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SOUHRN

Tato prace se zabyva sledovanim struktury a mnozstvi PSI-NDH superkomplexu
u rostlin péstovanych za riznych teplot. Obsahuje stru¢ny piehled linearniho
elektronového transportu, cyklického elektronového transportu a obecny popis
nékterych metod uzivanych pfi vyzkumu PSI-NDH superkomplexu.

M¢éfeni probihalo na jeCmeni (Hordeum vulgare). Pro stanoveni struktury
proteinovych komplexii byla vyuzita separani technika CN-PAGE, z nichz byly
ziskany vzorky pro analyzu pod transmisnim elektronovym mikroskopem. Ke stanoveni
mnozstvi proteinovych komplexi byla vyuzita separacni technika SDS-PAGE v
kombinaci s metodou Western blotting a také fluorescen¢ni analyza pomoci pfistroje
PAM-2000, kde byl sledovan nartst minimalni fluorescence.

V diskusi jsou obdrzené vysledky rozebrany z hlediska pouZzitych separacnich
technik, struktur nalezenych u danych teplotnich variant a vysledk fluorescencni
analyzy. Obdrzené data jsou porovnany s nejnovejSimi poznatky v odborné literatuie.
Tato prace ukazuje, ze pusobeni vysSich teplot na rostlinu zfejmé stimuluje cyklicky
elektronovy transport a kompenzuje tak zpomaleny tok elektronti skrze PSII. U rostlin
péstovanych pfi teploté¢ 38 °C byl odhalen PSI-NDH superkomplex se tfemi PSI, coz se
zda tuto teorii podporovat. Fluorescen¢ni analyza také potvrzuje, ze rostliny péstované
za vySich teplot obsahuji vétsi mnozstvi PSI-NDH superkomplexu, nez rostliny
péstované za niz$i teploty. Necekanym néalezem byly tetramery PSI u rostlin
péstovanych pii 40 °C v oblasti, kde sem mély nachdzet primarné¢ PSI-NDH

superkomplexy.
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SUMMARY

This work deals with structure and quantity of PSI-NDH supercomplex in plants
grown at various temperatures. Current knowledge of linear electron transport, cyclic
electron transport and general description of some methods which are used in PSI-NDH
supercomplex research are summarized.

Measurement was carried on barley (Hordeum vulgare). Structure of protein
complexes was examined using separation technique CN-PAGE. Obtained samples
were then analyzed by transmission electron microscope. Quantity of protein complexes
was determined using sepration technique SDS-PAGE in combination with Western
Blotting; fluorescence analysis was observed as an increase of minimal fluorescence
measured by PAM.

In discussion, our results in terms of used separation techniques, structures
obtained at various temperatures and results from fluorescence analysis were analyzed.
Our observations are compared with recently published data. This work shows that
effect of highest temperatures on plant is stimulates cyclic electron transport and thus
compensates inhibited linear electron transport through PSII. Supercomplex with three
PSI was detected in plants grown at 38 °C. Plants grown at higher temperatures contain
more PSI-NDH supercomplexes then plants grown at lower temperatures, which was
confirmed by fluorescence analysis. Unexpectedly, in place of PSI-NDH supercomplex

only PSI tetramers were present in plants grown at 40 °C.



SEZNAM ZKRATEK

AL Aktinické svétlo

CET Cyklicky elektronovy transport

CN-PAGE Nativni elektroforéza na polyakrylamidovém gelu
Cyt bef Cytochrom bef komplex

EM Elektronova mikroskopie

Fd Ferredoxin

HSP Proteiny teplotniho Soku

LET Linearni elektronovy transport

LHCI Svétlosbérny komplex fotosystému I
LHCII Svétlosbérny komplex fotosystému II
ML Meéfici svétlo

NDH NAD(P)H dehydrogenaza

OEC Kyslik vyvijejici komplex

PGRS5 Proton gradient regulation 5 komplex
PGRL1 Proton gradient regulation like 1 komplex
PQ Plastochinonovy ,,pool*

PQH, Plastohydrochinon

PSI Fotosystém I

PSII Fotosystém II

Qa Plastochinon A

Qs Plastochinon B

ROS Reaktivni formy kysliku

SDS Dodecylsiran sodny

SDS-PAGE SDS elektroforéza na polyakrylamidovém gelu
SEM Skenovaci elektronova mikroskopie
SP Satura¢ni puls

TEM Transmisni elektronova mikroskopie
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1. Uvod

Rostliny ovliviiuji nd§ Zivot na tisic zplsobu. Jsou zdrojem obzivy, inspiraci v uméni ¢i
projevem lasky. Zanikly by bez nich knihy i tistény text, nebot’ by chyb¢l materidl na vyrobu
papiru. A kone¢né, bez rostlin by Zivot na Zemi nebyl moZzny — minimalné pro vySsi organismy.

Diivodem, pro€ je pro nas a ostatni zivoCichy vyskyt rostlin tak zdsadni, je proces zvany
fotosyntéza. Pfi tomto procesu je energie absorbovand ze Slunce vyuzita k transformaci energeticky
chudych latek (voda) v latky energeticky bohaté (ATP, NADPH). Tyto energeticky bohaté molekuly
jsou poté vyuzity k fixaci uhliku z oxidu uhli¢itého, coz vede k tvorbé sacharida. Jelikoz
zivocichové nejsou schopni cukry samostatné syntetizovat, je pro né tato schopnost rostlin zcela
zasadni. Co vic, odpadnim produktem fotosyntézy je kyslik, bez kterého se aerobni organismy
nejsou schopné obejit.

Z tohoto diivodu je vyzkum rostlin a jejich fyziologickych procest zcela zasadni; v mnoha
vyzkumnych stfediscich po celém svété jsou studovany a modifikovany jejich vlastnosti. Jednou ze
studovanych problematik je pravé fotosyntéza. Uz mnoho let je znam jeji obecny princip, ovSem i v
souCasnosti panuje v této oblasti mnoho nejasnosti, které jsou stalym predmétem badani. V
poslednich letech se do ohniska zajmu ptesunul i1 cyklicky elektronovy transport okolo fotosystému
I (PSI) (viz. 2.2.), ktery byl diive povazovan za méné vyznamny. Dnes uz je znamo, Ze tento typ
transportu je zcela zasadni, zejména pii okolnich podminkéch, které vedou ke stresu rostlin.

Jsou znamy dva hlavni typy cyklického elektronového transportu okolo PSI — pies
PGRS5/PGRLI1 (proton gradient regulation 5/ like 1) komplexy a ptes komplex NDH (NAD(P)H
dehydrogenaza) (viz. 2.2.). Ohledn¢ fyziologické role obou cyklickych cest jejich regulace a
ptesného fungovani stale panuji otazniky. V soucasnosti jsou studovany mnoha metodami, mezi
jinymi i pomoci elektronové mikroskopie. Pravé tato metoda podala pfimy dikaz o tvorbé a
organizaci PSI-NDH superkomplexu (Koufil ef al.., 2014). Vysledek strukturni analyzy ukazal, ze
NDH komplex se za urcitych podminek asociuje az se dvéma fotosystémy 1. O struktuie a presném
zpisobu fungovani PGR5/PGRL1 komplexii neni v sou¢asnosti mnoho zndmo.

Jak jiz bylo naznaceno, cyklicky elektronovy transport je specificky aktivovan v disledku
pusobeni stresu, s ¢imz souvisi 1 formovani PSI-NDH superkomplexu. Piedbézné a dosud
nepublikované vysledky strukturni analyzy PSI-NDH superkomplexti ukazuji, ze ne vzdy jsou PSI
komplexy navdzany na stejném mist¢ NDH komplexu a ne vZzdy musi byt dva; byly pozorovany i
struktury se tfemi nebo Ctyfmi PSI komplexy (osobni sdéleni vedouciho diplomové prace R.
Kouftila). Je otdzkou, zda celkové mnozstvi PSI-NDH komplexi a formovani jeho vysSich

oligomernich struktur nesouvisi napt. s mirou stresu pusobiciho na rostlinu.



V této praci jsme se zaméfili na vysokoteplotni stres a jeho vliv na tvorbu a strukturni
organizaci PSI-NDH superkomplexti. Tato studie dosud nebyla provedena a mohla by byt dilezita
pro pochopeni mechanismt souvisejicich s tvorbou a funkci tohoto superkomplexu. Vzhledem k
meénicim se klimatickym podminkdm na nasi planeté by tyto informace mohly byt v budoucnosti

uziteéné.



2. Fotosynteticky aparat rostlin

K pochopeni funkce cyklického elektronového transportu (CET) je potieba se nejprve
seznamit s linedrnim elektronovym transportem (LET). Abychom vSak mohli popsat LET, musime
nejprve lokalizovat misto, kde k nému dochazi. V bunikach vétsiny fotosyntetizujicich organismu se
nachédzi semiautonomni organely zvané chloroplasty. Chloroplasty jsou membranové struktury, v
jejichz nitru se nachdzeji thylakoidy. Ty jsou taktéZ membranovymi strukturami — rozliSujeme
lumen (vnitiek thylakoidu) a stroma (vnéjSek thylakoidu). Thylakoidy se dale déli na grana a
stromatalni lamely (propojeni gran).
ptislusnym svétlosbérnym komplexem (LHCII), cytochrom bef komplex (Cyt bef), fotosystém I
(PSI) s ptislusnym svétlosbérnym komplexem (LHCI) a ATP-syntaza (Obrazek ¢.1). Zatimco prvni
tf zajistuji transport elektronti skrze thylakoidni membranu (kone¢nym produktem je NADPH),
skrze ATP-syntazu prochazeji protony H" z lumenu do stromatu, ¢imz je generovano ATP.

Fotosyntézu jakozto proces muzeme rozdélit na fazi priméarni (svételnou) a sekundarni
(temnostni). Béhem primarni faze je pomoci LHCI a LHCII absorbovana svételnd energie ze
Slunce, kterd je vyuzita k transportu elektroni pies thylakoidni membranu s vyuzitim vyse
uvedenych proteinovych komplext. Vysledné produkty primarni faze jsou vyuzity ve fazi
sekundarni, kterd je spojena s biochemickymi pochody Calvinova cyklu. Pfestoze jsou z hlediska
existence zivota na Zemi dulezité obé tyto faze, v dalSim pokraCovani se zaméfime zejména na

primarni fazi.
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Obrazek ¢.1: Model rozlozeni proteinovych komplexii v thylakoidni membrané. Dle legendy na obrazku zde
muzeme videt umisténi dimerii/monomoeru PSII (tmavé zelend), LHCII trimerii (svétle zelend), cytochrom b ¢f
komplexii (oranzova), PSI (modra) a ATP-syntazy (Cervena). Svétle modrou je oznacen prostor lumenu, bilou

barvou stroma. Prevzato a upraveno z Dekker a Boekema, 2005.



2.1. Linearni elektronovy transport

Prvni pigment-proteinovy komplex v draze LET (Obrazek €.2) je PSII. Na jeho lumenalni
strané se nachazi kyslik vyvijejici komplex (OEC), silny oxidant, schopny z H,O odebrat elektron.
Z molekul vody poté v lumenu zlstavaji protony H™ (potfebné pro tvorbu ATP) a molekuly kysliku
O, (potiebné pro dychani vétSiny zivocichit). Elektrony z OEC piechazeji na molekulu tyrosinu a
Stépeni vody pokracuje dale.

Z molekuly tyrosinu se elektron pfesune do reak¢éniho centra PSII, které je také oznacovano
jako primarni donor ¢i P680 (dle maxima absorpce pii 680 nm). Jde o specidlni molekulu
chlorofylu a, do které jsou shromazd’ovany excitace z piidruzeného LHCII. Diky dodané energii se
P680 dostane do excitovaného stavu, stava se z n¢j reduktant a predava elektron na molekulu
feofytinu. Mezitim je na molekulu tyrosinu pfiveden dalsi elektron, ktery se opét piesune na
neredukované P680.

Po energetické spadnici je z feofytinu elektron nejprve piesunut na plastochinon Q4 a poté
na plastochinon Qg. Plastochinon Qg je dvouelektronovym ptenasecem, ktery je schopny putovat
thylakoidni membranou. S kazdym pfijatym elektronem soucasné navaze jeden H' ze stromatu —
vznik4 plastohydrochinon PQH,. Ten putuje k Cyt besf komplexu, ktery je vSak jiz pouze
jednoelektronovym pienase¢em. Oba piijaté H' jsou pfesunuty do lumenu, zatimco cesty elektront
se rozd€li. Jeden elektron je transportovan pies cytochrom b zpatky na Qg. Ten po opétovném
dodani dvou elektroni (a dvou H' ze stromatu) znovu interaguje s Cyt bef komplexem; toto
zacykleni je znamo jeko Q-cyklus (Shikanai, 2007).

Druhy elektron ptijaty Cyt bef komplexem ¢eka jiny osud. Nejprve putuje na Rieskeho FeS
protein a z n&j na cytochrom f. Odtud redukuje plastocyanin, mobilni molekulu schopnou pohybu v
lumenu, kterd je donorem PSI. Obdobn¢ jako PSII je i PSI pigment-proteinovym komplexem s
ptislusejicim svétlosbérnym komplexem, v tomto ptipadé¢ LHCI. Elektron putuje z plastocyaninu
pifimo do reakcniho centra PSI, které se také nazyva P700 (dle maxima absorpce pii 700 nm).
Obdobn¢ jako v ptedchozim ptipadé je energie z LHCI shromdznéna do P700.

Excitované P700 je velmi silnym reduktantem, ze kterého elektron opét putuje po
energetické spadnici pfes fadu pienasec. Prvnim z nich je specidlni molekula chlorofylu Ay;
nasleduje jeho presun na fylochinon A; a poté i1 pfes Zeleznosirnaté klastry (Fx, Fa a Fg). Nakonec
doputuji az na ferredoxin (Fd), coZ je mobilni molekula schopna pohybu ve stromatu. Elektron
prenaSeny na Fd je zde za pomoci enzymu ferredoxin-NADP -oxidoreduktazy (FNR) vyuzit k
redukci molekuly NADP", coz vede ke vzniku NADPH. Molekula FD se pak vraci na své misto,
kde ¢eka na piijeti dalSiho elektronu (Nelson and Yocum, 2006).



Pii LET jsou tedy transportovany elektrony z vody do molekuly NADPH, pfi¢emz dochéazi k
zvySovani mnozstvi H” v lumenu (diky ¢innosti OEC a interakce PQH, s Cyt bef komplexem), coz
vede k produkci ATP skrze ATP-syntazu. Pokud je rostlina vystavena nadmérnému mnozstvi svétla,
kapacita LET je nasycena a v lumenu se za¢nou hromadit H"; pfi vyrazném okyseleni rostlina
spousti signalni drahy vedouci k aktivaci nefotochemického zhaSeni. Nefotochemické zhaseni ma
vyznam zejména jako ochrana pted fotooxiidativnim poskozenim, kdy mutze zachycend svételna
energie redukovat singletni kyslik, diky ¢emuz vznika tripletni kyslik; vznikajici kyslikové radikaly
mohou okolni proteiny poskodit. Nefotochemické zhéaseni je realizovano zejména prostfednictvim
xanthofilového cyklu a plisobenim PsbS proteinu (Ruban, 2016).

Ackoli by se dal LET popsat v mnoha ohledech detailnéji, v této praci nas vice zajimaji
aspekty tykajici se CET. Ptesto je vSak potieba mit pfehled i o LET, protoze oba typy transporti

spolu uzce souvisi. V dal§im ptiblizeni si tedy popiSeme, co je znamo o cyklickém elektronovém

transportu.
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Obrazek ¢&.2: Z-schéma linearniho elektronového tramsportu pres thylakoidni membrdnu, zndzornujici
prenos elektronit z molekul H,O na NADPH. Modré Sipky naznacuji prenos elektronit pres jednotlivé
elektronové prenasece (viz text této kapitoly) i s prislusnymi dobami prenosu elektronu.Cernd Sipka vievo
zndzorruje energii elektronu v priibéhu LET. Cervend Cipka zndzoriuje cyklicky elektronovy transport (viz
dalst kapitola). Prerusovana cervena Sipka oznacuje Q-cyklus na cytochrom b komplexu, diky kterému
dochazi k translokaci H® do lumenu. Ddle je naznaceno, Ze H' v lumenu jsou transportoviny do stromatu

skrze ATP-syntazu za tvorby ATP. Obrazek byl prevzat z Yamori and Shikanai, 2016.



2.2. Cyklicky elektronovy transport

CET je alternativnim typem elektronového transportu, ktery umoziiuje navracet elektrony z
Fd ¢i dokonce z NADPH zpét na Qg (Obrazek ¢.3). Cyklus je uzavien opétovnym pienosem
elektronil z Qg na PSI skrze Cyt bef komplex a plastocyanin, v§e na tkor tvorby NADPH (Shikanai,
2007). Dilezitym disledkem c¢innosti CET je nartst koncentrace H™ v lumenu. Lze tedy usuzovat,
ze existence CET ma dva vyznamy. Prvnim z nich je zvySeni poméru produkovaného ATP/NADPH;
drithym efektem je rychlejsi okyseleni lumenu a tedy aktivace nefotochemického zhaseni pii
stresovych podminkach (Johnson, 2011; Joliot and Johnson, 2011; Ifuku et al., 2011). JiZ je znamo,
ze CET muze probihat dvéma zplusoby — bud’ pomoci PGRL1/PGRS (Johnson, 2011) ¢i NDH
komplexti (Koufil ef al., 2014; Wang et al., 2006; Ifuku et al., 2011; Peng et al., 2011).
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Obrazek ¢&.3: Znazorneni cyklického elektronového transportu, ktery miize probihat za ucasti PGRL1/PGRS5
komplexit nebo NDH komplexii. Oba typy komplexii interaguji s redukovanym Fd, ze kterého je elektron
prenesen na cytochrom bgf komplex; v disledku Q-cyklu je do lumenu transportovano vice H', coZ v
konecném diisledku vyvolava zvysenou tvorbu ATP oproti NADPH a rychlejsi aktivaci nefotochemického

zhaseni fluorescence PSII (teplotni disipace). Obrazek byl prevzat z Yamori and Shikanai, 2016.

2.2.1. Cyklicky transport elektronii pres PGRS5/PGRL1 komplex

PGRS5 protein umoziuje realizaci hlavniho CET, ktery probiha i za nestresovych podminek
za ucelem fotoprotekce a vyrovnavani poméru ATP/NADPH (Munekage et al., 2002; Joliot and
Joliot, 2006). Aby mohl byt tento typ transportu realizovan, interaguje PGR5 s membranovym
proteinem PGRLI1 (proton gradient regulation like 1) (Munekage a kol., 2002; DalCorso a kol.,
2008). Zatimco PGRLI1 je integralnim proteinem nachazejicim se v thylakoidni membran¢, PGRS5
se nachazi volné ve stromatu. Interakce téchto dvou proteintli, oznacovana také jako PGRL1/PGR5

komplex (DalCorso et al., 2008; Johnson, 2011), je pro tento typ CET u rostlin zcela zasadni.



Jak jiz bylo uvedeno vyse, ke vzniku PGRL1/PGRS komplexu je tfeba volny PGRS protein
a oxidovana forma PGRL1 komplexu. Tento komplex je stabilni a nachéazi se volné v membrané v
okoli PSI, kde probihd LET. Poté, co se elektron dostane na Fd, mize dojit k interakci s PGRS,
kterému je tento elektron pfedan. Redukovand forma PGRS vytvaii komplex s PGRLI1, ktery je
nasledné redukovan a PGRL1/PGRS komplex se rozpadd. PGRS protein je uvolnén do stromatu a
po dalsi redukei molekulou Fd vyhledava jiny oxidovany PGRL1 (Obrazek ¢.4).

Redukovany PGRLI1 dokaZe narozdil od PGRS5 piedat elektron na Cyt bef komplex,
respektive na plastochinonovy ,,pool* (PQ), ktery s Cyt bsf interaguje. V ptipad¢, Ze by redukovany
PGRLI protein nem¢l kam elekton predat, vytvoii dimer s jinym redukovanym PGRLI. Tento
proces je reverzibilni a zfejmé& funguje jako ochrana pted vznikem reaktivnich forem kysliku
(ROS). Po ptedani elektronu na PQ je PGRL1 opét oxidovany a miize opét reagovat s PGRS (Hertle
etal., 2013).

PGRL imer

PGRL1/PGRG, PGRL1,
E/ ‘ l

I:)Slred/‘ \i ‘/ Cyt byf g

PGRL1/PGR5,, PGRL1,,

Obrazek ¢.4: Predpokladany model fungovani CET pomoci PGRL1/PGRS komplexii, popisovany v textu. Po
predani elektronu z redukovaného Fd na PPGRLI1/PGR5 komplexy (1) se stavaji redukovanymi (2). PGRS,
ktery predal elektron na PGRLI, se uvolituje do stromatu (3). Redukovany PGRLI predava elektron na
cytochrom bgf komplex (4); v pripade, ze se pobliz cytochrom b komplex nenachdzi, utvari PGRLI docasny
dimer. Oxidovany PGRLI (5) se opét spoji s PGRS (5) a spolecné putuji do oblasti s vyskytem PSI, kde je
PGR)5 opét redukovano Fd (1) a cely cyklus se opakuje. Obrazek byl prevzat z Hertle et al., 2013.



2.2.2. Cyklicky transport elektronii pires NDH komplex
Druhd moznost CET je transport elektroni skrze NDH komplex (Obréazek €.5). Tento typ

CET je oznacovan také jako vedlejsi a mé se za to, ze je aktivni zejména pfi stresu rostlin (Peng et
al., 2011). Za normdlnich podminek se ho v thylakoidni membrané vyskytuje pouze malé mnozstvi
a jeho aktivita neni pfili§ vyraznd. Pfi stresovych podminkach vSak piestava byt postradatelny a
vyrazn¢ se uplatiiuje pii CET a tim padem 1 aktivaci nefotochemického zhaSeni (viz dale).

Svou strukturou NDH komplex vykazuje podobnost s mitochondridlnim NDH-1 (Complex
1), ktery je v mitochondiich soucasti dychaciho fetézce (Horvath et al., 2000; Baradaran et al.,
2013; Efremov et al., 2010). V analogii s mitochondriemi je v rostlinaich NDH komplex kédovan
chloroplastovou DNA, konkrétné 11 geny (ndhA — ndhK) (Lascano et al., 2003; Hu et al., 2013;
Peng and Shikanai, 2011). Mimo to ma vsak chloroplastovy NDH komplex vice podjednotek,
kodovanych jinymi geny (Ifuku ef al., 2011).

Samotny NDH komplex mizeme rozdélit na 4 subkomplexy — membranovy, lumenalni, Cast
A a ¢ast B (Peng and Shikanai, 2011; Peng et al., 2009; Peng et al., 2012; Shikanai, 2016). Posledni
dva jmenované subkomplexy (A a B) se z vé&tsi C¢asti nachazeji ve stromdlni Casti a zajiStuji
interakci s okolim. V chloroplastu se nachazi 11 gent kodujicich podjednotky téchto subkomplexi,
ty jsou vSak jesté¢ doplnény o podjednotky z genti ulozenych v jaderné DNA. Exprese gent
kédujicich NDH komplex je spusténa zvySenym vyskytem H,O, (Shikanai, 2007; Casano et al.,
2001; Lascano et al., 2003).

Zvyseny vyskyt H,O, signalizuje stres pusobici na rostlinu. Syntézou NDH komplext se
dosahne rychlejsiho okyselni lumenu (a tedy nefotochemického zhaseni). Toto okyseleni je
generovano jednak samotnym NDH komplexem, déale pak hydrogenaci PQ, Q-cyklem a OEC.
Plivodné nevyrazny NDH komlex se tedy nyni vyskytuje ve vétsim mnozstvi (Peng et al., 2012;
Burrows et al., 1998) a jeho role v elektronovém transportu je diky tomu pomérné vyznamna.
Ptesto mlize tento komplex dosahnout jesté veétsi efektivity a stability, a to interakcei s jednim €1 vice
PSI. Tim je vytvoifen PSI-NDH superkomplex (Koufil et al., 2014; Peng et al., 2011; Peng and
Shikanai, 2011), coz zfejmé vede k prudkému zvyseni efektivnosti CET.

Bylo zjisténo, ze PSI je k NDH komplexu pfipojeno pomoci Lhca5 a Lhca6 (Peng et al.,
2009; Peng et al., 2012; Peng et al., 2011; Ifuku et al., 2011; Koufil et al., 2014). Tyto dva pigment-
proteinové komplexy se vyskytuji v chloroplastech jen v malém mnozstvi. Poté co se pfipoji k
LHCI, je PSI schopny se pfipojit se k NDH komplexu a stabilizovat ho. PSI-NDH superkomplexy
bez Lhca5 a Lhcab nejsou pftili$ stabilni a snadno podléhaji oxidativnimu stresu (Peng and Shikanai,

2011).



Uloha NDH komplexu spo¢iva v navazani redukovaného Fd do vazebného mista v jeho
hydrofilni ¢asti (Szymanska et al., 2011; Ifuku et al., 2011; Shikanai, 2016). Po navazani Fd je
elektron transportovan skrze NDH komplex na PQ, odkud pokracuje ptes Cyt besf smérem k PSI.
Pokud je ve vazebném mist¢ NDH komplexu pfitomen Fd, miZe za pfitomnosti FNR dochazet k
reverzni reakci, pii které je elektron z NAD(P)H pienesen na Fd. Pfi této reakci vznika NAD(P)" a
dochazi k dislokaci H* skrze thylakoidni membranu do lumenu. Elektron na Fd opét pokracuje
smérem k PSI zplisobem popsanym vyse.

PSI-NDH superkomplex je struktura ve své intaktni formé& dobie pozorovatelnd pomoci
elektronového mikroskopu (EM). Jeho separace je snadno proveditelna pomoci nativni ¢i SDS
elektroforézy. V praci Koufila at al. (2014) se poprvé podarilo vyuzit téchto dvou skute¢nosti k
ziskani snimk PSI-NDH superkomplexu. Ukazalo se, ze PSI-NDH superkomplex se sklada z
jednoho NDH komplexu, ke kterému jsou po stranach navazany jeden az dva PSI. Dale se ukazuje,
ze k NDH mohou byt pfipojeny celkem tfi az ¢tyii PSI, a to zejména za stresovych podminek. Tato
prace se zabyva strukturou a mnozstvim PSI-NDH superkomplexu u rostlin se zvySenou péstebni

teplotou.

Obrazek ¢.5: Model fungoviani NDH-PSI superkomplexu. Vidime zde nejobvyklejsi pripad, kdy jsou k NDH
komplexu pripojeny pomoci Lhca5 a Lhca6 dva PSI. Z téchto PSI putuje redukovany Fd smérem k NDH
komplexu, pomoci kterého dochazi k prenosu elektronu z Fd na PQ. Druhou moznosti je reverzni prenos
elektronu z NADPH na Fd (a z néj opét na PQ) nachazejici se ve vazebném misté NDH komplexu, tato
interakce probiha za spoluucasti FNR a je pri ni skrze NDH komplex translokovan do lumenu H”. Obrdzek

byl prevzat z Kouril et al., 2014.



2.3. Vliv zvySené teploty na rostlinu

Rostliny vyristajici za nestandartnich podminek si vétSinou vybuduji mechanismy, které jim
umozni nepfiznivy stav preckat a ve vysledku jsou tak vii¢i vychozim podminkdm odolnégjsi. Pokud
vztdhneme tuto skutecnost na zvysenou teplotu, je pravdépodobné, Ze se na ni rostlina béhem svého
rustu aklimuje. Vysledkem mtize byt vétsi termostabilita systému diky zvySenému mnozstvi heat
shock proteinim (HSP) v thylakoidni membrané (Allakhverdiev et al., 2008).

Jelikoz vzorky studované v praktické casti byly péstovany pfi teplotach 25 °C a vys,
nezabyva se tato ¢ast prace vlivem nizSich teplot na rostlinu (coZ nijak nesnizuje vyznam této
problematiky). Pohybujeme-li se v oblasti pokojovych teplot (20 °C az 25 °C), pfevazuje zejména
LET a CET zprostiedkovany PGR5/PGRL1 komplexem popsany vyse. Pokud se pfesuneme k
teplotam 25 °C az 35 °C, nem¢l by se prubeh fotosyntézy ani struktura fotosyntetick¢ho aparatu
pfili§ ménit.

Prvni zndmky ptisobeni vysokoteplotniho stresu se objevuji pti 38 °C, tedy presnéji feceno v
teplotnim rozmezi 35 °C az 40 °C, kdy LET skrze PSII sldbne (Sharkey, 2005). Pti teplotach 40 °C
az 45 °C dojde k degradaci OEC a LET se pferusi; elektrony v§ak mohou byt i nadale ziskavany z
alternativnich zdroji, jako naptiklad askorbat (Ilik et al., 2010).

Pro nas ptipad se zamétime na teploty okolo 25 °C az 40 °C. Jak jiz bylo feceno, pii 38 °C
ptestava fungovat OEC a diky tomu je zde riziko vzniku oxidovaného P680; soucasné s timto jevem
vzrista 1 pravdépodobnost vzniku ROS. V disledku toho se v rostliné tvofi PSI-NDH
superkomplex, ktery podle poslednich informaci rostlinam napomaha odolavat tepelnému stresu a
brani preredukovani stromatu pfi jeho piisobeni (Essemine et al., 2016; Li et al., 2016). Je tedy
zadouci zabyvat se vyzkumem v této oblasti a v dalsi kapitole si teoreticky popiSeme nékteré mozné

metody vyzkumu, které byly pouzity i v této praci.
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3. Metody uzivané pri studiu PSI-NDH superkomplexu

Abychom viibec mohli objasnit pochody v rostlinach, zmiflované v ptedchozich kapitolach,
potfebujeme k tomu vhodné néstroje. Existuji stovky metod, mnohdy i velmi specifickych, jak
zjistit informace o struktufe, mnozstvi ¢i fungovani proteint ¢i proteinovych komplext. Vzhledem
k jejich velikosti je vSak neni snadné ziskat, natoz zkoumat. K jejich ziskani pouzivame tadu
separacnich technik, mezi které patii napiiklad chromatografie nebo elektroforéza. Konkrétné v této
praci pouzivame k separaci PSI-NDH superkomplexu nativni elektroforézu (CN-PAGE) a pro
ziskani informace o mnoZstvi jsme se pokusili v kombinaci s imunoanalyzou vyuZit SDS
elektroforézu (SDS-PAGE).

Pro urceni struktury proteinii a proteinovych komplexti je zhola nemozné pouZzit svételny
mikroskop, nebot’ u n¢j dochézi vlivem difrakce ke zkresleni zobrazovanych objekti, které maji
obdobnou velikost jak vlnova délka pouzitého svétla. Je tedy nutné pouzit jinych metod, napiiklad
rentgenové krystalografie ¢i elektronové mikroskopie (EM). V této praci byla PSI-NDH
superkomplexy separované CN-PAGE pozorované prave pod elektronovym mikroskopem.

Tato ¢ast prace nema za ukol nahradit kapitolu Material a metody, nybrz seznamit ctenafe s

nejobecnéjSimi principy elektroforézy a elektronové mikroskopie.

3.1. Obecny princip elektroforézy

Elektroforéza je separacni technika, zalozena na migraci molekularnich struktur (napf.
proteiny ¢i proteinové komplexy) v zavislosti na jejich naboji a velikosti. Migrace probihd ve
vhodné gelové matrici (vodné prostfedi), diky ¢emuz by nemélo dojit promichani jednotlivych
separovanych vzorktl. Tato gelova matrice je tvoiena polyakrylamidem, ktery tvoti molekulové sito,
Jjimz separované proteiny prochézi. Zplsob separace proteinti odliSny u riznych typt elektroforézy,
v kone¢ném dusledku se vSak c¢astice migrujici k anod€ rozdéli do past odpovidajicich rtizné
velikosti proteini.

Elektroforetické déleni mize probihat v prvnim ¢i druhém rozméru. Prvnim rozmérem je
minéna standadni elektroforetickd separace. Druhy rozmér elektroforézy je tzv. denaturujici rozmér,
kdy dochazi k rozvoliiovani proteinovych struktur a separovani jejich podjednotek. Spojeni téchto
dvou metod nazyvame dvourozmérnou elektorforézou. Jednotlivé typy elektroforézy se dale mohou
lisit slozenim geld, pufrl, pouzitym detergentem a piipravou separovanych vzorkd. V této praci je
pouzita elektroforéza pouze v prvnim rozméru. Informace v této kapitole a nasledujicich dvou
podkapitolach jsou Cerpany z autorovych zkuSenosti a také z osobnich sdé€leni a diplomové prace

Lukase Noska, 2012.
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3.1.1. Nativni elektroforéza

CN-PAGE je typ elektroforézy, jejimz cilem je ziskat neporusené (nativni) proteiny c¢i
proteinové komplexy. Pro separaci je pouzivan linearni gradientovy polyakrylamidovy gel, kde
musi byt dodrzen jisty koncentracni rozsah (4 az 20 %). Pro nedenaturujici solubilizaci proteina je
vyuzivdna kombinace dvou jemnych detergenti — deoxycholatu sodného a jednoho dalsiho,
zvoleného v ramci intaktnosti separace proteinovych komplexi. Mezi tyto ,,dal$i* detergenty patii
napiiklad dodecyl-p-D-maltosid, dodecyl-a-D-maltosid, Triton X-100 ¢i digitonin.

V prubéhu CN-PAGE elektroforézy vznikaji pasy odpovidajici jednotlivym proteinim nejen
na zaklad¢ rychlosti migrace, ale i na jejich velikosti. Jelikoz se v disledku koncentra¢niho
gradientu pory v gelu zmenSuji, zistavaji proteiny o vétsi velikosti zachyceny v horni ¢asti gelu,
zatimco mensi budou migrovat k jeho spodni ¢asti. Pfi separaci rostlinnych vzorkl jsou vysledkem
tzv. ,,zelené gely*, pojmenované dle zelené¢ho barviva chlorofylu. Jelikoz jsou vysledné gely
barevné, neni zde tieba vzorky déle pfibarvovat; samotné pouzivani umélych barviv by navic mohlo

ovlivnit nativitu separovanych vzork.

3.1.1. SDS elektroforéza

SDS-PAGE umozniuje ziskat proteiny ¢i proteinové komplexy v rozvolnéném stavu a
pfipadné separovat jejich podjednotky. Smés zkoumanych proteint je obvykle denaturovéana jeste
pfed samotnou separaci (napf. vystavenim vysSi teploté). Pouzitym detergentem je SDS
(dodecylsiran sodny).

V tomto piipadé je rozdéleni jednotlivych pasti v gelu déno rychlosti migrace jednotlivych
proteind. Poloha jednotlivych pasii opét souvisi s velikosti separovaného proteinu; mensi proteiny
budou ve spodni ¢asti gelu, vétsi v horni ¢asti gelu. Do krajnich jamek gelu se obvykle dava marker,
diky kterému se d4 odhadnout velikost daného proteinu. Jelikoz je tento typ elektroforézy bezbarvy,
ptidava se do smési separovanych proteinli bromfenylova modf, aby elektroforézu bylo mozno vcas
ukoncit.

Rozseparované pasy proteinti nejsou zviditelnény zadnym barvivem. Jednotlivé pasy mohou
byt obarveny vhodnym barvivem (napi. pomoci Coomassie Blue) a na zadkladé¢ porovnani s
markerem mohou byt identifikovany. Dal§imi zpiisoby zpracovani gelu se separovanymi proteiny je

napiiklad hmotnostni spektroskopie nebo Western blot.
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3.2. Elektronova mikroskopie

Jak jiz bylo feCeno dfive, svételnd mikroskopie je omezena difrakénim limitem. Pro
pozorovani objektii srovnatelnych s vinovou délkou svétla je vyuzivana elektronova mikroskopie.
Stejné jako bylo pii svételné mikroskopii vyuzivano elektromagnetické vinéni ve viditelné oblasti,
je v elektronové mikroskopii vyuzivano elektrond. To je mozné diky de Broglieho teorii, ktera tvrdi,
ze kazdy hmotny objekt a mé i vlnovou povahu a obracené. Z toho plyne, ze elektron mizeme
vnimat jako Castici stejné jako vinu; ukazuje se, Ze pomoci elektronového svazku jsme schopni
ziskat o vzorku mnohem lepsi strukturni informace (teoreticky ziskame az o pét fada lepsi rozliSeni
nez u elektronového mikroskopu).

Existuji dva zakladni typy EM — transmisni a skenovaci. Transmisni elektronovy mikroskop
(TEM) je zalozen na pruchodu elektronového svazku skrze sledovany vzorek; energie
detekovanych elektronli poskytuje informaci o struktufe vzorku. Skenovaci elektronova
mikroskopie (SEM) je zalozena piedevs§im na detekci rozptalenych elektroni rtizného druhu (dle

energie; elektrony pochazi z rizné hloubky vzorku). V této praci budeme mluvit pouze o TEM.

3.2.1. Priprava biologickych vzorkii pro EM

V elektronové mikroskopii je stejné jako v mikroskopii svételné velmi dilezity kontrast. Ten
je v ptipadé TEM ur€en rozptylem elektronti, ovSsem u biologickych vzorkli neni kontrast pfilis
vyrazny; navic je tento typ vzorkl nachylny na radia¢ni poskozeni. To znamena, Ze bychom nem¢li
pouzivat piili§ intenzivni elektronovy svazek, coz vSak povede k dalSimu zhorseni kontrastu. Tento
problém je feSen zprimérovanim vice projekci sledované struktury (viz dale) a metodou
negativniho barveni pfi ptipravé vzorku (Oosterwijk, 2005; Kozarova, 2013).

Metoda negativniho barveni vyuziva aplikaci soli téZkych kovii na biomolekuly. Aby bylo
mozné ji aplikovat je tfeba nejprve médénou mikroskopickou sitku potazenou uhlikovou vrstvou
upravit doutnavym vybojem. Diky tomu na zakladé hydrofobnich a hydrofilnich interakci
biomolekuly 1épe ptilnou na grid, kam je jich umisténo cca 5 pl. Poté je aplikovéana stl tézkého
kovu (nejcastéji je pouzivan 2% octan uranyl) a po zaschnuti je vzorek piipraven pro EM, piicemz
jeho kontrast se vyrazné¢ zlepsi.

Jelikoz nemusi byt pfijemné pracovat se solemi tézkych kovii, byla vyvinuta i alternativni
metoda zvySeni kontrastu vzorku, zvand kryo-EM. Jak ndzev napovidé, dojde ke zmrazeni tenké
vrstvy vzorku. Ackoli je tak dosdhnuto lepSiho rozliSeni, kontrast neni tak velky jako v metodé

negativniho barveni, kterou jsme vyuzivali i1 pfi ziskavani dat pro tuto praci.
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3.2.2. Transmisni elektronovy mikroskop

Jak jiz bylo feceno vySe, v TEM jsou detekovany elektrony prochazejici studovanym
vzorkem. Uvnitt tubusu elektronového mikroskopu tedy musi panovat vysoky stupen vakua, aby
vysledny obraz nebyl kontaminovan interakei plyna (O,, CO,, NO,, ...) a elektronl; navic by vyskyt
vzduchu v tubusu mohl byt spojen s nebezpecim ionizace a naslednym elektrickym vybojem.

Zdrojem proudu elektront je tzv. elektronové délo. Jde termoemisni zdroj, tedy napiiklad
wolframové vldkno ¢i krystal LaBg, ze které¢ho jsou po privedeni dostatecného napéti emitovany
elektrony. Tok téchto elektronti je vSak potfeba usmérnit.

V podobenstvi se svételnou mikroskopii i v EM najdeme cocky (Oosterwijk, 2005;
Kozarovd, 2013). Zde vSak nejde o ¢ocky fyzického charakteru, nybrz o elektromagnetické cocky,
které elektronovy svazek usmérnuji. Tyto CoCky jsou realitovany pomoci solenoida (civka s velkym
poctem zavitli). Prvni z téchto ¢oCek se nazyva kondenzor, ktery nam umoziuje zfokusovat proud
elektronti na sledovany vzorek. Za vzorkem se nachazi dalsi fokusovatelné Cocky; ty funguji jako
spojky a brani tak rozbihavosti svazku. Na konci se nachéazi objektivova ¢ocka a za ni aperturni
clona, jejiz vysunuti umoznuje detekci pouze téch elektrontl, které prosly difrakénimi maximy. Za
aperturni clonou jsou dalsi Cocky tvofici projektiv, jenz je zodpovédny za vysledné zvétSeni a
projekci na fluorescencni stinitko. (Obrazek ¢.6)

Ziskany obraz muze byt zaznamenan na CCD kameru a vysledné snimky tak mohou byt
rovnou pievedeny do pocitace, kde budou déale zpracovany v ramci obrazové analyzy. Je vhodné,
aby byl EM po dobu provozu chlazen; toto opatieni zabrani driftu vzorku a tim zlepSuje kvalitu

snimku.

3.2.3. Obrazova analyza

Abychom mohli ur€it, co se na snimcich ziskanych z EM nachazi, je tfeba provést
obrazovou analyzu. K té vSak potiebujeme stovky az tisice snimkti daného vzorku; z praktického
hlediska je vhodné jich mit co nejvice. Na téchto snimcich pomoci vhodného software vybereme
projekce zkoumanych proteinti ¢i proteinovych komplex.

Vybrané snimky jsou dale v pfislusSném software vzajemné srovnavany a v piipadé
podobnosti jsou digitaln€ naskladany na sebe, ¢imz dojde ke zlepSeni poméru signal/Sum a kontrast
proteind se vyrazné zvysi. Nasledné jsou zvoleny dalsi referenéni snimky, se kterymi je cely proces
zopakovan; to vede k dalSimu zlepSeni kontrastu (Oosterwijk, 2005). Po tad¢ takovych iteraci

ziskame snimky s relativné dobrym kontrastem, které odpovidaji vzhledu proteinti ve vzorku.
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Obrazek ¢.6: Zjednoduseny ndkres fungovani EM. Z elektronového déla je emitovin svazek elektronu, ktery
je kondenzorem fokusovan na sledovany vzorek. Po priichodu svazku elektronii pres vzorek jejich cesta
pokracuje pres objektiv a aperturni clonu, nakonec svazek prochazi pres projektiv, ktery vysledny obraz
2vét5i a fokusuje elektrony na fluorescencni stinitko ¢i na CCD kameru. Cervené Sipky zndzoriuji zvétseny

obraz (spodni Sipka) a puvodni obraz (horni Sipka). Prevzato z prace Kozarové, 201 3.

15



4. Material a metody
A) Rostlinny material

Mg¢éteni probihalo na je¢meni (Hordeum vulgare L. cv. Akcent) péstovaném v rezimu 16/8
hodin den/noc pfi bilém svétle o intenzité 110 umol fotonti m?-s™'. Postupné bylo péstovano pét
variant rostlin (kazda cca 7 dni), kazda na jiné péstebni teploté (25, 30, 35, 38 a 40 °C). V noci byly
vSechny vzorky vystaveny teploté 20 °C. Z technickych diivodt bylo nutno semena zasadit do hliny
a zalévat obyc¢ejnou vodou. U vysSich teplot (38 °C a 40 °C) bylo nutné semena nejprve namotit;
stejné tak byla vydesinfikovéana 1 péstebni fytokomora, hlina a voda. Pii téchto dvou teplotach bylo
nutno semena nejdiive nechat naklic¢it pii bézné teploté (cca 3 dny) a az poté teplotu zvysit — pii

nedodrzeni tohoto postupu byly rostliny zaduSeny plisnémi uz v zarodku.

B) Izolace thylakoidnich membran

Ustiizené listy byly homogenizovany v homogeniza¢nim pufru (sachar6za, HEPES, NaCl,
MgCl,.6H,0O; tésné pted pouzitim bylo v roztoku rozpusténo Na-Asc a BSA; tprava na pH 7,2),
ptefiltrovany a zcentrifugovany (6 min, 5000g, 4 °C). Poté byla odstranéna tekuta ¢ast a supernatant
rozmichan v izola¢nim pufru (HEPES, NaCl, MgCl,.6H,O, EDTA-Na; uprava na pH 7,5); vysledny
roztok byl opét zcentrifugovan (10 min, 5000g, 4 °C). Opét byla odstranéna tekuta ¢ast, supernatant
byl rozpustén v stabilizacnim pufru (sacharéza, HEPES, NaCl, MgCl,.6H,O; Uprava na pH 7,2) a
centrifugovan (5 min, 5000g, 4 °C). Znovu byla odstranéna kapalina a supernatant byl rozpustén v
malém mnozstvi stabiliza¢niho pufru.

Koncentrace chlorofyli v takto ziskaném zasobnim roztoku thylakoidnich membran byla
stanovena spektrofotometrickou metodou. Ze zasobniho roztoku bylo odebrano 10 pl a smichéno s
2 ml 80% acetonu. Roztok byl centrifugovan (5 min, 30 000g, 4 °C). Spektrofotometrickou
metodou byly proméfeny absorbance pii vinovych délkach 470, 647, 663 a 750 nm, z kterych byl
stanoven obsah chlorofylli (vypocetni vztah neuveden). Dle zjisténych koncentraci (viz tabulka ¢.1)
byly rozdéleny izolované proteiny do ependorfek v mnoZzstvi odpovidajicimu 110 pg. Vzorky byly
ulozeny do hluboko chladiciho boxu (-80 °C) pted dal$im pouzitim. Po celou dobu izolace musel

byt rostlinny material diikladné chlazen v ledové lazni!

C) Priprava vzorki pro elektronovou mikroskopii a obrazova analyza

Nejprve bylo nutno pfipravit separacni CN-PAGE gel, ktery byl ziskan z 4% gelového pufru
(2,5 ml), 8% gelového pufru (2,5 ml), TEMEDu (3 pl) a tesné pted nalitim gelu pomoci gradientové
komory bylo rychle ptidano 10% APS (13 pl). Nasledné byl gel pievrstven deionizovanou vodou a
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ponechén 30 minut v klidu, aby zpolymerizoval. Poté byla deionizovana voda odsata a byl nalit
zaostfovaci gel, ktery se skladal z 4% gelového pufru (2,5 ml), TEMEDu (3 pl) a 10% APS (13 pl),
ktery byl ptidan té€sné pted nalitim. Do gelu byl opatrné vlozen hiebinek s deseti jamkami, aby byly
eliminovany vzduchové bubliny. Nakonec byl gel ponechan 45 minut v klidu, aby zpolymerizoval.

Dale byl pfipraven jeden litr dolniho pufru (10,45 g Bis-Tris) a 150 ml horniho pufru (43 mg
dodecyl-B-D-maltosidu, 86 mg deoxycholatu sodného a 48 pl HCI). Elektroforetickd vanicka byla
umisténa do ledu a poté byly nality oba vySe zminéné pufry. Dle koncentrace izolovanych proteint
danych teplotnich variant bylo pro kazdou teplotni variantu uréeno vhodné objemové zastoupeni
pufru C (viz vyse), 5% detergentu dodecyl-B-D-maltosidu a izolovanych protient tak, aby byla
ziskana koncentracni fada po deseti. Jednotlivé roztoky s izolovanymi proteiny byly naloadovany
do pfislusnych jamek; pted loadovanim byly roztoky zcentrifugovany (10 min, 20 000 g, 4 °C).
Krajni jamky (prvni a posledni) byly kviili moznym defektivité napusStény stejnou smési proteint,
jako vedlejsi jamka — tyto krajni jamky ve vysledném gelu nemaji Zadnou vypoveédni hodnotu.

Po cca 2 hodinach byla elektroforéza ukoncena a CN-PAGE gel byl analyzovan na gel
skeneru Amersham Imager (GE HealthCare Life Sciences, Japan). Gel byl skenovan v transmisnim
kolorimetrickém moddu (barevné snimky) a fluorimetrickém modu (Cernobilé snimky), aby bylo
mozné odlisit pasy piislusejici PSII a PSI. Fluorescen¢ni snimky byly ziskany pii excita¢ni vinové
délce 460 nm, pricemz fluorescencni signal byl detekovan v rozmezi 690 az 720 nm.

Tento postup byl zopakovan pro vSechny teplotni varianty a na zékladé¢ porovnani
jednotlivych gelit byl vytvofen findlni gel. Ten obsahoval vSechny teplotni varianty pti takové
koncentraci detergentu, kdy byly pasy odpovidajici PSI-NDH superkomplexu nejvyraznéjsi (tedy
15 pug/ml u teplot 25, 30 a 35 °C a 35 ug/ml u teplot 38 a 40 °C). Tato finalni separace byla
provedena Ctytikrat. Pasy se superkomplexy byly vyfiznuty, nasekdny na mensi kousky a umistény
do elu¢niho pufru. Eluce proteinti z gelu probihala samovolnou difuzi po dobu piiblizn¢ dvou hodin
pfi teploté 4 °C. Takto ziskany roztok proteini byl pouzit pro pfipravu vzorku pro elektronovou
mikroskopii.

Vzorky pro elektronovou mikroskopii byly pfipraveny na médéné sit'ce pokryté tenkym
uhlikovym filmem. Aby byl uhlikovy film vice hydrofilni a 1épe vazal izolované¢ membranové
proteiny, byl pfed samotnou piipravou vzorku upraven pomoci doutnavého vyboje (PELCO
easiGlow Discharge System, Ted Pella, Redding, Californie, USA).

Vzorek o objemu 5 pl byl nanesen na médénou sitku a po jedné minuté odsat a nahrazen
uranyl acetatem (pro zvyseni kontrastu). Po dal$i minuté byl uranyl acetat odsat a vzorek byl
pfipraven pro pozorovani elektronovym mikroskopem JEOL F-2010 (Jeol, Japan) se zvétSenim 40

000krat. Snimky byly ziskany pomoci CCD kamery G2-Keenview. U kazdého vybrané¢ho vzorku
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bylo ziskano a zpracovano okolo 400 snimkd.

Obrazova analyza proteinovych projekci byla provedena na PC pomoci nasledujicich
programi: EMAN (Ludtke et al., 1999) byl vyuzit na poloautomaticky vybér projekci proteini z
mikroskopickych snimkt, Grip a Relion (Scheres, 2012), ktery byl pouzit pro obrazovou analyzu a
vypocet vyslednych projekci.

D) Stanoveni mnozZstvi PSI-NDH superkomplexu

V prvni fazi byl pfipraven separacni SDS-PAGE gel, ktery se skladal z SDS gelového pufru
(10 ml), akrylamidu AB-3 (6 ml), glycerolu (3 g) a vody (30 ml) (Schiagger, 2006). Tésné pred
nalitim gelt byl pfidin TEMED (15 pl) a 10% APS (150 pl). Nasledné¢ byl gel prevrstven
deionizovanou vodou a ponechan v klidu, dokud nezpolymerizoval. Poté byla deionizovand voda
odsata a byl nalit zaostfovaci gel, ktery se skladal z SDS gelového pufru (3 ml), akrylamidu AB-3
(1 ml) a vody (12 ml). Tésn¢ pted nalitim geli byl ptidan TEMED (9 pul) a 10% APS (90 ul). Poté
byl opatrné¢ vlozen hiebinek a gel byl ponechéan v klidu, dokud nezpolymerizoval.

V dal$im postupu byly smichany 800 pl extrakéniho pufru a 100 pl alikvotu dané teplotni
varianty, které byly 10 minut vortexovany. Nasledn¢ byly ponechany po 30 minut v termobloku pii
70 °C a poté centrifugovany (10 minut, 20 000 g, 4 °C). Supernatant byl piepipetovan do nové
ependorfky, pelet vyhozen. Z vzniklého extraktu bylo smichano 25 ul s 500 ul 10% TCA; tato smés
byla opét centrifugovana (10 minut, 20 000 g, 4 °C). Néasledn¢ byl precizn¢ odstranén supernatant a
pelet byl v oteviené ependorfce ponechan v termobloku o teploté¢ 40 °C po 30 minut, aby doslo k
jeho vysuseni. Po vysuSeni peletu bylo ptidano 50 pl 0,1M NaOH a roztok byl po 30 minut
vortexovan. Pomoci bicinchoninové metody byla stanovena kalibra¢ni kiivka a z ni byla stanovena
koncentrace naSeho vzorku. Ze zjiStené koncentrace byl vypocitdn objem vzorku, ktery byl
napipetovan do ependorfek pro pozdéjsi loading do jamek v gelu. Do kazdé z ependorfek byly
pfidany 2 pl bromfenylové modii. Obsah ependorfek byl kratce zvortexovan, umistén na 20 minut
do termobloku (70 °C) a velmi kratce centrifugovan na stolni centrifuze.

Déle byla sestavena aparatura pro elektroforézu, kde byl na ptislusnad mista nalit jeden litr
dolniho pufru a 150 ml horniho pufru. Do prvni a posledni jamky v gelu bylo naloadovano 2,5 pl
markeru; do zbyvajicich jamek byla vhodné naloadovana smés proteinid s bromfenylovou modii
(viz vyse) dle vypocteného mnozstvi tak, abychom ziskali koncentra¢ni fadu po péti.

Po ukonceni elektroforézy (cca 2 hodiny) byla nachystana blotovaci aparatura. Pouzivané
papiry i nitrocelu6zové membrany byly namoceny do transferového pufru; na membrany bylo
nevhodno sahati rukou, k manipulaci byla pouZivana pinzeta. Poté byl jeden z blotovacich papird

umistén do blotovaci aparatury a na n¢j byla umisténa blotovaci membrana. Gely byly odd¢leny od
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skel, soucasné byl odstranén i zaostfovaci gel; poté byl gel umistén na blotovaci membranu.
Nasledné byl ptrekryt druhym blotovacim papirem. Z vysledného ,sendvice” byly valeckem
vyvalcovany piebytecné vzduchové bubliny a znovu navlhéen transferovym pufrem. Nakonec byla
blotovaci aparatura spusSténa (nastaveno 50 mA za kazdy gel) a zistala v provozu cca hodinu.

Po ukonleni blottingu byla blotovaci membrdna na 5 minut umisténa na tfepacku do
specialniho roztoku potravinaiského barviva kviili kontrolni vizualizaci past (neni nutné provadet).
Poté byl roztok potravinarského barviva odstranén a misto n¢j ptiddno TBS-T; takto byla membréana
na tfepacce ponechana po 5 az 10 minut. Nasledné bylo TBS-T nahrazeno blokovacim roztokem (5
g suSen¢ho mléka + 100 ml TBS-T) a ponechano pies noc na tiepacce.

Nasledujici rano byl blokovaci roztok nahrazen protilatkou citlivou na H podjednotku NDH
komplexu (NAD(P)H-quinone oxidoreductase subunit H, chloroplasic, Agrisera Antibodies,
Viénnas, Sweden) a ponechan hodinu na tfepacce. Po uplynuti této doby byla protilatka navracena
zpét do mrazaku, kde byla ptivodné prechovavdna. K membrané bylo poté ptidano TBS-T a po
deseti minutach vylito a nahrazeno novym; to bylo opakovano pétkrat. Poté bylo ptidano TBS, které
bylo po uplynuti dalSich deseti minut taktéZ odstranéno. K membrané na tfepacce pak ptidam 5 pl
nespecifické protilatky v roztoku 2,5 g BSA a 50 ml TBS; tento roztok zde byl ponechan hodinu a
poté byl odstranén. Opétovné bylo k membrané na tfepacku pfidano pétkrat po deseti minutach
TBS-T a poté jednou na deset minut TBS. Po ukonceni tohoto postupu byly pofizeny snimky z gel
skeneru (viz vyse v ¢asti o CN-PAGE) v chemiluminiscenénim modu k zobrazeni hledaného PSI-
NDH superkomplexu. Tato procedura byla pouzita u teplotnich vzorkt 25, 30, 35 a 38 °C.

Ve druhé fazi bylo rozhodnuto pouzit neptimou metodu zalozenou na fluorescen¢ni analyze
nartistu minimalni fluorescence (Shikanai et al., 1998). K danému méteni bylo vyuzito zafizeni
PAM-2000 (Heinz Waltz GmbH, Effeltrich, Germany). Na listy je¢mene u jednotlivych teplotnich
variant bylo nejprve aplikovano méfici svétlo (ML) a byl automaticky uréen maximalni kvantovy
vytézek fotochemie. Po uplynuti jedné minuty bylo zapnuto bilé aktinické svétlo (AL) o intenzité
50 umol-m?-s” a soucasné byl aplikovan saturaéni puls (SP), ktery se opakoval pétkrat po jedné
minuté. Po uplynuti dalSich péti minut bylo AL 1 SP ukonceno a list byl nésledujici dvé minuty
vystaven pouze ML. Pro doplnéni predstavy o pribéhu méteni viz obrazek ¢.7. U kazdé teplotni
varianty byly pfed samotnym méfenim listy (adaptované na tmu) v teplotni ldzni vystaveny 5 minut
teplotam 25, 30, 35, 38, 40 a 44 °C a poté byl ponechan dalSich 5 minut na vzduchu, aby se ususil.
Kazda teplotni varianta byla pro kazdou z téchto teplot méfena tiikrat. Z divodla vyskytu plisni a

nedostatku ¢asu byly bohuzel prométeny pouze teplotni varianty 25 a 30 °C.
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Tabulka ¢.1: Koncentrace izolovanych proteinii a objem, ve kterém byly uskladnény do ependorfek

Teplotni varianta [°C] | Koncentrace chlorofylu [pg/ml] Rozdéleno na objemy... [pl]
25 2000 55
30 2000 55
35 3200 35
38 800 140
40 520 212
0,4 -
—
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Q 0l3 B
o
5 SP
o
O
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Obrazek ¢.7: Ukazkové méreni fluorescencni analyzou nariistu minimalni fluorescence dle Shikanai et al.,
1998. Po zahdjeni méreni bylo zapnuto mévici svétlo (ML, cerné Sipky) a automaticky bylo proméreno
Fv/Fm. Po uplynuti jedné minuty bylo zapnuto aktinické svétlo (AL, zelené Sipky) po dobu péti minut; béhem
této doby byly vidy po jedné minuté aplikovany saturacni pulsy (SP; Zluté Sipky). Po vypnuti AL Ize po
pocatecnim poklesu signdlu pozorovat nariist minimalni fluorescence, ktery by mél odrazet miru aktivity

CET skrze PSI-NDH superkomplex.
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5. Vysledky méreni

Cilem této prace bylo stanovit zmény ve struktufe a mnozstvi PSI-NDH superkomplexu v
thylakoidnich membranach u jeCmene péstovaného za riznych teplot. Izolace PSI-NDH
superkomplexu pomoci CN-PAGE byla optimalizovdna pro jednotlivé varianty rostlin. Strukturni
analyza byla provedena pomoci elektronové mikroskopie a obrazové analyzy. Mnozstvi NDH
komplexu v jednotlivych variantach rostlin bylo monitorovano pomoci imunoanalytické metody

Western blot a pomoci fluorescencni analyzy.

5.1. Separace PSI-NDH superkomplexu

Provedenim CN-PAGE a néslednym potizenim kolorimetrickych a fluorescen¢nich snimkt
pro kazdou teplotni variantu (viz obrazek ¢.8, €.9, €.10, ¢.11 a ¢.12) jsme z koncentra¢ni fady ur¢ili
optimalni koncentraci detergentu pro solubilizaci PSI-NDH superkomplexu. Pro teplotni vzorky z
rostlin péstovanych pii 25, 30 a 35 °C jsme jako vhodnou koncentraci ur¢ili 15 pg-ml”; pro teplotni
vzorky péstované pfi 38 a 40 °C jsme jako vhodnou koncentraci stanovili 35 ug-ml™. Provedli jsme
pii téchto optimélnich koncentracich jednotlivych teplotnich vzorkti separaci pomoci CN-PAGE;

vysledny gel se separovanym PSI-NDH supekomplexem je ukazan na obrazku ¢.13.
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Obrdzek ¢8: CN-PAGE pro teplotni variantu 25 °C. Cisla nahoie oznacuji zvySujici se koncentraci
detergentu (ug-ml”) rostouci v jamkdach smérem doprava. Vievo je kolorimeticky svimek, kde miizeme v
horni ¢asti videt pasy odpovidajici PSI-NDH superkomplexu. Vpravo je fluorescencni snimek, kde Sedé cdsti

odpovidaji fluorescenci PSII; vzdjemné porovnani snimkit nam umoznuje urcit, které c¢asti odpovidaji PSI.
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Obrazek ¢9: CN-PAGE pro teplotni variantu 30 °C. Cisla nahoie oznacuji zvysujici se koncentraci

detergentu  (ug'ml’) rostouci v jamkdach smérem doprava. Vievo je kolorimeticky svimek, kde miiZeme v
horni ¢asti videt pasy odpovidajici PSI-NDH superkomplexu. Vpravo je fluorescencni snimek, kde Sedé casti

odpovidaji fluorescenci PSII; vzdjemné porovnani snimkii nam umoznuje urcit, které casti odpovidaji PSL

5 15 25 35 45 55 65 15 5 A5 25 3/ 4% 55 6 B

Obrdzek ¢&10: CN-PAGE pro teplotni variantu 35 °C. Cisla nahofe oznacuji zvysujici se koncentraci
detergentu (ug-ml”) rostouci v jamkdach smérem doprava. Vlevo je kolorimeticky svimek, kde miizeme v horni
casti videt pasy odpovidajici PSI-NDH superkomplexu. Vpravo je fluorescencni snimek, kde sedé cdsti

odpovidaji fluorescenci PSII; vzdjemné porovnani snimkit nam umozZnuje urcit, které casti odpovidaji PSI.
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Obrizek ¢11: CN-PAGE pro teplotni variantu 38 °C. Cisla nahoie oznacuji zvySujici se koncentraci
detergentu (ug-ml’) rostouci v jamkdach smérem doprava. Vievo je kolorimeticky svimek, kde miizeme v horni
casti videt pasy odpovidajici PSI-NDH superkomplexu. Vpravo je fluorescencni snimek, kde Sedé cdasti

odpovidaji fluorescenci PSII; vzdjemné porovnadni snimkii ndm umoziuje urcit, které casti odpovidaji PSL
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Obrdzek &12: CN-PAGE pro teplotni variatu 40 °C. Cisla nahoie oznacuji zvySujici se koncentraci
detergent" (ug-ml’) rostouci v jamkdach smérem doprava. Vievo je kolorimeticky svimek, kde miizeme v horni
casti videt pasy odpovidajici PSI-NDH superkomplexu. Vpravo je fluorescencni snimek, kde Sedé Cdsti

odpovidaji fluorescenci PSII; vzdjemné porovnani snimkit nam umoznuje urcit, které casti odpovidaji PSI.
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Obrazek ¢.13: Finalni CN-PAGE pro vsechny teplotni varianty (viz horni cast obrdzku); u rostlin

péstovanych pri teploté 25, 30 a 35 °C byly pouzita koncentrace detergentu 15 pg-ml”, u rostlin péstovanych

pii teploté 38 a 40 °C byla pouZita koncentrace 35 ug-ml’. V pravé casti obrdzku je orientacni popis piivodu
Jjednotlivych pasu. Pasy, které byly vyriznuty a snimkovany pod EM, jsou oznaceny cisly 1 az 10.
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5.2. Strukturni analyza

Ocislované pasy na obrazku ¢€.13 jsme z gelu vyfizli a zpracovali pro EM; ukdzkové snimky
z jednotlivych pasti pozorovanych pod EM jsou prezentovany na obrazcich ¢.14 az ¢.23. Na
obrazcich odpovidajicich dolnim pasim (¢.15, ¢.17, ¢€.19, €.21 a €.23) jsou pozorovatelné PSI-NDH
superkomplexy s jednim ¢i dvéma PSI; na obrazcich ¢.15 a ¢.19 se da také identifikovat samostatny
NDH komplex. Na obrazcich odpovidajicich hornim pastm (¢.14, €.16, ¢.18, €.20 a ¢.22) se daji v
pfipadé¢ snimkd na obrazcich ¢.16, ¢.18, ¢.20 a ¢.22 identifikovat velké struktury, které
pravdépodobné odpovidaji oligomerim PSI. Vétsi neidentifikované struktury se objevily 1 na
obrazku ¢.14, kde vsak mizeme nalézt i PSI-NDH superkomplexy s jednim ¢i dvéma PSI.

Po ziskéani dostatecného mnozstvi snimku (studovany byly pouze sudé pésy z obrazku €.13)
a obrazov¢ analyze jsme vybrali reprezentativni projekce nalezenych proteinovych komplexi, které
jsou na obrazku ¢.24. Ukazuje se, Ze u teplotnich vzorka 25 °C a 35 °C se nachazeji PSI-NDH
superkomplexy s jednim ¢i dvéma PSI a samostatny NDH komplex. U teplotniho vzorku 30 °C
byly nalezeny pouze superkomplexy s jednim ¢i dvéma PSI, ovSem samostatny NDH komplex
nikoliv. Ov§em u teplotniho vzorku 38 °C byly identifikovany superkomplexy s jednim, dvéma a
dokonce 1 tfemi PSI. Teplotni vzorek 40 °C obsahoval PSI-NDH superkomplexy se dvéma nebo
jedni PSI; také zde byly odhaleny tetramery PSI, jejichZ vyskyt jsme zaznamenali na obrazek ¢. 25.

Statistické vyhodnoceni vysledkli obrazové analyzy (celkovy pocet projekei, pocet projekei
proteinovych komplexti, jejich relativni zastoupeni a mnozstvi kontaminace nespecifickymi
komplexy) jsme zaznamenali do tabulky ¢.2. Obecné se ukazuje, Ze s vyssi péstebni teplotou roste
ve vzorku mnozstvi kontaminace a nespecifickych komplext. Ve vzorcich 25 °C a 30 °C bylo velké
mnozstvi specifickych proteinli a kontaminace zde byla (i podle obrazkl ¢.14 az ¢.17) pomérné
nizkd. Mnohem hif na tom jsou vzorky 35 °C a 38 °C, kde nespecifické proteiny a kontaminace
tvofi az Ctyfi petiny projekei. Z hlediska Cistoty vzorku vSak dopadl teplotni vzorek 40 °C, kde z
celkového mnozstvi projekci pripadalo specifickym proteinovym komplexiim a kontaminaci

pouhych 11 %.
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Obrazek ¢.14: Teplotni varianta 25 °C, snimek z pasu 1 (viz obrazek ¢.13), zvetSeni 40 000 x. Prestoze se

nachazime v hornim pasu, kde jsou obvykle pozorovany oligomery PSI (na obrazku mozZnd veétsi

neidentifikované struktury), vyskytuje se zde PSI-NDH superkomplex s jednim (Zluté) i dvéma (zelené) PSIL
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Obrazek ¢.15: Teplotni varianta 25 °C, snimek z pasu 2 (viz obrazek ¢.13), zvétseni 40 000 x. Pozorujeme

zde samostatny NDH komplex (modre) a PSI-NDH superkomplex s jednim (Zluté) i dvéma (zelené) PSI.
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Obrazek C.16: Teplotni varianta 30 °C, snimek z pasu 3 (viz obrazek ¢.13), zvetSeni 40 000 x. Vidime zde

oligomery PSI (Cervene).
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100 nm|

Obrazek C.18: Teplotni varianta 35 °C, snimek z pasu 5 (viz obrazek ¢.13), zvetSeni 40 000 x. Vidime zde

oligomery PSI (Cervene).
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Obrazek ¢.19: Teplotni varianta 35 °C, snimek z pasu 6 (viz obrazek ¢.13), zvétseni 40 000 x. Pozorujeme

zde samostatny NDH komplex (modre) a PSI-NDH superkomplex s jednim (Zluté) i dvéma (zelené) PSI.
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Obrazek ¢.20: Teplotni varianta 38 °C, snimek z pasu 7 (viz obrazek ¢.13), zvetSeni 40 000 x. Vidime zde

oligomery PSI (Cervene).
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Obrazek ¢.21: Teplotni varianta 38 °C, snimek z pasu 8 (viz obrazek ¢.13), zvétseni 40 000 x. Pozorujeme

zde PSI-NDH superkomplex s jednim (Zluté) i dvéma (zelené) PSI.
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Obrazek ¢.22: Teplotni varianta 40 °C, snimek z pasu 9 (viz obrazek ¢.13), zvetSeni 40 000 x. Vidime zde

oligomery PSI (Cervene).
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Obrazek ¢.23: Teplotni varianta 40 °C, snimek z pasu 10 (viz obrazek ¢.13), zvétseni 40 000 x. Pozorujeme

zde PSI-NDH superkomplex s jednim (Zluté) i dvéma (zelené) PSI.
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Teplotni varianta

NDH komplex

NDH komplex
+1 P51
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230

30°C

3z2°C

Obrazek ¢.24: Reprezentativni projekce proteinovych komplexiiz ve studovanych typech teplotnich vzorkii.
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Tabulka ¢.2: Celkovy pocet zaznamenanych projekct, pocet projekci proteinovych komplexii, jejich relativni
zastoupeni a kontaminace v teplotnich vzorcich. Relativni zastoupeni proteinii bylo vypocteno jako podil
projekci daného proteinového komplexu a celkového mnozstvi projekci. Kontaminace znaci proceuntudlni

podil projekci nespecifickymi komplexy. Pomlcka znamend, ze hledany proteinovy komplex nebyl nalezen.

3:%1;;?; N miglo NDH i((;rél%)lex + | NDH é{(l))rg)lex + | NDH ?lf(l))rél%)lex 4
Celkem projekei 6296
o Pocet nalezenych projekci 153 369 3173 _
Relativni zastoupeni 2% 5% 50 %
Kontaminace 43 %
Celkem projekci 12245
) Pocet nalezenych projekci ) 1548 3867 )
Relativni zastoupeni 13 % 32 %
Kontaminace 55 %
Celkem projeket 7367
S Pocet nalezenych projekci 319 326 853 _
Relativni zastoupeni 4% 4% 12 %
Kontaminace 80 %
Celkem projekci 12284
38 oc | Pocet nalezenych projekcei 783 1632 1216
Relativni zastoupeni ) 6 % 13 % 10 %
Kontaminace 71 %
Celkem projekci 8368
. Pocet nalezenych projekci 389 368
10°C Relativni zastoupeni - 5% 4% -
Kontaminace 89 %
Pocet projeloei 175
Relativni zastoupeni 2%

Obrazek E.25: Doplnék k obrazku ¢.24 a tabulce ¢.2; u teplotni varianty 40 °C byl v pasu 10 (viz obrazek

¢.13) nalezen tetramer PSI. Zde uvadime jeho reprezentativni projekci, pocet projekci a relativni zastoupeni.
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5.3. Stanoveni mnoZzstvi PSI-NDH superkomplexu

Kvantitativni analyza jednotlivych teplotnich vzork byla nejprve provedena pomoci
Western blottingu na vzorcich spearovanych pomoci SDS elektorforézy, tato metoda se vsak pro
stanoveni mnozstvi PSI-NDH superkomplexu ukézala jako nepriikazna. Specificka protilatka, ktera
se méla vazat na H podjednotku NDH komplexu, se totiz nespecificky navéazala na vét§i mnozstvi
proteindl a znemoznila tak spolehlivé stanoveni mnozstvi PSI-NDH superkomplexu pomoci Western
blottingu. V dusledku toho jsme se rozhodli vyuzit neptimou fluorescenéni metodu, zalozenou na

praci Shikanai ef al. (1998). Vysledky z obou typti méfeni jsou uvedeny v nasledujicich kapitolach.

5.3.1. Western blotting
Na obrazku ¢.26 vidime vysledek Western blottingu po separaci v . SDS-PAGE. Jak bylo

feceno vyse, pouzitd protilatka se bohuZzel v rozporu s tvrzenim vyrobce navazala nespecificky, diky
¢emuz jsme nemohli stanovit mnozstvi PSI-NDH superkomplexu u jednotlivych teplotnich vzorkd.
Pouzitim markeru (Obrazek ¢.26) jsme alespoil urcili oblast (40 kDa), kde by se mé¢l nachazet pas
odpovidajici hledanému superkomplexu; skute¢né¢ se zde pas nachdzi (na obrazku vyznaceno
cervenymi Sipkami). OvSem na zakladé naseho odhadu nemizeme s jistotou tvrdit ani to, Ze se na

onom misté PSI-NDH superkomplex skute¢né nachézi.
25 30 °C 35N 38 °C

5 =M 45 20 2 I3 2@ 5 5 10 15 20 20 15 10 5

| i

| |

. N

Obrazek ¢.26: Chemiluminiscencni snimky imunoanalyzy (Western blotting) u rostlin péstovanych pri teploté
25, 30, 35 a 38 °C spearované pomoci SDS elektroforézy. Koncentrace detergentu ( ug-ml') pro danou
teplotu jsou vidy uvedny nad prislusnym sloupcem. Cervené Sipky oznacuji pas prouzkii, které by mély

odpovidat PSI-NDH superkomplexu.
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5.3.2. Fluorescen¢ni analyza

Vzhledem k neuspéchu pti ur€ovani mnozstvi PSI-NDH superkomplexu pomoci Western
blotu, jsme se rozhodli pouzit nepifimou metodu zalozenou na fluorescencni analyze, kterad
umoznuje urcit aktivitu CET a tim soucasn€ 1 PSI-NDH superkomplexu. Vysledky fluorescenéni
analyzy byly z technickych divoda provedeny pouze u teplotnich variant 25 °C a 30 °C. Jelikoz
nebyl ¢as napéstovat dalsi teplotni varianty, otevira se zde cesta pro dalsi vyzkum.

Obrazky ¢€.27 a ¢.28 ukazuji srovnani fluorescen¢nich kiivek teplotnich variant 25 a 30 °C
po vypnuti aktinického svétla, tedy v dobé mezi Sestou a sedmou minutou méfeni (viz obrazek €.7).
Obrazek ¢.27 ukazuje toto srovnani pro teplotni stimulaci 25, 30 a 35 °C, obrazek ¢.28 pro teploty
38, 40 a 44 °C. Na obrazku ¢.27 nevidime narist minimalni fluorescence v Zzadném z
prezentovanych pfipadii. Na obrazku ¢.28 nepozorujeme nariist minimalni fluorescence po teplotni
stimulaci pfi 38 a 40 °C; po stimulaci 44 °C vSak pozorujeme jeji nartist u obou typu vzorka.
Ukazuje se, ze jeCmen adaptovany na péstebni podminky 30 °C zde ma mnohem vyraznéjsi nartst
fluorescence (a tedy i aktivitu CET ptes PSI-NDH komplex), nez u je¢mene péstované¢ho za

kontrolnich podminek.
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Obrazek ¢.27: Srovnani naristu minimalni fluorescence po vypnuti AL u rostlin péstovanych pri teploté 25 a

30 °C. Teploty, kterym byly rostliny vystaveny (25, 30 a 35 °C), jsou zaznamenany v levé casti obrazku.

40




°C

38

40

44

25 °C

30 °C

0,25 - —0125 .
o 92 8 0,2
s c
g @
2 0,15 - g 015
[ v ekt v d
S (<]
) 5
B0 poeesnrsg i bbap 5
£ £
£ 0,05 - £ 0,05 -
3 2
£ £
0 T T T T | 0 T T T T !
350 360 370 380 390 400 350 360 370 380 390 400
Cas [s] Cas [s]
0,25 - 0,25
E =
0,2 | 02 |
g g
- g
2015 | g 015 -
5 MO B et
[ =) 1)
> : L
2 01 £ 01 -
e £
N
£ 0,05 - £ 0,05 -
] b
c =
o T T T T . 0 T T T T |
350 360 370 380 390 400 350 360 370 380 390 400
Cas [s] Cas [s]
0,25 0,25 -
02 - 02
g " g
- 5
@ 0,15 - 2015 -
o o
i [
£ 01 - 2 01 -
£ £
N
£ 005 - S 0,05 -
2 2
£ =
o T T T T . o T T T : :
350 360 370 380 390 400 350 360 370 380 aso 400
Cas [s] Cas [s]

Obrazek ¢.28: Srovnani naristu minimalni fluorescence po vypnuti AL u rostlin péstovanych pri teploté 25 a

30 °C. Teploty, kterym byly rostliny vystaveny (38, 40 a 44 °C), jsou zaznamendany v levé casti obrazku.
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6. Diskuze

Ziskané vysledky potvrzuji, Ze rostliny tvoii PSI-NDH superkomplex, ktery lze separovat
pomoci nativni i SDS elektroforézy. U vyssich teplot (teploty 38 a 40 °C) bylo k jeho separaci
zapotiebi pouzit vétSi koncentrace detergentu, nez u teplot nizSich; ani tak ovSem nedoslo k uplné
solubilizaci thylakoidinich membran. Dikazem toho jsou agregaty viditelné na dné¢ jamek na
obrazku ¢.13. Resenim by mohlo byt pouziti vétsi koncentrace detergentu, coZ by oviem mohlo
souCasn¢ vést k vyraznému rozpadu studovaného PSI-NDH superkomplexu. Tato skutecnost je
dobfie patrna na obrazcich ¢.8 az ¢.12.

To, ze se u vSech naSich teplotnich variant skute¢né jednd o PSI-NDH superkomplex, opét
potvrzuji obrazky ¢.8 az ¢.12. JelikoZ u snimka ziskanych v fluorescenénim modu pasy s
ocekavanym PSI-NDH superkomplexem oproti kolorimetrickym snimktim chybi, nemohou byt
soucasti PSII. Pfi pokojové teploté je totiz kvantovy vytézek fluorescence vyrazné vyssi, nez je
tomu u PSI (Baker, 2008). To v souvislosti s jejich polohou v horni ¢asti gelu potvrzuje, Ze ziejme
jde o PSI-NDH komplex ¢i oligomery komplexti PSI.

Zajimavé také je, Zze se u kazdé varianty nachdzi prouzky ve dvou blizkych oblastech gelu
(viz. obrazek ¢€.2), pfiCemz v spodnim pasu se ziejm¢e nachazi PSI-NDH superkomplex a v hornim
oligomery PSI (Koufil et al., 2014; Nosek et al., 2016). To potvrzuji 1 obrazky ¢.14 az ¢.23, kde
jsou na snimcich odpovidajicich hornim pasim vidét velké oligomerni struktury, zatimco na
snimcich odpovidajicich dolnim pasiim lze pozorovat NDH komplexy a PSI-NDH superkomplexy.
Vyjimkou je obrazek €.14, odpovidajici hornimu pasu pfi kontrolni teplote; ackoli se zde nachéaze;ji
nespecifikované ologomerni struktury, nalezli jsme zde i PSI-NDH superkomplexy. Dalsi vyjimkou
by mohl byt vyskyt tetramert PSI v dolnim pasu u teplotni varianty 40 °C (viz dale).

U kontroly (25 °C) jsme zaznamenali vyskyt PSI-NDH superkomplexu s jednim i se dvéma
PSI. V tabulce ¢.1 vidime, Ze vyrazné vice bylo projekci PSI-NDH superkomplexu se dvéma PSI;
projekci s jednim PSI bylo skoro desetinasobné méné. To muze potvrzovat fakt, ze PSI-NDH
superkomplex dosahuje vétsi stability se dvéma PSI (Peng ef al., 2011). Dale se ndm podatilo v
malém mnozstvi zaznamenat i samotatny NDH komplex; pravdépodobné jde o dusledek rozpadu
PSI-NDH superkomplexu v ramci solubilizace.

Teplotni varianta 30 °C opét obsahuje PSI-NDH superkomplex s jedim i se dvéma PSI.
Opét je zde vyrazné vyssi vyskyt superkomplexu se dvéma PSI nez s jednim PSI. Samostatné NDH
komplexy nebyly nalezeny. Oboji je ziejmé opét disledkem rozpadu superkomplexu v ramci
solubilizace, pfipadné eluce. Je mozZné 1 to, Ze n&ktré teplotni varianty je¢mene maji PSI-NDH

komplex odolnéjsi nez jiné a k jeho rozpadu tedy nedochézi v takové mire.
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U teplotni varianty 35 °C se podobné jako u teplotni varianty 25 °C vyskytoval PSI-NDH
superkomplex se dvéma i jednim PSI, stejné¢ tak se objevil i samostatny NDH komplex. Opét
ptevazuji projekce PSI-NDH superkomplexu se dvéma PSI, ovSem oproti kontrole je zde vyskyt
samostatného NDH komplexu a PSI-NDH superkomplexu srovnatelné.

Varianty o péstebni teploté¢ 38 °C opét poukazuji na vyskyt PSI-NDH superkomplexu s
jednim ¢i dvéma PSI; i zde prevazuji superkomplexy se dvéma PSI. Samostatny NDH komplex
nebyl zaznamenan. Novinkou je vyskyt vétSiho PSI-NDH superkomplexu, ktery pravdépodobné
pfedstavuje superkomplex se ttemi PSI. Ten byl zastoupen v pomérne hojné mife a jeho mnoZzstvi je
srovnatelné se superkomplexem o dvou PSI. Je tedy potfeba provést podrobné&jsi prizkum, ktery
umozni vétsi rozliSeni tohoto superkomplexu a potvrdi ¢i vyvrati jeho existenci v této teplotni
varianté. Je pravdépodobné, Ze jde o reakci na vysokoteplotni stres, kdy je inhibovan ptenos
elektronti skrze PSII (Sharkey, 2005) a zvySena aktivita CET. Obdobnou asociaci NDH komplexu
se tfemi, ¢i dokonce Ctyfmi PSI komplexy, jsme jiZz pozorovali v nezavislé analyze PSI-NDH
superkomplexti izolovanych z huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) a je stile predmétem
probihajiciho vyzkumu (osobni sdéleni vedouciho diplomové prace R. Koufila).

Pti teplotni varianté 40 °C byl znovu pozorovan PSI-NDH superkomplex s jednim i dvéma
PSI, tentokrat vSak jsou oba typy zastoupeny v piiblizné stejném mnozstvi. Nepozorovali jsme zde
samostatny NDH komplex ani PSI-NDH superkomplex se tfemi PSI. Je mozné, ze PSI-NDH
superkomplexy s tfemi PSI se nachézeji spiSe v pasu 9 (viz obrazek ¢.2), ktery byl oproti pasu 10
velmi zietelny a ktery bohuzel nebyl Cas ditkladnéji prostudovat. Vratime-li se ke sledovanému pasu
9, je nasi povinnosti poukéazat na skutecnost, Ze se zde nachazeji tetramery PSI v nezanedbatelném
mnozstvi (viz obrazek ¢.25); dosud neni jasné, zda maji néjaky fyziologicky vyznam ¢i zda
skute¢né jde jen o artefakty. Oligomerické struktury PSI komplexii byly jiz v minulosti pomoci
elektronové mikroskopie a obrazové analyzy studovany (Boekema et al., 2001), ale zatim se
nepodafilo jednozna¢né potvrdit jejich nativni charakter. Dlivodem bylo nizké rozliSeni vyslednych
projekci PSI oligomert, které bylo zapfi¢inéné malym mnozstvim analyzovanych ¢astic. Zjisténa
skutecnost, ze u rostlin péstovanych pii 40 °C dochazi k dramatickému nartistu tetramera PSI, mtze
vyrazné usnadnit jejich strukturni charakterizaci.

V tabulce ¢.2 vidime, Ze v mnoha pfipadech se na vétSin€ ziskanych projekcich nachdzi
kontaminace a ptipadné i nespecifické proteinové komplexy, které nemlizeme analyzovat z divodu
nevelkého vyskytu. S vyjimkou kontrolni teploty se zde tyto kontaminace vyskytuji v nadpolovi¢ni
vétSingé. Muze jit naptiklad o kousky membréany, nedostatecné solubilizované proteinové komplexy
¢i naopak podjednotky rozpadlych proteinovych komplext. I pfes znacnou kontaminaci se vSak

podatilo ziskat obstojné projekce PSI-NDH superkomplexu (viz. obrazek ¢.24).
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Je dilezité si uvédomit, Zze 38 °C dochazi ke zpomalovani LET skrze PSII; to je déno
postupnym zpomalovanim ¢innosti OEC a jeho postupnou degradaci, ktera za¢ina pravé na této
teploté. To vSak klade zvySené naroky na CET, coz muze u rostlin péstovanych pfi teplotach 38 °C a
40 °C vysvetlovat vyskyt PSI-NDH komplexu se tiemi PSI a tetramerta PSI, které jsme u nizSich
teplot nepozorovali. Nase vysledky jsou tedy v souladu s teorii, Ze pfi plisobeni teplotniho stresu
napomahd PSI-NDH superkomplex odolavat nepfiznivym podminkam (Essemine ef al., 2016; Li et
al., 2016).

Druhou ¢asti prace bylo studium mnoZzstvi PSI-NDH superkomplexu u jednotlivych
teplotnich variant. To mélo byt studovdno pomoci imunoanalytické metody Western blotting na
jednotlivych teplotnich vzorcich speparovanych pomoci SDS elektroforézy; jak ovsem vidime na
obrazku ¢.3, u variant 25, 30, 35 a 38 °C pozorujeme kromé linie odpovidajici hmotnosti 40 kDa
(odpovidajici H podjednotce PSI-NDH superkomplexu) v dusledku nespecifického navazani
protilatky zvyraznéni mnoha dalSich proteinli. To znemoZiluje piesné urceni mnozstvi PSI-NDH
superkomplexu. Tato skute¢nost je v rozporu s technickou dokumentaci uzité protilatky a byly
potvrzena zopakovanim experimentu. Urceni mnozstvi PSI-HDH superkomplexu touto cestou se
tedy v nafem piipadé ukézalo jako nepritkazné. Resenim problému by mohlo byt zopakovani
pokusu s novou protilatkou.

Rozhodli jsme se tedy vyuzit nepiimou metodu narustu minimalni fluorescence, standardné
vyuzivanou pro stanoveni aktivity CET zprostfedkovanou pomoci PSI-NDH superkomplexu
(Shikanai et al., 1998; Peng et al., 2012), z ¢ehoz tedy miizeme usuzovat i na jeho mnozstvi.
Bohuzel jsme z technickych divodu stihli ziskat vysledky jen pro teplotni varianty 25 °C a 30 °C.
Fluorescen¢ni kiivky prezentované na obrazcich ¢.27 a ¢.28 neukazuji pii teplotni stimulaci 25, 30,
35, 38 a 40 °C zadny fluorescencni nariist. To miZe byt dano tim, ze rostliny péstované pii nizsi
teploté se spoléhaji spise na LET a tudiz je u nich CET skrze PSI-NDH komplex malo aktivni ¢i
dokonce neaktivni. (CET vsak stdle miize probihat ptes PGRL1/PGRS komplexy.) Pti teploté 44 °C
vSak byl u obou typt vzorkli zaznamenan po vypnuti aktinického svétla nartst fluorescence, ktery
byl u teplotni varianty 30 °C mnohem vyraznéjsi, nez tomu bylo u varianty 25 °C. To poukazuje na
skutecnost, ze v teplotni variant¢ 30 °C je vé&tSi aktivita a tudiz 1 mnozstvi PSI-NDH
superkomplexu, nez tomu bylo u kontrolniho vzorku. Zda bychom u ostatnich teplotnich variant
dosahli jesté vyssi aktivity PSI-NDH superkomplexu ¢i zda by se narist fluorescence projevil i u

niz8ich teplotnich stimulaci ukéze az dal$i vyzkum v této oblasti.
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7. Zavér

Tato prace ukdzala, ze pfi vSech zkoumanych variantich je¢mene péstovanych na rtzné
teploté (25, 30, 35, 38 a 40 °C) se vyskytuje PSI-NDH superkomplex. U teplotni varianty 38 °C
byly odhaleny PSI-NDH superkomplexy se tfemi PSI; pro potvrzeni této skuteCnosti bude tfeba
detailnéjsi EM s vy$§im rozliSenim. U teplotni varianty 40 °C se necekané vyskytnul tetramer PSI,
jehoz funkce a vyskyt doposud nebyly uspokojivé vysvétleny. Obé tyto skutecnosti mohou
naznacovat potiebu posileni CET pomoci NDH komplexu pfi teplotnim stresu.

Pti ur¢ovani mnozstvi PSI-NDH komplext u vSech zkoumanych teplotnich variant jsme byli
pomérné neuspéSni. Podafilo se ndm vSak pomoci fluorescencni analyzy zjistit, Ze vyrazné&jsi
aktivitu a tedy 1 vétS§i mnozstvi PSI-NDH superkomplexu se oproti kontrole vyskytuje uz u rostlin
pestovanych pii 30 °C. Dalsi teplotni varianty bohuZzel nebyly z tohoto pohledu z ¢asovych divoda
studovany.

Tato prace otevira Siroké spektrum moznosti dal§im pokracovatelim. Bylo by jisté¢ Zadouci
ziskat projekci PSI-NDH superkomplexu se tfemi PSI pozorovaného pii 38 °C v lepSim rozliSeni,
nez bylo prezentovéano v této praci. Dale tato prace poukazuje na zvySeny vyskyt tetrameru PSI u
rostlin péstovanych pii 40 °C. Také by bylo vhodné znovu provést Western blot s novou protilatkou
a tentokrat 1 u varianty 40 °C. Zejména by vSak bylo velmi vhodné navéazat tam, kde tato prace
kon¢i, a pokusit se ur¢it mnozstvi PSI-NDH superkomplexu pomoci fluorescen¢ni analyzy u rostlin

s riznou péstebni teplotou pro vybrané stimula¢ni teploty.
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