1. UVOD

1.1. RREDMLUVA

V tétocasti bych také chit fici par slov o svychisodech, které ghvedly k tomu, Ze
jsem si vybral toto téma.

Jednim z nich bylo, Ze dnlédkala gedstava podilet se na tomto projektu, byt jeho
soutasti a svym malym dilemiigpét k celkovemu cili, jimz je objeveni struktury feystému
Il, pros€ mit dobry pocit z toho, Ze moje prace je&kamu prospsna a neni vyzkumem,
ktery by kortil ve slepé ukice a k ntemu nevedl.

DalSi pohnutka, ktera &nvedla k tomu, Ze jsem provddveé vyzkumy pra¥ na tomto
pracovisti je daleko proz&ejSi, mam velmi rad okolni krajinu a tato oblastne velmi
blizka, neb6é do Novych Hrad jsem zaal jezdit uz od svych jedenacti let, kdy jsem d@ja
zak pété iidy ZS Gastnil girodowdné soutze pdadané mistni Skolou tzv. memorialu
Stanislava Ktery, zndmého také pod nazvem: ,,ZndS Novohradsk&Vvé Hrady jsou
znamé také Témnym udolim a v blizkosti sousedicimi Novohradskyrarami. Da seici,
Ze se mym zivotem prolinaji jaka‘igtrna nit, protoZe v nich bydli i ma prvni laskastedni
Skoly a dale i kamaradka z jazykovky, ktera shodkaolnosti také pracuje na stejném mist
(na zamku), jako jsem i ja pracoval. V gasné dob zde mam i 8kolik kamarad z vysoké
Skoly.

1.2. UVODNICAST

Tato prace byla vypracovana na &edi struktury a funkce protein spol€éného
pracovid®¢ Ustavu Systémové Biologie a Ekologie 8R a Ustavu fyzikalni biologie
Jihaseské univerzity \C.B., se sidlem v Novych Hradech. Vyzkum struktustosystému I,
zde probihajici na molekularni Urovni, je jednimkolika odwtvi tamgjSiho vyzkumu.

Jednou z oblasti vyzkumu jsou i proteiny kyslikdygcino komplexu, ktery je
souwasti fotosystéemu Il. NMZzeme snile tvrdit, Ze fotosystém Il je jednim z nejlépe
prozkoumanych biochemickych kompig»o kterém toho hodinvime, ale na druhou stranu je
toho straS& moc, co zatim neni znamo aibe byt objeveno, jelikoz jeho struktura je velmi
slozita. Dle mého nazoru bude trvat 8bdre dlouho, nez bude zcela objaea, coz by ale
na druhou stranurmeslo ohromné mnozstvi novych technologii, postapnoznosti, nelvo
jak vime, nerostné bohatstvi je tzv. neobnovitelrganojem a je jen otazkokasu, kdy se
lidstvo bude muset poohlédnout po jiném zdroji gieerK dalSim vyhodam paf Ze se jedna
o ekologicky zdroj energie, ktery je zakladnim Zeno kysliku na nasi planet

Zawrem tohoto Uvodu bych chitkonstatovat, Ze vSechny mé pokusy byly praéngd
s bakterii Escherichia colia ve vSech ifpadech se jednalo o¢iné laboratorni postupy
genového inzenyrstvi, které nebyly nijak modifikoga Z tohoto dvodu jsem také necitil
potrebu uvadt pouzity spatebni material, neloslo o &zné vybaveni laborate, které je
¢lovéku pracujicimu vtomto oboru znamo. Jeliko¥e@Zzna wtSina mojich studijnich
materiati byla v angitting, ale tato prace je psanacestirt snazil jsem se i oipklad
anglickych nézi, které se meziddci v cestirg béZneé pouZzivaji, jakymi jsou naploop, helix,
ale které podle slovniku neexistuji. Jedna skupéichto nazw Sla gelozit lehce, ale ve
vyjimecnych gipadech, kdy by ieklad byl dosti krkolomny, ndzev je oficidlnim oZeaim



nag. komeeniho kitu pod kterym se prodava, nebesStina nema ekvivalent se v praci
vyskytuji i anglické pojmy.

1.3. STANOVENE CILE

Proteiny kyslik vyvijejiciho komplexu fotosystémhtaji dilezitou roli pro nastoleni
optimalnich podminek pro&teni vody pi procesu fotosyntézy. Jedna se o extramembranove
proteiny, z nichZz pouze 33 kDa protein je spojevSem kyslik-vyvijejicim organisim.
Ostatni dva proteiny jsouizné u sinic a ruduch a u vySSich rostlin a zeletigsh

33 kDa protein je kodovan genem PsbO a je velmzkmvany (45%) mezi
organismy (Tohri a kol. 2002). Bylo prokadzano, éarjozné tento protein z&nit jak mezi
Spinacia oleraceaa Arabidopsis thalianatak i mezi sinicemi a vysSimi rostlinami, nebo
ruduchami a vy3Simi rostlinami (Enami a kol. 200@ySSi rostliny arfasy obsahuji vedle
tohoto proteinu jestdva proteiny s molekulovou hmotnosti 23 a 16 kbddvané geny PsbP
a PsbQ (Seidler 1996 and ref. herein). Tyto prgtese @astni vazby vépenatych a
chloridovych ionti, které jsou pdgebné pro optimalni funkci tohoto komplexu. V komqle
vyvijejicim kyslik jsou tyto proteiny nejpraypodobrji v poméru 1:1:1. Jeden kyslik-
vyvijejici komplex se vaze na jeden komplex fottsysi II.

U sinic a ruduch (organisin které maji jako sitlosbérné antény komplexy
fykobilisomu) se 23 kDa a 16 kDa proteiny nevysky&ujsou nahrazeny cytochromem b550
a 12 kDa proteinem kédovanymi geny PsbU a PsbVb¥azfunkcedhto dvou proteit je
podobna proteim 23 kDa a 16 kDa u vysSich rostlin, avSak jejittuldura je zasadn
odlisna (Shen a kol. 1995; 1997).

Pro pochopeni funkce jednotlivych proteikyslik-vyvijejiciho komplexu je nutna
znalost jejich struktury. Struktura byla na dostaéurovni vyeSena pouze u cyt b550. U 33
kDa a 12 kDa proteinje znama pouze v rozlieni 3,4 A, u 23 kDa a 1@ kiboteiri je
struktura znama jetasteng.

Cilem projektu, kterého je tato bakiakd prace sdudsti je ziskat poznatky, které
mohou doplnit sotasné znalosti struktury a funkce proteikyslik-vyvijejiciho komplexu
(OEC) fotosystému Il (PSII) afigpét k reSeni otdzky vzniku a evoluce oxygenni fotosyntézy.
Hlavnimi body projektu jsou)ilzolace rekombinantnich proteéinOEC, ii) Strukturalni
analyza proteiri pomoci vibrani spektroskopie a molekularniho modelovani, itjd&im
vzajemnych interakci proteirOEC pouzitim biofyzikalnich metod.

Bakal&ska prace se zabyva studiem praieirkyslik-vyvijejiciho komplexu
fotosystému Il metodami molekularni a strukturrdlbgie a tim pispéje k feSeni prvniho a
tiretiho bodu.

Metodicky, hlavni draz prace je kladen na zvladnuti metod exprese rdikace
rekombinantnich protein konkrétd PCR, rekombinantni expreseBscherichia coli SDS-
PAGE, bodové mutace a purifikace proteipomoci FPLC a HPLCCAasténé se prace
zabyva i hodnocenim sekwerich dat a uteni koncentrace @stoty.

Védecky vyznam této prace jeceni vztahu struktury a funkce proteinu uéjéiich
proteini fotosystemu Il ze Spenat8ginacia oleracern Prace se konkrétrzabyva proteinem
PsbQ ze Spenatu, ktery jéigrpaven rekombinantnv Escherichia coli.Pomoci teoretického
modelu PsbQ jsou identifikovany &tivé aminokyseliny s potencialem hréfe¥itou tlohu v
interakci proteif PsbP, PsbQ a PsbO, které spiadevytvareji kyslik-vyvijejici komplex u



vySSich rostlin. Nasle@njsou gipravené bodové mutacéchto vytipovanych aminokyselin,
které budou slouzit v dalSim vyzkumu ke cross-lvd@m studiim, k o¥feni teoretické
predikce, resp. k @psréni. Timto gispiva tato praceidezitym podilem k dlouhodobému
vyzkumu fotosyntézy na atomarni uarovni, jednoho lavhich snéra novohradského
pracovis¢. Pochopeni fotosyntézy a moznost jejiho aidivani pati v dneSnim sst¢, ktery
hleda alternativni zdroje energie v souhladu sitelr/m rozvojem, ke k&iovym znalostem s
velkym potencialem pro budouci vyuZiti v mnoha ste#ah.



2. TEORETICKA CAST

2.1. FOTOSYNTEZA

Fotosyntéza, tento pojem pochaziteckého fos, fotos — ,$tlo“ a synthesis —
.shrnuti“,  skladani“. Jedna se o0 slozity, ¢kolikastupiovy biochemicky proces
fotoautotrofnich organistn pii kterém se vaze slutyiei energie na energii chemickych vazeb.

2.1.1. Piabéh fotosyntézy

Rovnice celkového fibéhu fotosyntézy

6 CO+ 12 HO — CgH1206+ 6 O, + 6 H,O

Tato rovnice byv&asto zjednoduSovana na tento a0, + 6 H,O — CgH 1,06+ 60;
Vnitini energie ziskan&hem fotosyntézy\H = 2870 kJ/mol.

Tento &) se odehrava v chloroplastech a neni zatim zcejas@n. Jsou fi ném
nezbytna zelena barviva, tzv. chlorofyly, kteraujsaloZzena v thylakoidnich membranach
chloroplasi. Ta pohlcuji fotony viditelné slozky sluer@ho z&eni o vinové délcefiblizné
400 — 700 nm. Fotosyntéza probiha ve dvou za sefiaaenych fotosystémech a chlorofyly
vyuZivaji pohlcenou energii k fotolyze vody na Kkis(ktery unika do atmosféry) a vodik
(protony) a elektrony, které najdou upkath pri tvorbé energeticky bohatych chemickych
vazeb (v ATP) a redukich latek (NADPH). Tato faze se nazyvé&tsina. V temnostni fazi
neni jiz s¥tlo zapotebi a je vyuzivdna energie ziskana zé&tedné faze. Tato energie je
vyuzita k fixaci a redukci C® Takto vzniklé cukry slouzi jako zasobarna a zdnogrgie,
Procesy temnostni faze se odehravaji v cyklechdeepiznych druli se lisi.

RozliSujeme tzv. grostliny, kterych je $tSina a které vazi GO pomoci enzymu
ribulézabisfosfatkarboxylazy v tzv. Calvindwyklu. DalSi skupinu tvd C4 rostliny, nap.
kukurice, cukrova itina a rekteré tropické rostliny (zvlaSttravy), kde se jedna o tzv.
Hatchiv - Slackiv cyklus. Treti skupinou jsou tinolisté rostliny se smisenym typem (CAM)
fotosyntézy, ktery jim umaije Setit vodou. Fotosyntetizujici organismy jsou jedinymi
producenty Zivé hmoty z anorganickych latek ponpmtilceného slursaiho zdeni, které je
jednim ze zékladnich faktibpodmiiujicich Zivot. Fotosyntéza je také zékladnim zdrofe,

v atmosfée. Mezi faktory na nichz zavisi ji¢h fotosyntézy péi voda, teplota, silo a
koncentrace C&ve vzduchu.

2.1.2. Fotosyntetizujici organismy

Mezi organismy, které se vyZivuji autotréfmesp. autofototrofthpati takové, které si
energii potebnou k Zivotu zajidiji pomoci fotosyntézy. Mezi¢npati hlavre zelené rostliny
a dale wkteré druhy zelenych GQhlorophytd a hrédych Chromophyta tfas, sinic
(Cyanobacteriq, ruduch Rhodophyts obrrenek Oinophytg, skry€nek Cryptophyta,
krasnogek (Euglenophytaa v neposledriiact i bakterii.



2.1.3. Vyznam fotosyntézy

Z hlediska sotasného Zivota na Zemi je fotosyntéza pokladanalépatkterych
organickymi latkami bdi vibec, nebo jen ve velmi omezen&enjchemoautotrofni bakterie).
Organické latky takto vytuené jsou spéebovavany heterotrofnimi organismy, tedy i
dlovékem [ jejich vyZive. Fotoautotrofni organismy zachyticrs asi 13" kJ energie a
vyrobi giblizng 14 x 18* tun organické hmoty,fiemz uvolni 15 x 18 tun G fixuji 20 x
10" tun CQ ze vzduchu a oceanDnesni pimysl vyuZivajici tzv. fosilni paliva (ropa, uhli,
zemni plyn) je tedy vlastma produktech fotosyntézy také zavisly.

Opanym procesem k fotosyntéze je respiracej fteré se nahrom@da energie

v chemickych vazbach uvalje oxidaci pi spotebovavani @ a je gemgnovana na ATP.
Jako ATP je poté energie dostupna pro vSechny eeaktadujici dodani energie v organismu
(http://cs.wikipedia.org/wiki/Fotosyntéza,ref.hergi
(http://lencyklopedie.seznam.cz/heslo/129023-fotteaa).

2.2. FOTOSYSTEM II

Abychom porozuréli molekularnimu mechanismu kyslik-vyvijejici reakje klcovou
prerekvizitou znalost struktury fotosystému Il. Vigan komplexu fotosystému Il je umaen
i skute&nosti, Ze na &m vznik4 veskery kyslik na naSi plathgiotebny pro Zivot. Vznik
oxygenni fotosyntézy byl pragdodobré podmirgn vznikem syntézy chlorofylu.rBdchidce
chlorofylu — bakteriochlorofyl totiz neni schopeli pvé oxidaci dosahnout tak vysokého
redoxniho potenciélu, ktery by mohégit vodu. (Barber 2003)

2.2.1. Struktura fotosystému Il

Fotosystém Il (PSIl) je pigment-proteinovy kompldstery se sklada z vice nez 25
raznych proteinovych podjednotek, v sagnosti ozngenych jako PsbA-Z podle génktere
je koéduji. WtSina z nich je ukotvena v thylakoidni membra(Barber 2003). PSII je
lokalizovan v thylakoidech vySSich rostlitas a sinic, kde redukuje plastochinon pouzitim
vody jako darce elektrdnv na s¥tle zavislé viceré reakci, ktera jako vedlejSi pikid
produkuje molekularni kyslik (Balsera 200@f. herein ). Vedle chlorofylu je ke égeni
kysliku nutna i pitomnost atorh manganu na fotosystému Il a kyslik-vyvijejiciharigexu
(OEC) #sre sousediciho s fotosystémem Il (Buchel a kol. 18@Mdarava a kol. 2005).

Uvolnéni molekularniho kysliku se odehrdva na str&umenu PSIlI po sekveéni
akumulaci 4 oxidujicich ekvivaleintv anorganickém klastru, formovanéftyimi redoxre-
aktivnimi Mn ionty a neredoxnaktivnimi C&* a CI ionty. Takzvany manganovy klastr je
umistny mezi lumercelicimi proteiny zakladniho matrixu transmembrarubvpodjednotek
PSIl jadra (PsbA, PsbB, PsbC a PsbD) a lumefSimi jednotkami PSIl. PsbO(33 kDa,
mangan stabilizujici protein, PsbP (23 kDa) a P$6(XDa, 17 kDa — v literate neni
sjednocena hodnota molekulové hmotnosti, protogeska molekulova hmotnost je 16,64
kDa) jsou ti hlavni vrgjSi proteiny PSIlI ve vysSich rostlinach a zelenyesach. Tyto
proteiny jsou nezbytné pro stabilitu a plnou aktivDEC, protoZe vytié spravné iontové
prostedi them oxidace vody,ipstoze Zadny z nich nevypada, Ze se k manganupiiaie.
Nicmére v sinicich a nezelenyckasach je PsbO spojen se¢aha iiznymi proteiny a to
proteinem PsbV (cytochrom c-550) a PsbU. (BalsefiB2ref. herein)



Dodaténé byl v rostlinném PSIl nalezen protein PsbR, ktema molekulovou
hmotnost 10 kDa a tusSi se, Ze hrajéeditou roli v oxidaci vody, ale jeho fyziologicky
vyznam zatim astava zahadou (Suorsa M., 2006).

2.2.1.1. Kyslik-vyvijejici komplex (OEC)

Jak jiz bylofe¢eno, proteiny kyslik-vyvijejiciho komplexu fotosgstu Il jsou dlezité
pro nastaveni optimélnich podminek prapéni vody pi fotosyntéze. Jednad se o
extramembranové proteiny, z nichZz jenom PsbO profei spolény vSem autotrofnim
organisnim. DalSi dva proteiny jsou jiné u sinic a ruduch aySSich rostlin a zelenydhas.
Protein kddovany genem PsbO, je velmi konzervo@®9o) mezi organismy (Tohri a kol.
2002). Vyzkumy dokazaly, Ze tento proteiiza byt zaminén jak meziSpinacia oleracea
Arabidopsis thalianatak i mezi sinicemi a vysSimi rostlinami nebo radami a vySSimi
rostlinami (Enami a kol. 2000). Vyssi rostlinyasy vedle tohoto proteinu maji jefiroteiny
PsbP a PsbQ. Tyto proteiny se podili na vazépenatych a chloridovych iantjez jsou
zapotebi pro optimalni fungovani tohoto komplexu (Seaidl®96, ref. herein) a to tak, ze
vytvéreji vhodné iontové prosdi Ehem oxidace vody, kdeZttervenérasy a sinice maji
kromé PsbO proteiny PsbU a PsbV a PsbQ-like proteiryldestal toto ozngni diky své
podobnosti s PsbQ proteinem. Dale existuje tzvPR#e protein, jehoz existence byla zatim
prokdzana jen u sinic. Struktura rekombinantnihb@groteinu PSII zé&pinacia oleracea
byla zatim roreSena metodou rentgenové difrakaé mzliseni 1,49 A (Balsera 2005).
V komplexu vyvijejicim kyslik se tyto proteiny sjné&si pravépodobnosti nachazi v pén
1:1:1. Jeden kyslik-vyvijejici komplex se vaze #nemu komplexu fotosystému Il. U sinic a
ruduch, jez maji jako stlosbirné antény komplexy fykobilisomu, se PsbP a Pshi@epry
nenachazeji a jsou nahrazeny cytochromem b550k®aroteinem kédovanymi geny PsbU
a PsBV . Vazba a funkcédhto dvou proteit je blizka proteitm PsbP a PsbQ u vysSich
rostlin, ale jejich struktura se zas&disi (Shen a kol. 1995. 1997).

Pro pochopeni funkce jednotlivych protiikyslik-vyvijejiciho komplexu je nutna
znalost jejich struktury, jako i vzajemna interakoezi proteiny. Jsou znamy oblasti (nikoli
vS8ak konkrétni aminokyseliny), u kterych seqpoklada, Ze se podili na interakci praiein
OEC. Existuji také elektronové snimky PSIl na ni¢gddu vidst obrysy kyslik vyvijejiciho
komplexu. Zda se, Ze se na interakchto proteiri podili hlavré vodikové vazby mezi jejich
podjednotkami a v menSi feii solné nistky. Ukazalo se, Ze PsbP interaguje s Psh&ndv
oblastmi a to klikou mezi 3. a 4B-vlaknem a prvnia-Sroubovici, zatimco u interakce
proteinu PsbQ s proteinem PsbP &astni pouze N-koncova kka mezi 1. a 2. vlaknem. Jak
jiz bylo drive uvedeno PsbO, PsbP a PsbQ proteiny vySSidmrisstu nejpravépodobriji
ve stechiometrickém patru 1:1:1. Jenom PsbO protein sézm vazat k vninim proteirim
PSII (jmenovit D1, D2, CP47 a CP43 proteiny) bezasti dalSich v&Sich proteii. Ze
studii interakci protein OEC je Zejmé, Ze PsbP p&buje k vazb na vnitni proteiny PsbO
protein a Ze PsbQ protein nébe byt navazan bezasti PsbO a PsbP(Barber 2003).

Obrazky €.1 - 3 VngjSi proteiny OEC vySSich rostlin a zelenyclfas.
PsbO (33 kDa)
PsbP (23 kDa)
PsbQ (17kDa)

Jak je z uvedenych nasledujicich obtéziejmé, zatim neniipsré znamo uspi@dani
proteini kyslik vyvijejiciho komplexu a jednotlivi adise ve svych hypotézach lisi.
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2.2.1.2. Popisy proteif kyslik-vyvijejiciho komplexu (s vyjimkou PsbQ)

Geny koduijici proteiny pro PSII jadro byvaji tadk@a&ovany jako psb (fotosystém b)
geny. Ve vySSich rostlinachfasach je #Sina &chto gefii lokalizovana v chloroplastovém
genomu, ale ¢které jsou koédovany jadefnV urtitych piipadech jsou tyto komponenty
roztiidény do utité tridy organismu. Navic jsou zde geny, které kodugitgainy vrgjSich
anténovych systém tzv. cab geny ve vysSich rostlinach a zelengggéch, davajici vznik
sériim chlorofylu a/chlorofylu b vazajicim protém (Lhcb1-6) zatimcaapc a cpc geny

koduji protein fykobilisom v sinicich atervenychiasach (Barber 2003, ref. herein).



PsbO - 33 kDa mangan stabilizujici protein

Mezi vySSimi rostlinami a sinicemi je tento proteiysoce konzervovan, obsahujice
po zpracovani 241 az 247 zbgtkAckoli je o kompletnim PsbO proteidasto hoveéeno jako
o 33 kDa proteinu je jeho odhadovana molekulova thosi okolo 26.5 kDa. Jedna se o
vnejSi protein s velkym obsaheify viakna a hraje wezitou roli v udrzovani optimalniho
prostedi @i oxidaci vody. Rizné studie indikuji, Ze se takjd stabilizovanim manganoveho
klastru, ale nejsou zdaikiazy, Ze vaze mangartimo. Vskutku, nefitomnost PsbO genu v
Synechocystis6803 neinhibuje vyvijeni kysliku nebo fotoautokrkf rast. Za ¥chto
podminek nize byt funkce PsbO proteinu provedena PsbV prateigtudie nafi¢ indikuiji,
Ze je Uzce orientovan na lumenalni gogyproteinu CP47 a k PsbE a Psbl prdiei(Barber
2003, ref. herein) .

PsbP - 23 kDa v#&jSi protein

Po zpracovani PsbP protein obsahuje okolo 186nakyselin s odhadovanou
molekulovou hmotnosti okolo 23 kDareRtoZze byl nalezen ve vySSich rostlinactasach,
tento protein neni zachovan u sinic. Jeho funkcidse byt optimalizace Gaa CI hladin
potrebnych pi reakci oxidace vody (Barber 2003, ref. hereinjedokalizovan v blizkosti
PsbO proteinu.

PsbU protein

Jedna se o sinicovy protein, o kterém bylo uvedércse nachazi ¥nna lumenalni
strare¢ PSIl blizko k PsbO proteinu. Jeho domnivana mateku hmotnostcini 10 kDa
(Barber 2003, ref. herein).

PsbV protein

Protein PsbV, také znamy jako cytochrom c550 sehamcjen v sinicich. Ma
molekulovou hmotnost 15.1 kDa , jed@im proteinem na lumenalni sttaRSIl a hraje roli
v oxidaci vody , jeho ndffomnost pesto nezastavi fotoautotrofickyist, &koli je to

pozadovano, kdyz gen PsbO je takétitemen (Barber 2003, ref. herein).



2.2.1.3. Funkce vijSich proteini OEC (PsbP, PsbO a PsbQ)

Funkce ti vnejSich proteii OEC vysSich rostlin je poZadovana pro vysoko-iystmli
vyvijeni kysliku g fyziologickych koncentracich anorganickych kofakt PsbO protein byl
nazvan mangan stabilizujici protein diky jeho dizdci manganového klastruélsem
vystaveni se nizkym chloridovym koncentracim, nekogennim reduim cinidlam. PsbP
a PsbQ proteiny moduluji kalciové a chloridové miatky pro uspsné vyvijeni kysliku
(Bricker a kol. 2003). U PsbQ proteinu bylo prokdaaze zvysuje vazaci afinitu & PSIl a
u PsbP, Ze se podili na zvySovani vazacich afiiudCl a C&" iontii navic k jejich Bzné
funkci, ktera je ve stabilizovani manganového kiagBondarava a kol. 2005 ref. herein).

Fyziologicka funkce PsbQ ve vysSich rostlinacipijesto stale nejasna (Ifuku a kol.
2005). Redpokladem je, Ze hlavni role PsbQ je v udrZzovatin@lni koncentrace CV PSII.
Experimenty s mutantyNicotiana tabacumpostradajici proteiny PsbP, PsbQ ukazaly, ze
v pripact, kdyz chyksl PsbP protein, tak byla fotochemicka reakce vé&edné fazi velice
porusena a Vvtemnostni fazi toto vedlo az krozibzmanganového klastru, zatimco
v pripact, kdyz chykél protein PsbQ tak se rostlinny fenotyp n€mih Z toho vyplyva, Ze
psbP je na rozdil od PsbQ nepostradatelny proimostigeziti a normalni funkce PSII ve
vySSich rostlinach in vivo (Ifuku a kol. 2005) .

DalSi funkce navrhované pro PsbP a PsbQ jsou:

(a) utvoreni  brany, ktera je otéena pro substraty a produkty, ale uzma
nefyziologickym redukujicindinidlam

(b) vytvoteni slabého dielektrického média, jeZ je optimpaheivazani Cd a CI k PSIL.

(c) vyladéni magnetickych vlastnosti manganového klastrug@al 2003, ref. herein).

K tomuto niize PsbQ hrat roli v udrzovani celkové stability IP®sbQ byl hlasen
jako termostabilni s bodem tani ~ 65°C. Toto jecigdiné s kkterymi rysy nalezenymi
v sekvenci PsbQ. PsbQigglnosiiuje Arg (5.4%), ale vyhyba se termolabilnimu Cydia ve
vSech jeho sekvencich a také Pro (k&daro72) v jehcctyiech a-Sroubovicich. HsluSejici
frekvence &chto aminokyselinovych zbylkjsou ve vztahu k termostabdiproteini, davajice
tusit, ze PsbQ d¥e splnit tyto paeby. Mimo to, solné iistky formované mezi
aminokyselinovymi zbytky, které jsou k solpelativré blizko v sekvenci, jsou také znamy
stabilizaci proteii. PsbQ a PsbP mohou byt od PSIl &@ddy za pomoci vysokych iontovych
sil. (Balsera 2003, ref. herein).

2.3. PROTEIN PsbQ

PsbQ protein, ktery byl hlavgasti mé prace je ve své podstakoro Uplg idealni
protein. Jedna se o termostabilni, ve&oazpustny, reverzibilni, jednoduchy protein, kteey
relativrg dolkre skladuje fi -20°C také neni moc reaktivni s ostatnimi latkami.



2.3.1. Sekundarni struktura proteinu PsbQ

Jedna se o ¥si protein PSII, ktery kdyZz je pinvyvinuty obsahuje okolo 149
aminokyselin a jako protein PsbP se nachazi blizRsbP proteinu a manganového klastru v
OEC. U tohoto proteinu se takéeppoklada, Ze setastni optimalizace iontového prissdi
nezbytného pro vyvijeni kysliku (Ristvejova a k2006, ref. herein). ii@sto se tento protein
nenachazi u sinic.

Struktura PsbQ byla stanovena pomoci Fourier stoamované infréervené
spektroskopie, Ramanovy vilird spektroskopie a spektroskopie cirkularniho ditdmu. a
strukturnimi a poitacovymi predpovidacimi metodami. Ziskané vysledky davajittue
protein ma hlavéa-Sroubovicovitou strukturu. viz. Tabulka 1

Tabulka €. 1 Sekundarni struktura PsbQ

Sekundarni strukturni obsah (v procentech) PsbQ@admtany zamidovych skupin | a
Fourier transfrmovanou infréervenou spektroskopii a pomoci analyzy nejmel
¢tverai sreferegni sadou 19 proteinovych spekter amid | skupiny Baom
spektroskopie analyzou nejmensidherai srefererni sadou 15 proteinovych spektt
modelovani pomoci molekularni dynamiky. (Ristvejaviol. 2006, ref. herein)

Structure type TR Faman Circular M D
dichroism |4 modeling

a- Helix A+ 110 b+ 4 td + 4 VE

p-Sheet 548 4+4 T+4 7

f-Turn 12+4 8+ 2 7

Bend b+ 4 5

Other I+ 6 19+ 2 29+7 18

(Ristvejova a kol. 2006, ref. herein)

2.3.2. Celkova struktura PsbQ

Koneiny model PsbQ obsahuje ¢4Sroubovice a paralelri-list, kotvici smykou
nedaleko N-konce. Sroubovice a paralelni list pathé struktury templéatu 1 VYK. Snya
mezi Leul3 a Thr34 chyfici v krystalové struktte zwtSujep-list pridanim jednoho malého
vlakna formovaného @ma aminokyselinami, jak bylo vypiano molekulovym
modelovanim s naslednou molekularni dynamikou, sjicidni se s odhady sekundarni
struktury pomoci vibréni spektroskopie. Ve smge nuzeme nalézt Arg27, nabity
aminokyselinovy zbytek, pthzachovany v PsbQ sekwar podrodig vysSich rostlin. Arg27
ma kEhem 20 nsit hlavni interakce se zbytkem proteinu. Analyzaikoglych vazeb ukazuje,
Ze Arg27 maadné vodikoveé vazby s Thr46, Glu47 a Glu2l. Takideme odhalit, Ze 2/3
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vyskytujicich se vodikovych vazeb jsou ve sogy s Glu2l a 1/3 se Sroubovicovitymi
aminokyselinovymi zbytky Thr46 a Glu47. Jako vydlkdichto slabych interakci se zbytkem
proteinu ma snika mezi Leul3 a Thr34 nahafsvinutou strukturu s odlignstabilnim
Zlabkem. Pesto je jeji flexibilita o hodhveétSi, nez jaka je u uspadané sekundarni struktury,
coz se zda byt idodem, pré nemize byt struktura rdeSena rentgenovou difrakci.
(Ristvejova a kol. 2006)

Vybrouseny model PsbQ odhali, Ze jeho monomemiktsira ma podlouhly tvar,
ktery svym vzhledemifpomina protahly elipsoid. Celkovy tvar je vysledke¥ispeéni dvou
raiznych strukturnich oblasti. N-koncova oblast (arkyselinove zbytky 1-44) a C-
terminalniho regionu (aminokyselinové zbytky 45-14€@-koncova oblast je sloZena jako
obousnérny ¢tyi-Sroubovicovy svazek s kratkymi stkami spojujicimi Sroubovice a je
podobna té, kterd byla pozorovana v nekompletnindeto stanoveném pro PsbQ z
prirodniho Spenatu. naproti tomu N-koncova oblastygstanovena prolena PsbQ rodiny je
volné sbalend, ukazujice protahlé konfotmiaelementy a dv kratkd g vlidkna. Navzdory
vysokému rozliseni (1,49 A) sitlka mezi amynokyselinovymi zbytky 14-33 ukézala keli
neuspsddanost a Zadna struktura pro tento region tenbyt stanovena. Maly G&gh
v rozteSovani 3D struktury tohoto sekvaiho fragmentu, tauz byly podminky pro tst
krystalu jakékoli dava tusit, Ze vysoka Uraveeuspeadani v této konkrétni srge je
spojena s jeji ifirozenou flexibilitou, pinejmensim, kdyz je PsbQ va@lv roztoku a nechava
simulace molekularni dynamikou jako jedinotijgielnou alternativu ke studiu flexibility
chovani této sniky. (Balsera 2005, ref. herein).

Obrazek ¢. 4 Celkova struktura proteinu PsbQ

PsbQ po 20 ns molekularni dynamikii B0O0 stupnich Kelina. (A) ¢tyfi prolinové
aminokyselinové zbytky (zbytky 92) vyphuji prostorové rysy sekunda
konformani struktury ozn&né jako polyprolinovy typ Il ve spojeniPso42, Pro44
Pro45 formuji otekenou branu pro aminokyselinové zbytky Asp24 a Ala@& by
piimo interagovali $¢mito zbytky vodikovymi vazbami. (B) Zachovana <sikg
aminokyselinového zbytku Asp24 ukazuje ummsina té sameé strarproteinu jako ifi
lysylové aminokyselinové zbytky, které jsou prapddobré orientovany Kumenalré
¢elicim vnitnim proteirim PSII. (Ristvejova a kol. 2006

(Ristvejova a kol. 2006
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2.4. KONSTRUKT REKOMBINANTNIHO PsbQ PROTEINU

Metody vybrané pro studium struktury PsbQ proteipiaduji vysokou koncentraci proteinu,
jako i jeho stabilitu. Tyto kritéria sfuliji rekombinantni proteiny. PsbQ rekombinantni @irot
byl pripraven v laborati vedené Juanem B. Arelanem. Diky spolupraci sottatioratai
v Salamance bylo mozné ziskat plazmidovou DNA bbgei PsbQ sekvenci (JR 2592).
Konstrukt byl gipraven pouzitim kddovaciho regionu nativniho Pgin@Qeinu metodou PCR
s templatem pSocl6.11 (Balsera 2003). Pro PCRpwndyity PCR-primery 5'-
CCATATGGAGGCCAGGCCCATCGTTGTT-3' (FW) a 5'-
GGGATCCTTAACCGAGCTTGGCAAGAA-3' (RW). Ziskany PCRautukt byl vloZzen do
vektoru pBluescript Il SK(+) linearizovaném restrk endonukledzou EcoR V.

Obrazek €. 5 pBluescript || SK (+)

f1(+) oriy,
ampicillin |/ / lacZ
!"J / —Kpnl
I . —
| pBluescript Il SK (+/-) i V<°
. —Sac|
|\ 3.0 kb
{ P lac
\"m, 7/7/
R e
pUC ori®
pBluescript Il SK + Multiple Cloning Site Region
(sequence shown 598-826) - b 1
Apa ine
Eco0109 | Acc |
%‘a:% | ‘ T7 Promoter > )‘(or‘ | _l'wm Il .“(hc | lS:
TTGTAAAACGACGGCCAGTGAGCGCGCGTAATACGACT CACTATAGGGCGAATTGGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGGTCGAC. . .
M13 —20 primer binding site T7 primer binding site ” KS primer binding site..

Bsp106 | Mot |
:|:|§\ ¢ Hirl I Bkl Pl Smal  Bamdl Spel bl fogl  BaKI Sac Sac
.. .GGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCCGGGGGATCCACTAGT TCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGETC. . .

KS primer binding site SK primer binding sife

o T3 Promoter ?ssH I
- 1
.+ CAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCC

3 primer binding sife “M13 Reverse primer binding site

E-gal u-fragment

www.stratagene.com

PCR primery obsahuiji resttiki mista pro restrilni endonukleazy Ndel a BamHI. Po
kontrole se PsbQ sekvence pomoci DNA sekvenatdeuRsbQ sekvence vyfiena
v danych restrignich mistech a vioZena do expresniho vektoru pET{f2ds¢peny BamHI
a Ndel). Dany kostrukt byl pojmenovan JR 2592enpsen do hostitelského kmene
Escherichia colBI21 (DE3) pLyS. Biiky byly pojmenovany B96 a uchovanij p20°C.
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Obrazek ¢. 6: pET-12a klonovaci/expresni vektor

Aat lli4601)
Ssp li4483) \

| =

Sca liz159) o

v || Hind llli2sy

EcoR li4e72;

f Apo li4572)

[ Cla l(z4)

Bpul102 l4ss)
BamH lis10)
Sal 517
Avr 1l{562)
Nde l{=a0)

Nhe ljz23)

T __Xba lis18)
/ }tﬁ? Bgl lli576)
Ps“f39343\y.- 2 é?b T SgrA 71T
e Y
s \,_~Sph la73)
. EcoN l{g33)
zam1105 I[qea::--.': - PshA lj1027)
pET-12a
_ (4674bp) - Eag lj1250)
HgiE 11{3372)- | KR
N\ BspM I(1385)
AlwN li3202) 2
o, .
% :
\f?:?q& " Bsm I(1870)
o 4 < NMse 1{1757)
Al |1:¢:was}'%' . _
BspLU11 li2788) - \Bpum I1892)
SaBp lize70) f{ —— Bsg l1948)
st1107 lgzasT) ! I

Bsah liz538) /) | ||
Tthi11 i{2531% ! [
BsmB liz4om ! |

Pyu fl2army !

PET-12a cloning/expression region

www.novagene.com
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. MATERIAL A TECHNICKE VYBAVENI

3.1.1. Pouzity material

AGAROZA

AKRYLAMID

ALKALICKA FOSFATAZA
AMPICILIN

APS

BAKTOAGAR

BRILLIANT BLUE - COOMASIE R250
BROMFENOLOVA MODR

DIHYDROGEN FOSFORENAN SODNY

DUSICNAN STRIBRNY
EDTA
ETANOL
ETIDIUMBROMID
FORMALDEHYD
GLYCEROL
GLYCIN
HYDROGEN FOSFORENAN SODNY
HYDROGEN UHLICITAN SODNY
HYDROXID SODNY
CHLORAMFENIKOL
CHLORID HORECNATY
CHLORID SODNY
CHLORID VAPENATY
IPTG
IZOPROPANOL
KYSELINA CHLOROVODIKOVA
KYSELINA OCTOVA
LB MEDIUM HIGH SALT
LYZOZYM
METANOL
OCTAN SODNY
PCR REAKCNI SLOZKY :
dNTP
PRIMERS
Pfu DNA POLYMERAZA
PEG 4000
PMSF
PROTEINOVY MARKER
RNA-4za A
RESTRIKCNI ENDONUKLEAZY :
BamHlI

14

3.1.1.1. Chemikalie

AMPRESCO
SIGMA
ROCHE
DUCHEFA
SERVA
OXOID
SIGMA
SIGMA
PENTA
SAFINA
DUCHEFA
PENTA
SIGMA
PENTA
DUCHEFA
DUCHEFA
PENTA
PENTA
PENTA
SERVA
PENTA
PENTA
PENTA
DUCHEFA
DUCHEFA
PENTA
PENTA
DUCHEFA
SERVA
PENTA
PENTA

STRAGENE
SIGMA
PROMEGA
FLUKA
FLUKA
BIORAD

NEW ENGLAND BIOLABS

NEW ENGLAND BIOLABS



Ndel
EcoRV
SDS
SIRAN AMONNY
TEMED
TETRACYKLIN
THIOSIRAN SODNY
TRIS
T4 — DNA ligaza
UHLICITAN SODNY
VEKTOR pBLUESCRIPT Il BSK
X-gal
1kbp/100bp LADDER

NEW ENGLAND BIOLABS
NEYINGLAND BIOLABS

BIO-RAD

PENTA

SERVA

SERVA

FLUKA

DUCHEFA

FERMENTAS

PENTA

STRATAGENE

SERVA

NEW ENGLAND BIOLABS

3.1.1.2. Zasobni roztoky

AMPICILIN
100 mg/ml v dHO

CHLORAMFENIKOL
20 mg/ml v etanolu

TETRACYKLIN
1,25 mg/ml v etanolu

Etidium bromid
10 mg/ml (skladovat v temné nadotii 4°C)

IPTG

1 mol/dn?

P1 ROZTOK (rozsuspendovani burk)
TRIS-HCI 0,05 mol/dm
EDTA 0,05 mol/dmi
RNA-aza A 1 mg/ml

P2 ROZTOK (lyzaéni roztok)

NaOH 0,2 mol/drhy

SDS 1%

P3 ROZTOK (neutralizaéni roztok)
Octan sodny 3 mol/dm
pH = 5,5 (ledovou kyselinou octovou)

FENOL : CHLOROFORM
Fenol 50%
Chloroform 50%

15



TE-TLUMIVY ROZTOK

TRIS-HCI 0,010 mol/din

EDTA 0,001 mol/din

pH = 8,00

50XTAE - TRIS-ACETATOVY TLUMIVY ROZTOK
TRIS 2,00 mol/din

EDTA 0,05 mol/din

pH = 7,8 (ledovou kyselinou octovou)

STOP ROZTOK (pro DNA)

EDTA 0,001 mol/din
Bromfenolova mo#l 0,05%
Glycerol 50,00%
Roztok CaClk - MgCl,

CaCb 0,02 mol/dni
MgCl, 0,08 mol/dnd
Roztok CaCl

CaCb 0,100 mol/dm
TRIS-HCI 0,100 mol/drh
pH = 8,00

TRIS PUFR (pro rozbiti bunék
TRIS-HCI 0,800 mol/
EDTA 0,001 mol/dn
pH = 8,00

TRIS PUFR (pro purifikaci)
TRIS-HCI 0,020 mol/din
EDTA 0,001 mol/dn
pH = 8,00

TRIS PUFR + 1 M NaCl (pro purifikaci)
TRIS-HCI 0,020 mol/din
EDTA 0,001 mol/dn
NaCl 1,000 mol/dm
pH = 8,00

FOSFATOVY PUFR (pro purifikaci)
NaHPO, 0,020 mol/dr
EDTA 0,001 mol/dn
NaCl 1,000 mol/dfh
pH = 8,00 (pomoci NapPOy)
LYZOZYM

LYZOZYM 10 mg/ml
TRIS-HCI 0,01 mol/din

16



SOLUBILIZA CNi ROZTOK (pro proteiny)

DDT 0,1%
Glycerol 25,0%
SDS 5,0%

TRIS-HCI, pH =8,00 0,6%
SDS-PAGE elektroforéza

HORNI PUFR (katodovy pufr)

TRIS-HCI 0,025 mol/drh
Glycin 0,192 mol/drh
SDS 0,1%
SPODNI PUFR (anodovy pufr) 100x
TRIS-HCI 2,5 mol/dm
pH = 8,3
GELOVY PUFR (pro separaéni gel)
TRIS-HCI 1,5 maldm®
pH = 8,8

GELOVY PUFR (pro zaostrovaci gel)
TRIS-HCI 1,0 mol/dri
pH = 6,8
Roztok SDS
SDS 10,0%
Roztok APS
APS 10,0%

BARVENI S BRILLIANT BLUE - COOMASIE R250

OBARVOVACI ROZTOK

RBS-250 0,1%
Metanol 45,0%
Kyselina octova 10,0%

ODBARVOVACI ROZTOK

Kyselina octova 7,0%

Metanol 20,0%
BARVENI STRIBREM

FIXA CNi ROZTOK

Etanol 50,00%
Kyselina octova 12,00%
Formaldehyd 0,05%
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OBARVOVACI ROZTOK

AgNO; 0,012 mol/dm
Formaldehyd 0,05%
VYVIJECI ROZTOK

NaxCO;s 0,566 mol/dn
NaS,03 0,000002 mol/drh
Formaldehyd 0,05%

ODBARVOVACI ROZTOK
UKONCOVACI ROZTOK

Etanol 50%

Kyselina octova 12%
PROMYVACI ROZTOK

Metanol 50%

3.1.1.3. Kultivaéni média

LB MEDIUM

Komponenty na 1 litr média (25 g v 1 litru destéoé vody)

Kvasniny extrakt 50¢9

NaCl 10,09

Trypton 10,0 g

BAKTO AGAR

Komponenty na 1 litr média (25 g v 1 litru destdoéé vody)

Kvasniny extrakt 5009

NacCl 10,09

Trypton 10,0 g

Agar 1% (10@ Hlitru LB média)
3.1.1.4. Laboratorni kmeny

BL21(DE3)pLysS

E. coli B F dcm ompT hsdSgr mg™) galA(DE3)[pLysS Carlj

XL1-Blue superkompetentni buiky
recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lacjfoAB lacfZAM15 Tn10
(Tet)]

XL1 MRF

A(mcrA)183A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl BBAelAl
lac [F" proAB laclqAM15 Tn10 (Teb]

18



3.1.1.5. Komekni kity a chromatografické kolony

KOMER CNi KITY

MAXIPREP

ANION EXCHANGE COLUMNS FOR QUICK PURIFICATION OF

NUCLEIC ACIDS MACHEREY-NAGEL
MINIPREP

ZYPPY™ PLASMID MINIPREP I, Il KIT ZYMO-RESEARCH
ZYMOCLEAN

GEL DNA RECOVERY KIT ZYMO-RESEARCH
CLEAN & CONCENTRATOR ™.-25 ZYMO-RESEARCH

CHROMATOGRAFICKE KOLONY

SP SEPHAROSE! FAST FLOW GE HEALTHCARE BIO-SCIENCES
SP SEPHAROSE! FAST FLOW GE HEALTHCARE BIO-SCIENCES
SUPERDEX 75 COLUMN GE HEALTHCARE BIO-SCIENCES
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3.1.2. Technické vybaveni

MIKROVLNKA CONCEPT
ELEKTROFORETICKA APARATURA HORIZONTALNI OMNIBIO
ELEKTROFORETICKA APARATURA VERTIKALNI ATTO

FLOW BOX HELA FLOW 30 HELAGO
CENTRIFUGA 3K30 SIGMA
CENTRIFUGA MIKRO 200R METTLICH
CENTRIFUGA UNIVERSAL 320R METTLICH
KOMPRESOR KIF LAB LABOPORT
MICHA CKA ELECTRONIC RUHER MONO VARIOMAG
FRENCH PRESS TRIGON- PLUS THERMO
VYROBNIK LEDU AF 100 SCOTSMAN
SPEKTROFOTOMETR V-530 JASCO
TREPACI INKUBATOR SHEL LAB
PREDVAZKY 440-33 KERN
pH-Elektroda SenTix 41 WTW
HOTPLATE & STIRRER JENWAY 1000 P-LAB a.s.
TREPACKA TITRAMAX 1000 HEIDOLPH
VORTEX MR 100 HEIDOLPH

AEG ELECTROLUX
MJ RESEARCH
GE HEALTHCARE

MY CKA FAVORIT
PCR MINI CYCLER
AKTA PURIFIER FPLC SYSTEM

20



3.2. METODIKA PRACE

3.2.1. Ristova kiivka — méreni rychlosti rastu bakterialnich kolonii

Bakterialni buky B96 byly inokulovany do 25 ml LB média gigavkem Cm (20
ug/ml) a Amp (100ug/ml). Méteni rychlosti @stu bakterialnich kolonii kultury B96 bylo
provadgno spektrofotometricky stenim optické hustoty (O.D.)fipvinové délce 600 nm.
Monitorovani fistu bakterialnich kolonii bylo prové&do v pfibchu 8 hodin, v
dvouhodinovych intervalech. Ze ziskanych vysietigla v p@itacovém programu Microsoft
Excel sestrojenaistova Kivka - grafické zavislosti t(hod.)=f(O.BRx600 nm)-

3.2.2. Izolace a vizualizace plazmidové DNA

3.2.2.1. Izolace plazmidové DNA alkalickou lyzi

Bakterialni buky ziskané centrifugaci (10000 r.p.m., 10 mirfCYz 25 ml néni
kultury B96 narostlé vtekutéem LB meédiu [Amp (1Q@/ml), Cm (20 ug/ml)] byly
rozsuspendovany v 2,5 ml vychlazeného roztoku A n#l lyzaniho roztoku P2 a 2,5 ml
neutraliz&niho roztoku P3. Sés se inkubovala na ledu 15 minut a nastecdentrifugovala
(12000 r.p.m., 5 min.,°€). K supernatantu, ktery bytgnesen do nové zkumavky byigan
stejny objem roztoku fenol/chloroform (1:1) a zkwika dikladné promichana vicenasobnym
intenzivnim tepanim. Srés byla centrifugovana (12000 r.p.m., 20 mirfC}# extrakce a
centrifugace byla 2x opakovana. Piadani izopropanolu (0,75 objemu), byla &rb minut
inkubovana na leda odlit supernatant. Dvojvlaknova DNA byla vysnd@edwema objemy
vychlazeného 99% etanolu (30 - 60 min.,°@0 Po centrifugaci (15000 r.p.m., 10 min.,
4°C) , byl supernatant odsat, zkumavka postavenaltrefii papir dnem nahoru a vSechny
kapky etanolu ze & zkumavky byly odstramy. Srazenina DNA byla opatrnpromyta
vychlazenym 70% etanolem, vysuSena ve vakuu a &t v 50 pl roztoku TE.
Vyizolovana plazmidova DNA se vizualizovala a parala s plazmidovou DNA
elektroforeticky pouZzitim 0,7% agar6zoveho gelwstkastni latkou etidium bromid pod UV
swtlem. Plazmidova DNA (JR2592) byla uchovavaria20°C.

3.2.2.2. Izolace plazmidové DNA MINIPREPOM

Bakterialni buiky byly ziskany centrifugaci (14000 r.p.m., 1 mifC) z 5 ml neéni
bakterialni kultury B96. K peletu bylotfiddno 200 ul pufru P1, v&mzZ byly buiky
rozsuspendovany. Nasledovala inkubace na ledu bitmHo gidani 200ul pufru P2 byla
smes opatri@ promichana. Nasledrbylo pridano 400ul pufru P3 opatré promichano. Po
centrifugaci (14000 r.p.m., 3 min.’@) byl supernatantipnesen do Zymo-spin | kolony a
centrifugovan (14000 r.p.m., 30 s°CG3. Do kolony bylo pidano 600ul promyvaciho pufru a
stoteno na centrifuze (14000 r.p.m., 30 SCY¥ Tento krok byl proveden 2x. Nakonec bylo
na kolonu pidano 25ul pufru TE, centrifugovano (14000 r.p.m., 15 SCY picemz byl
plazmid zachycen ve vymyvacim pufru do mikrozkumavk Vyizolovana plazmidovd DNA
se vizualizovala elektroforeticky pouzitim 0,7% agavého gelu s kontrastni latkou etidium
bromid pod UV sutlem.
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3.2.2.3. Izolace plazmidové DNA MAXIPREPOM

Bakteriélni buky byly ziskany centrifugaci ze 150 mldmd bakteridlni kultury B96.
Pelet byl opatré rozsuspendovan v pufru S1+RN-a4za A. K suspenzipligian pufr S2 a
smés byla opatréd promychana fevracenim centrifugai kyvety. Snés se nechala inkubovat
(2 - 3 minuty) @i pokojové teplat. Ke snesi byl pidan pufr S3, sks byla opatré
promychana a ponechana 5 minut v ledu. Po cenadiu@5000 r.p.m., 10 min.,°’@) byla
suspenze igfiltrovana. Nasledovala kalibrace kolonky pufrer@ 6 ml) a vyistény lyzat
z predeslého kroku byl nalit do kolony. Kolona byla mpga pufrem N3, nasledovalo vymyti
a ziskani plazmidové DNA s pufrem N5. Na vysrazetdzmidové DNA byl pouzit
izopropanol pi pokojové teplot. Po centrifugaci (15000 r.p.m., 30 min°C}, a odstragni
supernatantu afjplani 70% ledo¥ vychlazeného etanolu k peletu. a centrifugovarsdQo
r.p.m., 5 min., 2C). Etanol byl odstram a pelet byl vysusen (5 - 10 minutj pokojové
teplo€ a znovu rozpush v odpovidajicim mnozstvi TE pufru. Vyizolovanazhidova DNA
se vizualizovala elektroforeticky pouZzitim 0,7% aiya@veho gelu s kontrastni latkou etidium
bromid pod UV s¥tlem.

3.2.2.4. S¥peni JR2592 restriknimi endonukledzamiBamH| a Ndel
Plazmidova DNA (JR2592) byla linearizovana restik endonukleazouBamH],
sekvence PsbQ proteinu byla z plazmidu JR2592 figgsia pouzitim restrinich
endonukleaBamHIlaNdel (Balsera 2003).

Reakéni snes 10 pl
Plazmidova DNA 1 ul

Pufr pro enzym 1l
BamHiI 1l
dH,0 7 Ll|

Reakéni snes 10 pl
Plazmidova DNA 1 ul
Pufr pro enzymy 1l
BamHI + Ndel 1+1pl
dH,0 6 Ll|

Inkubace 1 hodinuip37°C

Vysledek  Stpeni restriknimi  endonukledzami se analyzoval pomoci
elektroforetického &eni v 1% agarézovém gelu (0,5 g agar6zy v 50 nstibeané vody)
s pridavkem etidium bromidu pod UV.
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3.2.3. MUTAGENEZE

3.2.3.1. Riprava kompetentnich burgék Escherichia coli XL1-Blue, XL1 MRF pouZzitim
chloridu vapenatého a h#etnatého

Do 25 ml LB média bylo natovano 250ul no¢ni kultury Escherichia coliXL1-
Blue, XL1 MRF). Bakterialni kultura se nechalatsirna O.Dsq0 0,3 - 0,4 pi teplot& 37°C.
Nasledr byla bakterialni kultura ochlazena v ledu (30 nmjiraucentrifugovana (7000 r.p.m.,
10 min., 4C). Poté byly bakterialni liky rozsuspendovany ve vychlazeném sterilnim
roztoku CaCl - MgCl, v 1/5 (5 ml) givodniho objemu a inkubovany 5 minut v ledu. Po
opstovné centrifugaci (7000 r.p.m., 10 min®C3 byly buiky rozsuspendovany v 1/25 (1 ml)
puvodniho objemu bakterialni kultury ve vychlazenéarigim roztoku CaGl

3.2.3.2. Transformace buiik Escherichia coli XL1-Blue plazmidem JR2592

Takto gipravené bakterialni kiky byly rozcleny (po 100ul) do vychlazenych
ependorfovych zkumavek a bylaigéno (po 1ul) plazmidové DNA v TE. Sws byla
ponechana v ledu 30 minut. Poté byly zkumavky pemny (na 45 s.) do vodniho termostatu
vytemperovaného na 22 (tepelny $ok) a potom 2 minuty ochlazeny &lelasleds bylo
piidano (po 800ul) LB média do kazdé zkumavky a & se nechala inkubovat
v teplovzdudném termostatpii 37°C 1 hodinu. Bakteriaini Wiky byly vysety na
vytemperované LB agarové platny [Amp (10@/ml) a Cm (20ug/ml)] a inkubovany
v teplovzdudném termosigpri 37°C az do vyrosteni jednotlivych bakterialnich koloni

3.2.3.3. Riprava mutace pomoci PCR-Quick site direct mutagersss kit

Na pipravu mutant byla pouzita metoda PCR s pouzitim kitu Quick siteect
mutagenesis kit, se kterout#eme ziskat mutanty s ¥yhosti 80%. R PCR byly pouzity
primery obsahujici mutaci z Trp na Tyr a z Trp h&.P

Forward primer z Trp na Tyr (FM Y):
5-AGGAAGGCATATCCATCTCTAC-3
Reverse primer z Trp na Tyr (RM Y):
5-GTAGAGATGGATATGCCTTCCTG-3

Forward primer z Trp na Phe (FM F)
5-AGGAAGGCATTQCCATCTCTAC-3
Reverse primer z Trp na Phe (RM F):

5 -GTAGAGATGGGAAATTGCCTTCCTG-3
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Reakni snes
Obsah reaknich slozek v 5Q@u:

Pufr proPfu DNA-high fidelity polymeréazu 5,0l
dNTP 2,5
Pfu DNA-high fidelity polymeraza 04
DNA 2,Qul
forward primer FM 1,8
reverse primer RM 15
dH,O 37,0l

Teplotre-¢asovy profil PCR (manual Quick site direct mutagges kit)

Uvodni denaturace °4 1 min.

Denaturace ‘@4 1 min.

Nasednuti °®0 1 min. 10x
Prodlouzeni °g2 10 min.

Denaturace ‘@4 1 min.

Nasednuti °G5 1 min. 10x
Prodlouzeni °g2 10 min.

Ziskané PCR produkty se analyzovaly pomoci elettatického dleni v 1%
agarézovém gelu giglavkem etidium bromidu pod UV &lem. PCR produkt byl podroben
Stepeni restrikni endonukledzo®pnl (odstragni pavodni plazmidové DNA) a bylipnesen
do burgk kmenuEscherichia coliXL1-Blue.

3.2.3.4. Riprava mutace pomoci PCR-metodou tzv. Overlap exteon
3.2.3.4.1. PCR reakce

Na pripravu mutant byla pouzita metoda PCR tzv. Overlap extensionzRion dané
metodiky se ziskala sekvence s mutaci tesht krocich. B PCR byly pouZzity primery
obsahujici mutaci z Trp na Tyr a z Trp na Phe an@ry pro ziskani celé sekvence PsbQ
proteinu (Balsera 2003).

Forward primer z Trp na Tyr (FM Y):
5-AGGAAGGCATATCCATCTCTAC-3
Reverse primer z Trp na Tyr (RM Y):

5 -GTAGAGATGGATATGCCTTCCTG-3

Forward primer z Trp na Phe (FM F)
5-AGGAAGGCATTQCCATCTCTAC-3
Reverse primer z Trp na Phe (RM F):

5 -GTAGAGATGGGAAATTGCCTTCCTG-3
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Forward primer z (F)
5-CCATATGGAGGCCAGGCCCATCGTTGTT-3'
Reverse primer z (R)
5-GGGATCCTTAACCGAGCTTGGCAAGAA-3'

1. PCR: (F) + (RM)
2. PCR: (R) + (FM)

Reakni snes

Obsah readnich slozek v 10Ql:

Pufr proPfu DNA polymerazu 1qQl
dNTP Bl
Pfu DNA polymeraza il
DNA Jul
forward primer (F) 18
reverse primer (RM) 16
dH,O 71l

Teplotre - casovy profil PCR

Uvodni denaturace °@4 5 min.
Denaturace ‘@4 1 min.
Nasednuti °G5 1 min. 30x
Prodlouzeni °z2 3 min.
Prodlouzeni © 10 min.

Ziskané PCR produkty se analyzovaly pomoci eletedického dleni v 1%
agarézovém gelu gidavkem etidium bromidu pod UV. PCR produkty byiskany
z agar6zoveho gelu pomoci kitu Zymoclean gel DNgowery kit a pouzité ip tieti PCR
reakci jako templat.

3. PCR (F) + (R)

Reakni snes

Obsah readnich slozek v 10Qu:

Pufr proPfu DNA polymerazu 1qQl

dNTP pl

Pfu DNA polymeraza il

DNA (PCR/1 + PCR/2) 10

forward primer (F) 18

reverse primer (R) ub
dH,O 62
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Teplotre - casovy profil PCR

Uvodni denaturace °@4 5 min.
Denaturace ‘@4 1 min.
Nasednuti °G5 1 min. 30x
Prodlouzeni °z2 3 min.
Prodlouzeni © 10 min.

Ziskany PCR produkt se analyzoval pomoci elekteifokého dleni v 1%
agarézovém gelu giplavkem etidium bromidu pod UV &lem.

3.2.3.4.2. Linearizace vektoru pBluescript Il SK(+)estrik éni endonukleazou
EcoRV

K naklonovani zmutované sekvence PsbQ byl vybrddovepBluescript 1l SK(+),
ktery byl linearizovan restréni endonukleazou EcoRV.

Reakni smés 10 pl
Plazmidova DNA 1 ul

Pufr pro enzym 1l
EcoRV 1l
dHO 7 pl

Inkubace 1 hodinuip37°C

Vysledek linearizace se analyzoval pomoci elektaifokého dleni v 1%
agarézovém gelu giplavkem etidium bromidu pod UV. Linearizovany prktbyl z gelu
ziskan pomaoci kitu Zymoclean gel DNA recovery Kit.

3.2.3.4.3. Defosforylace linearizovaného vektoru piescript 11 SK(+)

Pro zvySeni &innosti vloZzeni mutované PsbQ sekvence do vekt@lugscript Il
SK(+) byly tupé konce linearizovaného vektoru dédoylovany alkalickou fosfatazou.

Reakéni snes 20 pl

Vektor pBluescript Il SK(+) 10 pl
Pufr pro alkalickou fosfatazu 2 ul
Alkalicka fosfataza 2 ul
dH,0 6 l,l|

Inkubace 1 hodinuip37°C
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3.2.3.4.4. Ligace PsbQ sekvence do linearizovanérektoru pBluescript || SK(+)

Po defosforylaci linearizovaného vektoru pBluedchipSK(+) byl k reakni sngsi
pridan gecisteny PCR produkt 3 (mutovana sekvence PsbQ) a T4 Diéxa.

Reakni smés 30 pl

Defosforylovany vektor 20 pul
Pufr pro T4 DNA ligdzu 3 ul
T4 DNA ligaza 1l
PEG 4000 (50%) 3 ul
dH,0 3 l,l|

Inkubace 2 hodinyip4 °C

3.2.3.4.5. Transformace buék Escherichia coli XL1 MRF liga éni smési

Ke kompetentnim bakterialnim tham XL1 MRF byla pidana lig&ni snés (po 10
ul). Smés byla ponechana v ledu 30 minut. Poté byly zkumgvengeny (na 45 s.) do
vodniho termostatu vytemperovaného ndC4A2tepelny Sok) a potom 2 minuty ochlazeny
v leck. Nasledg bylo pidano (po 80Qul) LB média do kazdé zkumavky a &snse nechala
inkubovat v teplovzdudném termostaii 37°C 1 hodinu. Bakterialni biky byly vysety na
vytemperované LB agarové platny [Amp (10§/ml) a Tet (12ug/ml)] s pidavkem 2% X-
gal a 10 mM IPTG a inkubovany v teplovzdusném testa®d pri 37°C aZ do vyrosteni
jednotlivych bakterialnich kolonii.

Molecular Cloning a laboratory manual SambrooRiissell D.W., Cold Spring Harbor
Laboratory Press; New York, 2001

3.2.5. I1zolace rekombinantniho proteinu PsbQ

3.2.5.1.Indukéni test

Bakterialni buitky B96 obsahuijici plazmid JR 2592 se nechalyistave 200 ml LB
meédia obohaceného antibiotiky (Amp 10§ml, Cm 20ug/ml). KdyZ opticka hustota kultury
doséahla hodnoty 0,6fipA = 580 nm, byla exprese rekombinantniho proteira(Pimiciovana
pridanim fizné koncentrace IPTG (0 mM — kontrola, 0,5 mM, 1 n&mM, 10 mM, 20
mM). Bakterialni biiky byly sklizeny po 18 hodinové inkubacti 80°C a po 3 hodinové
inkubaci g 37°C. Poté byla kultura centrifugovana (10000 r.p.h@,min., £C). Nasleda
byly rozsuspendovany v TRIS pufru (pro rozbiti &in+ lyzozym (0,1 mg/ml). Po 5
minutové sonifikaci byly vzorky centrifugovany (1@D r.p.m., 10 min., %) a nasled
analyzovany SDS-PAGE elektroforézou.

3.2.5.2. Izolace proteinu PsbQ

3.2.5.2.1. Rozbiti bugk B96

Bakterialni buitky B96 obsahuijici plazmid JR2592 se nechalyistave 200 ml LB
meédia obohaceného antibiotiky [Amp (106/ml) a Cm (20ug/ml)]. KdyZ opticka hustota
kultury dosahla hodnoty 0,6fipA = 580 nm, exprese rekombinantniho proteinu Psbi@ by
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iniciovana pidanim 1mM IPTG. Bakterialni tiky byly sklizeny po 18 hodinové inkubadii p
30°C centrifugaci (10000 r.p.m., 10min°G). Nasleda byly rozsuspendovany v TRIS pufru
(pro rozbiti buiek) a rozbité pomoci French-pressu. Pro odgtramerozbitého materialu
centrifugaci (10000 r.p.m., 10 min.,°G) byl supernatant odebran a protein PsbQ
vysrazen siranem amonnym (do 70% saturace). SraZestsahujici PsbQ protein byla
rozsuspendovana v TRIS pufru (pro purifikaci) dydiavana v daném pufrui@s noc ji 4°C.
Nerozpustny material byl odstrancentrifugaci (15000 r.p.m., 45 min’C).

3.2.5.2.2. lontova chromatografie

Supernatant obsahujici PsbQ protein byl nanesekoloeay DEAE Sepharose + SP
Sepharose, které byly nakalibrovany pufrem TRIS® (purifikaci). PsbQ protein byl vymyt
z kolony SP Sepharose linearnim gradientem Na®odaentrace 0,4 M v pbé¢hu 20 minut
pii pratoku pres kolonu 2 mi/min.. Frakce obsahujici PsbQ probsiy sesbirany, promyty
fosfatovym pufrem a zakoncentrovany pouzitim c&otru Amicom Ultra (10000 MWCO).

3.2.5.2.3. Gelova Filtrace

Zakoncentrované frakce PsbQ byly nastedmaneseny na kolonu Superdex 75,
kalibrované fosfatovym pufrem stpokem ges kolonu 0,2 mil/min.. Frakce obsahujici PsbQ
protein byly sesbirany a analyzovany SDS—PAGE ejékiezou.

3.2.5.3. Analyza vzorlk pouZzitim SDS-PAGE elektroforézy

Podle navodu byla sestavena elektroforetickd apa@rafNasledovalaifprava gelu
s obsahem akrylamidu v separan gelu 12% a zadsivacim gelu 5%. Po zpolymerizovani
gelu byly naneseny vzorky solubilizované v solwaiinim roztoku (pro proteiny). Separace
proteini trva i 20 V 60 minut. Pro analyzu byl pouZit proteinawmarker.

10 ml separéni gel 12%

3,3 ml dHO

4,0 ml 30% AA

2,5 ml Gelovy pufr (pro sepatai gel)
0,1 ml 10% SDS

0,1 ml 10% APS

10l TEMED

3 ml zaostovaci gel 5%

2,1 ml dHO

0,5 ml 30% AA

0,38 ml Gelovy pufr (pro zaastvaci gel)
0,03 ml 10% SDS

0,03 ml 10% APS

3ul TEMED
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3.2.5.3.1. Barveni dtibrem

Polyakrylamidovy gel byl po pra@bnuti elektroforézy vioZzen do fi¥aiho roztoku na
1 hodinu. Naslednhbyl 3x promyvan roztokem 50% metanolu v danyclervdlech (5 min.,
10 min., 15 min.). Po promyti roztokem 0,8 M ,8#); a destilovanou vodou byl gel
obarvovan v obarvovacim roztoku po dobu 20 minuwi. gPomyti destilovanou vodou
nasledovalo vyvijeni ve vyvijecim roztoku, kterédoykonteno odbarvovacim roztokem.

3.2.5.3.2. Barveni pouzitim Coomasie-Blue R250

Polyakrylamidovy gel byl po pra@hnuti elektroforézy vioZzen do barviciho roztoku
obsahujiciho Coomasie-Blue R250 na dobu 20 minutinRubaci v odbarvovacim roztoku
bylo moZné analyzovat proteinové vzorky.
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4. VYSLEDKY

4.1. RUSTOVA KRIVKA - M ERENi RYCHLOSTI R USTU
BAKTERIALNICH KOLONII

Na sledovaniirstu bakteridlnich butk B96 se pouZilo spektrofotometrickéerani
optické hustoty (O.D.) ip vinové délce 600 nm. Monitorovaniniastu burk v LB médiu
[Amp (100 pg/ml), Cm (20pug/ml)] v prabéhu 8 hodin, v dvouhodinovych intervalech se
sestrojily fistove Kivky - grafické zavislosti t(hod.)=f(O.[p=600 nm), které charakterizuji
vitalitu bakterialnich bu¢k B96.

Rustova k fivka

5 //

0.5 A

0O.D. 600 nm

0 2 4 6 8
¢as (hodiny)

Graf¢.1: Ristova kivka kultury B96: graficka zavislost t(hod.)=f(O Re00 nm),

Z dané zavislosti jeigjmé, Ze i O.D. = 0,6 zadina exponencialniist.
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4.2.1ZOLACE A VIZUALIZACE PLAZMID U

4.2.1. Izolace plazmidové DNA alkalickou lyzi, MINPREPOM a
MAXIPREPOM

Pouzitim ti raiznych metod byla ziskana plazmidova DNA z 8uB96, tzv. plazmid
JR2592. Kvalita plazmidové DNA zavisi naispbu izolace a proto pro dalSi experimenty se
vyuzivala plazmidova DNA izolovana MINIPREPEM a neMdAXIPREPEM.

——
—
-

1. 2. 3 4 5 6 7. 8 1 2
i , i Obrazeké.8: Plazmidova DNA
Obrazelc.7: Plazmidova DNA JR2592 izolovand MAXIPREPOM.

JR2592 izolovand MINIPREPOM.

1. 1 kbp ladder
1. 1 kbp ladder 2. JR2592

2.-8. JR2592

Z plazmidovych profit neni mozno uit velikost plazmidu JR2592,
protoZe cirkularni a superhelikalni formy maiji jinpohyblivost v agar6zovém
gelu, nez linearni formy DNA (pouzité v 1 kbp ladde tohoto divodu byla
plazmidova DNA nagpena restrikni endonukledzoBamHlL
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4.2.2. Stpeni JR2592 restriknimi endonukleazami

1. 2. 4. 1. 23.
Obrazeks.9: Linearizace Obrazek:.10: Stpeni plazmidu JR2592
plazmidu JR2592. restrikknimi endonukleazanBamHI + Ndel.
1. 1 kbp ladder 1. 1 kbp ladder
3. JR 2592 BamHI 2. JR2592 BamHI+ Ndel
5. 100 bp ladder 3. 100 bp ladder

Z plazmidového profilu je patrné, Ze velikost vaktaJR2592 je okolo
5000 bp (5120 bp). JelikoZ primery obsahova#psé misto pro BamHI a Ndel
restrikkni endonukleazy pro vy&ieni PsbQ sekvence byly pouzity pféyto
restrikcni enzymy. Velikost PsbQ sekvence je mezi 400 —5D(146 bp).
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4.3. MUTAGENEZE

4.3.1. Rriprava mutace pomoci PCR-Quick site direct mutagersss kit

Obrazeks.11: PCR produkty
z pripravy mutace pouzitim
Quick site direct mutagenesis
kitu.

1. 1 kbp ladder
2. PCR/ mutace Trp na Tyr
3. PCR/ mutace Trp na Phe

1. 2. 3.

Z analyzy PCR prodult mutageneze pomoci Quick site direct mutagenesis j&i
ziejmé, Ze nedoslo k amplifikaci celé plazmidové DNAphoto dvodu byla v provedena
mutageneze metodou tZverlap extension.

4.3.2. Friprava mutace pomoci PCR-metodou tzv. Overlap exteon

Obrazek.12: PCR produkty mutaci pouziti metody
tzv. Overlap extension.

1. PCR/2 mutace Trp na Phe

2. PCR/1 mutace Trp na Phe

3. PCR/3 mutace Trp na Phe

4. 1 kbp ladder

5.PCR/ 2 mutace Trp na Tyr

6.PCR/ 1 mutace Trp na Tyr

7.PCR/ 3 mutace Trp na Tyr

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7.

PCR produkty/3 (PCR/3) byly na:
kitu a pouzité v ligaci s linearizovanym ve
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4.3.2.1. Linearizace vektoru pBluescript || SK(+) estrikéni endonukleazouEcoRV

1. 2.

Obrazeké.13: Linearizace vektoru pBluescript Il
SK(+).

1. 1 kbp ladder
2. Vektor pBluescript Il SK(+) EcoRV

Velikost vektoru pBluescript Il SK(+) je 3000 bO@&L bp). Linearizovany vektor byl z gelu
piecisteny pomoci Zymoclean recovery kitu a pouZité v lggad®CR produktem/3 (PCR/3) .

4.3.2.2. Transformace buik Escherichia coli XL1 MRF liga éni smési

Kompetentni bilky XL1 MRF byly transformovany ligai sn€si a inkubovany na
LB platndch obohacené 10mM IPTG a 2% X-gal, coZ imito tzv. modro-bilou selekci.
Vektor pBluescript Il SK(+) bez mutované PsbQ s&kesobsahuje gen lacZ, takzenky
produkuji R-galaktozidazu rozkladajici X-gal, ca @ojevi modrym zbarvenim. Vlozenim
PsbQ mutované sekvence do genu lacZ nedochazidklmio 3-galaktozidazi, #ehoz
vyplyv4, Ze kolonie jsou bilé. Po izolaci plazmidiilych kolonii bude plazmidova DNA
podrobena analyze pouzitim sekvenatoru.
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4.4. 1ZOLACE PSBQ

4.4.1. Indukéni test

s i = |
f § o f— =i | 1. b

1 § = | Obrazeks.14: Indukini test
R e pri 37°C.
1. 1 kbp ladder
2.05mMIPTG
3.1 mMIPTG
e s e e 4.5mM IPTG
R o 5. 10 mM IPTG
6. 20 MM IPTG
7.0 mM IPTG

V pocateinim bod exponencialni faze bylofidano IPTG o itznych koncentracich.
Po analyze vzorku pomoci SDS-PAGE se ukazalo, y8oxani koncentrace IPTG vyrazn
neovliviiuje expresi proteinu.iPindukci 30C byly vysledky shodné. Pro indukci proteinu se
zvolila indukce 1 mM IPTG i 30°C 18 hodin, s ohledem na dal3i kroky purifikace.

4.4.2. lontova chromatografie

Obrazelke.15: lontova

-~ - chromatografie.

1. 1 kbp ladder

2. —10. Frakce eluované
z SP kolony linearnim
gradientem.

1. 2. 3. 4. 5 6. 7. 8. %0

Frakce ziskané eluovanim z SP kolony byly zakomoeanhy a protein j@cisStén na
Superdex 75 kolan
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4.4.3. Gelova filtrace

A

- -ﬂ..“i

1. 2. 3. 4. 5. 6. 8.

Obrazeks.16: Gelova filtrace.
1. —7. Frakce z Superdex 75
8. marker

Cistota proteinu PsbQ se potvrdila analyzou protginb frakci ze Superdex kolony
pouzitim geh barvenych gtbrem.

Metodika pouzita naigcisténi PsbQ proteinu se bude naslégouzivat na fecisteni
mutanti PsbQ.
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5. DISKUZE

Cilem této bakalgké prace bylo ispst k celkovému objeveni struktury PSII,
potazmo i celkovému fungovani fotosyntetické realdejdileziteéjSi ¢asti byla manipulace
s proteinem PsbQ, u kterého siedpoklada, Ze hrajeubtbzitou roli v kyslik-vyvijejicim
komplexu Ehem procesu oxidace vody. V naSefippd bylo pracovano s rekombinantnim
proteinem PsbQ, tedy s proteinem, neexprimovanypawodnim druhu (Spenat), nybrz ve
vybraném bakteridlnim druhu. Rekombinantni projeirmoZno ziskat ve vySSi koncentraci
(dostaténé pro mgieni fyzikalnimi metodami), stabidit(protein musi bytasow staly, tudiz
musi vydrZet v nativni forghalesp@ nekolik dni) acistot€ (eliminace nefesnych udai).

Pfi rekombinantni expresi jeutezité, aby dany bakterialni kmen, v naSefipgck
kmen Escherichia colim¢l dobrou vitalitu, coz zaruje UsgsSnost exprese rekombinantniho
proteinu a proto je ptgba najit vhodny kmen a optimalizovat podminky jelsiu. Pro tento
Gcel byly vybrany bakteridlni biky Escherichia coli BL21 (DE3) pLys®eba’ predkéZzné
pokusy na pracovisti potvrdily, Ze se jedna o vhyodiuh k expresi PsbQ proteinu.

Prvni ¢asti naSich pokus bylo sestrojeni ustové Kivky bakterialni kultury B96,
obsahujici PsbQ sekvenci, pomoci které jsmet@ydli vitalitu bakterialnich butk B96.
Byly odebirany vzdy dva vzorky po dvouhodinovychemalech v pibéhu 8 hodin, u
kterych byla mitena optick4 hustota na spektrofotomettu \pnové délce 600 nm. v
rastové Kivky ziskané z nagtenych dat byly u¢i soke ve velmi dobré shad Celkovy tvar
kiivky odpovida idealnimu tvaruistove Kivky, jez obsahuje Sestiznych fazi: lag faze, faze
zrychleného tstu, faze exponencialnihdgistu, faze zpomalenéhdistu, faze stacionarni a
faze odumirani butk. VSechny tyto faze jsou v uvedeném grafurdgiatrné vyjma lag faze,
neba’ ta trva giblizné prvnich 20 minut a faze zrychlenéhistu, jelikoZ by odebirané vzorky
musely byt v menSickasovych intervalech, coZz ma negativni vliv na dalst burtk B96.
Okolo 8 hodiny #stu z&ina faze stacionarni, tudiz seseni dat neprovatb. Vysledky
indikuji dobrou vitalitu busk B96 a tudiz byla v dalSich experimentech pougitag tato
kultura.

Z rastové Kivky nam bylo umoz#éno ukit zacatek exponencialni faze, tudizgabek
indukce exprese rekombinantniho proteinu PsbQ (©.D,6 po 3 hod.). Proto abychom
zjistili, jaka koncentrace IPTG a teplota kultivajgenejlepSi pro expresi proteinu PsbQ v
buinkdch B96 bylo nutné optimalizovat koncentraci IPBGvhodnou teplotu. Srovnanim
produkce PsbQ proteinu v kontrole — béidavku IPTG s produkci PsbQ proteinu akéch
indukovanych odliSnymi koncentracemi IPTG je moiméit zdalipak koncentrace IPTG
ovliviiuje expresi proteinu a do jaké miry. Po analyzekizpomoci SDS-PAGE se ukazalo,
Ze zvySovani koncentrace IPTG vyrazmeovliviuje produkci PsbQ proteinu, jako i to, Ze
vysledky g indukci pii 30°C a 3PC byly shodné. Pro indukci proteinu se zvolila ikck
1 mM IPTG i 30°C 18 hodin, s ohledem na dal$i kroky purifikace.

Je vSeobe@znamo, Ze krokyisteéni proteinu podléhaji vlastnostem daného proteinu,
jako jsou rozpustnost, stabilita v danych pufraclti dané teplat. PsbQ protein je stabilni
pri 4°C ve fosfatovém, jako i v Trisovém pufru. Na uskiad pri -20°C se vsak jako
vhodnym kandidatem stal pr&Jfosfatovy pufr, coz ovlivnilo i vyér pufra pouzitych i
purifikaci PsbQ proteinu. Vhodnou metodou na ziskBsbQ proteinu se stala iontova
chromatografie, kterd umozni razehni proteinu na zakl&tozdilného izoelektrického bodu.
Nanesenim proteinového roztoku na DEAE + SP kolbglo umozrno lepsSi prvotni
procisteni PsbQ proteinu od ostatnich proteinovych ziytteré byly navazany na DEAE
koloné. Rekombinantni protein PsbQ se navazal na SP kplokteré byl eluovanifavkem
soli NaCl. Frakce z SP kolony byly zakoncentrovanysbQ pecistén na Superdex 75
kolorg, ktera zarovie poslouzila na vynu Trisového pufru za pufr fosfatovy. Z vyslédk
analyzi vzork pomoci SDS-PAGE a velmi citlivou metodou barvetitibsem vyplyva, ze
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byly ziskany pozadované frakce o dostaé&cistot, které se liSily jenom koncentraci.
Optimalizaci¢isténi proteinu byl ziskan PsbQ protein o koncentr&cimig/ml stabilni @ -
20°C ve fosfatovém pufrugkolik tydnt. Prasistény protein byl pouZit na strukturni analyzu
fyzikalnimi metodami (FTIR, Raman spektroskopig,Z. vysledki se ukazalo jako vhodnou
metodou na zkoumani intekakich mist mezi PsbP a PsbQ proteipraw Ramanova
spektroskopie. Tato metoda je citliva na tryptofgioz aromaticky kruh ma detekovatelné
dychaci vibrace a fize tudiz slouzit jako zi&a. Ripravou vhodnych mutaci na tryptofan v
okoli predpokladanych interakci by bylo mozné zkoumat tytterakce pra¥ metodou
Ramanovy spektroskopie. V prviiad je vSak zapdebi odstranit signal tryptofanu
umistného v 71. pozici PsbQ proteinu a pak vlozit trjgmodo blizkosti pedpokladané
oblasti interakce PsbQ proteinu s proteinem Psb®. Rutagenezi byly na zakkadysledki

z paiitatového modelovani arpdpovdi interakci &chto proteii, provedeného kolegy na
pracovisti, vybrany aminokyseliny fenylalanin adgin, které by rély ptvodni strukturu
ovliviiovat nejmén, resp. by neily nastat vyrazné zémy v struktie PsbQ jako i v jeho
stabilite.

Pro mutagenezi je velmi kriticka stabilita DNA,maSem gipad plazmidové DNA-
JR2592. Proto bylo zapgebi vybrat nejvhod§Si metodu izolace JR2592. Prvni pouzivana
metoda, tzv. metoda alkalickou lyzi se ukazala jadoyhovujici, nebdpii této metod nebyl
vyizolovany plazmid JR2592 v dostame cistott a na gelu byly patrné tzv. Smouhy. Z tohoto
davodu byly ugednostiny kometné dodavané kity, jejichz vyhodou je, Ze obsahuji vSe
potrebné a také s jejich pomoci Ize snadno a rychipegvit dostat&né mnozstvi poZzadované
plazmidové DNA v dobré kvalit Fi vyzkumu byly pouzivany kity MINIPREP, nebo
MAXIPREP. Takto ziskana plazmidova DNA uZ pdésteala naSim zasmam a bylo s ni
nadale pracovano.

Jelikoz maji plazmidové formy, jako mnapsuperhelikalni a cirkularnitznou
pohyblivost v agar6ézovém gelu, narozdil od forrmeérni byl za €elem zjiSéni velikosti
plazmidu JR2592 plazmid na&dgen restriknimi endonukleazami. V prvnimtipad byl
plazmid na&ipen restrikni endonukledzoBamHI a jako laddery byly pouzity 100 bp a 1kbp
ladder. Z vysledk vyplyva, Ze velikost vektoru JR2592 je okolo 5@QY) coz doke odpovida
skute&né velikosti, ktera je 5120 bp. Protoze primeryabtuvaly také $pné misto praNdel
restrikkni endonukleazu byl plazmid JR2592 také &mest restriknimi endonukleazami
BamHI a Ndel, ¢imZ bylo potvrzeno, Ze velikost sekvence PsbQ jeimeé0 — 500 bp, coz
také dobe odpovida, nelhgeho skuténda velikost je 446 bp.

Pro mutagenezi byl vybran kondar kit tzv. PCR-Quick site direct mutagenesis Kkit.
Kit obsahujePfu DNA High Fidelity polymerazu, kterd umidje mutace provadetipo na
plazmidové DNA. Z vysledk vSak vyplyva, Ze u této metody nedoslo k ampldikeelé
plazmidové DNA a z tohotoiodu byla provedena mutageneze pomoci metody tzerl&p
extension. V tomtoifjpacdt se mutageneze povedla vech krocich a ziskané PCR produkty s
danou mutaci byly z agar6zového gelu nasledskany pouzitim Zymoclean recovery kitu a
pouzité v ligaci s linearizovanym vektorem pBlugsicrll SK(+). Fi linearizaci vektoru
pBluescript Il SK(+) restrigni endonukleazo&coRVjsme zjistili, Ze velikost vektoru je asi
3000 bp, coz odpovida skuate velikosti, kter&ini 2961 bp. Linearizovany vektor byl z gelu
pieciSteny pomoci Zymoclean recovery kitu a pouzit v ligacPCR produktem s mutaci
tryptofanu na fenylalanin anebo tyrozin .

Po transformaci butk Escherichia coliXL1 MRF ligatni snesi a jejich inkubaci na
LB platnach obohacené 10 mM IPTG a 2% X-gal (tzedm-bilou selekce) se bilé kolonie
(s pBluescriptem obsahujici mutovanou PsbQ sekyerakiultivuji a izolovana plazmidova
DNA se podrobi analyze na sekvenatoru. Jelikoz e@&ltpt neni expresni vektor, je
zapotebi PsbQ mutovanou sekvendeklonovat do vektoru umoznujiciho vysokou expresi
proteinu, v naSemifpade je to vektor pouzity na expresi PsbQ protentedy vektor
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pET-12a. Naslednou transformaci BkinEscherichia coli BL21 (DE3) pLysSR2592
plazmidem s mutaci ziskame ity schopné produkovat naS pozadovany mutant. Jeho
procisteni bude provedeno podle metodikgteni rekombinantniho proteinu PsbQ.
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6. ZAVER
Metodicky cil

Zawrem bych chil konstatovat, Ze cile, které se tykaly metodi¢&sti byly splgny.
VSechny metody popsané v metodickésti jsem si vyzkouSel nejprve pod odbornym
dohledem a posléze i zcela samostatrziskal jsem dobré teoretické a praktické zkusgno
které se mi v budoucnu budou hoditig @i mém dalSim studiu, nebo eventugpii hledani
uplatreni na trhu prace.

Védecky cil

Cilem prace byla purifikace PsbQ rekombinantninotginu a piprava mutaci tryptofanu

v 71. pozici PsbQ na fenylalanin anebo tyrozin. S2ampu metodikou purifikace PsbQ jsme
ziskali protein stabilni ve fosfatovém pufrii 20°C s koncentraci 10 mg/ml. Dany protein
byl pouzit na strukturni analyzu pouzitim fyzikanimetod. Mutovana sekvence PsbQ bude
analyzovana pomoci sekvenatoru a mutanty naslptipraveny budou pouzité na studium
interakci proteid PsbP a PsbQ. Studium struktury jako i interakenjoe k celkové studii
procesu v kyslik-vyvijejicim komplexu.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

PSII fotosystém i

ATP adenosintrifosfat

CAM Crassulaceae acid metabolismus
Lhcb swtloskerné antény

NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat
PCR polymerazové&etizova reakce

OEC kyslik-vyvijejici komplex

PAGE polyakrylamidovéa gelova elektroforéza
DNA deoxyribonukleova kyselina

RNA ribonukleova kyselina

Amp ampicilin

Cm chloramfenikol

Tet tetracyklin

LB Luria Broth médium

bp/kbp bazové/kilobazové pary

dNTP deoxynukleotidfosfat

O.D. opticka hustota

A vinova délka

uv ultrafialové s¥tlo

F forward primer

R reverse primer

FM forward primer s mutaci

RM revers primer s mutaci

o koncentrace

r.p.m. pocet ot&ek za minutu

APS persiran amonny

AA akrylamid

Bis bis akrylamid

TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
UREA mocovina

IPTG izopropyl$-D-thiogalaktopyranosid
PMSF fenylmetylsulfofluorid

PEG polyetylenglykol

EDTA etylendiamintetraoctova kyselina
SDS dodecylsulfat sodny

TRIS 1,1,1 — TRIS — (hydroxymetyl) — aminoetan
X-gal 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galaktosid
HCI chlorovodikova kyselina

CaCl, chlorid vdpenaty

MgCl, chlorid haecnaty

NaCl chlorid sodny

CH3COOH kyselina octova

NaOH hydroxid sodny

C,H3NaO, octan sodny

Na,S,03 thiosiran sodny

Na,CO3 uhli¢itan sodny

NaHCO3 hydrogenuhkitan sodny
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Na,HPO, hydrogenfosforénan sodny

NaH,PO, dihydrogenfosforénan sodny
dH,O destilovana voda

DTT dithiotreitol

RBS-250 Brilliant Blue-Coomasie R250
AgNO3 dusknan stibrny
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