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Tato prdce se zabyva problematikou pouZziti modré nativni
polyakrylamidové elektroforézy = (BN-PAGE) k separaci
pigment-proteinovych komplexii izolovanych z thylakoidnich
membrén v nativnim stavu. Teoreticka ¢ast pojedndva o separaci
membrinovych multiproteinovych ~ komplexi =~ pomoci
elektroforézy. Duraz je kladen zejména na 2D BN/SDS-PAGE,
kterd je vyuZivina ke studiu sloZeni multiproteinovych
komplexi a ke studiu vzdjemnych protein-proteinovych
interakci. V teoretické Casti je rovnéZ pojedndno o pigment-
proteinovych multikomplexech v thylakoidnich membrinéch,
jejich lokalizaci, funkci a pozici v elektroforetogramech.
Je zminéna je i metoda CN-PAGE (,,bezbarvd® nativni PAGE),
kterd se zacind vyuZivat k separaci nativnich proteinovych
komplextl v soucasné dobe.

V experimentdlni ¢asti se zabyvdm separaci pigment-
proteinovych komplexti izolovanych z thylakoidnich membrin
hrachu setého (Pisum sativum) metodou 2D BN/SDS-PAGE
avzdjemné porovndvim metody BN-PAGE a CN-PAGE.
Vysledkem experimentl bylo uspésné rozdéleni
vysokomolekuldrnich ~ pigment-proteinovych multikomplext
s vysokym stupném intaktnosti. Pfi pouziti BN-PAGE byl
pozorovan vysoky pocet pdsii se superkomplexy se stejnym
podjednotkovym sloZenim, coZ patrn€ vypovidd o postupném
rozpadu superkomplexii béhem elektroforézy. Naproti tomu
u metody CN-PAGE byl patrny vyrazn€ mensi pocet pasu se
superkomplexy. Vysledky priace naznacuji, Ze metoda CN-
PAGE je diky své vétsi Setrnosti k pigment-proteinovym
komplextim z thylakoidnich membran vhodnéj$i neZ metoda
BN-PAGE.

Modré nativni elektroforéza, BN-PAGE, CN-PAGE, pigment-
proteinové komplexy, thylakoidni membrany, fotosystém I,
fotosystém II, Pisum sativum
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This bachelor work deals with problems of usage of blue
native polyacrylamide gel electrophoresis (BN-PAGE) to
separate pigment containing protein complexes isolated
from thylakoid membranes in native state. The theoretic
part of this work deals with separation of multiprotein
complexes by electrophoresis and it places emphasis on
problems of 2D BN/SDS-PAGE, which is used to study of
composition of multiprotein complexes and to study of
protein-protein interactions. The theoretic part of this
work deals with pigment containing protein complexes in
thylakoid membranes too, with their localization and
function and with their position in electrophoretograms
and so called CN-PAGE (clear native polyacrylamide gel
electrophoresis), which is nowadays used for separation of
native protein complexes, is mentioned too.

I deal with separation of pigment containing protein
complexes isolated from thylakoid membranes of Pisum
sativum by method 2D BN/SDS-PAGE in experimental
part of my work and I try to compare BN-PAGE and CN-
PAGE. The result of my experiments is succesfull
separation of pigment containing protein complexes of
high molecular mass in native state. We can see a large
number of bands with multiprotein supercomplexes of the
same composition in results of BN-PAGE. It can mean
progressive decomposition of protein supercomplexes
during electrophoresis. In contrast to BN-PAGE, results of
CN-PAGE show reduced number of this bands which
probably means, that CN-PAGE is more gentle
electrophoretic method for separation of multiprotein
complexes isolated from thylakoid membranes.
Blue-native electrophoresis, BN-PAGE, CN-PAGE,
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Cile prace

o Zpracovat reSer$i na téma pouziti modré nativni polyakrylamidové gelové elektroforézy
(BN-PAGE) k separaci pigment-proteinovych komplexti izolovanych z thylakoidnich

membran chloroplastii

o Izolovat intaktni thylakoidni membrédny z rostlin hrachu setého (Pisum sativum) a provést
elektroforetickou separaci proteinovych superkomplexti obsaZzenych v téchto membranach
pomoci BN-PAGE. Pokusit se o separaci superkomplexti i pomoci CN-PAGE (bezbarva
nativni polyakrylamidovd elektroforéza) a diskutovat vyhody ¢&i nevyhody obou

elektroforetickych metodik



TEORETICKA CAST



1. Modra nativni elektroforéza

1.1. Uvod

Modrd nativni polyakrylamidovd elektroforéza (BN-PAGE) je zvlaStnim druhem
nativni elektroforézy, kterd je urCena pro separaci membranovych multiproteinovych komplext
pfi vysokém rozliSeni v enzymaticky aktivni formé. Byla vyvinuta za¢itkem 90. let minulého
stoleti pro separaci mitochondridlnich OXPHOS" komplexii. Rozmezi molekulovych hmotnosti
proteind, které mohou byt touto elektroforetickou technikou déleny, je od 10 kDa do 10000 kDa
(Schigger & Von Jagow, 1991). V posledni dobé je tato metoda intenzivné vyuZivdna pro
studium jak mitochondridlnich, tak i chloroplastovych membranovych komplexi a stava se stédle
vice popularni ve studiu a identifikaci protein-proteinovych interakci (Krause, 2006). Ackoli se

zakladni princip metody BN-PAGE nezménil, pivodni protokol postupné prosel fadou zmén.
1.2. Zakladni principy BN-PAGE

Pti BN-PAGE se pro solubilizaci membranovych proteind pouzivaji jemné detergenty
a nepostradatelnou sloZkou je aniontové barvivo Coomassie blue. Jak se ukazalo, toto barvivo
se vaze na povrch naprosté vétSiny membrdnovych proteini (Schéigger, 2003a). Navazanim
tohoto barviva dojde u proteinovych komplexii k n€kolika dulezitym zménam, které jsou
nezbytné pro jejich tspesné elektroforetické rozdéleni. V prvni fad€ zplsobi navdzani barviva
Coomassie blue posun isoelektrického bodu proteinu do kyselé oblasti. Tudiz pti pH 7,0 — 7,5,
které se u BN-PAGE bézné pouZzivd, se mohou k anod€¢ pohybovat vSechny proteiny, véetné
bazickych. U BN-PAGE se vyuZzivd gradientového gelu, u kterého se s rostouci vzdalenosti od
startu postupn€ snizuje velikost pdri. VEtsi proteinové komplexy a proteiny pii elektroforéze
migruji pomaleji. Druhym vyznamnym jevem, ktery zplsobuje navdzani barviva Coomassie
blue na proteiny je to, Ze se tyto proteiny navzdjem odpuzuji a tim je zabrdnéno jejich
shlukovéani. To je pfedevS§im diky negativnimu néboji, které proteiny ziskaly vazbou tohoto
barviva. Dal$im jevem spojenym s vazbou barviva Coomassie blue na proteiny je zvySeni jejich
rozpustnosti ve vod¢ a diky tomuto zvySeni rozpustnosti proteinii neni potfeba pfidavat do gelu
detergent, ¢imZ se vyznamné sniZuje riziko rozvolnéni labilnich proteinovych komplexd.
Poslednim vyznamnym jevem spojenym s interakci proteinti s barvivem Coomassie blue je to,
Ze migrujici proteiny obarvené timto barvivem jsou v gelu dobfe viditelné jako modré pasy. To
mimo jiné umoZziuje pohodlné vyfezani jednotlivych péast z gelu a ndsledné uvolnéni proteint

z gelu pomoci elektroeluce (Schigger, 2003a).

" Proteinové komplexy zodpovédné za oxidativni fosforylaci, OXidative PHOSphorilation
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1.3. Piiprava vzorku pro BN-PAGE

Modra nativni elektroforéza umoziluje separaci membranovych proteinovych
multikomplex® v nativnim stavu. Setrnd piiprava vzorku je tedy jednim z kritickych kroki. Pro
uspésnou separaci komplexd v nativnim stavu je nutné pfipravovat vzorek pii nizké teploté (na
ledové lazni), aby se zabrédnilo piipadnému znehodnoceni vzorku aktivaci hydrolytickych
enzymu. Stabilita nativniho proteinového komplexu také zavisi na povaze samotného vzorku,
stejn¢ jako na druhu a koncentraci detergentu. Existuje mnoho proménnych faktordi, které
mohou ovlivnit dspéSnost experimentu a tyto faktory je nutné experimentdlné stanovit pro

kazdy vzorek zvlast’ (Reisinger & Eichacker, 2006).
1.4. Solubilizace nativnich membranovych proteini pro BN-PAGE

Ma-li se dosdhnout dspésné solubilizace membranovych proteinti a komplexd, je nutné
pouzit vhodnou metodu. Pro experimenty, které separuji proteiny na zaklad¢ jejich molekularni
hmotnosti nebo naboje, jako napiiklad SDS-PAGE (elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
v ptitomnosti dodecylsiranu sodného) nebo IEF-PAGE (elektroforéza v polyakrylamidovém
gelu s vyuZzitim isoelektrické fokusace), zstavd hlavnim tdcelem solubilizace rozptyleni celého
vzorku na jednotlivé proteinové druhy. Naproti tomu piiprava vzorku pro BN-PAGE je vice
komplexni. Jejim hlavnim tcelem je tplnad extrakce vSech proteinti a proteinovych komplext
spojena s jejich zachovanim v nativnim stavu a v aktivni form¢. Splnéni obou poZadavkul je
n€kdy velmi problematické. Ale nastésti existuje mnoho extrakénich postupil, které dovoluji
uspésnou solubilizaci labilnich komplext v nativnim stavu. Tyto postupy zpravidla vyuZivaji
Setrné neiontové detergenty, ale existuji i jiné postupy, které pro extrakci proteinovych
komplexti pouzivaji jiné druhy detergentli (Reisinger & Eichacker, 2008). O detergentech je

pojedndno v nasledujicich kapitolach.
1.4.1. Tridy detergenti

Detergenty jsou skupinou latek, které jsou strukturné¢ podobné lipidim a jejichZ
molekuly se sklddaji ze dvou hlavnich ¢4sti. Prvni z nich je hydrofilni ¢ast oznacovand jako
hlavic¢ka a druhou ¢asti je postranni hydrofobni uhlovodikovy fetézec. Obé& tyto ¢asti molekuly
maji vliv na solubilizani vlastnosti detergentu a existuje vztah mezi velikosti hlavicky
a postranniho fetézce a takzvanou jemnosti detergentu. Cim del3f je postranni fetézec a ¢im
vétsi je hlavicka detergentu, tim jsou ucinky detergentu mirngjsi. Jemnosti detergentu je v tomto
piipadé mysSlena jejich schopnost solubilizovat proteiny a pfitom zachovat jejich komplexni

strukturu. Detergenty mohou byt podle svych chemickych vlastnosti a podle vlivu na
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membranové proteiny rozdéleny na iontové, soli Zlu€ovych kyselin, neiontové a zwitteriontové

(obojetné) (Reisinger & Eichacker, 2008, Seddon et al., 2004).
1.4.1.1. Iontové detergenty

Iontové detergenty se sklddaji z hlavicky s ndbojem, ktery miiZe byt bud’ kladny nebo
zaporny a z hydrofobniho uhlovodikového fetézce. V piitomnosti iontovych detergentd (jako
napiiklad dodecylsiran sodny, SDS) ztraci vétSina proteinovych komplexti svou nativni
strukturu. Detergent pferusi protein-proteinové interakce a wvnitini proteinové interakce
a komplex se tim rozpadd na jednotlivé proteinové podjednotky. Lipid-proteinové interakce
nejsou ovlivnény. Tyto druhy detergentti (hlavné SDS) jsou tedy Casto pouzivany ke kompletni
solubilizaci jednotlivych membranovych proteind a které jsou separoviany pomoci SDS-PAGE.
Navzdory denaturujicim vlastnostem SDS, existuji proteinové komplexy, které mohou byt
izolovany v pfitomnosti malého mnoZstvi SDS za soucasného zachovani jejich funkce.
Piikladem takového komplexu je fotosystém I. Bylo zjiSténo, Ze reakéni centrum tohoto
komplexu obsahuje znacné mnoZstvi hydrofobnich oblasti, které tento komplex chrdni proti

destabilizujicim vlivim SDS (Reisinger & Eichacker, 2008, Seddon et al., 2004).
1.4.1.2. Soli Zlu¢ovych kyselin

Vlastnosti téchto detergentd se do urcité miry podobaji iontovym detergentim, obsahuji
vSak rigidni steroidni skupinu a maji mirné&j$i denaturacni uCinky. Disledkem piitomnosti
steroidni skupiny v hlavicce detergentu je to, Ze misto kulovych micel tvoii tyto detergenty
uskupeni, kterd se svym tvarem podobaji tvaru ledviny. I kdyZ je zndmo, Ze tyto soli mohou
solubilizovat napiiklad receptorové komplexy, nejsou béZn€ pouziviny jako detergenty
v nativni elektroforéze (Reisinger & Eichacker, 2008, Seddon et al., 2004). V posledni dobé

vSak nachdazeji uplatnéni v takzvané CN-PAGE (viz kap. 3.).
1.4.1.3. Neiontové detergenty

Biochemické analyzy integrilnich proteinti vyZaduji pouziti detergentil, které Gc¢inné
solubilizuji hydrofobni proteiny, ale nenarusuji jejich protein-proteinové interakce. Neiontové
detergenty naruSuji vétSinu lipid-lipidovych interakci a lipid-proteinovych interakci, coZ je
hlavnim pozadavkem pro izolaci nativnich membranovych komplexi. ProtoZe elektroforetické
analyzy enzymaticky aktivnich proteinovych komplexd jsou mozné pouze za nedenaturujicich
podminek, jsou k tomuto tcelu pouzitelné pouze jemné, nedenaturujici detergenty, které jsou
pfevdzné neiontové povahy - jako napiiklad digitonin, Triton X-100 nebo n-dodecyl-B-D-
maltosid. Tyto detergenty jsou tedy nejvhodné&jSimi a nejcastéji pouzivanymi pii solubilizaci

proteinovych komplexi pro BN-PAGE (Reisinger & Eichacker, 2008, Krause, 2006).
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1.4.1.4. Zwitteriontové detergenty

Zwitteriontové detergenty kombinuji vlastnosti iontovych a neiontovych detergenti
a nachézeji své nejvétsi uplatnéni v solubilizaci proteinti pro IEF-PAGE. Ptesto, Ze solubilizace
proteind témito detergenty vétSinou zavisi na rozvolniovani protein-proteinovych interakci, jsou
tyto detergenty obcas pouzivdny i u BN-PAGE (Reisinger & Eichacker, 2008, Seddon et al.,
2004).

1.4.2. Vliv lipidu na solubilizaci proteint

Skute¢nost, Ze pro izolaci nativnich membrinovych proteinovych komplexti jsou
nejvhodnéj$imi praveé neiontové detergenty miiZze byt vysvétlitelnd tim, Ze intaktnost komplext
zavisi na soucasné koextrakci urCitych lipidd spolu s proteiny, coZ neiontové detergenty
umoziuji. S ohledem na lipid-proteinové interakce mtizeme tedy lipidy rozdélit do tif téid. Prvni
tiidou jsou anuldrnf lipidy, které zahrnuji lipidy obklopujici proteinovy komplex z vnéjsi strany
a zprostfedkovédvaji tak kontakt mezi lipidovou dvojvrstvou membrdny a proteinovym
komplexem. Druhou tfidou jsou nonanuldrni povrchové lipidy, které se vdzou na specifickd
mista na povrchu proteinu a typicky se nachdzeji mezi proteiny a rliznymi subkomplexy.
Piikladem mohou byt kontaktni plochy mezi superkomplexy nebo mezi riznymi podjednotkami
multiproteinového komplexu. Posledni, tfeti tfidou, jsou integrdlni proteinové lipidy, které jsou
vnitini soudasti proteinti. Casto se nachazeji v neo¢ekdvané pozici a orientaci vzhledem k roviné
membrény, ale vZdy jsou v t€sném kontaktu s proteinem.

Pfi prici s proteiny, u nichZ chceme zachovat jejich nativni strukturu obecné plati
tvrzeni, Ze ,,Cist$i neni lepsi*. To znamen4, Ze izolace urcitych proteinovych komplexi s jejich
lipidovym okolim je Zadan€jsi nez vyizolovani Cistého proteinového komplexu. PtiliSna snaha
o izolaci proteinového komplexu v co moznd nejcistSsim stavu muze vést k rozpadu nativni

struktury komplexu (Reisinger & Eichacker, 2008).
1.4.3. Provadéni solubilizace proteinovych komplexu

Pro extrakci nativnich komplexi z lipidové faze se pouZivaji detergenty, které rozrusi
lipidovou dvojvrstvu a solubilizuji lipidy stejn€ jako membranové proteiny do detergentovych
micel. Detergentové micely jsou termodynamicky stabilni dtvary, které obsahuji hydrofobni
jadro obklopené vodnim prostfedim. Toto hydrofobni jadro poskytuje vhodné prostfedi pro
solubilizaci hydrofobnich molekul, jako jsou napf. membridnové proteiny. Nad kritickou
koncentraci monomert detergentu (CMC) se molekuly detergentii za¢nou shlukovat do micel
vzijemnou interakci svych hydrofobnich fetézcti. Cfim nizsi je CMC, tim jsou micely stabilngjsi

a tim mén¢ ochotné jsou molekuly proteinti a lipidi do micel integrovany, popiipadé z micel
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odstranovany. CMC je siln¢ zavisld na fad¢ faktort, jako napiiklad na teplote, pH, iontové sile
a homogenit¢ a Cistote detergentu.

Jakmile se detergenty v¢leni do lipidové fdze membrény, zacnou se tvofit lipid-
detergentové, lipid-protein-detergentové a protein-detergentové micely. Za dcelem popsani
solubilizace proteinti bylo provedeno mnozstvi vyzkumi, které se zaméfovaly na interakci
detergentti s Cistymi fosfolipidy. Tyto vyzkumy vedly k formulovani tii hlavnich fazi
solubilizace. V prvni fazi se molekuly detergentu zacleni do fosfolipidové dvojvrstvy, ve druhé
fazi detergentové molekuly v¢lenéné do lipidové dvojvrstvy spoluexistuji s lipidovymi
molekulami vélenénymi do detergentovych micel a ve tfeti fazi jsou lipidové molekuly
solubilizované v detergentovych miceldch. Solubilizace lipidi je také vyznamné ovlivnéna
slozenim membrany. Je také stdle nejasné, zda ndasledné pfidani lipidi do roztoku
solubilizovanych proteinovych komplexii muze efekt odstranéni lipidii zvratit (Reisinger
& Eichacker, 2008).

Druh detergentu a jeho vhodnou koncentraci je nutné urcit experimentdlné pro kazdy
vzorek zvlast za ucelem zachovani nativni struktury proteinového komplexu a aby bylo
zaruCeno, Ze kaZzda protein-detergentovd micela bude obsahovat pouze jeden proteinovy
komplex. Poté, co je vzorek sobsahem biologickych membrdn inkubovdn s roztokem
detergentu, musi byt odstranény nesolubilizované membrany, pfipadné i dal$i nezddouci shluky
molekul. To je provddéno centrifugaci, kterd probihd az 30 minut pfi 100000 g (Schigger,
2003a). Proteinové komplexy solubilizované v detergentovych micelach zistanou
v supernatantu, zatimco balastni materidl sedimentuje na dné centrifugaéni kyvety. Poté, co se
podaii ziskat solubilizované membranové komplexy, miZe byt zapocato s jejich

elektroforetickym délenim (Reisinger & Eichacker, 2006).
1.4.4. Vybér vhodného detergentu a volba spravného poméru detergent / protein

Pro BN-PAGE je nejcastéji voleno ze tif detergentt, a to bud’ dodecyl-B-D-maltosid,
Triton X-100 nebo digitonin. U BN-PAGE je ale nejcastéji pouzivan digitonin a dodecyl-B-D-
maltosid (Reisinger & Eichacker, 2006), protoZze Triton X-100 mtZe nckteré superkomplexy
castecné rozdélit na samostatné komplexy (Schigger, 2003a).

Pfi stanovovdni nejvhodnéjSiho poméru detergent / protein se postupuje tak, Ze je
vzorek s biologickymi membridnami o zndmé koncentraci proteini inkubovan s rGznym
mnoZzstvim detergentu. Nejvyhodné&js$i pomér byvd v intervalu 0,5 — 8,0 g/g (detergent/protein).
Pfi stanovovani optimédlniho hmotnostntho poméru detergent / protein by mél voleny interval
pomérl zahrnovat pomér pod rozpoustécim limitem i pomér zajistujici uplnou solubilizaci

vzorku (Reisinger & Eichacker, 2008, Reisinger & Eichacker, 2006, Schigger, 2003a).
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1.5. Elektroforéza

Terminem elektroforéza je oznaCovan proces, pii kterém dochdzi k pohybu nabitych
Castic v elektrickém poli. V piipadé BN-PAGE jsou témito nabitymi Casticemi proteinové
komplexy nebo proteiny s navdzanym barvivem Coomassie blue. Obecné se v homogennim
elektrickém poli nabité Castice pohybuji se stdlou rychlosti, pokud je urychlujici sila
elektrického pole vyvazena odporovymi silami prostfedi. Je zndmo, Ze rychlost Castice, a tudiz
ijeji migraéni vzdalenost, je pfimo imérnd jejimu ndboji a sile elektrického pole a nepifimo
umérnd velikosti ¢astice vCetné jejtho hydrataéniho obalu, jeji hmotnosti a viskozit€ média, ve
kterém elektroforéza probihd. Timto médiem je nejcastéji chemicky inertni polyakrylamidovy
gel. Optimélniho rozliSeni separovanych proteinii 1ze dosdhnout vhodnou volbou hustoty gelu
a volbou velikosti pord gelu, ktery se pouziva pii BN-PAGE. U BN-PAGE se ¢asto vyuziva
gradientového gelu, kde jakmile proteinovy komplex dosdhne limitniho rozméru péri, se jeho
pohyblivost v elektrickém poli vyznamné sniZi a je tim dosaZeno dobrého rozliSeni.

JiZ bylo zminéno, Ze modrd nativni elektroforéza je schopnd separovat multiproteinové
komplexy v hmotnostnim rozmezi od 10 kDa do 10000 kDa. Pro déleni proteinil v tak Sirokém
rozmezi musi byt pouzit pouze gradientovy gel, jehoz parametry jsou voleny podle povahy
studovanych komplexd. Pfi BN-PAGE se pouZzivd vertikdlni elektroforetické jednotky
s polyakrylamidovym délicim gelem. Délici gel je piekryt zaostfovacim gelem o nizké
koncentraci s velkymi péry (Reisinger & Eichacker, 2006, Schigger, 2003a). SloZeni gelu pro

riznd hmotnostni rozmezi separovanych proteinid udava tab. 1.

Tabulka 1 — Doporucené sloZeni gelu pro BN-PAGE (podle Schigger, 2003a). V tabulce jsou
uvedena doporucend koncentracni rozmezi gelu pro riiznd hmotnostni rozmezi separovanych

proteind.

Rozmezi molekulovych hmotnosti (kDa) Zaostfovaci gel (%T) Gradientovy délici gel (%T)

50-10000 2,5-3,0 3—13
50-3000 3,5 4—13
50-1000 4,0 5—13
10-500 4,0 6—18

%T ... celkova koncentrace akrylamidu a bisakrylamidu
1.5.1. MnoZstvi nanaSeného vzorku

Minimélni mnoZzstvi vzorku, ktery miZzeme pouzit pro BN-PAGE, se odviji od citlivosti
metody, kterou budeme nasledné proteiny detekovat. Toto mnozZstvi se pohybuje okolo 0,1-1 pg
proteint pii barveni barvivem Coomassie blue a pfi kontrastovani stiibrem lze nanéset na gel

mnoZstvi proteind v fadu nanogrami. Naproti tomu maximalni mnozstvi vzorku se pohybuje
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okolo 200 pg. Je dulezité zminit, Ze jak pro minimalni, tak i pro normalni a maximaln{ mnoZstvi
naniSeného vzorku je nutné zachovat stejny pomér detergent / protein a kone¢nd koncentrace
detergentu musi byt zfeteln€ nad kritickou miceldrni koncentraci (CMC) specifickou pro dany

detergent (Schigger, 2003a).
1.5.2. Podminky elektroforézy

Modra nativni elektroforéza zpravidla probihd ptfi 4 - 7 °C, protoze pfi pokojovych
teplotach bylo pozorovano neZddouci rozsifovani past (Schigger, 2003a). Elektroforéza se
provadi ve vertikdlni aparatufe s katodovym pufrem obsahujicim barvivo Coomassie blue.
Dokud vzorek nevstoupi ze zaostfovaciho gelu do déliciho, je udrZovdno na elektroforetické
aparatuie konstantni napéti 100 V (Schigger, 2003a). Napéti a proud, ktery se poté pouziva pro
délici gel, se rluzni. Nektefi autofi doporucuji provadét tuto cast elektroforézy pfi
500 V a 15 mA (viz Schigger, 2003a), jini autofi se zminuji o napcti 1000 V a proudu 12 mA
(viz Reisinger & Eichacker, 2006). Jakmile ¢elo barviva Coomassie dosdhne pfiblizné tfetiny az
poloviny celkové délky délictho gelu, provadi se vyména katodového pufru. Katodovy pufr
byvd vyménén za pufr s desetinovou koncentraci barviva Coomassie blue (Schigger, 2003a).
Nektefi autofi doporucuji pouZiti i bezbarvého pufru, tj. pufru bez barviva Coomassie blue (viz
Reisinger & Eichacker, 2006). Pfesna sloZeni pufri (a to jak katodového, tak i anodového) se
li$1 podle autord. Zpravidla vSak tmavy katodovy pufr obsahuje 0,02 % barviva Coomassie blue
a svétly katodovy pufr obsahuje 0,002 % barviva Coomassie blue. Vymeénou tmavého pufru za
svétly je zajiSténo odbarveni pozadi gelu a tedy snadngj$i vizudlni zhodnoceni vysledku
elektroforézy. Jsou ptfedevSim lépe viditelné slabé a malo zietelné pasy. Elektroforéza je
ukoncena, jakmile ¢elo migrujicich castic dosdahne konce délictho gelu. Délici gel mize byt
nasledné pouzit pro nékolik aplikaci: komplexy mohou byt vizualizovdny kontrastovanim
stiibrem nebo obarveny barvivem Coomassie blue, piipadné¢ mohou byt detekovany za pomoci
specifickych protilatek. Déle se gel miZe pouZit pro stanoveni aktivity enzymul v gelu.
Nejcastéji se gel pouziva pro rozdéleni proteinovych podjednotek multikomplext ve druhém,

denaturujicim rozméru elektroforézy.

~15-



2. 2D BN/SDS elektroforéza

2.1. Uvod

Vyznam dvourozmérné elektroforézy (2D), kterd je sloZena v prvnim rozméru z modré
nativni elektroforézy (BN) a v druhém rozméru z SDS elektroforézy v poslednich né&kolika
letech zna¢né stoupl. PouZiva se piedevsim k analyze membranovych proteinovych komplexu,
jako jsou naptiklad membranové komplexy thylakoidnich membran chloroplastii (Granvogl
et al., 2006). 2D BN/SDS elektroforéza je obecné¢ velmi vhodnou elektroforetickou technikou
pro systematickou proteomickou analyzu membranovych komplext. Tato technika umoziuje
identifikaci membranovych proteinti, které nemohly byt identifikovany difvéj$imi metodami.
UmozZiiuje urcit vzdjemné protein-proteinové interakce v intaktnich funkénich komplexech

(Braun et al., 2007).
2.2. SDS elektroforéza

SDS elektroforéza (ndzev odvozen od dodecylsiranu sodného) je Casto vyuZivdna jako
rozmér dvourozmérné elektroforézy. V dvourozmérném uspoiddani elektroforézy je Casto jako
prvni rozmér pouZivdna modréd nativni elektroforéza, kterd rozd€li multiproteinové komplexy
v zdvislosti na jejich molekulové hmotnosti a velikosti a jako druhy rozmér je ndsledné
pouZivdna denaturujici elektroforéza, kterd dokdZe rozdélit proteinové komplexy na jejich
jednotlivé proteiny. Existuje nékolik procedur SDS elektroforézy, které poskytuji vynikajici
rozliSovaci schopnosti. Napiiklad Laemmliho procedura (Laemmli, 1970) lépe separuje velké
proteiny, zatimco tzv. tricinovd procedura, ve které se narozdil od Laemmliho procedury
nahrazuje glycin tricinem, je ¢astéji pouzivdna pro separaci malych proteint a peptida. Tyto dvé
procedury pokryvaji celé rozmezi molekulovych hmotnosti proteini. Nastavenim vhodnych
podminek elektroforézy je mozné se vyhnout problémtim, které jsou s délenim membranovych
proteint spojeny, jako je napiiklad jejich shlukovani béhem inkubace s SDS (Schigger, 2003b,
Reisinger & Eichacker, 2007, Schigger & Von Jagow, 1987).

2.3. Vybér systému pro razna rozmezi molekulovych hmotnosti

Nekdy se miiZze stat, Ze i pfes snahu zvolit optimdlni proceduru, dochdzi béhem
elektroforézy k nedostatenému rozliSeni dvou komigrujicich proteind. Vhodnou tpravou
procedury (zménou koncentrace akrylamidu, rozs$tépenim disulfidovych vazeb, pfidanim
mocoviny nebo priddnim barviva Coomassie blue) je tedy mozné ovlivnit pohyblivost proteind

a tim jejich separaci pfi elektroforetickém déleni.
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2.3.1. Koncentrace akrylamidu

Jednim z divodd komigrace dvou proteinii sriznou molekulovou hmotnosti je
skute¢nost, Ze proteiny s vyssi hydrofobicitou obecné navazuji mensi pocet molekul SDS a jsou
tedy nositeli mensiho zdporného naboje. Jednim ze zplsobu, jakym lze ovlivnit pohyblivost
takovychto dvou komigrujicich proteint, je provadeéni elektroforéz na gelech s rznou
koncentraci akrylamidu a tedy srtznou velikosti otvorti v gelu. Proteiny, které komigruji
v gelech ur€ité koncentrace akrylamidu, nemusi komigrovat v gelech odliSné koncentrace

akrylamidu (Schigger, 2003b).

2.3.2. Stépeni disulfidovych vazeb

Mowe

dvéma molekulami riiznych proteinti. K faddnému oddé€leni takto vazanych proteind se provadi
jejich denaturace v roztoku SDS za pfitomnosti redukéniho ¢inidla. Takovymi Cinidly jsou

napiiklad merkaptoethanol a dithiothreitol (DTT) (Schédgger, 2003b).
2.3.3. Vliv mocoviny

Dalsi mozZnosti, jak odstranit komigraci dvou proteint, je pridani 6-8M mocoviny do
gelu. Mocovina vyznamné ovlivituje pohyblivost jak malych, tak velkych membranovych
proteind. Predpoklada se, Ze mocovina ovliviiuje schopnost proteini vazat SDS, pfipadné ma
také vliv na konformaci proteinti. Nekteré proteiny v piitomnosti mocoviny vykazuji vyrazné
snizenou pohyblivost a s tim spojenou zdanlivé vys$i molekulovou hmotnost. SniZeni
pohyblivosti proteint diky jejich interakci s mocovinou lze vyuZit pro zvySeni rozliSeni malych
proteind. Pfi pouZiti mocoviny jsou vSak gely nepouzitelné pro stanoveni molekulové hmotnosti

proteint (Schiagger, 2003b).
2.3.4. Vliv nahrazeni SDS barvivem Coomassie blue

Jiny zptsob ovlivnéni migrace proteinti predstavuje piidani barviva Coomassie blue do
vzorku proteinti pfed samotnou elektroforézou. Podstatou rozdilné migrace je skuteCnost, Ze
barvivo Coomassie blue castecné€ substituuje SDS. Proteiny poté migruji jako modré pasy
podobné jako v modré nativni elektroforéze. Coomassie ovlivituje pohyblivost sice mélo, piesto
nevyhody, a to pfedevsim rozsitovani pasti nebo shlukovani membranovych proteinii (Schégger,

2003b).
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2.4. Srovnani tricinové a Laemmliho procedury

Tricinova procedura poskytuje dobré rozliSovaci schopnosti pro proteiny v hmotnostnim
rozmezi od 1 do 100 kDa. Je dobfe pouZitelnd jak pro malé, tak i pro velké proteiny pro
preparativni dcely, pro elektroeluci a elektroblotting. Je také dobie pouZitelnd pro izolaci
proteintd pro sekvencovani od N-konce (Schigger, 2003b, Schiagger & Von Jagow, 1987).

Porovnanim Laemmliho a tricinové procedury bylo zjiSténo, Ze k tomu, abychom
doséhli stejného rozliSeni jako u uniformniho 10 % tricinového gelu, je tfeba pouZit 10-20 %
gradientovy Laemmliho gel. PouZitim uniformniho Laemmliho gelu totiZ dochdzi u malych
proteind k rozSifovani past. Naproti tomu Laemmliho procedura je nejcastéji pouzivana pro
déleni velkych proteinil. Jestlize pfi pouZiti Laemmliho procedury dochézi k rozsifovani past
s malymi proteiny, je nutné piejit na tricinovou proceduru (Schigger, 2003b). SloZeni gelu pro

riznd hmotnostni rozmezi ukazuje tab. 2.

Tabulka 2 — Doporucené sloZeni gelu a doporucena procedura pro SDS-PAGE (podle

Schégger, 2003b). Tabulka uvadi optimélni koncentraci akrylamidu a nejvhodné&jsi proceduru

pro separaci vzorki s proteiny v riznych hmotnostnich rozmezich.

Hmotnostni rozmezi Hmotnostni limit (kDa) Optimdlni sloZeni gelu, procedura

Siroké 6,0-250 8-16 % gradient, Laemmli
2,5-200 4-20 % gradient, Laemmli
2,5-100 10 % uniformni, tricin
1,0-70 16 % uniformni, tricin

Uzké 50-100 8 % uniformni, Laemmli
40-80 10 % uniformni, Laemmli
30-60 12 % uniformni, Laemmli
5-50 10 % uniformni, tricin
2-30 16 % uniformni, tricin
1-20 16 % uniformni, tricin

2.5. Priprava vzorku pro druhy rozmér elektroforézy

Po probéhnuti prvniho rozméru elektroforézy je nativni gel vyjmut z elektroforetické
komory a promyt vodou. Poté je z gelu vyfiznut pds proteintl, ktery odpovidd vzorku z jedné
jamky a je inkubovén v roztoku, ktery obsahuje SDS a ptfipadné€ i jiz zminénd redukéni Cinidla
(merkaptoethanol, DTT). Po urcité dobé inkubace je gel pfenesen piimo na SDS gel a je

spusténa elektroforéza (Reisinger & Eichacker, 2006).
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2.6. Podminky elektroforézy

Podminky pro SDS elektroforézu jsou zdvislé na typu elektroforetické aparatury,
koncentraci akrylamidu, teplot¢ a na délce a tloustce gelu. Elektroforéza se béZné provadi za
pokojové teploty a bez intenzivniho chlazeni. Napéti je nastaveno na 200 V a proud limitovan
50 mA. Jestlize béhem elektroforézy poklesne proud pod 50 mA, je vhodné nastavit napéti na
300 V (Schigger, 2003a). Poté, co proteiny vstoupi do dé€liciho gelu, miiZe byt napéti postupné
zvySovéno za uelem zkriceni celkového casu elektroforézy. Maximalni napéti je vSak

limitovano produkci tepla (Schigger, 2003b).
2.7. Barveni proteini po druhém rozméru

Proteiny jsou po druhém rozméru elektroforézy nejcastéji barveny barvivem Coomassie
blue. Nékteré malé proteiny v hmotnostnim rozmezi od 1 do 2 kDa vSak potiebuji specidlni
pfedpiipravu (viz Schigger, 2003b). Proteiny vSak mohou byt i kontrastovany stfibrem nebo

obarveny fluorescen¢nimi barvivy (Schigger, 2003a, Reisinger & Eichacker, 2007).
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3. CN-PAGE

CN-PAGE, (,colorless* resp. ,clear native polyacrylamide gel electrophoresis®), je
elektroforeticka technika, kterd byla vyvinuta pro separaci membranovych proteind kritce po
uvedeni BN-PAGE. Jeji provedeni je témét identické s BN-PAGE, avSak ani do vzorku, ani
do katodového pufru se neptiddva barvivo Coomassie blue. Pomoci této techniky lze relativné
UspésSné separovat kyselé proteiny se zdpornym ndbojem (Wittig & Schigger, 2005, Schigger,
1994). V posledni dobé& vSak tato technika proSla fadou zmén, které ji umoZnuji i separaci
bazickych proteinti. Jednou znich je pouZziti aniontového detergentu deoxycholatu (Wittig
& Schigger, 2008, Wittig & Schigger, 2009).
sloucenina, kterd by ovlivilovala ndboj proteinu (v piipadé BN-PAGE je touto slouceninou
barvivo Coomassie blue), zdvisela migra¢ni vzdéalenost proteinu pouze na ziporném naboji,
ktery protein ziskal na zdkladé svého isoelektrického bodu a pH, pfi kterém byla elektroforéza
provadéna. V piipadé CN-PAGE jsou pH podminky elektroforézy srovnatelné s podminkami
BN-PAGE a je tedy ziejmé, Ze zaporny ndboj nutny k pohybu proteinu k anodé ziskaly pouze ty
proteiny, které mély isoelektricky bod nizs$i nez 7,0-7,5. V souCasné dob¢ je vSak castéji
pouZzivan novéjsi zptusob provedeni CN-PAGE. Pti tomto zptisobu provedeni je do katodového
pufru pfidavan dodecylmaltosid a deoxycholat. Pfitomnost deoxycholdtu v pufru ptsobi na
proteiny podobné jako SDS, deoxycholdt mé vSak vyrazn€ mens$i denaturacni icinky. VSechny
proteiny diky deoxycholdtu ziskaji zdporny néboj a mohou migrovat smérem k anodé (Wittig
& Schigger, 2008, Wittig & Schigger, 2009). Nevyhodou CN-PAGE je problém spojeny
s vizualizaci proteintl, které nevazi pigmenty. CN-PAGE poskytuje oproti BN-PAGE i ur¢ité
vyhody. Absence barviva Coomassie blue u CN-PAGE umoziiuje lepsi identifikaci proteint
metodami, pii kterych pfitomnost tohoto barviva ma urcity ruSivy vliv. V nékterych piipadech
dovoluje i lepsi kvantifikaci katalytické aktivity separovanych proteini. Také se spekuluje
o tom, Ze pii BN-PAGE miZe dojit vlivem vazby barviva Coomassie blue na protein k disociaci
nékterych velmi labilnich multiproteinovych komplext, k ¢emuz u CN-PAGE dochdzet nemusi

(Wittig & Schigger, 2005).
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4. Shrnuti vyhod modré nativni elektroforézy

1) ProtoZze modrd nativni elektroforéza nepouZivd denaturujici latky a pouzivd jen
jemné, neiontové detergenty, je ve vétsing piipadd zachovan komplexni stav multiproteinového
komplexu se zachovdnim jeho nativniho stavu a enzymatické aktivity.

2) Diky pouZiti detergentti, jako je Triton X-100, n-dodecyl-f-D-maltosid nebo
digitonin, mize dojit k tspésné solubilizaci hydrofobnich membranovych proteind, které mohou
byt nésledné elektroforeticky rozdéleny. Jiné techniky, které nepouzivaji tyto druhy detergentt,
zpravidla nedokdZzi membranové proteiny tsp&Sné rozd¢lit.

3) Vazba barviva Coomassie blue posouva isoelektricky bod proteint do kyselé oblasti,
tudiz pfi pH modré nativni elektroforézy jsou proteiny zdporné€ nabity a mohou se v elektrickém
poli pohybovat smérem k anodé. Barvivo Coomassie vSak zejména pfispivd k celkovému
zapornému ndboji proteinti svym negativnim nabojem.

4) Proteiny obarvené barvivem Coomassie blue ziskaji modrou barvu a jsou tedy béhem
elektroforézy viditelné jako modré pasy. To znacné ulehcuje vizudlni zhodnoceni pribéhu

elektroforézy a ptipadné nasledné vyjmuti urcitych past s proteiny z gelu.
5. Pigment-proteinové komplexy thylakoidnich membran

Hlavnim experimentdlnim zaméfenim mé prace je moZnost pouZiti nativnich
elektroforéz pro separaci pigment-proteinovych komplexti z thylakoidnich membran
chloroplastli. Mezi tyto komplexy patii fotosystém I (PSI) a fotosystém II (PSII), které jsou oba

sloZeny z mnoha podjednotek s riznymi funkcemi a oba vazi riznd mnoZstvi chlorofylu.
5.1. Fotosystém II

PS 1II je slozen zmnoha menSich podjednotek. Mezi né patii pfedev$im anténni
pigmentovy komplex, ddle komplex reakéniho centra s dimerem chlorofylu a (P680) a komplex
perifernich proteinti vdzajicich atomy manganu. Reakcni centrum PS 11 je tvofeno heterodimerni
jednotkou, kterd je sloZena ze dvou podobnych 40 kDa proteint, které se nazyvaji D1 a D2.
KaZdy z nich obsahuje pét transmembranovych helix. Podjednotka D1 obsahuje tyrosinové
residuum, které piebird elektrony z komplexu Stépictho vodu a vdZze molekulu feofytinu
achinonu. D2 podjednotka obsahuje rovnéz tyrosinové residuum a vdZe molekulu
plastochinonu a chinonu. D1 a D2 proteiny jsou spojeny chlorofylovym dimerem P680.
Obecnou funkei téchto podjednotek D1 a D2 je koordinace atoml manganu v riznych
oxidacnich stupnich, které jsou obsazeny v komplexu zodpovédném za fotooxidaci vody.
Nejsou v ném vSak obsaZzeny zddné molekuly chlorofylll ani jinych pigmentt. Oxidaci vody

jsou vtomto komplexu ziskdvdny elektrony, které jsou ddle pfeddvany do -elektron-
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transportniho fetézce (Nelson & Ben-Shem, 2004, Lawlor, 2001). Celkové proteinové sloZeni

jaderného komplexu PSII je uvedeno v tab. 3.

Tabulka 3 - Podjednotky jaderného komplexu PSII (podle Malkin & Niyogi, 2000).
V tabulce je souhrn vSech podjednotek centra PSII s uvedenim ndzvu proteinu, oznaenim jeho

kédujiciho genu, hmotnosti a funkce.

Nézev proteinu  Nézev koédujictho genu  Hmotnost proteinu (kDa) Funkce

Hydrofobni proteiny

D1 psbA 32 Protein reak¢niho centra
D2 psbD 34 Protein reak¢niho centra
CP47 psbB 51 Svétlosbérna funkce
CP43 psbC 43 Svétlosbérna funkce
PsbH-PsbN psbH-psbN 3,8-10 Neznama

22 kDa psbS 22 Fotoprotekce

- Cyt bssg

o podjednotka  psbE 9 Nezndm4

B podjednotka  psbF 4 Neznama

Hydrofilni proteiny

33 kDa psbO 33 Produkce kysliku

23 kDa psbP 23 Produkce kysliku

17 kDa psbQ 17 Produkce kysliku

10 kDa psbR 10 Neznama

Reakéni centrum je obklopeno vnitinimi svétlosbérnymi proteiny oznacovanymi jako
CP43 a CP47, znichz kazdy obsahuje Sest transmembranovych hydrofobnich helixd. Prvni
znich vdZe 14 molekul chlorofylu a a na druhy je navdzdno 16 molekul chlorofylu a (viz
Nelson & Ben-Shem, 2004), jini autofi zase tvrdi, Ze podjednotka CP47 obsahuje 20-22
molekul chlorofylu a a 2-4 molekuly B-karotenu a podjednotka CP43 obsahuje 20 molekul
chlorofylu a a 5 molekul B-karotenu (viz Lawlor, 2001). Predpoklada se, Ze funkci téchto dvou
podjednotek je pfenos excitacni energie do reakéniho centra (Lawlor, 2001).

Nejpodstatnéjsi ¢ast molekul chlorofyld PS II je vazdna ve vné&jSim, perifernim
svétlosbérném anténnim komplexu nazyvaném jako LHCII. LHCII je trimer tvofeny tfemi
svétlosbérnymi podjednotkami nazyvanymi Lhcbl, Lhcb2 a Lheb3 a je zajimavym faktem, Ze
tento trimer midZe obsahovat riznd mnozstvi riznych podjednotek. Tzn. Ze nemusi vzdy
obsahovat jednu kopii kazdé podjednotky. Tyto jednotlivé podjednotky se navzdjem lisi svou
strukturou a kazda z nich obsahuje 12-14 molekul chlorofyli a a b a pfiblizné 4 molekuly

karotenoidi, mezi které patfi B-karoten, lutein, violaxanthin a neoxanthin. Mezi trimery LHCII
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a reakénim centrem PSII jsou pfitomny minoritni svétlosbérné proteiny Lhcb6, Lheb5 a Lheb4,
které jsou alternativné oznaceny jako CP24, CP26 a CP29. Svou strukturou jsou velmi podobné
monomertm trimeru LHCII a jejich funkci je prenos excitacni energie z LHCII na podjednotky
CP43 a CP47. Celkové mnoZstvi molekul chlorofyll a a b, které ptipadd na jedno reakcni
centrum, je pfiblizn€ 250. Ve funkénich thylakoidnich membranéch tvoii PSII dimery (Nelson
& Ben-Shem, 2004, Lawlor, 2001). Schéma komplexniho uspotfddani PS II je zobrazeno na
obr.1. PS II je v chloroplastech lokalizovdn v grandlni Casti thylakoidd a z thylakoidni

membrany vy¢niva do lumendlni oblasti (Malkin & Niyogi, 2000, Nelson & Ben-Shem, 2004).

nm
CE T e

0 5 10

Obrazek 1 - Usporadani fotosystému II (Malkin & Niyogi, 2000), upraveno. Uprostied
schématu je dimer reak¢éniho centra, které je tvofeno podjednotkami D1, D2, CP43 a CP47.
Tento dimer je bezprostfedné obklopen minoritnimi svétlosbérnymi proteiny, na které zvnéjsku

nasedaji trimery LHCIL
5.2. Fotosystém I

Fotosystém I (PSI) je podobné jako PS II sloZen z reakéniho centra a svétlosbérného

komplexu. Reak¢ni centrum tohoto fotosystému obsahuje velké mnozstvi podjednotek. Nekteti
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autofi (viz. Nelson & Ben-Shem, 2004) uvadéji, Ze jich obsahuje 12-14 s oznaCenim PsaA —
PsaL, PsaN a PsaO. Jini autofi (viz. Lawlor, 2001) zase uvadéji, Ze pocet téchto podjednotek je
13, z nichZ sedm jich je vnéjSich a hydrofilnich a Sest jich je vnitinich a hydrofobnich. VSechny
tyto podjednotky se podili na riiznych funkcich. Podjednotky podilejici se na tvorbé PSI jsou
shrnuty v tab. 4.

Tabulka 4 — Podjednotky reakéniho centra PSI (podle Malkin & Niyogi, 2000). V tabulce
jsou shrnuty vSechny podjednotky centra PSI suvedenim ndzvu proteinu, oznacenim jeho

kédujiciho genu, hmotnosti a funkce.

Nézev proteinu  Nézev kdédujictho genu  Hmotnost proteinu (kDa) Funkce

Hydrofobni proteiny

PsaA psaA 83 Protein reak¢niho centra
PsaB psaB 82 Protein reak¢niho centra
PsaG psaG 11 Neznama

Psal psal 4 Neznama

PsalJ, PsaM psal, psaM 5;3,5 Nezndm4

PsaK, PsalL psaK, psal 8,4; 18 Nezndma

Hydrofilni proteiny

- Stromdlni orientace

PsaC psaC 9 Fe-S apoprotein

PsaD psaD 18 Vazba ferredoxinu

PsaE psaE 10 Cyklicky el. transport
PsaH psaH 10 Vazba LHCI

- Lumendlni orientace

PsaF psaF 17 Vazba plastocyaninu
PsaN psaN 10 Nezndm4

Ustedim reakéniho centra PS 1 je heterodimer tvofeny proteiny PsaA a PsaB. Na tento
dimer je navdzany pigment P700, coZ je podobné jako u PSII dimer chlorofylu a. Reakcni
centrum obsahuje také molekulu chlorofylu a, ktera slouZi jako elektronovy akceptor, molekulu
fylochinonu a sirno-Zeleznaty klastr se stechiometrii ¢astic Fey,-S4. Tento uUstfedni dimer také
obsahuje 80-100 molekul chlorofylu a plnici svétlosbérnou funkci.

Podjednotka PsaC slouZi k vazani kone¢nych soucdsti elektron-transportniho fetézce,
kterymi jsou dalsi dva jiZ zminéné sirno-Zeleznaté klastry. Podjednotky PsaE, PsaD a také PsaC
se ucastni vazby ferredoxinu a podjednotka PsaF vaZe plastocyanin. Podjednotky PsaK, PsaG,
Psal] a PsaF zajistuji propojeni reakéniho centra se svétlosbérnym komplexem LHCI

a podjednotky Psal, PsaH a Psal. vdzou LHCII. VSechny podjednotky PsaC - PsaO déle obecné
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zajistuji zachovani komplexnosti systému a maji pravdépodobné i dalsi funkce, které nam
prozatim zlstavaji utajeny (Nelson & Ben-Shem, 2004, Lawlor, 2001).

Podobné jako PS II, je i PS I obklopen vnéj$im perifernim svétlosbérnym komplexem,
ktery se oznacuje jako LHCI a obsahuje molekuly chlorofylti a a b, dile molekuly luteinu, [3-
karotenu a violaxanthinu (Fromme et al., 2003). Tento anténni komplex je tvofen Ctyimi
riznymi pigment-proteiny oznacovanymi jako Lhcal - Lhca4. Bylo zjisténo, Ze se tyto Ctyfi
proteinové podjednotky spojuji do dvou dimert, ktery tvofi pilmésicovity pas okolo reakéniho
centra. Tento pds je ureakéniho centra pfidrzovan interakci s podjednotkou PsaF. Na PS I je
také navazan LHCIL. Je také dtlezité poznamenat, Ze narozdil od PSII je vétSina chlorofylovych
molekul v PSI je vdzdna pravé v reakénim centru (Nelson & Ben-Shem, 2004, Lawlor, 2001,
Fromme et al., 2003).

PS I se nachdzi v oblasti stromdlnich thylakoidd a z thylakoidni membrany pfilis
nevycnivd (Nelson & Ben-Shem, 2004, Malkin & Niyogi, 2000). Schéma uspofddani PSI

a LHCII znézornuje obr.2 a uspoiadani podjednotek reakéniho centra PSI ukazuje obr. 3.

) Trimer

nm
REUEEE AR

0 5 10

Obrazek 2 - Uspoiadani fotosystému I (Malkin & Niyogi, 2000), upraveno. V centru obrazku
se nachazi jadro PSI (jeho pfesné sloZeni viz. obr. 3), které je obklopeno LHCI. Zvné&jsku jsou

vazéany trimery LHCIL
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Obriazek 3 - Usporadani podjednotek reakéniho centra fotosystému I (Malkin & Niyogi,

Lumen

2000), upraveno. Obrdzek zndzorfiuje prostorové uspofddani jednotlivych proteinovych
podjednotek reakéniho centra PSI. Pismena v obrdzku odpovidaji oznaéeni podjednotek tak, jak

je uvedeno v kap. 5.2.

5.3. Pozice podjednotek fotosystémii I a II v elektroforetogramech po 2D BN/SDS-
PAGE

Pigment-proteinové komplexy z thylakoidnich membran chloroplasti mohou byt
separovany rUznymi separacnimi metodami. Pro separaci se s vyhodou pouzivaji nativni
elektroforézy vyuZzivajici riznych detergentii. Pfehled elektroforetickych metod vyuZzivanych ke
studiu pigment-proteinovych komplext v thylakoidnich membranach je uveden v praci Lipové
(Lipova, 2004). V posledni dobé se v odborné literatufe vyskytuje fada praci vyuZivajicich BN-
PAGE pro separaci pigment-proteinovych komplexd s nejvySsim stupném intaktnosti. Priklad
elektroforetického déleni pigment-proteinovych komplexd z thylakoidnich membran je¢mene
jarniho (Hordeum vulgare) solubilizovanych dodecylmaltosidem je uveden na obr. 4.

Pokud se zaméfime pouze na soucasti fotosystému I a II, dojde béhem prvniho rozméru
elektroforézy pigment-proteinovych komplexi ziskanych z thylakoidnich membran chloroplasti

k nasledujicimu rozdéleni proteinovych komplexti (viz horni ¢ast obr. 4). Nejblize ke startu
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elektroforézy se zachyti superkomplexy fotosystémi I a II, za nimi nasleduje kompletni PSI

spolu s dimerem jadra PSII. Néasleduje PSI, ktery je ochuzen o nékteré proteinové jednotky.

Déle nasleduje monomer jadra PSII a jadro PSII bez podjednotky CP43. Na poslednich, od

startu nejvzddlenéjSich mistech, jsou ptfitomny trimery LHCII, LHC I a nakonec monomery

LHCII (Ciambella et al., 2005).

Analyza gelu v druhém rozméru prozradila nasledujici podjednotkové sloZeni

separovanych komplext (viz spodni ¢ast obr. 4) (Ciambella et al., 2005):

@)

Superkomplexy, které jsou v prvnim rozméru madlo zfetelné, obsahuji zejména jadro
fotosystému Il (PsbA (D1), PsbD (D2), PsbC (CP43), PsbB (CP47)) s navdzanymi pigment-
proteiny Lhcbl a Lhch2.

Analyza pdsu s fotosystémem I a dimerem reakéniho centra fotosystému II prozradila
ptitomnost podjednotek reakéniho centra PSI PsaA, PsaB, PsaC, PsaD, PsaE, PsaF, PsaG,
Psa H, Psa J, PsaK, Psal. a podjednotky svétlosbérného komplexu LHCI Lhcal, Lhca2,
Lhca3 a Lhca4. Dale byly pifitomny podjednotky reakéniho centra PSII PsbA (D1), PsbD
(D2), PsbC (CP43), PsbB (CP47) i s podjednotkami PsbF a PsbL.

Pfi porovnéni pésu s ,,ochuzenym* fotosystémem I a pdsu s kompletnim fotosystémem I je
patrné, Ze u pasu s ochuzenym fotosystémem I chybi podjednotky PsaC, psaD, PsaE, PsaF,
PsaG, PsalJ, PsaF, PsaL a podjednotky Lhca2, Lhca3 a Lhca4.

P4s s monomerem reakéniho centra fotosystému II obsahoval podjednotky PsbA (D1), PsbD
(D2), PsbC (CP43), PsbB (CP47) a podjednotky PsbE a PsbZ.

Komplex fotosystému II bez podjednotky CP43 obsahoval pouze podjednotky PsbA (D1I),
PsbD (D2), a PsbB (CP47).

Trimer LHCII byl sloZen z podjednotek Lhcbl, Lhcb2 a Lhcb3.

P4s s LHCI obsahoval podjednotky Lhcal, Lhca2, Lhca3 a Lhca4.

Monomerni LHCII se sklddal z podjednotek Lhcbl, Lhcb2, Lhcb3, Lhcb4, Lhcb5 a Lhcb6
a byla pfitomna i podjednotka PsbS.

K podobnym zavérim jako Ciambella et al., 2005 dosli i jini autofi (viz Heinemeyer et al.,

2004, Rexroth et al., 2003, Chen et al., 2007).
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Obrazek 4 - Ilustrativni znazornéni vysledku 2D BN/SDS-PAGE s ozna¢enim jednotlivych
podjednotek komplexi (Ciambella et al., 2005), upraveno. Popis obrizku uveden

v pfedchozim textu.
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6. Pouzity material
6.1. Rostlinny material

Jako rostlinny materidl pro izolaci thylakoidnich membran byly pouZity rostliny hrachu
setého (Pisum sativum var. Medulare), které byly péstovdny hydroponicky na inertnim nosici
(perlitu). Rostliny byly zalévany Knopovym roztokem. P&stovdni probihalo ve fytokomote
JumolILP F200 (Snijders Scientific, Tilburg, Nizozemi). Rostliny byly péstovany v rezimu 16
hodin svétlo, 8 hodin tma. Intenzita svétla 100 umol fotonti m? s™' fotosynteticky aktivniho
zateni (400 - 700 nm). Péstovani probihalo pfi teplote 25 °C a relativni vlhkosti 60 — 65 % po
dobu 4 tydnt. Pro izolaci thylakoidnich membran byly vybirdny pouze neposkozené, dobie

vyvinuté listy hrachu.
6.2. Knopiiv roztok

Pro zalévani rostlin byl pouzivan Knoptiv roztok, ktery byl pripraven tak, ze do 950 ml
deionizované vody bylo piiddno po 10 ml od kaZdého z péti zdsobnich roztokid (viz tab. 5)

a nakonec byly pfiddny 3 kapky 50 % FeCls.

Tabulka 5 - Zasobni roztoky pro pripravu Knopova roztoku.

Chemickd sloucenina ~ MnoZstvi latky (g/l zdsobniho roztoku)

KCl 7,1

KH,PO, 14,3
KNO, 14,3
Ca(NOs),.4H,0 57,2
MgSO, 14,3
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7. Pouzité chemikalie

2-(N-Morpholino)ethansulfonova kyselina
2-Amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol
2-Bis(2-hydroxyethyl)amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina
Akrylamid

Aminokapronova kyselina

Askorbét sodny

Bisakrylamid

BSA

Deoxycholat sodny

Dihydrogenfosforecnan draselny
Dithiothreitol

Dodecylsiran sodny

Dodecyl-p-D-maltosid

Dusi¢nan draselny

Dusi¢nan vépenaty, tetrahydrat
Ethylendiamintetraoctova kyselina, sodna sil
Glycerol

Glycin

Hydroxid sodny

Chlorid draselny

Chlorid hotec¢naty, hexahydrat

Chlorid sodny

Chlorid véapenaty

Chlorid Zelezity

Kyselina chlorovodikova

Methanol

Mocovina
N,N,N'.N'-Tetramethylethylendiamin

Octova kyselina

Persiran amonny

Sacharosa

Serva G-250 (ekvivalent Coomassie brilliant blue)
Siran hotecnaty

Tricin
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Biorad
Fluka
Sigma
Biorad
Sigma
Sigma
Biorad
Sigma
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Fluka
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Lachema
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Sigma
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Sigma
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Lach:ner
Lachema
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Aldrich
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8. Pouzité metody

8.1. Izolace thylakoidnich membran

Thylakoidni membrény byly izolovdny podle protokolu uvedeného v pracich Dau et al.,
1995 a Hideg, 1994 s nékolika dpravami. Listy hrachu byly vloZzeny do homogenizaéni nadoby,
prestithany ntizkami a ptelity homogeniza¢nim pufrem (viz tab. 6), ktery byl vychlazen na 0 °C.
Homogenizace byla provedena pomoci homogenizatoru T25basic (IKA Labortechnik, Staufen,
Némecko) ve tfech pétivtefinovych intervalech pii otaékach 13500 min™'. Homogenizované listy
hrachu byly nasledné piefiltrovany ptes Ctyfi vrstvy silonové sitky (velikost oka 40 um). Filtrat
byl poté rozdé€len do ¢tyfech 50 ml centrifugacnich kyvet a centrifugovédn v centrifuze 3K30
(Sigma, Osterode am Harz, Némecko). Centrifuga s pifisluSnym rotorem byla vychlazenad na
4 °C a centrifugace probihala po dobu 6 minut pfi 5000 g. Supernatant byl odlit a pelet byl
resuspendovén v resuspendacnim pufru I (viz tab. 6) pfi teploté 0 °C. Resuspendovany pelet byl
rozdélen do dvou 50 ml kyvet a centrifugovan pifi 4 °C po dobu 10 minut pii 5000 g. Po
centrifugaci byl supernatant opét odlit a pelet byl resuspendovan v resuspendac¢nim pufru II (viz
tab. 6) vychlazeném na O °C. Tento resuspendovany pelet byl opét centrifugovan pii 4 °C po
dobu 3 minut pfi 200 g, aby byl odstranén piipadny Skrob. Supernatant po této centrifugaci byl
ptelit do Cistych kyvet a centrifugovan pii 4 °C po dobu 5 minut pti 5000 g. Supernatant byl po
centrifugaci odlit a pelet resuspendovian v minimdlnim mnozstvi resuspendac¢niho pufru II (cca
1 ml), ktery byl vychlazen na 0 °C. Takto pfipravend suspenze thylakoidnich membran byla
rozpipetovana do malych mikrozkumavek a uloZena v -80 °C v hlubokomrazicim boxu. Veskera
préace probihala pfi slabém zeleném svétle a vS§echen materidl byl v pribéhu izolace uchovavan

na ledové lazni.
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Tabulka 6 - SloZeni pufri pro izolaci thylakoidnich membran.

Chemikalie Koncentrace
Homogenizacni pufr  Sacharosa 400 mM
(pH 7.2) HEPES 35 mM
NaCl 400 mM
MgCl, 4 mM
Askorbét sodny* 5 mM
BSA* 2 mg/ml
Resuspendacni pufr I HEPES 25 mM
(pH 7.5) NaCl 150 mM
MgCl, 8 mM
Na-EDTA 1 mM
Resuspendacni pufr I Sacharosa 400 mM
(pH 7.2) HEPES 50 mM
NaCl 15 mM
MgCl, 5 mM

*Ptiddva se tésné pred pouZitim

8.2. Urc¢eni koncentrace chlorofylu

Celkova koncentrace chlorofylt a a b v suspenzi thylakoidnich membrdn byla
stanovena spektrofotometricky podle prace Lichtenthalera (1987). Vhodné mnozstvi suspenze
thylakoidnich membran bylo smichdno s 2 ml 80 % acetonu a centrifugovino pii laboratorni
teploté po dobu 5 minut pti 5000 g na centrifuze MPW-310 (Mechanika Precyzyjna, Warszawa,
Polsko). Absorbance supernatantu (pigmentového extraktu) byla méfena pomoci
spektrofotometru UV550 (Thermo Spectronic, Rochester, USA) pii vinovych délkach
646,8 nm, 663,2 nm a 750 nm. Pro urCeni koncentrace chlorofyli v extraktu byly pouzity
Lichtenthalerovy rovnice (Lichtenthaler, 1987):

Ca = 12’25(A663,2 —Azso) = 2’79(A646,8 —Azs)
Cp = 21’50(A646,8 — Azso) — 5’10(A663,2 —Azso)
¢, ... koncentrace chlorofylu a v pg/ml
¢y ... koncentrace chlorofylu b v pg/ml

Meéfeni absorbance pigmentového extraktu pfi vinové délce 750 nm bylo pouzito pro korekci

rozptylu vzorku.
8.3. Solubilizace thylakoidnich membran a p¥iprava vzorku pro BN-PAGE

Thylakoidni membrany izolované z rostlin hrachu setého (Pisum sativum) byly pro
elektroforetickou separaci solubilizovany dodecyl-B-D-maltosidem (DM) pfi hmotnostnim

poméru DM:chlorofyl 40:1. Do mikrozkumavky byl nejdiive napipetovan B-pufr (sloZeni
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0,025 M MES/NaOH, 0,010 M MgCl,, 0,010M CaCl, a 25% glycerol, pH 6,5) a 10 % dodecyl-
B-D-maltosid a do této smési byla ndsledné pfidina suspenze thylakoidnich membran.
Mnozstvi suspenze thylakoidnich membrdn bylo zvoleno tak, aby odpovidalo vhodnému
mnoZstvi chlorofylu potfebného pro elektroforetickou separaci pigment-proteinovych
komplex®i, mnoZstvi napipetovaného dodecylmaltosidu bylo takové, aby odpovidalo vyse
zminénému hmotnostnimu poméru DM:chlorofyl a mnoZstvi B-pufru bylo zvoleno tak, aby
doplnilo celkovy objem smési DM a suspenze thylakoidnich membran na objem potiebny
k nandSeni do jamek gelu. Celkovad smés B-pufru, dodecylmaltosidu a suspenze thylakoidnich
membran byla poté centrifugovana pfi 4 °C po dobu 10 minut pii 22000 g v centrifuze 3K30
(Sigma, Osterode am Harz, Némecko). Uéelem centrifugace bylo odstranéni nesolubilizovaného
materialu.

Supernatant byl po centrifugaci pouZit pro pfipravu konecného vzorku. Supernatant byl
z mikrozkumavky odebrén a pfenesen do Cisté mikrozkumavky, ve které byly jiZ napipetovany
3 ul tzv. nanéaseciho roztoku (sloZeni nanasectho roztoku bylo 0,75 M ACA, 5 % Coomassie
blue). Takto vytvofend smés solubilizovanych thylakoidnich membrdn a nandseciho roztoku
byla jemné promichédna a pouZita k naneseni do jamek gelu.

Pro pifipravu vzorku byla pouZita suspenze thylakoidnich membrdn o celkové
koncentraci chlorofylti 733 pg/ml a na jednu jamku bylo celkem naneseno 16,4 ul suspenze, coZ
odpovida 12 pg chlorofyli. Ddle bylo pouZito takové mnozstvi B-pufru, aby celkovy objem
vzorku byl 30 ul'".

8.4. BN-PAGE

Pro prvni rozmér elektroforetické separace pigment-proteinovych komplext byla
pouzita modrd nativni elektroforéza s gradientovym délicim polyakrylamidovym gelem (R),
ktery byl shora piekryt zaostfovacim gelem (S) a zespodu byl nadstaven uniformnim
nadstavovacim gelem (F). Tloustka gelu byla 1 mm. Pro piipravu gelu byly namichany roztoky
podle tab. 7. Nadstavovaci 8 % gel byl nalit do poloviny celkové délky dé€liciho gelu a jeho
funkci bylo pouhé vyplnéni prostoru, protoZe pii elektroforetické separaci vzorku na celé délce
gelu by doslo k vyraznému rozsiteni pasti. Nad timto nadstavovacim gelem byl ndsledné
vytvofen 4 — 8 % gradientovy gel. VySka 4 % zaostfovaciho gelu mezi dnem jamky a rozhranim

S/R byla 5 mm.

" Celkovym objemem vzorku je myglen soudet objemi suspenze thylakoidnich membran a B-pufru. Pro
konecnou piipravu vzorku bylo pouZzito takové mnoZstvi nandseciho roztoku, které odpovidalo 1/10
celkového objemu vzorku. Roztoku DM bylo pouZzito takové mnoZstvi, aby byl dodrZen solubilizaéni
pomer 40:1.
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Tabulka 7 - Rozpis na pripravu gelu pro prvni rozmér elektroforézy. 8 % F: roztok pro
ptipravu nadstavovaciho gelu; 4 % R, 8 % R: roztoky pro ptfipravu gradientového délictho gelu;

4 9% S: roztok pro piipravu zaosttovaciho gelu.

8%F 4%R 8%R 4%S

Glycerol (ml) - - 1,30 -
Gelovy pufr (ml) 2,15 1,10 1,100 0,85
Voda (ml) 8,65 4,85 3,00 3,70
50 % roztok akrylamidu (ml) 2,10 0,50 1,05 0,40
TEMED (ml) 0,013 0,007 0,007 0,005
10 % APS* (ml) 0,065 0,033 0,033 0,025

*ptidava se tésné€ pred nalévanim gelu

Pro piipravu roztokli na ptipravu gelu a pro celkovy pribéh elektroforézy byly namichany

nasledujici zasobni roztoky:

e 50 % roztok akrylamidu: 50 % T, 1,33 % C (na celkovy objem 100 ml bylo pouZito 48,67 g
akrylamidu a 1,33 g bisakrylamidu), T ... celkovd koncentrace akrylamidu a bisakrylamidu,
C... koncentrace bisakrylamidu

e Gelovy pufr (pH 7,0), 6x koncentrovany: 3M aminokapronova kyselina (ACA), 0,3M Bis-
Tris/HCI

e Katodovy pufr (pH 7,0), 10x koncentrovany: 0,5M Tricin, 150mM Bis-Tris/HCI. Pro
elektroforézu byly fedénim koncentrovaného katodového pufru pfipraveny dva roztoky: pufr
s barvivem Coomassie blue s celkovou koncentraci barviva 0,02 % a pufr bez tohoto barviva

e Anodovy pufr (pH 7,0): 0,05M Bis-Tris/HCI

e Roztok APS: 10 % persiran amonny

Nésledné byla sestavena aparatura pro nalévani gelu s 1 mm distanénimi pasky, jejiz
skla byla f4dné ociSténa a jejiZ té€snost byla po sestaveni ovéfena pomoci vody. Prostor mezi
skly byl po vyliti vody vysuSen filtranim papirem. Poté byl nalit 8 % nadstavovaci gel, ktery
byl nasledné pievrstven vodou. Po jeho polymeraci byla voda odlita a nad tento nadstavovaci
gel byl nalit gradientovy délici gel. Pro piipravu gradientu polyakrylamidu byla pouZzita
gradientové aparatura s peristaltickou pumpou PCD21 (Koutfil, Kyjov, Ceska republika). Cel4
aparatura byla nejprve promyta vodou. Do komory dale od vypusti byl nalit 4 % R gel a do
komory bliZe k vypusti byl nalit 8 % R gel. Oba roztoky byly intenzivné michdny, byl do nich
pfidan roztok APS a asi po jedné minuté michdni byl otevien kohout a spusténa pumpa, ¢imz
doslo k vytvoreni gradientového gelu. Gradientovy gel byl po naliti ptekryt vodou. Po ztuhnuti
gradientového gelu (pfiblizn€é po 30 minutich) byla voda odlita, nad gel byl vloZen hiebinek

a nalit 4 % zaostfovaci gel s rozmichanym APS (viz tab. 7). Poloha hiebinku byla upravena tak,
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aby mezi dnem jamky a rozhranim S/R zistala mezera 5 mm a aby pod hiebinkem nezlstaly
7adné vzduchové bubliny.

Po polymerizaci zaostfovaciho gelu byla sestavena elektroforetickd aparatura Protean 11
xi Cell (Biorad, Hercules, USA). Byl opatrné¢ vyjmut hiebinek a jamky byly dvakrdt promyty
vodou. Poté byla do aparatury nalita ¢ast katodového pufru s barvivem Coomassie blue (tolik,
aby doSlo k zaplaveni jamek) a ndsledné¢ byl do jamek nanesen vzorek solubilizovanych
thylakoidnich membran pfipraveny podle postupu, ktery je uveden v kap. 8.3. Po naneseni
vzorku do jamek gelu byly dolity potiebné pufry a byla spusténa elektroforéza. Jakmile celo
migrujicich castic dosdhlo poloviny celkové délky gradientového gelu, byl vyménén modry

katodovy pufr za bezbarvy (viz vyse).

Modra nativni elektroforéza probihala pii 4 °C a ve tmé. Jako zdroj elektrického proudu
byl pouzit Powerpac 1000 (Biorad, Philadelphia, USA). Dokud proteinové komplexy neprosly
zaostfovacim gelem, byl na elektroforetické aparatufe udrZovan proud 7 mA a napéti bylo
nastaveno na limit 350 V. Tento proces probihal po dobu 30 minut. Poté byl proud zvysSen na 15
mA a napéti nastaveno na limit 1000 V. Jakmile ¢elo migrujicich ¢astic dosdhlo poloviny délky
gradientového gelu (pfiblizn€ po 1,5 hodin€), byla elektroforéza pteruSena a dosSlo k vyméné
katodového pufru. Nésledn¢ byl na elektroforetické aparatufe opét nastaven proud 15 mA
a napéti nastaveno na limit 1000 V. Poté, co ¢elo migrujicich ¢4stic dosdhlo rozhrani mezi

gradientovym a nadstavovacim gelem, byla elektroforéza ukoncena, gel vyjmut a skenovén.

8.5. Skenovani gelu po prvnim rozméru

Gel po prvnim rozmeéru byl skenovdn na prosvétlovacim skeneru, jehoZ konstrukce je
popséna v préci Ilika et al., 2002. Pro skenovani bylo pouzito monochromatické zaieni o vinové

délce 680 nm.
8.6. SDS-PAGE

Pigment-proteinové komplexy separované v prvnim rozméru -elektroforézy byly
rozdéleny na své proteinové podjednotky denaturujici SDS elektroforézou, pro kterou byl pouZit
12 = 19,5 % gradientovy délici gel (R). Ten byl piekryt 5 % zaostfovacim gelem (S). Celkova
tloustka gelu byla 1,5 mm. Roztoky pro piipravu gradientového i zaostfovactho gelu byly
namichany podle rozpisu v tab. 8. Pro vytvofeni gradientu i pro pribéh samotné elektroforézy

byla pouZzita stejna zatizeni jako pfi nativni elektroforéze.
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Tabulka 8 - Rozpis na pripravu jednoho gelu pro druhy rozmér. 12 % R, 20 % R: roztoky

pro piipravu gradientového déliciho gelu; 5 % S: roztok pro piipravu zaostfovaciho gelu.

12%R 20%R 5% S

Sacharosa (g) - 1,8 -
Mocovina (g) 7,7 7.7 -
Gelovy pufr (ml) 4,20 4,20 1,20
Voda (ml) 3,90 - 3,25
50 % roztok akrylamidu (ml) 4,45 7,20 0,50
TEMED (ml) 0,009 0,009 0,005
10 % APS* (ml) 0,090 0,090 0,025

*pridava se tésné pred nalévanim gelu

Pro piipravu gradientového a zaostfovaciho gelu a pro celkovy pribéh elektroforézy byly

pfipraveny nésledujici roztoky:

e Roztok akrylamidu (AB): 50 % T, 1,33 % C (na 100 ml roztoku bylo pouZito 48,67 g
akrylamidu a 1,33 g bisakrylamidu). T... celkovd koncentrace akrylamidu a bisakrylamidu,
C... koncentrace bisakrylamidu

e Gelovy pufr (pH 8,6): 2,8M Tris/HCl

e Katodovy pufr, 10x koncentrovany: 250mM Tris/HCI, 1,92M glycin, 1 % SDS

e Anodovy pufr (pH 8,3): 0,025M Tris/HCl

e Roztok APS: 10 % persiran amonny

e SDS pufr (pH 7,5): 25mM Tris/HCI, 1% SDS (pted pouZitim bylo pfiddno 1 % DTT)

e Barvici roztok: 45 % methanol, 10 % kyselina octovd, 0,1 % Coomassie blue

e Odbarvovaci roztok: 10 % kyselina octova

Gel z prvniho rozméru byl nafezdn na jednotlivé pasky, které odpovidaly rozdélenym
komplextim z jedné jamky. Vybrany pasek byl po vyfiznuti po dobu 20 minut pii laboratorni
teploté inkubovédn v SDS pufru. Mezitim byla zkompletovédna elektroforetickd aparatura a nad
SDS gel byl nalit katodovy pufr. Nad SDS gel byl poté vloZen pdsek z prvniho rozméru
elektroforézy a jeho poloha byla upravena tak, aby mezi nim a zaostfovacim gelem SDS gelu

nezustaly Zadné vzduchové bubliny. Poté byly dolity potfebné pufry a spusténa elektroforéza.

Teplota byla béhem elektroforézy udrzovdna na 22 °C a jako zdroj elektrického proudu
byl pouZzit zdroj Powerpac 1000 (Biorad, Philadelphia, USA). Dokud proteiny z pasku z prvniho
rozméru nevstoupily do zaostfovactho gelu a dokud timto gelem neprosly, byl na

elektroforetické aparatuie udrZovan proud 10 mA a napéti nastaveno na limit 200 V (celkova
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doba byla 30 minut). Poté byl proud zvysen na 20 mA a napéti nastaveno na limit 350 V. Po 10

hodinéch byla elektroforéza ukoncena.

Po ukonceni elektroforézy byl gel z elektroforetické aparatury vyjmut a po dobu 20
minut promyvan ve vodé. Po promyti probéhlo barveni proteinli pfitomnych v gelu inkubaci
gelu v barvicim roztoku, které probihalo po dobu 3 hodin pfti laboratorni teploté. Po obarveni
bylo provedeno trojndsobné vymyti barviva z gelu pomoci odbarvovaciho roztoku. Prvni dvé
vymyvani probihaly po dobu 2 hodin, tfeti vymyvani probihalo pfes noc. Po vymyti barviva
z gelu byl gel 20 minut promyvan ve vodé a nasledné skenovan pomoci 2D skeneru Image

scanner Powerlook 1120 USG (Amersham Biosciences, Uppsala, gvédsko).

8.7. CN-PAGE

Pro provedeni CN-PAGE byl pouZit shodny postup i materidl jako pro BN-PAGE. Byl
pouzit shodny typ gelu i shodné pufry, pouze katodovy pufr neobsahoval Zddné barvivo
Coomassie blue a byl do né& pfidin deoxycholdt sodny (vyslednd koncentrace 0,05 %)
a dodecyl-B-D-maltosid (vysledna koncentrace 0,02 %). Priprava vzorku pro elektroforézu
probihala podle postupu, ktery je uveden v kap. 8.3. s tim rozdilem, Ze nebyl pouZit nanaSeci
roztok. Pro solubilizaci byla pouZzita rovnéz suspenze thylakoidnich membrdn o celkové
koncentraci chlorofylt 733 pg/ml, ale na jednu jamku bylo naneseno mnozstvi 10,9 pl suspenze,
coz odpovidalo 8 pg chlorofyli. Celkovy objem vzorku byl stejné€ jako v ptipadé BN-PAGE 30
pl. Takto pfipraveny vzorek byl nanesen do jamek a byla spusténa elektroforéza. Podminky
prabéhu elektroforézy byly shodné s podminkami BN-PAGE s tim rozdilem, Ze v pribéhu

elektroforézy nebyl ménén katodovy pufr.
8.8. Detekce fluorescence chlorofylu

Gel po CN-PAGE byl skenovin ve fluorescenénim analyzdtoru Luminescent image
analyzer LAS-4000 (Fujifilm, Tokyo, Japonsko). Excitace chlorofylti byla vyvoldna zafenim
o vlnové délce 460 nm a detekce fluorescence probihala za pomoci filtru propoustejiciho pouze

v 2

vinové délky delsi néZ 670 nm. Detekce probihala za béZné laboratorni teploty.
8.9. Vysokoteplotni stres thylakoidnich membran

Pro CN-PAGE byly pouZity vzorky s pigment-proteinovymi komplexy z thylakoidnich
membrdn vystavenych vysokoteplotnimu stresu. Mikrozkumavka se suspenzi thylakoidnich
membrdn byla po dobu 5 minut ve tmé zahfivdna na vodni lazni pii teploté 40, resp. 50 °C.
Takto pfipravend suspenze thylakoidnich membrian byla nasledn€ pouZita pro piipravu

kone¢ného vzorku.
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9. Vysledky a diskuse

Hlavnim cilem experimentdlni ¢4sti prace bylo separovat pigment-proteinové komplexy
izolované z thylakoidnich membrdn hrachu setého (Pisum sativum) metodou BN-PAGE.
Zvlastni diraz byl kladen na to, aby byl u téchto proteinovych komplext zachovan nejvySsi
mozny stupeil intaktnosti. RovnéZ byla provedena i elektroforetickd separace pigment-
proteinovych komplexi metodou CN-PAGE za udcelem vzdjemného porovnani udcinnosti

a Setrnosti obou metod. Vysledky jsou prezentovdny na obr. 5 a 6 a v ndsledujicim textu.
9.1. 2D BN/SDS-PAGE

Béhem elektroforetické separace pigment-proteinovych komplex izolovanych
z thylakoidnich membrdn hrachu setého (Pisum sativum) doSlo béhem prvniho rozméru
elektroforézy k jejich dsp&Snému rozdéleni. Tyto jednotlivé separované komplexy byly poté
podrobeny i druhému, denaturujicimu rozméru, ktery prozradil jejich podjednotkové sloZeni
(viz obr. 5). Oznaceni jednotlivych podjednotek v obr. 5 odpovid4 oznaceni, které je uvedeno
v kap. 5.1., 5.2. a 5.3. PsaA/B: dimer jadra PSI tvofeny podjednotkami PsaA a PsaB. Oznaceni
podjednotek je pouze orientacni a prob&hlo na zdkladé srovndni obr. 5 s obr. 4 a srovndnim
s vysledky praci Lipové et al., 2010 a Ilika et al., 2002. Pro pfesné oznaceni vSech podjednotek
v obr. 5 bude nutné provést analyzu proteinti obsaZenych v gelu napiiklad metodou hmotnostni
spektrometrie nebo imunoanalyzou.

Cela leva polovina obr. 5 patii proteinovym superkomplexiim, které obsahuji PSII
a PSI. Jak je z obrdzku patrné, jsou superkomplexy pfitomny ve zna¢ném mnoZzstvi. Nésledné
elektroforetické rozdéleni jejich podjednotek ve druhém rozméru prozradilo, Ze superkomplexy
obsahovaly pfevazné fotosystém II, jehoZ podjednotky byly v druhém rozméru piitomny ve
velkém mnozstvi. Na gelu druhého rozméru v mistech, které odpovidaly rozdélenym
superkomplextim, byly viditelné vyrazné proteinové pasy, které byly predbézné identifikovany
jako podjednotky jadra PSII (D1, D2, CP43 a CP47) a proteinové pasy obsahujici podjednotky
trimerntho svétlosbérného komplexu LHCII (Lhcbl, Lhcb2 a Lhcb3). V téchto mistech byly
rovnéZ viditelné slabé proteinové pasy, které byly pfedbézné identifikovany jako podjednotky
PSI (PsaA/B — heterodimer jadra PSI a Lhca3 — podjednotka své&tlosbérného komplexu LHCI).
Maly vyskyt soucdsti PSI v oblasti superkomplexti naznacuje, Ze pfirozenym mistem vyskytu
PSI nejsou narozdil od PSII vysokomolekuldrni superkomplexové struktury.
Za oblasti se superkomplexy nésleduje v elektroforetogramu prvniho rozméru vyrazny pés
obsahujici PSI spolu s dimerem jadra PSII (viz obr. 5). Analyza druhého rozméru tohoto
proteinového pasu prozradila, Ze tento pds obsahoval heterodimer jadra PSI — PsaA/B, byla

pfitomna i podjednotka PsaD a déle byl pfitomen jeden vyrazny pas piedbéZné identifikovany
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jako podjednotka svétlosbérného komplexu LHCI (Lhca3). V elektroforetogramu tohoto pasu
byly patrné i podjednotky PSII (D1, D2, CP43, CP47 a Lhcbl, Lhcb2 a Lhcb3) a tento pas
obsahoval i dalsi proteinové pasy, které vSak nebyly identifikovany. Proteinové pasy patiici
jadru PSII vSak byly velmi mélo zfetelné, z ¢ehoZ lze usoudit, Ze vétSina proteini PSII zistala

v intaktnim stavu a byla pfitomna ve difve zminéné oblasti se superkomplexy.
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Obrazek 5 - Elektroforetogram znazornujici vysledky 2D BN/SDS-PAGE

multiproteinovych komplexi thylakoidnich membran izolovanych z hrachu setého (Pisum
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sativum). V horni C4sti obrdzku je uveden vysledek prvniho rozméru -elektroforézy.
SC: superkomplexy fotosystémil; PSI: fotosystém I; CCII(2): dimer jadra PSII; CCI: jadro PSI;
CCII(1): monomer jadra PSI; LHCIIt: trimerni svétlosbérny komplex PSII; LHCm: monomerni
svétlosbérny komplex PSII/I. Spodni ¢4st obrdzku piedstavuje vysledek druhého rozméru
elektroforézy. Snimek prvniho rozméru elektroforézy byl pofizen pomoci prosvétlovaciho

skeneru (viz kap. 8.5.), snimek druhého rozméru byl potizen pomoci 2D skeneru (viz kap. 8.6.).

Skutecnost, Ze vétSina PSII zlstala v oblasti superkomplext opét ukazuje, Ze pfirozenym
mistem vyskytu PSII v thylakoidni membrané chloroplasti jsou vysokomolekuldrni
superkomplexové struktury.

Vys8i rychlost migrace v prvnim rozméru vykazovaly komplexy oznacené jako CCI
a CCII(1) (viz obr. 5). Pas CCI (jadro PSI bez LHCI) obsahoval zejména PsaA/B — heterodimer
jadra PSI, pas CCII(1) (monomer jadra PSII) obsahoval podjednotky D1, D2, CP43 a CP47.
Proteinové pasy CCI a CCII(1) byly mdlo zfetelné, coz opét naznacuje, ze vétSina PS I a II
zustala v intaktnim stavu.

Komplexy snejvyssi rychlosti migrace patfily trimernimu komplexu LHCII
a monomerim LHCII a LHCI. V elektroforetogramu druhého rozméru této oblasti jsou patrné

piedevSim podjednotky Lhcbl, Lhcb2, Lhcb3 a Lhca3 (viz obr. 5).

Metoda BN-PAGE je v mnoha odbornych publikacich uvddéna jako d¢innd a Setrna
separacni technika vhodnd pro separaci membranovych proteinovych komplexti v nativnim
stavu (viz Wittig & Schigger, 2005). V naSem piipad¢ byla pouZita pro separaci membranovych
proteinovych komplexd izolovanych z thylakoidnich membran chloroplasti hrachu setého
(Pisum sativum) a vysledky prace ukazaly, Ze elektroforetickd separace téchto komplexi
probéhla tsp&sné. UspéSnost separace zdvisela predeviim na vhodné volb& hustoty
gradientového délictho gelu a také na Setrné metod¢ izolace thylakoidnich membran z rostlin.
Diky vhodnému nastaveni v§ech podminek separace byly superkomplexy v elektroforetogramu
pfitomny ve znacném mnozstvi ataké doSlo kjejich dostatecné vzdjemné separaci. Pfi
elektroforéze vSak dochdzelo k postupnému rozpadu vysSich proteinovych struktur
superkomplexti, ktery je na elektroforetogramu prvniho rozméru dobfe zietelny. O pravych
divodech tohoto rozpadu superkomplexii je mozné pouze spekulovat, ale vybizi se moZnost, Ze
2005 se ve své praci zmifuji o tom, Ze pravé vazba tohoto barviva na proteinové superkomplexy
miZe zpusobit urcité rozvolnéni nékterych velmi labilnich proteinovych komplext. Dal$im
zmoznych divodd, pro¢ mohlo dojit k rozpadu proteinovych superkomplexii, je piiliSnad

solubilizace proteinovych komplexti detergentem, ktery mohl rozpad superkomplext zplsobit
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jiz béhem piipravy vzorku. I pfes tyto problémy spojené s rozpadem superkomplext je vSak

mozné BN-PAGE oznacit za skuteé¢né ucinnou a Setrnou elektroforetickou metodu.
9.2. CN-PAGE

V posledni dobé se v odborné literatufe vyskytuje celd tfada praci, ve kterych je
pojedndvano o metodé CN-PAGE jako o ucinné alternativé k BN-PAGE. Bylo proto provedeno
i elektroforetické déleni pigment-proteinovych komplexd z thylakoidnich membrin hrachu
setého (Pisum sativum) metodou CN-PAGE. Pfi experimentu byly pouZity i vzorky
thylakoidnich membrin, které byly vystaveny vysokoteplotnimu stresu. Ugelem experimentu se
stresovanymi thylakoidnimi membrdnami byla snaha zjistit, zda je metoda CN-PAGE
potencionalné pouZitelnd i pro studium teplotniho stresu rostlin. Vysledky jsou prezentovdny na
obr. 6 a v ndsledujicim textu.

V horni ¢asti obou CN-PAGE elektroforetogramti (viz obr. 6) jsou viditelné Ctyfi
proteinové pdsy oznafené jako superkomplexy PS II u kterych je patrné, Ze u nich vlivem
zvySené teploty doslo k jejich rozpadu. Po ohfevu thylakoidnich membrdn na 40 °C doSlo
k viditelnému vymizeni nejspodnéjsiho pasu se superkomplexy (viz obr. 6) a je mozno si rovnéz
povSimnout, Ze pfi této teplot€ dochdzelo v oblasti oznacené jako PSI k ndrdstu poctu
poctu pasit v oblasti PSI je bud’ poskozujici vliv zvySené teploty na komplexni strukturu PSI,
nebo ma tento pds pivod v piivodné komplexni struktuie PSIL. K tomu, abychom zjistili ptivod
tohoto nového pasu, byl gel po CN-PAGE skenovén ve fluorescenénim analyzatoru (viz kap.
8.8.) Soucasti PS I a II mohou totiz byt identifikovany na zdklad€ fluorescence chlorofyli
obsazenych v téchto fotosystémech. Pfi béZzné pokojové teploté vykazuje PSII vysoky kvantovy
vytéZek fluorescence a je na fluorescenénim snimku dobfe viditelny. Naopak kvantovy vytézek
fluorescence PSI je pfili§ nizky a PSI je na fluorescencnim snimku velice Spatné zietelny.
Kdyby tedy novy pas u vzorkl predehfatych na 40 °C v oblasti PSI mél svij puavod
v superkomplexech PSII, musel by obsahovat sou¢ésti PSII a to by se muselo projevit i ve
fluorescenénim snimku. Z fluorescenéniho snimku (pravad polovina obr. 6) je vSak patrné, Ze
vlivem zvySené teploty v oblasti PSI k naristu fluorescence nedoslo. Pokud vSak novy pds
v oblasti PSI pochézel z rozvolnéné vyssi struktury PSI, zlstdva stdle nejasné, kam se podély
pigment-proteiny uvolnéné ze superkomplexti PSII. V elektroforetogramu totiZz nedoslo
k zesileni intenzity ostatnich proteinovych past obsahujicich jadro PSII. K podobnym jeviim
jako v piipadé vzorku inkubovaného pfi teploté 40 °C dochdzelo i u vzorku inkubovaného pfi
teploté 50 °C. Pii pohledu na obr. 6 je mozné si v§imnout, Ze vymizeni past se superkomplexy
vsak bylo pri teploté 50 °C mnohem vyraznéjsi a pocet proteinovych past se v oblasti PSI
dokonce zvysil na tfi. Naopak nebylo zjisténo, Zze by dosSlo k naristu denzity nékterého

z ostatnich proteinovych pdst a zlstivad tedy zdhadou, kam se uvolnéné pigment-proteiny
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podély. K vyfeseni tohoto problému by bylo nutné provést druhy rozmér elektroforézy metodou

SDS-PAGE ktery by prozradil podjednotkové sloZeni jednotlivych pas.

SC

PSI

CCI, CCII
RC47

LHCIIt

LHCm
FP

Obriazek 6 - Elektroforetogram znazornujici vysledky CN-PAGE multiproteinovych
komplexu thylakoidnich membran izolovanych z hrachu setého (Pisum sativum). Vlevo je
snimek elektroforetogramu ve viditelném svétle pofizeny pomoci kanceldfského skeneru,
vpravo je fluorescencni snimek potfizeny pomoci luminiscenéniho analyzatoru (viz kap. 8.8.),
¢erné pasy odpovidaji fluoreskujicim proteinim. A: referencni vzorek; B: vzorek inkubovany
po dobu 5 minut ve tmé& pfi teploté 40 °C; C: vzorek inkubovany po dobu 5 minut ve tmeé pfi
teplot¢ 50 °C; SC: multiproteinové komplexy fotosystému II; PSI: komplex fotosystému I;
CCII: jadro PSII vcetné podjednotky CP43; CCI: cdstecné dezintegrovany komplex PSI bez
LHCI; RC47: jadro PSII sklddajici se z podjednotek D1, D2 a CP47; LHCIIt: trimer
svétlosbérného komplexu LHCII; LHCm: monomery svétlosbérného komplexu LHC; FP: volné

pigmenty. BliZ${ popis uveden v textu.

Pas oznaceny jako CCI, CCII byl identifikovan na zdkladé porovnani denzity past
ziskanych pomoci skeneru a pomoci detekce fluorescence chlorofyli. Je tvofen pfevazné jadrem
PSI bez LHCI. ProtoZe je vSak ve fluorescencnim snimku této oblasti viditelnd i nepatrnd
fluorescence, obsahuje pas CCI, CCII pravdépodobn¢ i mensi mnozstvi jadra PSII sloZzeného

z podjednotek D1, D2, CP43 a CP47. Pds RC47 je vzhledem k tomu, Ze ve fluorescenénim
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snimku vykazoval pomérn¢ vysokou fluorescenci, pravdépodobné sloZen z jadra PSII bez
podjednotky CP43. P4s LHCIIt byl na zdkladé zna¢né fluorescence identifikovadn jako trimerni
svétlosbérny komplex PSII a pds LHCm byl predbéZzné identifikovdn jako pds patiici
monomertum svétlosbérnych komplextd LHC. Posledni pas FP pravdépodobné obsahoval pouze
volné pigmenty, které se uvolnily ze svych pozic v pigment-proteinovych komplexech.

Identifikace proteinovych pdast je pouze pifedbéZna a probéhla podobné jako v piipadé
BN-PAGE na zdklad¢ srovnani obr. 6 s obr. 4 a srovndnim s vysledky praci Lipové et al., 2010
a llika et al., 2002. Dilezitym voditkem pro identifikaci jednotlivych past bylo i porovniavani
snimku gelu potizeného pomoci skeneru s jeho fluorescencnim snimkem. Pfesnou identifikaci
proteinovych pdstt by bylo mozné provést napiiklad imunodetekci podjednotek komplexti
rozdélenych ve druhém rozméru elektroforézy.

Z elektroforetogramtt BN-PAGE a CN-PAGE je obecné patrné, Ze metoda CN-PAGE je
pro separaci pigment-proteinovych superkomplext z thylakoidnich membran chloroplasti
Setrnéj$i neZ metoda BN-PAGE. Jak je vidét na obr. 5, doslo béhem elektroforetického délent
superkomplextit metodou BN-PAGE k jejich postupnému rozpadu, coz se projevilo ve velkém
poctu pastu s témito superkomplexy. Elektroforetické rozdéleni superkomplexd ve druhém
rozméru totiz prozradilo, Ze vSechny jednotlivé pdsy se superkomplexy mcly identické
podjednotkové sloZeni (viz obr. 5). Naproti tomu u metody CN-PAGE jsou v oblasti se
superkomplexy viditelné pouze Ctyii proteinové pasy (viz obr. 6). Dalsi diikaz o vysSi Setrnosti
CN-PAGE je moZné spatfit v elektroforetogramech v mistech, které patii svétlosbérnym
komplexim. Zatimco denzita pastu s trimery svétlosbérného komplexu PSII (LHCIIt) je jak
v piipadé CN-PAGE, tak i v pfipadé BN-PAGE srovnatelnd, denzita pdsu s LHCm je u BN-
PAGE znacné vyssi neZ u CN-PAGE. To mizZe (podobné¢ jako v pfipadé vysokého poctu past
se superkomplexy) znamenat, Ze b&hem elektroforetické separace pigment-proteinovych
komplexi metodou BN-PAGE doSlo k rozvolnéni vys$Sich proteinovych struktur
superkomplexti. Velkou roli v Setrnosti CN-PAGE muZze hrat pifitomnost aniontového
detergentu deoxycholdtu, ktery nejspiSe nabiji proteinové komplexy Setrnéji, nez barvivo

Coomassie blue (viz kap. 1.2.a 1.4.1.2.)
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10. Zavér

Pfi porovnani vysledkii uvedenych v praci Ciambelly et al., 2005 (viz kap. 5.3.) (prace,
ktera je prehledovym c¢lankem pro pouziti BN-PAGE k separaci proteinovych komplext
z thylakoidnich membrdn a kterd byla v mé prdaci pouZita pro identifikaci podjednotek
proteinovych komplexil) a vysledkli prezentovanych v mé praci je mozné usoudit, Ze separace
pigment-proteinovych komplexi zaméfend na separaci nativnich pigment-proteinovych
Superkomplexy s fotosystémy byly jak v piipadé BN-PAGE, tak i v piipadé CN-PAGE
ptitomny ve velkém mnozstvi, zatimco Ciambellovi et al., 2005 se podafilo separovat
multikomplexy jen ve velice omezeném mnoZstvi a na elektroforetogramu byly jen malo
zietelné (viz obr. 4).

Vzijemné porovnini metod BN-PAGE a CN-PAGE prozradilo, Ze metoda CN-PAGE
je pro separaci pigment-proteinovych komplexti pravdépodobné vhodnéjsi nez metoda BN-
PAGE. Pfi metodé¢ BN-PAGE byl totiz v oblasti superkomplext pfitomen velmi vysoky pocet
proteinovych past s témito komplexy. Vysoky pocet past se superkomplexy u metody BN-
PAGE nejspiSe vypovida o postupném rozpadu vysSich proteinovych struktur, ktery mtze byt
Coomassie blue na proteiny. Naproti tomu metoda CN-PAGE rozdélila superkomplexy pouze
do ¢étyfech past. S ohledem na vysledky prezentované v této praci je mozné usoudit, Ze metoda
CN-PAGE se pro svou velkou Setrnost k pigment-proteinovym multikomplexiim stane
vyhleddvanou a casto pouzivanou metodou napiiklad pro studium rdznych fyzikalne-

Nl

chemickych vlivl, které na tyto vyssi proteinové struktury ptisobi.
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12. Seznam pouzitych zkratek

2D BN/SDS-PAGE Dvourozmérnd elektroforéza v polyakrylamidovém gelu, kterd v prvnim
rozméru vyuzivd modrou nativni elektroforézu a v druhém rozméru

vyuziva elektroforézu s dodecylsiranem sodnym

AB Sm¢és akrylamidu a bisakrylamidu

ACA Aminokapronova kyselina

APS Persiran amonny

Bistris 2-Bis(2-hydroxyethyl)amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol
BN-PAGE Modra nativni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

BSA Hovézi sérovy albumin

CMC Kritickd miceldrni koncentrace

CN-PAGE ,Clear-native” elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

DM Dodecyl-B-D-maltosid

DTT dithiothreitol

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina
IEF-PAGE Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu vyuZivajici pro separaci ¢éstic

isoelektrické fokusace

LHCI Svétlosbérny komplex fotosystému I

LHCII Svétlosbérny komplex fotosystému II

Na-EDTA Ethylendiamintetraoctova kyselina, sodna stl

PSI Fotosystém I

PSII Fotosystém II

SDS Dodecylsiran sodny

SDS-PAGE Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu, kterd jako detergent vyuZziva
dodecylsiran sodny

TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin

Tris 2-Amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol

Triton X-100 Polyethylenglykol-p-(1,1,3,3-tetramethylbutyl)-fenylether
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