavislost fluorescence standardii TRP na dobé od piidavku pracovniho roztoku ve zvolenych casovych

Nasledn¢ byla sledovana stabilita pfipravenych standardd v pribéhu jejich

skladovani. Fluorescence Cerstve pripravenych standardi TRP byla, proto zmétena ihned po

pfipraveni a v ramci tohoto experimentu byly tyto hodnoty pouzivany jako vychozi (100 %).

Vici nim pak byly vztahovany hodnoty naméfené v dalSich casovych bodech. Mezi

meétenimi byly standardy vzdy zamrazeny pii -20 °C. Jak je vidét na Obrazku 8., z pocatku

mély standardy zachovanou stejnou fluorescenci. Viditelny narist intenzity fluorescence je

znatelny az po tfitydennim skladovani. Po mési¢nim skladovani intenzita fluorescence zacne

vyznamng nartistat, z ¢ehoz vyplyva, Ze skladovani standardl déle jak mésic neni vhodné,

a je lepsi si vzdy vytvofit nové roztoky.
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Obrdazek 8. Stabilita fluorescence standardit TRP v zavislosti na dobé skladovani; jako kontrolni byly pouzity hodnoty

fluorescence cerstvé pripravenych TRP standardii; hodnoty fluorescence, které byly naméreny pro tytéz standardy v dalsich

Casovych bodech, byly vidy vztazeny ke kontrolnim hodnotam fluorescence a vyjadieny v %, * znaci p <0,05.
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V téchto prvotnich experimentech byla tedy jednak ovéfena plvodni data autort
Wisniewski a Gaugaz, 2015 a navic byly ziskany dal$i poznatky dtlezité pro vyhodnocovani

a praktické provedeni WF aasye.

2.6.2.2 Vliv denaturace na fluorescenci proteint

Intenzita fluorescence TRP je velmi ovlivnéna prostfedim, ve kterém se TRP
nachazi, zejména jeho polaritou, pfipadnymi vodikovymi vazbami a dal$imi nekovaletnimi
interakcemi (Ghisaidoobe and Chung 2014). To zTRP ¢ini pfirozenou ,,sondu“ pro
sledovani zmén konformace a interakce proteinid. VySe zminéné interakce jsou totiz
vyznamnéj$i ve sloZzenych, nativnich proteinech, kde indolovy kruh TRP obklopuji funkcni
skupiny aminokyselin a vytvareji specifické mikroprostfedi, které ¢asto fluorescenci snizuje,
zhasi (Chen and Barkley 1998). Pokud vSak tuto skute¢nost uvazime vzhledem k vyuziti
fluorescence TPR v ramci WF assaye, nejedné se o jev zcela zadouci, protoze namétené
hodnoty by mély idealné vzdy odrazet mnozstvi daného proteinu, a ne stav jeho struktury.

Pro ovéteni vlivu denaturace proteinu na jeho flourescenci byl vybran soubor Sesti
standardnich proteinti (viz Tabulka 7.) liSici se svymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi.
Tyto proteiny pokryvaly Sirokou skalu velikosti od 583 po 129 aminokyselin, nékteré
neobsahovaly zadné disulfidové vazby, jiné jich mély az 17, nicméné TRP byl obsazen

v kazdém proteinu min 1.

Tabulka 7. Vlastnosti proteinii, které byly pouZity pro sledovani vlivu denaturace na intenzitu fluorescence TRP.

Identifika¢ni Pocet Pocet Primérna
Pocet  Zastoupen
Protein kéd databaze aminokyseli disulfidovyc hmotnost
TRP iTRPv %
UniProt n h vazeb (Da)
Sérovy
) P02769 583 17 2 0,56 66433
albumin
Ovoalbumin  P0O1012 385 1 3 1,31 42750
Myoglobin P68082 153 0 2 2,2 16951
Lyzozym C P00698 129 4 6 7,81 14313
Apo-
) P02786 760 2 11 2,4 84871
transferrin
B—kasein P02666 209 0 1 0,79 23583
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Pro rozpousténi proteinti byly pouzivany tii rizné roztoky, a to sice pufr zalozeny
pouze na 10 mM Tris/Cl (pH 8,5), tentyZ pufr s pfidavkem mocoviny o findlni koncentraci
8 M a stejny pufr s § M mocovinou a 5 mM DTT. Jako pracovni roztoky slouzily dva
posledné zminéné pufry. Zakladni Tris/Cl pufr predstavoval roztok, ve kterém proteiny
zustaly pfi rozpousténi v nativni formé. Mocovina pak vtomto pufru pisobila jako
denaturacni €inidlo, které pfi koncentracich vysSich nez 5 M naruSuje nativni konformaci
proteinti (Niether et al. 2018), a navic také zvySuje kvantovy vytézek fluorescence TRP, viz
predchazejici kapitola. DTT byl pouzit jako ¢inidlo, které jeSt€ umocni denaturaci proteint
tim, ze redukuje disulfidické vazby (Fjelstrup et al. 2017).

U vybranych proteint tedy bylo za pomoci kombinaci vyse uvedenych rozpoustécich
a pracovnich roztoki zjistovano, jaky ma vliv denaturace na jejich fluorescenci. Jeji zména
byla proto sledovana i v riznych ¢asovych bodech, a to ptesné po 5, 10, 15, 30, 45 a 60 min.

Na zaklad¢ dosazenych vysledkli se da fict, Ze u vétSiny testovanych proteind
k vyraznym zménam fluorescence nedochazelo, a to ani v zavislosti na rozpoustécim ¢i
pracovnim roztoku, ani v pritbéhu ¢asu. Jako zastupce této skupiny miizeme uvést napiiklad
BSA (Obrazek 9. A, B, C), kde je tento vysledek zcela v souladu s vlastnostmi tohoto
proteinu.

BSA sice obsahuje 17 disulfidickych vazeb, je to vSak pomérné velky protein a TRP
ma pouze 2. Tyto TRP se navic nachazi na jeho povrchu a jsou tak vystaveny pfimo do
roztoku, coZz znamend, Ze fluorescence téchto TRP neni ovlivnéna aminokyselinovym
okolim (Lu et al. 2019), a tedy ani samotnou denaturaci ¢i redukci. Flourescence BSA tak
byla opravdu v ramci celého experimentu zcela stabilni.

Oproti tomu MYO je specificky vtom, Ze obsahuje prostetickou skupinu hem
nesouci navic jest¢ atom Zeleza. Pokud je myoglobin v nativni konformaci, je fluorescence
jeho TRP vyrazné sniZzena pravé hemovou skupinou, protoze dochazi k pfenosu energie
z indolové skupiny TRP na blizké tetrapyrrolové jadro hemu. Jiz pfi nizké koncentraci
mocoviny pak bylo pozorovano mirné zvyseni intenzity fluorescence (Patra and Barakat
2012). Dle publikace Takamizawa et al., 2005 je pii denaturaci vytvaren meziprodukt, tzv.
holo-myoglobin, kdy ,.kapsa*“ pro hem je dlouho zachovana a nejprve nastdva postupné
rozvinuti aminokyselinového fetézce nachazejiciho se pted a za ni. Dé se tedy uvazovat, Ze
denaturace MYO probiha pozvolna. Dalsi zajimavosti u MYO je to, Ze i zelezo vazané
hemem by taktéZ mohlo jeho fluorescenci ovlivnit. Samotné Zelezo je totiz schopno ménit

sviij oxidaéné-redukéni stav a prechazi z Fe** na Fe**a zpét, a pravé Fe** forma je schopna
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zhéSet fluorescenci (Xia et al. 2020). VSechny tyto ptfedpoklady se opravdu potvrdily
(Obrazek 9. D, E, F).
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Obrazek 9. Zavislost intenzity fluorescence TRP na rozpoustécim roztoku v case za pouziti vybranych bilkovin. A) Intenzita
fluorescence TRP u BSAv 60 min; B) Priibéh intenzity fluorescence v case u BSA s pridavkem pracovniho roztoku 10 M
Tris/Cl s 8 M mocovinou; C) Priibéh intenzity fluorescence v case u BSA s pridavkem pracovniho roztoku 10 M Tris/Cl s 8
M mocovinou a 5 mM DTT; D) Intenzita fluorescence TRP u MYO v 60 min; E) Priibéh intenzity fluorescence v case u
MYO s pridavkem pracovniho roztoku 10 M Tris/Cl s 8 M mocovinou; F) Priibéh intenzity fluorescence v case u MYO
s pridavkem pracovniho roztoku 10 M Tris/Cl s 8 M mocovinou a 5 mM DTT; G) Intenzita fluorescence TRP u LYS
v 60 min; H) Priibéh intenzity fluorescence v case u LYS s pridavkem pracovniho roztoku 10 M Tris/Cl s 8 M mocovinou;
1) Prubéh intenzity fluorescence v ¢ase u LYS s pridavkem pracovniho roztoku 10 M Tris/Cl s 8 M mocovinou a 5 mM DTT

U rozpoustéciho roztoku obsahujiciho pouze Tris/Cl v kombinaci s pracovnim
pufrem obohacenym o 8 M mocovinu je intenzita fluorescence TRP signifikantné mensi nez
u téhoz rozpoustéciho roztoku kombinovaného s pracovnim pufrem s 8 M mocovinou
a5 mM DTT, a to i ve vSech ¢asovych bodech (Obrazek 9. D, E, F). Dé se tedy pfedpokladat,
7e DTT redukuje Fe** na Fe?*, coz zpusobuje vyssi fluorescenci MYO v piipadé pouziti
pracovniho roztoku s timto redukénim c¢inidlem. Pokud se poté zaméfime na ¢asovy pritbéh
fluorescence MY O rozpousténého za nativnich podminek, je obzvlasté u pracovniho roztoku
obsahujiciho mocovinu zcela patrny jeji nartist az do 60 min (Obréazek 9. E, F). To naznacuje,
ze MYO v nativni formé je diky nadbytku mocoviny opravdu postupné denaturovan
(dochéazi ke tvorbé holo-myoglobinu a nizsich struktur). Nicmén¢ je potieba zdiiraznit. ze
v tomto ptipadé nikdy nebylo dosazeno tak vysoké fluorescence, jako u dal$ich variant, kdy
byly jiz pro samotné rozpousténi pouzity roztoky s vysokou koncentraci mocoviny (napf.

Obrazek 9. D). Denaturace tedy v pfipadé nativniho rozpousténi patrné nebyla nikdy
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kompletni, coz Ize prokdzat vypoctem s pouziti bodit v 60 minuté¢ méefeni. Po provedeni
kvantifikace MYO, hodnoty vychézejici z rozpoustéciho roztoku zalozeny na Tris/Cl byly
vyrazné mensi nez u hodnot z rozpoustécich roztokti s mocovinou a DTT. U mocoviny byla
neuplna denaturace popisovana jiz diive (Bennion and Daggett 2003), jak ale dokladaji tyto
vysledky, v kontextu WF assaye to neni idedlni zjisténi. Rozdily v pfipadé
kombinace rozpoustécich i pracovnich roztoki s moc¢ovinou nebo mocovinou a DTT uz
nejsou vyznamné, protoze MY O neobsahuje zadné disulfidické vazby (Andersen and Otzen
2014).

Posledni komentovany protein, LYS, obsahuje disulfidové vazby v blizkosti TRP
(Chang and Li 2002), které¢ v nativni stavu fluorescenci TRP snizuji, tim, Ze vSechny cystiny
v LYS jsou zapojeny do disulfidovych vazeb (Hennecke et al. 1997; Imoto et al. 1972).
Nedojde tak k emisi v pfislusné vinové délce, ale energie ptijatd TRP se spotiebuje na
ptreruseni nejblizsiho disulfidického mistku. U denaturované¢ho LYS, kdy jsou disulfidové
vazby rozruseny, je flourescence asi o 50% zvysend (Formoso a Forsten, 1975). S postupnou
denaturaci LYS by tedy mélo dochdzet ke zvySeni fluorescence. Opravdu, chovani LYS
v rdmci provedené¢ WF assaye je odlisné od obou piedchozich proteint, jelikoz je evidentni
zavislost fluorescence na pfitomnosti DTT v rozpoustécim, piipadné pracovnim roztoku
(Obrazek 9. G, H). Pokud je pracovni roztok obohacen jest¢ o DTT, je navic zfetelny
kontinuélni nartst fluorescence u vSech variant rozpousténi po celou dobu meéteni (Obrazek
8. I). To je pravdépodobné zplisobené tim, ze dochézi k postupné redukci 4 disulfidickych
mustktl, které 1ze oznacit jako hlavni zhasece fluorescence (Imoto et al, 1971). U 2 z téchto
TRP jiz byl zvrat zhaSeni pomoci jejich redukei disulfidd navic popsan v literatuie (Chang
and Li 2002).

Celkové vysledky tohoto experimentu naznacuji tomu, Ze v nékterych ptipadech neni
dostacujici pouZit pracovni roztok zaloZeny na mocoviné, jelikoz ta neni vzdy sama schopna
zajistit plnou denaturaci proteini. Kompletni denaturace je ale bohuzel nutné pro dosazeni
spravnych vysledk satnoveni. DTT by tak mélo byt pfidavano urcité, uvazovat se vsak da i
o dal$i suplementaci pracovniho roztoku néjakym vhodnym denatura¢nim ¢inidlem, nebo

o denaturaci vzorku jesté pfed samotnym stanovenim.
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2.6.2.3 MoZnosti denaturace

Na zéklad¢ zjiSténi popisovanych v pfedchazejici kapitole bylo nutné otestovat, jak
nejlépe dosdhnout denaturace a porovnat jednotlivé denaturacni podminky mezi sebou.
Konkrétné jsme zvolili denaturaci proteint ve vzorku jesté pred samotnym stanovenim.

Do denaturovaného stavu lze proteiny dostat nékolika zptsoby. Naptiklad zvySenim
teploty, zménou pH, pouziti organického rozpoustédla, denatura¢niho ¢inidla ¢i tlaku (Miron
et al, 2019). Pro tyto experimenty byly vybrdna denaturace zménou teploty a denaturace
detergentem SDS (piesnéji dvéma koncentracemi tohoto detergentu) a testovana byla u tii
standardnich proteinti, BSA, MYO a LYS. Me¢feni fluorescence vezminénych
denatura¢nich podminkéch pak prob&hlo v ¢asovych intervalech 5, 10, 15, 30, 45 a 60 min.

Pti pohledu na graf pro BSA (Obrazek 10. A) je mozno konstatovat, ze vysledky
odpovidaji pfechozimu zjisténi, tzn., ze jeho fluorescence pfili§ nezdvisi na denaturaci.
Zajimavosti je, Ze nejnizsi a téméf totozné hodnoty fluorescence byly naméteny v ptipadech
obou pracovnich pufrt pfi denaturaci inkubaci pti 100 °C. Tento vysledek lze vysvétlit tim,
ze dochazi k precipitaci BSA, a tim padem i ke sniZeni jeho mnoZzstvi ve vzorku. Celkem
jsou vsak hodnoty fluorescence jeho TRP ve vSech ¢asovych intervalech stabilni.

Z grafického zobrazeni fluorescence MYO (Obréazek 10. C) za pouziti pracovniho
roztoku s mocovinou vyplyva, Ze denaturace zménou teploty nebyla ucinnd, protoze u této
varianty jsou pocate¢ni hodnoty shodné s hodnotami naméfenymi pro nativni MYO. Ani
s postupem casu pak nedosahne oCekavanych hodnot. Naopak nejicinngj$imi denaturanty
byly rozpoustéci roztoky obsahujici mocovinu. 1% (w/v) a 2% (w/v) SDS mélo vysledky o
néco niz$i. Pii pouziti pracovniho roztoku obsahujici ptidavek DTT (Obrazek 10., D) pak
byly tyto vysledky potvrzeny pouze s tim rozdilem, Ze u rozpoustéciho roztoku s § M
mocovinou a 5 mM DTT doslo ke snizeni intenzity fluorescence, ktera vykazovala podobné
hodnoty jako varianta denaturace SDS.

Pti pohledu na graf fluorescence LYS (Obrazek 10., E) je viditelny signifikatni rozdil
dvéma skupinami vysledkti. V prvni skupiné¢ dosahuji podobnych vysledkii protein
v nativnim stavu, denaturace ¢istou mocovinou a pouziti 1% (w/v) SDS. Shodu mezi
naitnvnimi podminkami a denaturaci pufrem na bazi mocoviny vykazovaly jiz ptedchazejici
experimenty (Obrdzek 9. G). Souhrné se pro tyto varianty dé4 fict, ze patrné nezajisti
potiebnou denaturaci LYS. Ve druhé skupiné vysledkl jsou pak denaturace pti 100 °C, za
pouziti 2% (w/v) SDS a 8M mocoviny s 5 mM DTT. Tyto podminky vykazuji fluorescenci
vys$si, souvisejici patrné i s vyS$i mirou denaturace. Jedind z variant, kterd si relativné

podobné hodnoty i pti pouziti pracovniho roztoku obsahujiciho DTT (Obrazku 10. F) byla
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denaturace LYS pii 100 °C. Ostatni varianty mély podle o¢ekavani hodnoty znateln¢ vyssi,

pfi¢emz k nejvétsimu signifikantnimu posunu doslo u 1% (w/v) SDS. Tento graf tedy

naznacuje dulezitost pfidavku DTT v pracovnim puftu.
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Obrizek 10. Casova zavislost intenzity fluorescence TRP na specifickych denaturacnich podminkdach. A) Zavislost intenzity

fluorescence u BSA s pouzitim pracovniho pufru obsahujici Tris/Cl a mocovinu; B) Zavislost intenzity fluorescence u BSA
s pouzitim pracovniho pufiu obsahujici 10 M Tris/Cl, 8 Mmocovinu a 5 mM DTT; C) Zavislost intenzity fluorescence u
MYO s pouzitim pracovniho pufiru obsahujici 10 M Tris/Cl a 8 M mocovinu; D) Zavislost intenzity fluorescence u MYO
s pouzitim pracovniho pufru obsahujici 10 M Tris/Cl, 8 M mocovinu a 5 mM DTT; E) Zavislost intenzity fluorescence u
LYS s pouzitim pracovniho pufiu obsahujici 10 M Tris/Cl a 8 M mocovinu; F) Zavislost intenzity fluorescence u LYS
s pouzitim pracovniho pufiu obsahujici 10 M Tris/CIl, 8 M mocovinu a 5 mM DTT

Na zéklad¢ ziskanych dat se da fici, Ze ani jedna s testovanych metod denaturace
proteinti nebyla zcela univerzalni, tzn., ze by poskytla kompletni rozvolnéni struktury pro
vSechny tfi testované proteiny. Pokud by vSak méla byt jedna z variant doporucena,
nejkonzistentnéjsi a nejlepsi vysledky mélo pouziti 2% (w/v) SDS. Potvrzen také opét byl

vyznam redukce disulfidickych mustkii.
2.6.2.4 Pouzitelnost WF assaye pro vzorky z tylakoidnich membran

Jako nejvétsi vyhody WF assaye jsou v literatufe uvadény citlivost, Siroky linearni

rozsah kalibra¢ni kiivky, moznost provedeni tak, Ze toto stanoveni nespotifebovava méfeny
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vzorek, a univerzalnost ve smyslu kompatibility s Sirokou Skalou detergentl a pouzitelnosti
pro rtizné typy proteinovych vzorka (Wisniewski and Gaugaz 2015).

VétSina téchto zaveért byla potvrzena i v této praci. Jednim z hlavnich zjisténi vSak
bylo, ze za pracovnich podminek uvadénych v origindlnim protokolu nemusi u nékterych
proteinti dojit k Giplné denaturaci, kterd je vSak silné¢ ovlivituje fluorescenci, a vysledky
stanoveni tak nemusi byt spravné. BohuZzel, zcela idedlni feSeni nebylo nalezeno ani pii
pokusu o optimalizaci. Je sice pravda, ze pifidavek DTT do pracovniho pufru, a denaturace
proteintl jesté pred stanovenim (napt. 2% (w/v) SDS), dokéze neuplnou denaturaci proteinil
mocovinou z vétsi Casti kompenzovat, ale tyto postupy nejsou univerzalné platné pro
vSechny proteiny (viz pfedchazejici kapitola). Dal$imi variantami, ktery by se daly otestovat,
by mohla byt bud’ tepelna denaturace za piitomnosti detergentu (SDS nebo SDC) jesté pred
stanovenim, ktera by méla zabranit precipitacim a ztrdtdm, nebo ptidavek silné
denaturujiciho detergentu pifimo do pracovniho pufru. Tyto experimenty vSak jiz z asovych
diivodl nemohly byt v ramci této prace provedeny.

Jak prokéazaly pokusy s MYO, jako problematické se pro toto stanoveni jevi také
proteinové vzorky, které obsahuji vdzané nebo volné molekuly, které¢ interferuji
s fluorescenci TRP. U MYO to byl vazany hem, déale naptiklad NADH, flaviny, derivaty
pyridoxalu nebo chlorofyl (Lakowitz 2006). U toho byl pfenos energie a vzajemné ovlivnéni
fluorescence s TRP v ramci struktury proteint jiz opravdu n€kolikrat prokazéan (Alston et al.
2008; Vivian and Callis 2001). Vzhledem k povaze vzorkll obsahujicich proteiny
z izolovanéch tylakoidnich membran, pro které méla byt WF assay v ramci této diplomové
prace primarng urcena, a které obsahuji velké mnozstvi chlorofylu, se tedy daji interference
pfi stanoveni ocekavat. To se potvrdilo pfi praci s proteiny z chloroplastii izolovanych
pratokovou cytometrii, kde dochazelo ke zhaSeni fluorescence pfi excitacni vinové délce
295 nm az na Groven blanku (osobni sdéleni, Mgr. Ivo Chamrad, Ph.D.) . Z tohoto divodu
bylo nutné do zamysleného postupu vybrat jinou metodu ke stanoveni obsahu izolovanych
tylakiodnich proteintl, kterd neni citliva na pfitomnost chlorofylu ani detergentti. Konkrétné
se ji stal komeréné dostupny 2D-Quant kit (viz kapitola 2.5.3.2. 2D-Quant kit), ktery je

zalozeny na odstranéni interferujicich latek precipitaci.

2.6.3 Porovnani vybranych metod $tépeni membranovych proteini v roztoku
Dalsim dilezitym krokem byl vybér spravné metody extrakce a S$tépeni pro vzorky
proteinit z izolovanych tylakoidnich membran. Jak jejich ptivod napovidd, jedna se o

membranové proteiny, které maji specifické slozeni, a tedy 1 fyzikalné-chemické vlastnosti.
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Typicky je pro né obsah hydrofobnich ¢asti, které je nutné pfi extrakci a rozpousténi dostat
do roztoku, nej¢astéji pomoci vybraného detergentu (Salvador et a/, 2019). Tyto oblasti také
znesnadiiuji proteomickou analyzu, jelikoZ maji sniZzeny pocet St€pnych mist pro specifické
proteasy, ¢imz pfi nedostatecné solubilizaci nemusi dojit k efektivnimu §tépeni. Proto, aby
bylo enzymatické §tépeni co nejvice ucinné, je také nutna iplna denaturace.

Na zaklad¢ studia literatury bylo jako vhodny detergent vybrano SDC, a to ze dvou
diivodd. Nepomaha totiz pouze rozpousténi membranovych proteinii (Wang et al. 2018) ale
také podporuje ucinnost Stépeni, celkové az 5x v pfitomnosti 1% (w/v) SDC (Lin et al.
2013). Pokud je ale v roztoku s proteiny (a pozdéji peptidy) obsazen pravé SDC, je nutné jej
pfed LC - MS/MS analyzou odstranit. Existuji dva zplsoby. Jednak pomoci fadzového
transferu ptidavkem organického rozpoustédla, kdy tryptické peptidy zlstaly ve vodné fazi
(Masuda et al, 2009), nebo pomoci piesrazeni SDC za pouziti kyseliny.

Experiment byl tedy proveden v péti riznych kombinacich pokryvajicich extrakci
a Stépeni. Konkrétné byly srovndvany metody obsahujici extrakéni pufr s 100 mM TEAB,
6 M mocovinu a 2 M thiomocovinu; stejny extrakéni puftr s ptidavkem 0,5% (w/v) SDC
anaslednym fazovym transferem; extrakéni pufr s0,5% (w/v) SDC anaslednym
okyselenim; extrakéni pufr s 5% (w/v) SDC a naslednym fazovym transferem; a extrak¢ni
pufr s 5% (w/v) SDC a naslednym okyselenim. Pro tyto metody pak byly po LC-MS/MS

srovnany jednotlivé namétené hodnoty.

2.6.3.1 Srovnani zakladnich identifika¢nich charakteristik

Pii hodnoceni poctu identifikovanych proteini (Obrazek 11. A) vysla nejlépe
vychozi metoda s pouzitim extrakéniho pufru obsahujici mocovinu a thiomocovinu, kdy
celkovy pocet identifikaci proteint pro tfi nezavisla opakovani dosahl dohromady hodnoty
669. Obecné se da fici, ze kromé varianty s 5% (w/v) SDC a fazovym transferem veskeré
ostatni testované varianty extrakce a Stépeni zalozené na SDC opravdu doséhly nepatrné
niz§ich celkovych i primérnych hodnot pocti identifikovanych proteinti nez metoda
vychozi, pfi¢emz tento vysledek byl statisticky signifikantni. Mezi témito variantami pak
signifikantnich rozdily zjiStény nebyly (Obrazek 11. B).

Pti porovnani poctu identifikovanych peptidii (Obrazek 11. C) vychazi, Ze nejvyssi
celkové 1 primérné hodnoty doséhla opét metoda se zdkladnim extrakénim pufrem. Druha
nejlepsi varianta byla i vtomto piipadé metoda obsahujici 5% (w/v) SDC s fazovym

transferem, kdy od zékladni metody lisi v priméru pouze o 233 identifikovanych peptidii.
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Ostatni testované varianty doséhly o néco nizsi pocty identifikovanych peptidd, byt tyto

rozdily vét§inou nebyly vyznamné (Obréazek 11. D).

8000 , A B
= 700,0 Extrakéni pufr 1.
=
§ 2£ 8 SDC 5%, transfer 2. o8
S
2 E
< =400, mcelkem SDC 5%, okyseleni 3. 00z [ o0
= 300,0 s 002 | 003 | 089
>3 200,0 M primér SDC 0,5%, transfer 4.
A~ 100,0 002 | 004 | o081 | oot
0.0 SDC 0,5%, okyseleni 5.
Extakéni  5%SDC, 5%SDC, 0,5% SDC, 0,5% SDC, 1. 2. 3. 4. 5.
pufr transfer ~ okyseleni  transfer  okyseleni
Metody §tépeni D
= 3888% Extrakéni pufr 1.
= ,
-5 3500,0
& 3000,0 SDC 5%, transfer 2.|
£42500,0
< 2000,0 mcelkem SDC 5%, okyseleni 3.
+ 1500,0
Q > o x
S 1000,0 = prumer SDC 0,5%, transfer 4.
& 5000
0.0 SDC 0,5%, okyseleni 5.
Extrakéni 5%SDC, 5%SDC, 0,5% SDC, 0,5% SDC,
pufr transfer  okyseleni tmnsfer  okyseleni ! 2 3. 4 5
Metody stépeni
E
60000,0 _F
5 50000.0 Extrakéni pufr 1.
% > 026
o 40000,0 SDC 5%, transfer 2. |
@« 30000,0
= 20000.0 mcelkem SDC 5%, okyseleni 3. s
2] ’ oy
= primér
E 10000,0 SDC 0,5%, transfer 4. R
Qo 0,0
& Extmkéni  5%SDC, 5%SDC, 0,5% SDC, 0,5% SDC, SDC0,5%, okyselents.| | % | 20 | ¢
pufr transfer  okyseleni  transfer  okyseleni
Metody $tépeni 1 2 3. 4 5
250 , G H
[
% 200 Extrakéni pufr 1.
2150
2 SDC 5%, transfer 2.‘
2 10,0 m celkem
E - pn'lmér SDC 5%, okyseleni 3.
S 50
£ 9
0.0 SDC 0,5%, transfer 4.
Extwkéni  5%SDC, 5%SDC, 0,5% SDC, 0,5% SDC, SDC 0.5%, okyselent 5.
pufr transfer  okyseleni  transfer  okyseleni
Metody stépeni L 5 N 4 s

Obrazek 11. Srovnani riznych metod extrakce a Stépeni v zavislosti na vybranych parametrech. A) Zavislost poctu
identifikovanych proteinit na metodé extrakce a Stépeni. B) Matrice zobrazujici vysledek t-testii pri porovnani jednotlivych
metod Stépeni v zavislosti na poctu identifikovanych proteini; C) Zavislost metod Stépeni na poctu identifikovanych
peptidii;, D) Matrice zobrazujici vysledek t-testii pii porovnani jednotlivych metod Stépeni v zavislosti na poctu
identifikovanych peptidii; E) Zavislost metod stépeni na poctu MS/MS spekter,; F) Matrice zobrazujici vysledek t-testii pri
porovnani jednotlivych metod §tépeni v zavislosti na poctu MS/MS spekter, G) Zavislost metod Stépeni na poctu pokryti
sekvencich; H) Matrice zobrazujici vysledek t-testii pri porovnani jednotlivych metod Stépeni v zavislosti na pokryti

sekvenci.

Dalsimi parametry, které byly srovnavany, byly pocty ptitazenych spekter

a prumérné pokryti sekvence. U ptifazenych spekter nebyl reflektovan trend minulych dvou
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parametrl, ale nejvyssi primérnych hodnot dosahly varianty s 0,5% (w/v) SDC (Obrazek
11. E). Ostatni metody poskytly vysledky srovnatelné. Jednoznacny trend v signifikanci
téchto rozdilti vSak kvuli jejich velikosti a rozptylu dat nelze pozorovat (Obrazek 11. F).
Co se pokryti sekvence tyce, vSechny metody dosahly témét totoznych primérnych hodnot
pohybujicich se tésné okolo 17% (Obrazek 11. G, H).

Jelikoz se z predchoziho porovnani neda jednoznacné zvolit jedna metoda, ktera by
méla nejlepsi vysledky ve vSech sledovanych parametrech, bylo nutné podivat se podrobnéji
na identifikované peptidy, diky kterym byly nasledn¢ identifikovany i konkrétni proteiny
(Obrazek 12.). Konkrétné §lo o analyzu zastoupeni proteinii v zavislosti na tom, kolika
peptidy byly identifikovany. Pro co nejlepsi identifikaci proteinli je totiz nutné mit co
nejvetsi pocet validovanych peptida identifikujicich jeden protein.
varianta s 5% (w/v) SDC a naslednym fazovym transferem. V této varianté to byla hodnota
20,17 %, oproti nejvyssi hodnoté 26,96 %, kterou vykazovala varianta s 0,5 % (w/v) SDC
a naslednym okyselenim. To v kombinaci s faktem, Ze zastoupeni proteint identifikovanych
vice nez 4 peptidy bylo u varianty s 5% SDC a fazovym transferem 49,27 % (o desetiny

procenta druhé nejvyssi), €ini tuto variantu v tomto porovnani jako nejlepsi.
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Obrazek 12. Srovnani procentualni zastoupeni v zavislosti na riznych metodach extrakce a Stépeni. Extrakcni pufr
obsahuje 100 mM TEAB, 6 M mocovina, 2 M thiomocovina; nasledujici varianty obsahovaly pridavek 0,5 % (w/v) nebo 5

% (w/v) SDC s naslednym fazovym transferem nebo okyselenim.
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Z téchto dat bylo usouzeno, Ze a¢ nebylo celkové dosazeno markantnich rozdili mezi
jednotlivymi metodami v Zddném z hodnocenych parametrti, jako nejlepsi se jevi varianta
s 5% (w/v) SDC a néaslednym fazovym transferem. Dulezitym aspektem, ktery vedl k tomuto
rozhodnuti byl ten, Ze pocet proteind, které byly identifikovany vice nez jednim peptidem
byl signifikantn€ vys§i nez u ostatnich variant. Zaroven dle srovndni hodnot ostatnich
parametrl (pocet proteintl, peptidii, MS/MS spekter a pokryti sekvence) tato metoda patiila

vzdy k tém, co vykazovala nejvyssi hodnoty.

2.6.3.2 Porovnani kvalitativni a kvantitativni opakovatelnosti

Pro optimalizaci jakékoliv metody je vzdy dilezité nejen to, jaké diky ni dostat
vysledné hodnoty, ale také to, jak4 je kvalitativni a kvantitativni opakovatelnost.

Graf na Obrazku 13. vyjadiuje primémé hodnoty pro piekryvy proteinti
identifikovanych ve dvojici technickych opakovani u dané varianty extrakce a Stépeni
vyjadiené v procentech. Zde je nutné podotknout, Zze kazdd metoda byla opakovana
v triplikatu, a tak vzdy byla provedena tii takovato parova porovnani a zndzornén je prave
jejich primér se smérodatnou odchylkou. Toto porovnani bylo tedy pouZzito pro zhodnoceni
opakovatelnosti kvalitativni, jinymi slovy jako mira toho, jaké shody u proteinového slozeni

vzorku je dana metoda schopna opakované dosdhnout.
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Obrdazek 13. Zavislost prekryvu identifikovanych proteinii na metoddch Stépeni a extrakce.
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Velmi zietelné je vidét, ze nejvyssi hodnoty s nejnizSim rozptylem dat dosdhla
metoda 5% (w/v) SDC a néslednym fdzovym transferem. Detekované rozdily byly sice opét
malé, ale z hlediska provedenych statistickych testli vyznamné.

Pro vyhodnoceni kvantitativni opakovatelnosti  byly srovnany iBAQ
(Schwanhiiusser et al. 2011) hodnoty proteintl, které byly uspésn¢ identifikovany ve dvojici
posuzovanych technickych opakovani u dané varianty extrakce a st€peni. K tomuto srovnani
byla pouzita Pearsonova korelace, kterd odrazi variabilitu kolem line4drniho trendu. Pro
kazdou posuzovanou metodu byly opét provedeny tfi korelace a z nich byl vypocten prumér
a smérodatna odchylka. Tyto hodnoty také byly podrobeny T-testu.

U vsech testovanych metod bylo dosazeno primérného Pearsonova korela¢niho
koeficientu vyssiho nez 0,9 (Obrazek 14. A), coz je, kdyz uvazime, ze maximalni hodnotou
je 1, velmi dobry vysledek. Nicméng, veskeré testované metody, kdy bylo extrakce a §té€peni
podpoieno piitomnosti SDC, doséhly signifikantné vyssich hodnot nez metoda vychozi

(Obrazek 14. A). Mezi nimi pak jiz rozdily téméf nebyly.
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Obrazek 14. A) Zobrazeni testovanych metod Stepeni a priimérii jejich Pearsnovy kolerace; B) Matrice zobrazujict
vysledek t-testii pri porovnani Pearsonovych koleraci.

V souhrnu se tak da fict, Ze pfidavek SDC do extrakéniho pufru, a jeho nasledna
pfitomnost pfi St€peni, méa pozitivni vliv na celkovou opakovatelnost experimentu, a to
hlavné pii koncentraci 5% (w/v). Preferovanou metodou jeho odstranéni je pak pii této
koncentraci fazovy transfer. To je v absolutni shod€ se zavéry minulé kapitoly, a tak byla
varianta s 5% (w/v) SDC a fazovym transferem vybrana jako metoda extrakce a Stépeni
v roztoku pro veskeré dalsi proteomické experimenty tykajici se charakterizace proteomu

tylakoidni membrany.
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2.6.6 Analyza pusobeni BAP na proteom tylakoidnich membran Hordeum vulgare

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo zjistit plisobeni cytokinind, konkrétné
BAP, na membranové proteiny v Hordeum vulgare pomoci technik moderni hmotnostni
spektrometrie. Rostlinné hormony cytokininy jsou dtilezit¢ pro mnoho vyvojovych
a fyziologickych procesi, pficemz kazda tkan na jejich pfitomnost reaguje riznymi zptisoby.
BAP byl vybran proto, Ze je zapojen do regulaci proteinti podilejicich se na metabolismu
sacharidi, mimo jiné ovliviiuje i endogenni hormonélni homeostdzu se silnou tkanovou
specifitou a zvysuje hladinu kyseliny abscisové (Zdarska et al. 2013). Ackoliv se pfirozené
nevyskytuje, oSetfeni s nim ukazalo silné u¢inky na rostlinné tkang, a diky tomu je velmi
Casto vyuzivan u experimentl. Cytokininy, pokud jsou ve vysokych koncentracich
pridavany do kultivaéniho média, mohou ovlivnit fotomorfogenezi, tedy ovlivni vyvoj a rlst
v zavislosti na svétle (Lochmanova et al. 2008). V této publikaci bylo také zminéno, ze po
analyze takto oSetfenych rostlin doslo ke zméné exprese ve 37 proteinech, které ale nebyly
identifikovany.

Proces senescence, ktery je spjat srozkladem chlorofylu, dezintegraci
fotosyntetického aparatu a oxidativnim poSkozenim, je také Uzce spjat s cytokininy.
Vsechny zminéné pochody lze zpomalit pravé pisobenim cytokininli (Honig et al. 2018).
Nicméné presny molekuldrni mechanismus ptsobeni a pfipadné vysledek tohoto ptsobeni
dodnes nebyl mapovan. Z toho diivodu byla tato prace zaméetena prave na tuto problematiku.

Avsak vétSina experimentll je zaloZzena na Arabidopsis thaliana, v této praci je
postup aplikovan na Hordeum vulgare, a to z n¢kolika divodi. Jedna se o velice dilezitou
zemé&délskou plodinu, diky svému nutricnimu sloZeni je neopomenutelnou plodinou
V potravinarstvi.

Za pomoci optimalizovanych metod a extrakce s vyuzitim detergentu detergentu
SDC a MS analyzy (viz ptedchozi kapitoly), byly zpracovany vzorky je¢mene ptirozeného
genotypu a jeho mutantni formy clo s deficitem chlorofylu b. Byly vytvoteny 4 typy vzorku,
kdy kazdy byl napéstovan ve 3 nezavislych biologickych opakovéanich. Nasledovalo
zpracovani téchto 12 vzorkd jiz zminénym zplisobem a kazdy byl analyzovan na
hmotnostnim spektrometru ve 3 nastficich. Také byly navic provedeny extrakce nativnich

fotosyntetickych komplexi a jejich separace pomoci nativni 1D a 2D elektroforézy.

2.6.6.1 Kvantitativni analyza
Jak jiz bylo zminé€no v vodu, rostliny Hordeum vulgare byly oSetieny,

experimentalni skupina BAP a standardni skupina DMSO. BAP je pro tyto experimenty
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velmi Casto vyuzivan, jelikoZz je schopen zpomalit plisobeni senescence a specificky piisobit
na rostliny (Honig et al. 2018), nicméné toto ptisobeni nebylo na molekularni urovni dodnes
vysvétleno. Pravé proto byl vybran tento experiment, jako hlavni cil prace. Pro srovnani
hladin vSech proteinli obsazenych v analyzovanych tylakoidnich membranach byly
provedeny vybrané postupy (viz vyse), ¢imz mély byt zajiStény optimalni podminky pro
membranové proteiny a pro ndslednou analyzu.

Po provedeni analyzy na hmotnostnim spektrometru bylo pro WT identifikovano 512
proteintl, z ¢ehoz 24 bylo ve zvySeném mnozstvi a 19 proteinii ve snizeném. Jako parametr
rozhodujici o signifikantnich rozdilech byl zvolen — log(LIMMA _t-c.P.Value) kdy mezni
p -hodnota je 0,05, tzn. 1,3. Z Obrazku 15. je patrné, ze po ptidani cytokininli do zivného
média jsou v proteinovém slozeni urcité rozdily, a tim padem dosazené vysledky jsou
v souladu s literaturou (Lochmanova et al. 2008; Zdarska et al. 2013). Lze predpokladat, Ze

tyto membranové proteiny budou hrat urcitou roli v regulaci metabolismu a vyvoji rostliny.
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Obrazek 15. Graf zobrazujici zmény obsahu proteinii izolovanych na P-hodnoté. Analyzované proteiny z Hordeum vulgare
WT osetreny DMSO a BAP; modra zobrazuje proteiny nevykazujici signifikantné odlisné hodnoty; cervena zobrazuje

proteiny se signifikantné vyssimi hodnotami, zelend zobrazuje proteiny se signifikantné nizsimi hodnotami.

Z vysledkii bylo mozné provést identifikaci proteini za pomoci databaze UniProt

s nasledn¢ provedenym proteinovym blastovanim. Ziskand data byla dle vybranych
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parametrll srovnana a nalezeny signifikantné odlisné proteiny (Tabulka 8.) a vétSina z nich
byla identifikovana.

Protein, ktery mél nejvice zvySenou hodnotu byl identifikovan jako NAD(P)H-
enzym v dychacim fetézci. Katalyzuje oxidaci NADH na NAD" a ptedava elektrony
pravdépodobné na plastochinon (Roth and Hégerhéll 2001), coz je dilezitd molekula pro
ptenos elektrond pfi svételné fazi fotosyntézy. Jako druhy vyznamné signifikantni protein
se zvySenou hodnotou byl identifikovan peptidylprolyl izomeraza. Aktivita této izomerazy
je pripisovana enzymu TLP20, ktery je klasifikovan jako cyklofilin a katalyzuje skladani
proteinti, podili se na signalnich drahach i biogenezi. Byla prokdzana interakce TLP40
s tylakoidni membranou a regulace aktivity proteinové fosfatazy, ktera je specificka pro PSII
(Edvardsson et al. 2003). DalS§i membranovy protein, ktery byl signifikantné zvySen, je
plastocyanin. Je to redoxni protein zprostiedkovavajici ptenos elektronti z cytochromu bgf’
(ktery ma také signifikantni zvySeni) do PSI. Plastocyanin obsahuje méd’, coz lze povazovat
za redoxni aktivni kofaktor. Pfijimé elektron cytochromu a doddva je chlorofylim PSI
(P700) (Mayneord et al. 2019). Zajimavy je také protein vazajici PAP-fibrillin doménu,
protoze fibrilin je hlavni proteinova slozka struktur akumulujici karotenoidy pii dozravani
ovoce. Zaroven se proteiny souvisejici z fibrillinem akumuluji pii reakci na vodni stres
(Gillet et al. 1998). Toto zjisténi koreluje s pfedpoklddanymi vysledky s pouzitim BAP,
jelikoz by mél podporovat riist a tim 1 zvySit expresi specifickych proteint.

Naopak znacné sniZeni nastalo u fosfoinositid fosfolipazy C, ta patii do tfidy enzymu
hydrolyzujicich ~ fosfolipidy, které jsou spojeny smembranou za  vzniku
inositol— 1,4,5— trifosfatu a diacylglycerolu. Doména C2 tohoto proteinu je schopna zacilit
membrany. Dullezity je v tomto mechanismu i vapnik, jelikoz diky nému dojde ke zméné
povrchové hydrofobicity praveé pii cileni z rozpustnych frakci na membrany, coz je klicova
role vregulaci aktivity tohoto proteinu (Rupwate and Rajasekharan 2012). Protein
obsahujici doménu rhodanese je dilezity k ukotvovani ferredoxin-NADP reduktazy
k tylakoidnim membranam chloroplastu a zaroven udrzuje ur€ity linearni elektronovy proud.

Exprimuje se v listech a stoncich, v nizkych hladinéch i v kvétech.
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Tabulka 8. Jednotlivé identifikované proteiny se signifikatnimi rozdily v méreném parametru.

LIMMA
Uniprot , . Nazev Hit LIMMA _ -
oznaceni Nazev proteinu genu t-c.logFC -
) c.P.Value
NAD(P)H-qui i t
SAYYTT (. )H-quinone oxidoreductase ndhK 3,664 0.004
subunit K
MO0ZC22 Peptidylprolyl isomerase FKBP16-4 3,531 0,007
A0A287W6R4 Uncharacterized protein At3g10130 3,530 0,013
AO0A287ICA1  Transket pyr domain-containing protein UGP3 2,696 0,009
MOUDIS L1poc.ln._cytosolfc_FA—bd_dom domain- CHL 2,635 0,048
containing protein At3g47860
F2D3V0 Predicted protei OHPI 2,525 0,049
redicted protein APG16 , ,
PETE
i 22
F2D7P5 Plastocyanin Atlg76100 2,459 0,0
AO0A287F1J0  PAP_fibrillin domain-containing protein PAP3 FBN2 [1,947 0,029
S470M8 Photosystem I assembly protein Ycf3 yct3 1,939 0,039
MOXX43 Chlorophyl'l a-b binding protein, LHCB7 1,877 0.031
chloroplastic
A0A287ML46 Uncharacterized protein CCBI 1,638 0,013
A0A287L342  Uncharacterized protein atpB 1,594 0,022
AO0A287X150 Uncharacterized protein 1,399 0,037
AO0A218LM74 Cytochrome b6 petB 1,261 0,034
A0A287HQH1  Chiorophyll a-b binding protein, LHCA2 0,953 0,049
chloroplastic
. containi
A0A287IES3  VAD(P)-bd dom domain-containing 3555y 013 0,045
protein
A0A287XS61  Peptidylprolyl isomerase FKBP13 -1,135 0,046
hlorophyll a-b bindi tei
F2D6Q1 Chlorophyll a-b binding protein, LHCB13  -1,207 0,041
chloroplastic
MOY3A6 MFS domain-containing protein At5g59250 -1,263 0,033
AOA287HLL3 Uncharacterized protein At1g05910 -1,335 0,038
Amino_oxidase domain-containing PPOX2
- -1,4 4
AO0A287HIL4 protein HEMG? 496 0,040
A0A287SQF2  Uncharacterized protein -1,559 0,028
ALE9J0 Photosys.tem I P700 chlorophyll a psaB 2,054 0,032
apoprotein A2
CURTIA
. . . 5154
A0A287W7M1 CAAD domain-containing protein At4g01150 ,15 0,037
NAD(P)H-qui i t
47310 (. )H-quinone oxidoreductase ndhF 2218 0.001
subunit 5
AO0A287E466  Uncharacterized protein -3,121 0,049
AO0A287GY22 Uncharacterized protein CYP89A2 -3,157 0,005
AO0A287HNV7 Uncharacterized protein -3,187 0,013
AO0A287M8B9 Rhodanese domain-containing protein STR4A -3,389 0,021
F2CTX1 Phosphoinositide phospholipase C STR10 -4,400 0,005
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Analyza na hmotnostnim spektrometru byla také provedena pro sadu vzorkil
obsahujici izolované proteiny z tylakoidnich membréan je¢mene setého mutantni formy clo,
kterd byla taktéz oSetfena BAP a DMSO. V tomto méfeni bylo celkové identifikovano 670
proteintl, pfi¢emz mnozstvi 28 z nich bylo signifikantné zvySené a obsah 19 proteinii byl

signifikantné snizeny (Obrazek 16.).
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Obrazek 16. Graf zobrazujici zmény obsahu proteinii izolovanych na P-hodnoté. Analyzované proteiny z Hordeum vulgare
v mutantni formé (clo) osetireny DMSO a BAP; modra zobrazuje proteiny nevykazujici signifikantné odlisné hodnoty;
Cervena zobrazuje proteiny se signifikantné vyssimi hodnotami; zelena zobrazuje proteiny se signifikantné nizsimi

hodnotami.

Vysledné jednotlivé proteiny byly identifikovany opét za pomoci databaze UniProt
a nasledn¢ bylo provedeno blastovani. Ziskana data byla dle vybranych parametri srovnana
a byly nalezeny signifikantn¢ odlisné proteiny (Tabulka 9.) a vétSina znich byla

identifikovana.
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Tabulka 9. Jednotlivé identifikované proteiny se signifikatnimi rozdily v méreném parametru.

Uniprot Jméno proteinu Hit Gene LIMMA_ LIMMA _
oznaceni names t-c.logFC t-c.P.Value
VOPE32 ATP synthase subunit c atpH 4,229 0,025
A0A287MRO04 Uncharacterized protein CCB3 3,850 0,012
K3VXFS8 ANK_REP_REGION domain- AKTS 3,006 0,038
containing protein
082688 Amino acid selective channel protein OEP161 2,683 0,016
F2CR28 Predicted protein 2,596 0,028
AO0A287WMS51 Chlorophyll a-b binding protein, LHCB1.3 2,245 0,027
F2CS35 Predicted protein RER4 2,189 0,009
AOA287I1Q2 AB hydrolase—l domain-containing At5201700 2,179 0.019
protein
F2CVS6 Predicted protein PAM68 2,022 0,020
AO0A287EIM2  Uncharacterized protein OEP161 P 1,849 0,031
AO0A287SGV7 Uncharacterized protein 1,843 0,037
AO0A287NIG6  SRP54 domain-containing protein FFC 1,758 0,024
A0A287U4Q4 ATP synthase subunit alpha atpA 1,612 0,040
A0A287SNX7 Chlorophyll a-b binding protein LHCB1.3 1,564 0,011
F2CW18 Chlorophyll a-b binding protein LHCAS 1,563 0,021
A0A287U4K3 ABCI domain-containing protein ABCIKS8 1,532 0,015
F2CPQ1 Predicted protein OHP2 1,302 0,041
A0A287FW14 DM phosphatase domain-containing 54900 (g2 0,044
protein
AO0A287MP90 Uncharacterized protein ndhO -1,424 0,046
MOWPHO Uncharacterized protein PSAH2 -1,456 0,019
AO0A287U537  ATP synthase subunit beta atpB -1,608 0,048
F2CZHO Predicted protein STIC2 -1,641 0,046
A1E9N6 30S ribosomal protein S15 rpsl5 -1,654 0,040
AO0A287ML46 Uncharacterized protein CCBI1 -1,992 0,032
S4S7Q7 Cytochrome b6-f complex subunit 4 petD -2,358 0,005
MO0XX43 Chlorophyll a-b binding protein LHCB7 -2,482 0,009
MOYD50 Uncharacterized protein FAX3 -2,734 0,031
AOA2STUTEA Methyltransf_l 1 domain-containing Atlg78140 2.922 0,023
protein
F2DKS88 Predicted protein At5g03900 -3,204 0,015
MOZBEO Lipase 3 domain-containing protein At1g06800 -3,754 0,006
MOW1G3 Uncharacterized protein At1g68590 -4,153 0,007
AO0A287R8MO0 Uncharacterized protein PSRP2 -4,297 0,001

Nejvyssi up-regulace byla dle parametru LIMMA naméfena u proteinové
podjednotky ATP-syntazy C. Samotna syntéza ATP je mechanicky propojena s rotaci kruhu
¢ podjednotek, které jsou v tylakoidni membrané. Rotace je fizena translokaci protoni skrz

tylakoidni membranu podél elektrochemického gradientu (Lawrence et al. 2011). ZvySenim
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tohoto proteinu je patrné, Ze diky vys$$im hodnotdm vzniklého ATP, byl zvySen i
fotosynteticky metabolismus, a tedy byla podpofena fotosyntéza. Vyrazné zvySeni nastalo i
u proteinu vazajici chlorofyl a-b, tedy LHCBI. Jedna se o apoprotein fady LHCII, ktery je
spjat s PSII (Jackowski, Kacprzak, and Jansson 2001). Jelikoz clo je deficientni v chlorofylu
b, ma diky tomu urychlenou inhibici PSII pfi stresu, ¢imz jsou negativné ovlivnéna i RCIL.
Komplex LHCBI byl celkové oproti dals§im LHCB komplexiim nalezen 9x, ostatni pouze
jednou, avsak jejich zvySeni je taktéz signifikantné vyznamné. Z tohoto zjisténi lze vyvodit,
ze oSetieni BAP potlacilo zhorSeni funkce pravé PSIIL.

U A. thaliana je PSRP charakterizovan jako plastidové specificky ribozomalni
protein. Tento protein byl nalezen u clo jako nejvice down-regulovany. Jedna se o strukturu,
kterd obsahuje dva RNA-rozpoznavaci motivy. Bylo ale prok4dzano, Zze PSRP2 neni nezbytny
pro funkci ribozomu a rist rostlin za standardnich podminek, ale semena s nadmérné
exprimujicim PSRP2 vykazovala zpozdéné kliceni v riznych svételnych a stresovych
podminkach (Xu et al. 2013). SniZenim mnozstvi tohoto proteinu doslo k rychlejsimu
kliceni, pravdépodobné diky ptidavku BAP.

Pti porovnani WT, kde bylo identifikovdno 512 proteini a clo, s 670
identifikovanymi proteiny, je rozdil 158 identifikovanych proteinti. Celkové pfi porovnani
téchto dvou variant veSkeré pozorované signifikantni hodnoty byly vyssi u clo, jak
umnozstvi zvysenych ¢i snizenych poctu proteinti, tak i u konkrétnich maximalnich
a minimalnich hodnot parametru LIMMA identifikovanych proteini. Mutantni forma
obsahuje také mensi mnoZzstvi chlorofyl a i karoteinoidfi. Samotné fotochemické pochody
jsou vétsinou niz§i nebo srovnatelné s WT (Stroch et al. 2008), a pravé proto by osetieni
cytokininy mélo pfispét k vy$§im hodnotam, coz muze byt dal§i smér podrobnéjSiho
vyzkumu. Pfestoze nelze piesné specifikovat mechanismus jednotlivych proteint, 1ze fici,
ze oSetfeni BAP pfineslo pro tuto mutantni formu clo vétsi odezvu, coz bylo zjiSténo i
experimentalné pii pozorovani senescence (Janeckova et al. 2019). Zaroveii v této publikaci
bylo uvedeno, ze c/lo ma snizeny pocet LHCB az o 80 % oproti WT, konkrétné se jedna
o LHCBI1, LHCB6, LHCB4, LHCB2, LHCB3, coz bylo potvrzeno i v této praci, jelikoz i
zde byly naméteny velké rozdily v téchto komplexech mezi WT a clo. Je mozné, Ze by
pfitomnost cytokininii mohla zménit pomér svétlosbérnych komplexti, které jsou snizeny
diky nedostatku chlorofylu b a mohou tak ovlivnit celou rostlinu a jejich metabolické
procesy. Oc¢ividné ale probiha vzajemna regulace, jelikoz proteiny pfenasejici elektrony jsou
zvyseny (u WT napt. ycf3), avsak je ubytek v PsaB, coz jsou stuktury, které jsou v izkém

kontaktu. Muize to byt reakce na piebytek yfc3, anebo naopak Uibytek struktur, které nejsou
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v pfimém kontaktu. Vysledky naznacuji, ze pouziti BAP ma vliv na svétlosbérné komplexy
u clo a je mozné, Ze fotoprotektivni ucinek je daleko rozsahlejsi. Tyto skutecnosti ale bude

nutné jesté overit dalsimi experimenty.

2.6.6.2 Analyza nativnich komplexi tylakoidnich membran pomoci elektroforetickych
technik

Pro vizualni porovnani nativnich komplexli z tylakoidnich membran osmidenni
rostliny byla provedena nativni elektroforéza a gely sizolovanymi proteiny byly
naskenovany kolorimetricky a fluorescencné. Ve fluorescencnim zobrazeni nejsou viditelné
separacni drahy nalezici PSI, jelikoz pifi RT fluoreskuje hlavné chlorofyl a, ktery je soucasti
PSII.

Tato prace se vénovala hlavné analyze membranovych proteinti oSetienych DMSO
a BAP s pouzitim pfirozené¢ho genotypu je¢mene (WT) a jeho mutantni formy deficientni
v chlorofylu b (clo), bylo nutné provést i vizudlni srovnani s variantami neoSetienymi
cytokininy. Experimentalni skupina byla oSetiena BAP a standardni skupina DMSO. Jak je
patrné z obrazku x., WT a clo se li§i na prvni pohled. Ov§em samotné WT a oSetfeny WT
s cytokininy nevykazuje znatelné rozdily. Stejné tak je to u porovnani variant c/o. Provedené
nativni elektroforézy jsou na Obrazku 17. ve dvou riznych zobrazenich, a to kalorimetrické

a fluorescencni.

A B
Membrénové fragmenty WT clo WTpmso  clopmso WTgap clogap WT clo WTpmso clopmso WTgap  clogap

PSI-NDH ——

PSII sc.

PSIsc. — § ! [S— \ )

PSLPSII ——— Pa— . : -
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VoIné LHC

Volné pigmenty { . m rmm ! |

Obrazek 17. Nativni elektroforéza tylakoidnich membran Hordeum vulgare osmidennich listii WT a jeho mutantni formy
clo, a dalsi varianty osetieny DMSO nebo BAP. PSI. NDH — spojeny komplex fotosystému I s NADH-dehydrogenasa-like
komplexem; PSII sc. — superkomplexy fotosystému II; PSI sc. — superkomplex fotosystému I; LHC o. — oligomerni svétlo-

sbérné komplexy; A) kolorimetrické zobrazent gelu, B) fluorescencni zobrazeni gelu.
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Ztmaveni na zacatku separacni drahy je téméf u vSech variant viditelné, a jedna se
o nahromadéné membranové fragmenty. WT ve vSech variantach ma viditeln¢ nejsilnéjsi
pruh obsahujici superkomplex fotosystému I. Nizsi, avSak stdle vyrazné zobrazeni lze
pfifadit superkomplextim fotosystému II, na tyto komplexy PSII jsou navazany LHCII
antény, které s klesajici molekulovou hmotnosti prosli dale, ovSem s menSim mnoZstvim
antén. U chloriny PSII sc. nelze vidét, ¢imz je potvrzena mutace v nedostatku chlorofylu b,
jelikoz ten je velmi dtlezity pro uspotfadani komplexii PSII-LHCII (Kim et al. 2009). Dalsim
porovnani WT a clo jsou viditelné znacné rozdily, a to v molekulové velikosti, které jsou
genotypu je¢mene. Komplex PSI se opét nachazi nize u clo nez u WT, coz miize znamenat,
ze LHCI antény se vyskytuji ve velmi malém ¢i zZddném mnozstvi, jelikoz na obrazku neni
témet vidét. Tésné pod pravdépodobnym PSI se nachazi jadernad ¢ast PSII, a jesté nize
samotné svétlo-sbérné komplexy, ale u chloriny je zabarveni mnohem slabsi, a lze tedy
usuzovat, ze bude 1 niz$i koncentrace.
vyssich koncentracich, kdy se jedna prevazné o PSII a PSI superkomplexy. Mutantni typ clo
obsahuje proteinové komplexy o nizsich molekulovych hmotnostech a dle jeho uspotadani
na gelu byla potvrzena mutace v chlorofylu b.

Gel znativni elektroforézy se separovanymi proteiny byl také pouzit pro MS
analyzu. Jednotlivé komplexy byly vyfiznuty (Obrazek 18.), kdy celkem bylo vyfiznuto
z predpokladanych 32 kouskl 29, konkrétné se jedna o 1+2, 21422 a 31+32. Separované
proteiny byly $tépeny dle zvolené metody (kapitola 2.5.6.2 Stépeni v gelu) a poté

analyzovany na MS.
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Obrazek 18. Zobrazeni naskenovaného nativniho gelu s oznacenim jednotlivych separovanych komplexit pro vyriznuti.
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Ze ziskanych dat byla vytvofena Tabulka 10., kde jsou veskeré¢ identifikované
proteiny separované z gelu. Oznaceni vyfiznutych vzorkd je dle Obrazku 18. a pro
jednodussi porovnani stejny variant obohacenych o DMSO a BAP jsou varianty dany vedle
sebe. Viditelné rozdily jsou ve srovnani WT a clo, nicméné nyni jsou viditelné i rozdily u
variant obsahujici BAP. Specifické proteiny, které byly identifikovany i pomoci vybrané
metody Stépeni, a to tedy s pouzitim 5% (w/v) SDC s naslednym fdzovym transferem, byly
vyznaceny barevné. Oranzové hodnoty jsou pro WT a zelené pro clo. Je dulezité
zkonstatovat, ze pii vyhodnocovéani analyzy bylo zjiSténo, Ze chybi vzorek 9. a proto

v konec¢né tabulce chybi.
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Tabulku bude nutné nasledné vice prozkoumat a najit korelace mezi jednotlivymi
variantami proteinti. Nicméné nebylo dosazeno velkych poctl identifikovanych proteini,
jelikoz tato metoda ma velké ztraty a neni tak pfesna, ovSem je vidét znatelné zastoupeni
LHCB u WT, oproti clo, ktera tyto komplexy nema identifikovany. Tyto vysledky jsou opét
ve shodé, jak s predchozi kapitolou tykajici se kvantifikace proteini pomoci MS, tak
s literaturou (Janeckova et al. 2019). Nejvétsi zastoupeni u clo vSak bylo u atpA a atpB, ale
neni nejsou vyrazné zmény s variantou obohacenou o BAP, avSak se nachdzi v riznych
separovych komplexem. Muze to byt zplsobené pravé mutaci v chlorofylu b, jelikoz
nedostate¢né mnozstvi LHCII je kompenzovano vy$$im mnozstvim RCII (Ghirardi,

McCauley, and Melis 1986).

Pro hlubsi vhled byla také provedena 2D elektroforéza, kdy byly vyfezany separacni
drahy Ctyf variant gelu z nativni elektroforézy (Obrazek 17.), tedy pouze WT a clo oSetiené
DMSO nebo BAP. Jako druhy rozmér byl gradientovy gel s SDS a pro ptesnéjsi odecteni
molekulovych hmotnosti separovanych komplexti a sub-komplexti, byl pouzit marker.
U této elektroforetické separace, bohuzel, z Casovych diivodi nebylo mozné provést
identifikaci separovanych podjednotek komplex a Obrazky 19., 20., 21. a 22. jsou zde

uvedeny jen pro vizualni doplnéni.

-
Marker B
-
e o pmr—— s B A S
250 kDa ----
150 kDa ---- r -
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: = -
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Obrazek 19. Elektroforeogram z dvourozmeérné elektroforézy Hordeum vulgare WT osetien DMSO.
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Obrdzek 20. Elektroforeogram z dvourozmérné elektroforézy Hordeum vulgare WT osetien BAP.
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Obrdazek 21. Elektroforeogram z dvourozmérné elektroforézy Hordeum vulgare CLO oSetiena DMSO.
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Obrazek 22. Elektroforeogram z dvourozmeérné elektroforézy Hordeum vulgare CLO oSetiena BAP.

Diky vyuziti elektrochemickych technik byly potvrzeny informace dle publikaci
o pfirozeném genotypu Hordeum vulgare a jeho mutantni formé clo. Bylo prokdzano, ze
WT a clo maji rtiznou velikost separovanych komplext, pravdépodobné lisici se
v uspofadani a slozitosti. JelikoZ nebyla provedena identifikace dvoudimenzionalnich geld,

nelze presnéji urcit, o jaké jednotlivé komplexy ¢i sub-komplexy se jedna.
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2.7 ZAVER

Hlavni cil této diplomové prace byl zanalyzovat proteinové slozeni tylakoidnich
membran Hordeum vulgare (WT, clo) s pouzitim BAP. Rostlinné hormony cytokininy jsou
dilezité pro mnoho vyvojovych a fyziologickych procesii. Jsou zkoumany od padesatych let
minulého stoleti, av§ak nikdo podrobné necharakterizoval podrobny mechanismus uc¢inku.
Existuji pouze nadznaky hovofici o zménéch proteinti. Pravé proto tato prace byla zamétena
na podrobnéjsi charakterizaci jednotlivych proteinil a jejich zmén pii oSetieni BAP.

Byly optimalizovany metody vhodné pro pouZiti proteinli tylakoidnich membran.
WEF assay zaloZena na fluorescenci tryptofanu poskytuje pomérné presné vysledky, nicméné
je v8ak vhodna spiSe pro kvantitativni analyzy jednotlivych proteind, a ne celkovych smési.
Je zavisla na denaturaci, a pokud neni dostate¢nd, vysledky by mohly byt ovlivnény.
Z tohoto divody bylo od této metody upusténo a byl vyuzit 2D-Quant kit. Optimalizace
Stépeni byla vyhodnocena dle poctu identifikovanych proteinti, peptidi a poctu peptida
identifikujici dany protein, byla tedy vybrana varianta s pouzitim 5% (w/v) SDC, jako
detergent solubilizujici proteiny tylakoidnich membran, s ndslednym fdzovym transferem.

Za pomoci vybranych metod byly zpracovany vzorky jecmene ptirozeného genotypu
a jeho mutantni formy clo s deficitem chlorofylu b, které byly nésledné oSetieny BAP.
Identifikované proteiny byly signifikantné zménény pravé u chloriny. Samotné
fotochemické pochody jsou vétiinou nizsi nebo srovnatelné s WT (Stroch et al. 2008),
a pravé proto by oSetfeni cytokininy mélo pfispét k vy$§im hodnotdm, coz miize byt dalsi
smér podrobnéjSiho vyzkumu. Bylo zjisténo, ze BAP je schopen opravdu vyvolat rizné
zmény v expresi jednotlivych genl souvisejicich s fotosyntézou. Pravdépodobné ovlivituje
vice mutantni formu clo, nez WT. Z vyslednych hodnot je patrné, ze zvySuje pocet LHC
svétlosbérnych komplexti a tim mtze byt zlepSen vytézek fotosyntézy anebo tak ovlivnit
celou rostlin a jeji metabolické procesy. Tyto skute¢nosti ale bude nutné jesté ovétit dalSimi
experimenty.

Zavérem lze fici, Zze tato prace je prvni, kterd se cilené¢ vénovala proteinim
tylakoidnich membran souvisejicich s fotosyntézou na zakladé piisobeni cytokininti. Nabizi
zajimavé poznatky ohledné ptisobeni cytokinintl. Je potfeba zkonstatovat, ze kviili casovym
nedostatkim by bylo vhodné doplnit podrobnéjsi charakterizaci proteind a dat je do

spole¢ného kontextu.
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2.8 SEZNAM ZKRATEK

2D-GE

2D-SDS PAGE

AA/BIS
ACN
AmBi
APS
BAP
Bis-Tris
BSA

C

CID
CIEF
clo
CN-PAGE
DBM
Dc
DDA
DMSO

DTT
EDTA
ESI
FA
HEPES
IAM
IEF
KAS
LC
LHC
LHCI
LHCII

Dvojrozmérna gelova elektroforéza

Dvojrozmérné polyakrylamidova gelova elektroforéza za pouziti

dodecylsulfatu sodného

Roztok akrylamidu a bisakrylamidu
Acetonitril

Hydrogenuhli¢itan amonny

Persulfat amonny

6-benzylaminopurin
2,2-bis(hydroxymethyl)-2,2',2"-nitrilotriethanol
Hovézi sérovy albumin

Koncentrace zesit'ovaciho ¢inidla

Fragmentace iontl v kolizni cele

Kapilérni izoelektrick4 fokusace

Chlorina, mutantni forma H. vulgare

Nativni gelova polyakrylamidova elektroforéza
n-dodecyl-p-D-maltosid

Membréanovy pontecial ptes tylakoidni membranu
Data dependent analysis

Dimethylsulfoxid

Gradient koncentrace protonu

Dithiotreitol

Kyselina ethylendiamintetraoctova

Ionizace pomoci elektrospreje

Kyselina mravenci

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina

Jodacetamid

Izoelektricka fokusace

b-kasein

Kapalinovéa chromatografei

Light harvesting complexes, svételné komplexy
Svétlosbérny komplex I

Svétlosbérny komplex II
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LYS
MALDI
MW
MYO
nL.C
OVA
PET
PMF

PS

PSI

PSII

RC
ROS
RT

SDC
SDS
SDS-PAGE
T

TCEP
TEAB
TEMED
TFA
TIC
TOC
TRP
UHR-Q-TOF
WT

Lysosym

Ionizace laserem za Gc¢asti matrice
Molekulova hmotnost

Myoglobin

Systém nanokapilarni chromatografie
Ovolabumin

Fotosynteticky transportni fetézec

Peptide mass fingerprinting, "otisk prstu”
Peptide sequencing, peptidové sekvenovani
Fotosystém I

Fotosystém II

Fotosynteticka reakéni centra

Reaktivni slouc¢eniny kysliku

Laboratorni teplota

Deoxycholat sodny

Dodecylsulfat sodny

Polyakrylamidova elektroforéza za pouziti dodecylsulfatu amonného
Stupeii zesitovani polyakrylamidového gelu
Tris-2-karboxyethyl-fosfin

Uhli¢itan triethylamonny
N,N,N‘,N*-tetramethylethylendiamin
Kyselina trifluoroctova

Translokon vnitini membrany chloroplastu
Translokon vnéj$i membrany chloroplastu
Tryptofan

Tandemova hmotnostni detekce s priletovym analyzatorem

Wilde type, ptirozené¢ vyskytujici se genotyp H. vulgare
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