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ANOTACE

Metodou FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching - Navrat
fluorescence po fotovybéleni) byla zkoumédna mobilita fotosyntetickych pigment-
proteinovych komplexi (fykobilizomy a fotosystém II), které hraji ve fotosyntéze
dalezitou roli. Metoda FRAP je fluorescen¢ni mikroskopickou metodou pro méteni
mobility v biologickych systémech. Studované komponenty v membrdné jsou
vybéleny soustfedénym laserovym paprskem. Navrat fluorescence ve vybélené

oblasti odpovidd mobilité (difizi) nevybélenych proteind.

Soucasny stav pozndni o mobilit¢ fotosyntetickych proteinli je znacné
omezeny. Price byla zaméfena na optimalizaci méfeni mobility fotosyntetickych
proteintt metodou FRAP. Bylo provedeno nékolik metodickych experimentl, na
zéklad¢ jejichz vyhodnoceni a ovéfeni se povedlo se zméfit mobilitu a difizni
koeficienty fykobilizoml a proteini obsahujici chlorofyl u vybranych zastupcii
ruduch (Porphyridium cruentum, Cyanidium caldarium) a sinic (Synechocystis
PCC6803, Acaryochloris marina). Metodika vyvinutd v rdmci diplomové prace byla

uplatnéna v dalSich vyzkumech.

Klicova slova: FRAP, mikroskop, fotosyntéza, fykobilizom, fotosystém,

fluorescence, ruduchy, sinice



ANNOTATION

Mobility of pigment-protein complexes (phycobilizomes and photosystem II
playing a key role in photosynthesis) was studied by FRAP method (Fluorescence
Recovery After Photobleaching). FRAP represents a fluorescence based microscopy
method enabling measurement of protein mobility in living systems. The protein
complexes are bleached by a laser pulse. And mobility of unbleached proteins is

measured as a fluorescence recovery in the bleached area.

Currently we have only limited knowledge about the mobility of
photosynthetic proteins. This work was aimed at optimization of the photosynthetic
protein mobility measurement by FRAP. I have performed several methodological
experiments which led to the successful assessment of phycobilisome and
chlorophyll-containing proteins diffusion coefficients in selected red algae
(Porfyridium cruentum, Cyanidium caldarium) and cyanobacteria (Synechocystis
PCC6803, Acaryochloris marina). The methodology developed and validated in my

thesis was then applied in further research projects.

Key words: FRAP, microscope, photosynthesis, phycobilisomes, photosystem,

fluorescence, rhodophytes, cyanobacteria



SEZNAM ZKRATEK:

2D dvourozmérny

3D trojrozmérny

ADP adenosindifosfét

APC allofykocyanin

ATP adenosintrifostat

CLSM laserové konfok4lni rastrovaci mikroskopie
CSSR Ceskoslovenska socialisticka republika

D difdzn{ koeficient

FAR fotosynteticky aktivni zafeni

FCS fluorescenc¢ni korela¢ni spektroskopie

Fd Ferredoxin

FNR ferredoxin-NADPreduktdza

FRAP ndvrat fluorescence po fotovybéleni

GFP zeleny fluorescenéni protein

Hi-Lo vysoky-nizky

LHCII svétlosbérny komplex vyS§§ich rostlin
NADP* Nikotinamidadenindinukleotidfosfét
NADPH redukovand forma nikotinamidadenindinukleotidfosfatu
P680 PSII reakéni centrum fotosystému 11

P700 PSI reakeni centrum fotosystému 1

PBS fykobilizomy

PC fykocyanin

PE fykoerytrin

PQ plastochinon

PQH, plastochinol

PSI fotosystém I

PSII fotosystém 11

SPT pozorovani pohybi jednotlivych ¢astic v médiu
SSSR Svaz sovétskych socialistickych republik
USA Spojené staty americké

uv ultrafialovy
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1 Uvod a cile

V souvislosti s vyzkumem fotosyntézy na na drovni membran, proteinovych
superkomplextt i jednotlivych molekul se ukazuje, Ze je zapotiebi pochopit a
prozkoumat mobilitu téchto proteinti a okolnosti, které ji ovliviiuji. Soucasné znalosti
jsou zatim stédle jen tutrzkovité, ale v poslednich letech bylo dosazeno vyznamnych
pokrokii zejména diky rozvoji pfistroji, metod i vypocetni techniky. Napiiklad
MULLINEAUX (2008) ale poukazuje na nutnost stdle jeSté zodpovédét k pochopeni
SirSich souvislosti fadu otdzek jako napiiklad: jak moc hustota proteini v membrané
omezuje mobilitu a ztéZuje jeji funkce? Jaké jsou hlavni faktory urcujici mobilitu
proteintt v membrané? Je rychlost procest, napiiklad pfenos elektront ¢i cyklus
reparace fotosystému II, limitovdna diftzi nebo jsou dulezit¢j$i jiné faktory?
Pouzitim metody FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching) mtiZeme v
thylakoidnich membranach méfit pfimo laterdlni difuzi in vivo u svétlosbérnych
komplexti a reakcnich center pfimo na jednotlivych bunkéch. V této praci jsem se

zabyval porovndnim mobility fotosyntetickych proteinit u sinic a ruduch a

optimalizaci jejtho méfeni touto metodou.

Cil prace: Seznameni se s metodou detekce mobility proteinii na mikroskopické
urovni (metoda FRAP — Fluorescence Recovery After Photobleaching) a detekce

pohybu proteinil thylakoidni membrany.
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2 Literarni prehled

2.1 Konfokalni mikroskopie

Prvni rané pokusy o pozorovani zvétSenych predmétti pomoci vodnich kapek
a sklenénych kulicek byly popsdany jiz ve 13. stoleti z uzemi Velké Britanie a zaklady
soutasné mikroskopie byly poloZeny v 17. stoleti (HOSEK, 2008). Svételné
mikroskopy se pouZzivaly k pozorovani bun¢k nebo jejich vyraznych struktur, avSak
az rozvoj fluorescencni mikroskopie dovolil pozorovat i1 jednotlivé makromolekuly
(BEDNAR et al., 2004). Snaha o zvySeni kontrastu a rozliSeni fluorescencnich
mikroskopt vedla na pfelomu 50. a 60. let 20. stoleti tfi nezdvislé skupiny (USA,
SSSR, CSSR) ke konstrukei konfokdlniho mikroskopu (HOSEK, 2008). V soucasné
dob¢ naprostd vétSina pouzivanych konfokdalnich mikroskopti vychdzi z koncepce
Marvina Minskyho (USA). Problém s uplatnénim konfokélnich mikroskopii vyvstal
v dob€ vzniku prvnich prototypli diky absenci dostate¢né silného zdroje svétla.
Rovnéz chybély i vykonné pocitace pro ndsledné zpracovani pofizenych snimki. Z
téchto divodlt doslo k rozsiteni konfokalni mikroskopie az od 80. let minulého
stoleti (HOSEK, 2008). Ruku v ruce s progresivnim vyvojem poéitaéti a technologii
se zvySuje i dostupnost a moznosti jejtho vyuZziti. Rovnéz i dnes komercné dostupné
lasery umoziuji pouzivat k excitaci takika jakoukoliv vlnovou délku svétla
(RASKA, 2009).

Laserovd konfokdlni rastrovaci mikroskopie (Confocal Laser Scanning
Microscopy — CLSM) je prostfedkem k lokalizaci bunécnych struktur, a to na
zéklad€ jejich autofluorescence nebo pomoci fluorescen¢nich barviv. Technika
poskytuje efektivni zpiisob urCeni pifitomnosti, viability ¢i prostorové organizace
specifickych struktur. Umoziiuje nedestrukéni in situ pozorovani povrchu i vnittku
pozorovaného objektu s minimdlni ndro¢nosti na piipravu vzorku (NEU a
LAWRENCE, 1997). RovnéZ nabizi neinvazivni pofizovani optickych fezl a jejich
nasledné seskldddni do trojrozmérnych modell. Vyhodou je také specificita a
citlivost fluorescen¢nich préb a obarvovacich postupii (HAUGLAND, 1999).

Zasadni vyhoda CLSM oproti standardnim fluorescenénim mikroskopiim je

skutecnost, Ze vysledny obraz neni zkreslen neostrym pozadim resp. poptedim. Je to
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dano tim, Ze konfokdlni clona pted detektorem propousti pouze signal z fokalni

roviny (viz obr. 1).

focal point N "\ screen with
pinhole

P
-
™~

Obr. 1: Schématické zndzorneni priichodu paprskii svétla z mista roviny zaostreni
(focal point) pres bodovou clonku (pinhole), jez umoZni priichod jen paprskum ze

zaostrené roviny (zndzorneno tmave modrou; svétle modré paprsky pochdzeji z jiné

(nezaostiené) roviny). Prevzato z SEMWOGERERE a WEEKS (2005).

Z laserového svételného zdroje vychazi koherentni paprsek, jenZ prochazi
pfes bodovou clonku (angl. pinhole), excita¢ni filtr a je odrazen dichroickym
zrcadlem pies objektiv na vzorek. Objektivem se vraci fluorescen¢ni signél vzorku
zpét pies dichroické zrcadlo, emisni filtr a druhou bodovou clonku do detektoru s

fotondsobic¢em (obr. 2).
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Obr. 2: Diagram principu konfokdlni mikroskopie
(http://www.olympusmicro.com/primer/techniques/confocal/confocalintro.html,

stazeno dne 2.4.2013)

2.

Obraz ve fokdlni roving je sniman bod po bodu. Pro toto rastrovéni se uziva

bud’ pohyblivé dichroické zrcadlo (Castéj$i zpisob) nebo naopak je optickd soustava

v v

jsou: argonovy (excitaéni laserovy paprsek o vlnové délce 488nm a 514nm), argon-

kryptonovy (488nm, 568nm a 647nm), helium-neonovy (543nm, 596nm a 633nm) a
ultrafialovy (UV-argon; 351-364nm) (HERNANDEZ et al., 2004).

U CLSM  je uddvana maximalni rozliSovaci schopnost
konfokdlniho mikroskopu pfiblizn€¢ o faktor 1,4 lepsi (viz obr. 3) neZ rozliSovaci

schopnost  standardniho mikroskopu o stejné  numerické apertufe  objektivu
(PLASEK, 1995). Maximalni rozlifeni konfokdlniho mikroskopu v osich x a y je

tedy zhruba 200 nm (SEMWOGERERE a WEEKS, 2005).

13



a) E

Obr. 3: Porovndni snimkii znacenych mikrotubulu savci jaterni bunky. Snimek a

porizen klasickou fluorescencni mikroskopii; snimek b konfokdlnim mikroskopem

Nikon RCM 8000. Prevzato 7 PLASEK (1995).

2.2 Princip metody FRAP

Metoda FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching - Navrat
fluorescence po fotovybéleni) je klasickou fluorescencni mikroskopickou metodou
pro méfeni diftize v biologickych systémech (MULLINEAUX, 2008). VyuZivd se bud’
pfirozené autofluorescence nebo je moZzné pozadované struktury ¢i jejich
komponenty oznacit fluorescen¢nim barvivem (znackou).

K méfeni metodou FRAP je zapotiebi konfokdlniho ¢i epifluorescen¢niho
mikroskopu s odpovidajicim softwarem, vhodnym laserem pro fotovybéleni a sadou
filtri pro selekci signdlu. Zdkladnim pozadavkem je rovnéZ moZnost kontroly
intenzity a prostorového rozloZzeni laserového paprsku v oblasti vzorku
(MULLINEAUX a SARCINA 2002). Jak se konfokélni mikroskopy stdvaly
dostupn¢j$i a uzivatelsky jednodussi, stal se FRAP béZnou technikou

(MULLINEAUX a SARCINA 2002). Studované komponenty jsou oznaceny

fluorescen¢nim barvivem a soustfedény zaostfeny laserovy paprsek vybéli urcitou
oblast membrdany. Navrat fluorescence ve vybélené oblasti odpovidd diftzi

p

nevybélenych proteinli nebo jinych fluorescen¢nich molekul a odrazi rychlost, se
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kterou difunduji do vybélené oblasti (MULLINEAUX et al., 1997) pfipadné silu
interakce proteinti (KANA, 2013).

V piipad¢, Ze studované proteiny jsou imobilni, nebude se intenzita
fluorescence v oblasti vybéleni s Casem ménit. Jestlize ale tyto proteiny muzou
difundovat, vybélend oblast se =zacCne charakteristicky ,rozmazavat® a jeji

fluorescence zacne stoupat vlivem diftize vybélenych proteinli mimo tuto oblast a
difdzi proteint z okoli do vybé&lené oblasti (MULLINEAUX, 2008).

Kdyz se znaceni proteini pomoci GFP (zeleného fluorescen¢niho proteinu) stalo
rutinou, znacéné to rozsifilo moZznosti této techniky (MULLINEAUX a SARCINA
2002). Znacna vyhoda FRAP u fotosyntetickych systémi spocivd ve skuteCnosti, ze
vétSina  fotosyntetickych  pigment-proteinovych komplexii jsou pfirozené
fluorescentni a neni tak tfeba pouZivat znaceni proteini pomoci GFP

(MULLINEAUX et al., 1997, MULLINEAUX a SARCINA, 2002).

Metoda FRAP ma limity ve svém prostorovém rozliSeni. Méfeni metodou
FRAP vypovida pouze o 2D difuizi na velikostni Skale od mikrometru vySe. Bohuzel
mnoho vyznamnych déji na fotosyntetickych membrandch se uskuteCiiuje na
mensich plochich. Pro korektni kvantifikaci méteni (napf. pro vypocet diftizniho
koeficientu) je potieba, aby méla membrdna ptedvidatelnou strukturu a byla
homogenni prostiedi na ploSe alespon jednoho ¢tvere€niho mikrometru. V zéasad¢ lze
zaostfit vybéleny bod zhruba o priméru poloviny vlnové délky svétla k tomu
pouzitého. Ve skuteCnosti jsou bod i vyslednd vybélend oblast vétSinou vétsi v
dasledku rozptyleni laserového paprsku ve vzorku. Z toho divodu je dileZité pro
pfesné kvantitativni méfeni, aby byla velikost vzorku mnohem vétsi nez velikost
vybéleného bodu (MULLINEAUX a SARCINA, 2002). Ale i pfes tato omezeni
pfedstavuje metoda FRAP moZnost nového ndhledu do dynamiky fotosyntetickych
membrén a proteinii (MULLINEAUX, 2008).

Co se tyCe prostorového rozliSeni, nabizi se k FRAPu alternativa v podobég
metody SPT — Single Particle Tracking (pozorovani pohybt jednotlivych ¢astic v
médiu), jejimz prostiednictvim lze sledovat dynamiku jednotlivych komponent
(naptiklad jednotlivych membranovych komplexi). SPT zajistuje lepSi prostorové
rozliSeni neZz FRAP. Nevyhodou je ale nutnost pouZiti fluorescen¢niho znaceni

(MULLINEAUX, 2008). K detekci mobility molekul lze vyuZit i metodu FCS —
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Fluorescence correlation spectroscopy (fluorescen¢ni korelacni spektroskopie).
Principem metody je pozorovani kolisdni zmén intenzity fluorescence v malém
detek¢nim objemu, jez vyvolava diftze fluoreskujicich molekul. Nasledné lze urcit

jak difdzni koeficient, tak i koncentraci zkoumanych molekul (BERANOVA et al.,
2009).

Obr. 4: Usporddadni vzorku pro méreni mobility metodou FRAP.

a) Dvourozmerny FRAP na povrchu ploché membrdny. Zaostreny bod (focal point)
laseru je oznacen modre. (i) Fotovybéleni je vyvoldno krdatkym ale intenzivnim
ozdrenim laserem v malé oblasti vzorku. (ii) Ndvrat fluorescence po periodé

cvve

snimdn, je zaznamendvdna série snimki v case. (iii) Pokud je vybélend sloZka
mobilni (schopnd difiize), zacne se jevit vybélend oblast casem jako Sirsi a méné
kontrastni.

Prevzato z MULLINEAUX a SARCINA (2002).
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Numerickym  vyhodnocenim ¢asosbérnych snimkd v oblasti fotovybéleni
ziskdvame typickou kiivkou intenzity fluorescence pted, béhem a po periodé

fotovybéleni (Obr. 5).

FRAP

(Fluorescence Recovery After Phorobleaching)
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Obr. 5: Casovy priibéh intensity fluorescence ve vybélené oblasti béhem FRAP
experimentu. FRAP krivka obsahuje tri zdkladni Ccdsti. 1 — Prubéh intenzity
fluorescence pred fotovybéelenim (angl. , pre-bleach®); Il — Pokles intenzity
fluorescence vlivem forovybéleni (angl. , bleach®); IIl — Priubéeh intenzity
fluorescence po fotovybéleni, ndvrat fluorescence (angl. ,,post-bleach®). Z krivky lze
vycist radu parametrii jako mobilni sloZka (angl. ,,mobile fraction*), hloubka
fotovybéleni (angl. ,,bleach depth*), ©/2 - cas, za ktery dojde k ndvratu poloviny
fluorescence (Krafl, 2013).

2.3 Fotosyntéza

Fotosyntéza je biologickd pfeména svételné energie na energii chemickych

vazeb uklddanych ve formé& organickych slougenin uhliku (FALKOWSKI a
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RAVEN, 1997). Pfiblizné ke 40% celosvétové fotosyntézy dochédzi ve vodnim
prostfedi (FALKOWSKI, 1994).

Fotoautotrofové mohou vyuZit pro fotosyntézu pouze Cast ze spektra
sluneéniho zafeni (400 nm - 700 nm), a tato Cast byvd oznaCovdna jako
fotosynteticky aktivni zafeni (FAR) (PROCHAZKA et al., 1998). K zachycovani
fotontt z rtiznych c&asti spektra slouzi tfi skupiny fotosyntetickych pigmentl -
chlorofyly, karotenoidy a fykobiliny. Vysadni postaveni mezi nimi zaujima chlorofyl
a. Uloha ostatnich pigmenti je usmérnéni toku fotontl pravé k chlorofylu a (KIANG
et al., 2007).

Fotosyntéza probihd ve dvou féazich, svételné a temnotni. Dé&je svételné faze
fotosyntézy probihaji na thylakoidnich membrdanidch umisténych v blizkosti
plazmalemy . Temnotni ¢4st fotosyntézy se odehrdva ve stromatech thylakoidl

(BLANKENSHIP et al., 1995).

mezimembranovy vn&jsi a vnitrni
prostor obalova membrana

stromalni
A thylakoidy

stromalni
thylakoidy

vneéjsi
membrana

stroma

knoflikey
Fy ATPasy

Obr. 6: A - Schématickd kresba chloroplastu s thylakoidy; B - Fez chloroplastem
(elektronovy mikroskop); C - schématické zndzorneni struktury gran; D - snimek z

elektronového mikroskopu, skupina gran. Prevzato z SETLIK et al. (2004).
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Béhem svételné (primérni) faze fotosyntézy probihd cyklicka a necyklicka
fotofosforylace a s ni spojend fotolyza vody a tvorba ATP a NADPH. V thylakoidni
membrané se nalézaji Ctyfi supramolekuldrni komplexy (viz obr. 7), kterymi jsou
fotosystém I (PS I), fotosystém II (PS II), komplex cytochromil be/f a ATP-syntaza,

jez vyuziva protonovy gradient (vytvofeny béhem pienosu elektrontl) k syntéze ATP

na povrchu thylakoidni membrany (PROCHAZKA et al., 1998).

STROMA (low H*)

| PSIH (‘ A/

NONY

\'J:"‘L‘I"[“:' )

High

@ Electrochemical

H,0 @3 Plastocyanin potential
Oz % @ gradient
Oxidation

of water

LUMEN (high H")

Obr. 7: Schématické zndzorneni hlavnich supramolekuldrnich proteinovych
komplexii a déju v thylakoidni membrdne. P700 PSI a P680 PSII jsou reakcni centra
fotosystému s termindlnimi pigmenty. P680 PSII se sklddd z dvaceti podjednotek.
Zajistuje prenos elektronii z vody na plastochinon. Absorbuje svétlo o vinové délce
kratsi neZ 680 nm. P700 PSI je transmembrdnovy komplex tvoreny deseti
podjednotkami. Absorbuje svétlo o vinové délce kratsi neZ 700 nm. Podili se na
redukci NADP™. Cytochrom bgf je transmembrdnovy protein vytvdrenici protonovy
gradient pres thylakoidni membrdnu a prispiva tak ktvorbe ATP, za nii je
odpovédnd ATPsyntdza. Molekula plastochinonu (PQ) nachdzejici se uvnitr
membrdny se vcastni prenosu elektonii. Reverzibilné se redukuje na plastochinol
(PQH>). Plastrocyanin (PC) je membrdnovym proteinem na vnitini strane. Podili se
na reneraci fotooxidovaného P700 PSI. Ferredoxin (Fd) je prenasecem elektronii.
Enzym  ferredoxin-NADP*reduktdiza  (FNR) katalyzuje  redukci NADP”.
Nikotinamidadenindinukleotidfosfdt (NADP™) je oxidovand forma redukcéniho cinidla
NADPH. Nukleotid adenosintrifostdt (ATP) je prenaSec¢ energie. Adenosindifosfdt

(ADP) vznikd defosforylaci ATP. Prevzato z TAIZ a ZEIGER (2010).
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2.3.1 Mobilita membranovych proteint ve fotosyntéze

Membrany jsou nezbytnou soucdsti bun¢k a jejich Casti. Membrany jsou
tvofeny proteiny a lipidy. Sacharidy jsou piitomny ve formé glykoproteini a
glykolipidd. Proteiny jsou bud integrdlni (soucdsti membrdny) nebo periferni
(pritomné na jedné ze stran membrany bez pevného spojeni s ni.

Thylakoidni membrany v granech chloroplastd jsou ze 75% zaplnény

proteiny, coZz znich déld membrany s jednim z nejvétSich koncentraci proteinid

(KIRCHHOFF et al., 2002; KIRCHHOFF et al., 2008). MULLINEAUX (2008)
poukazuje na zékladé predchazejicich mikroskopickych praci (GIDDINGS et al.,
1983; MULLINEAUX, 1999) na fakt, Ze toto plati i pro thylakoidni membrény

organismd, které obsahuji i fykobilizomy, napiiklad sinice ¢i ruduchy.

vyhody. Jednak to dovoluje na omezeném prostoru membrany zvysit koncentraci
chromofori a komplext pienasejicich elektrony a tim i zvysit rychlost fotosyntézy.
Druhou vyhodou se zda z toho vyplyvajici moZnost zvySeni ucinnosti piijmu svétla
diky interakcim svétlosbérnych antén s reakénimi centry (MULLINEAUX, 2008).
Fotosyntetické membrdny jsou podobné jako ostatni biologické membrany,
dynamickymi systémy, kde mohou proteiny a lipidy difundovat. Jejich diftuze je
zivotn& dlileZita pro fungovéani membrany (MULLINEAUX a SARCINA 2002). Pii
dosazeni kritické hustoty v prostfedi se mohou proteiny stit imobilnimi.
V prostiedich s mens$im obsahem proteinti, naopak proteiny vykazuji rychly ndhodny
pohyb, pokud ovSem nejsou ukotveny ¢i ovlivnény silnymi specifickymi interakcemi
s imobilnimi bun&nymi strukturami (MULLINEAUX, 2008). Obecné lze fici, Ze
¢im vyssi koncentrace makromolekularnich latek v prostfedi bunky je, tim pomalejsi
bude i difize proteinti (ELLIS, 2001). MULLINEAUX (2008) piedlozil otidzku, zda
je imobilita proteinli zptisobena hustym zaplnénim (crowding) membrany ¢i vice
specifickymi interakcemi, které vedou k tvorbé velkych stabilnich agregatti. Dosel
k zavéru, Ze vliv maji oba faktory. Dostupné dikazy naznacuji, Ze omezeni difize
vlivem zaplnéni (crowding) je vyznamné v thylakoidni membriné¢ a miiZze byt

zdvazngj§i v lumenu, kde mohou byt proteiny takika imobilni (KANA et al., 2009).
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Soucasny stav pozndni o mobilit¢ fotosyntetickych proteinli je znacné
omezeny, a to zejména diky problematickému méfeni, kdy jsme odkizani na
vysledky reprezentujici chovani vSech fotosyntetickych proteinit v rdmci
thylakoidnich membran. Pfimého méfeni konkrétni skupiny molekul bylo dosazeno
az diky rozvoji fluorescenni mikroskopie a spektroskopie v poslednich letech
(KANA, 2013). A jak ilustruje tab. 1, zndme mobilitu PSII, fykobilizom i antén, ale
zustava skupina proteini (zejména PSI), u nichZ zatim mobilita zméfena nebyla.
RovnéZ zni vyplyvd, Ze mobilita proteinii v thylakoidni membrdn¢ je mnohem

mensi, neZ u podobnych proteint v jinych membréanéch.

Tab. 1: Prehled difiiznich koeficientit proteinit z riiznych membrdn. Prevzato z
KANA, 2013.

Table  Diffusion coefficients of particular proteins from different

membranes and cell compartments including thylakoid membrane Photosynthetic proteins of thylakoid membranes

Diffusion rates of protein (lipid) in various D (um®s~') Ref. Cytochrome bcf Unknown values
compartments F,Fy-ATPase

Plastocyanin
Cell compartments

Photosystem 1
Water (GFP) 87 (1 Phycobilisomes core 007 ;5]
Plant cytoplasm (GFF) 40 (2] Phycobilisomes 0.004-003  [5. 12,
Animal cytoplasm (GFP) 25 1] 13]
Mitochondrial matrix (GFP) 20-30 [3] Phycoerythrins ~0 [6]
Prokaryotic cytoplasm (GFP) 6-9 [4] LHCIIp—in stroma 0.03 (14]
Prokaryotic periplasm (GFP) 2.6 [4] . %n SO 0.003 (14]
Chloroplast stroma (GFP) 09 2] LHET Snugrana 0.005 (13]
. IsiA—cyanobacteria 0.003 [16]
Cyanobacteria cytoplasm (based on PBS) 0.03 [51 X
i . Photosystem Il—red light 0.023 [17]
haylakoid Tnmens (Eljenery thei) ~1 (6l Photosystem TI—dark ~0.00002 (16, 12
Eukaryotic membranes o 18]
Plasma membrane (protein) 025-075  [7] Lipids i, [19]
Endoplasmatic reticulum (protein) 0.26-0.49 [8] Values were taken from literature according the following list: [1]
.. (Swaminathan et al. 1997);[2] (Kohler et al. 2000);[3] (Partikian et al.
Lipids L 9 1998);[4] (Mullineaux et al. 2006);[5] (Sarcina et al. 2001);[6] (Kaiia
Mitochondria membranes et al. 2009b);[7] (Frick et al. 2007);[8] (Nehls et al. 2000);[9] (Ful-
. : ) bright et al. 1997);[10] (Gupte et al. 1991);[11] (Hochman et al.
Oytachrome: bey UL (o] 1982); [12] (Mullineaux et al. 1997):[13] (Kana et al. unpub-
F Fo-ATPase 0.1 [10] lished);[14] (Consoli et al. 2005);[15] (Kirchhoff et al. 2008);[16]
Cvtochrome ¢ 0.016 [11] (Sarcina and Mullineaux 2004);[17] (Sarcina et al. 2006);[18] (Kir-

chhoff et al. 2004b);[19] (Sarcina et al. 2003)

MULLINEAUX et al. (2006) poukazuji, Ze diftize i bakteridlni cytoplazmé je
znacn¢ rychlejSi nez v membrané. Ztoho, Ze se difize GFP ve stromatech
chloroplastii se zd4 jesté rychlejsi (KOHLER et al., 1997), vyplyvd, Ze stroma je
rovnéZ pomérmné fluidni prostiedi. ZHANG et al. (1993) opublikovali zjisténi, Ze
proteiny v plazmatické membran¢ eukaryotickych organismi vykazuji hodnotu

koeficientu laterdni difize kolem 0,1 pum®”' a podobnou hodnotu vypogital i

MULLINEAUX et al (2006).
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Vizolovanych granech chloroplasti bylo zaznamendno, Ze kolem 75%
protein  vykazujicich  fluorescenci  chlorofylu  bylo naprosto  imobilni

(MULLINEAUX, 2008).

Obr. 8: llustrace prekdZek v membrdné omezujich volnou difuzi fotosyntetickych
proteinii:

A — Maly integrdlni membrdnovy protein

B — Thylakoidni protein s lumendlni doménou

C — Thylakoidni protein se stromdlni/cytoplazmatickou doménou

D — Lumendlni protein

E — Stromdlni/cytoplazmaticky protein

Prevzato z MULLINEAUX (2008).

MULLINEAUX (2008) poukazuje na skute¢nost, Ze k pochopeni funkce
fotosyntetickych membran je zapotifebi znalosti mobility proteinti. Vyvstavaji
zejména otdzky tykajici se vlivu hustoty proteinli v membrdné na omezeni mobility.
Jaké jsou hlavni faktory urcujici mobilitu proteinti v membrané? Je rychlost procest,
napiiklad pfenos elektront ¢i cyklus reparace fotosystému II, limitovana difiizi nebo
fotosyntetickych proteint jsou zatim stéle jen kusé.

PouZzitim metody FRAP miiZeme v thylakoidnich membrandch méfit piimo
laterdlni difdzi in vivo u svétlosbérnych komplexti a reakénich center pfimo na
jednotlivych buiikich (MULLINEAUX et al., 1997). Jejich mobilita je popsdna

v nésledujicich podsekcich
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2.3.2 Mobilita Fykobilizomu

Fykobilizomy jsou hlavnimi dopliujicimi svétlosbérnymi komplexy u sinic,
ruduch. Chlorofyl a absorbuje primarné v modré a cervené oblasti spektra,
fykobilizomy absorbuji v rozmezi 500 az 660nm a tak zvySuji efektivitu piijmu
svétla i za stavu nizké intenzity zafeni (GANTT, 1980).

Fykobilizomy jsou sloZeny ze stovek fykobiliproteinli a né¢kolika tzv.
spojovacich polypeptidi (ARTENI et al., 2009). GANTT, (1980) popisuje tii
skupiny fykobiliproteini - fykoerytriny, fykocyaniny a allofykocyaniny.
Fykobiliprotein je sloZzen ze dvou polypeptidovych podjednotek (o a ), z nichz
kazda véaze kovalentni vazbou tetrapyrolovy chromofor - fykobilin. af3 heterodimery
tvoii pak funk¢ni oligomery (trimery (af)s; ¢i hexamery (af})s) diskovitého tvaru s

centrdlni dutinou. Jednotlivé disky jsou vdzény a stabilizovany spojovacimi proteiny,

které jsou v centrdlni duting (ARTENI et al., 2009). Fykobiliproteiny mohou tvofit

a7 24% suché hmotnosti bunék (GANTT, 1980)

Jadro fykobilizomu tvoii tfi hexamery allofykocyaninu, na které jsou
navazény tzv. rody (ty€inky) smétujici do prostoru (viz obr. 11); ty jsou tvofeny
hlavné hexamery fykocyaninu a fykoerytrinu (ARTENI et al., 2008). Délka a pocet
hexameril vybihajicich z jadra je druhové proménlivé. Pocet se vétSinou pohybuje od
Sesti do osmi rodii s delkou od dvou do ¢tyf diskli, hexamer fykocyaninu nebo

fykoerytrinu (ARTENTI et al., 2009).

Obr. 9: Snimky fykobilizomu sinice Synechocystis ziskané elektronovou mikroskopii
(Single Particle Electron Microscopy). Fig. 4 — bocni pohled; projekce z 684 snimkii;
Fig. 5 — pohled shora na fragment antény. Prevzato a upraveno 7 ARTENI et al.
(2009).
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Obr. 10: Schéma struktury fykobilizomii. Vlevo standardni typ PBS se Sesti tycinkami

a jadrem, vpravo struktura PBS objevend u sinice Acaryochloris marina. APC-

allofykocyanin, PC-fykocyanin, PE-fykoerytrin. Prevzato z THEISS et al. (2011).

Bylo zjisténo, Ze u ruznych druhii organismii se miiZze celkovy tvar
fykobilizomu 1isit. (ARTENI et al., 2009). Nejrozsifen&jsi a nejlépe prostudovany
jsou diskovité fykobilizomy popsané u sinic, ruduch a zdastupce glaukofyt
Cyanophora paradoxa (SIDLER, 1994). Elipsoidni fykobylizomy byly poprvé
popsany u ruduchy Porphyridium cruentum a pozdéji 1 u n€kterych sinic. Oproti
polodiskovitym se vyznalujici vétsi Sitkou (GANTT a LIPSCHULTZ, 1972).
"Balikovité" formované (bundle-shaped) fykobilizomy u Gloeobacter violaceus
popsali KROGMANN et al. (2007). Nejjednodussi typ fykobilizomu byl zji$tén u
moiské sinice Acaryochloris marina (viz obr.10), kde je pfitomen jen jeden rod
(ty¢inka) bez jadra (THEISS et al., 2011)

Fykobilizomy jsou spojeny s cytoplasmatickym povrchem thylakoidni
membrany (GANTT, 1980). Jak dokldd4a prace ARTENI et al. (2008), hustota

fykobilizoml na membran¢ klesd se zvySujici se intenzitou ozarenosti a stejné tak i
organizace jednotlivych fykobilizomi vykazovala mnohem mensi miru pravidelného

uspotddani (viz obr. 11).
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Obr. 11: Uspordddni fykobilizomii na povrchu thylakoidu. Levd cédst: Membrdna
sinice s navdzanymi fykobilizomy za podminek nizké intenzity svétla, hustota 560+20

PBS/um’; Pravd cdst: Distribuce fykobilizomii za podminek vy$§iho osvitu, hustota
384+45 PBS/ ,umz; méritko pro levou cdst lum, pro pravou 400 nm. Prevzato z

ARTENI et al. (2008).

Svételnd energie absorbovand jakoukoliv c¢asti fykobilizomu je tuc¢inné

pfenesena k fotosystémim v membriné. Tyto proteinové komplexy se mohou vazat
jak sPS I, tak i PS II (GLAZER et al., 1983). Uéinnost tohoto pienosu energie
zavisi na hustoté¢ reakénich center v thylakoidni membrané, protoze diky jejich
vysoké koncentraci je dostatek vazebnych mist pro fykobilizomy (MULLINEAUX,
2008b). Efektivita fotosyntézy zdvisi mimo jiné na regulaci distribuce excitacni
energie mezi fotosystémy I a II pomoci stavovych piechodil (state transitions).
S nimi je spjata i mobilita fykobilizomu. Jednd se o rychly fyziologicky adaptacni
mechanismus regulujici zptsob, jakym je absorbovand svételnd energie
distribuovdna mezi PS I a PS II JOSHUA a MULLINEAUX, 2004).

Navzdory cetnym studiim, které naznacuji, Ze fykobilizomy mohou byt
spojeny s fotosystémem I 1 II pfimo, se zatim vi relativné malo o strukturdlni povaze
a sile téchto interakci (KANA, 2013). Bylo navrZeno, které jednotky by se téchto
interakcich mohly dcastnit, konkrétn& podjednotky PS II cyt b559 a CP47 (ARTENI
et al., 2008). MULLINEAUX et al. (1997) popisuji, Ze PBS musi byt asociované

s fotosystémem II pfechodné a nestélé, protoZe PBS difunduji, kdezto fotosystém II

je imobilni. A efektivni pfenos energie z PBS do PSII miZe existovat jen kdyZ je
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pomér PBS piipojenych k PSII dostatecné velky, coz je pravdépodobné vzhledem

k hustému nahlouc¢eni PBS a komplexim PSII na povrchu membrény.
Vroce 1996 navrhli BALD et al. model regulace interakce mezi

fykobilizomy a fotosystémem II (viz obr. 12).

TN
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Obr. 12: Regulace linedrniho toku elektronii thylakoidni mebrdnou sinice:
Fotosystemy I a Il (PS1, PS2), cytochrom bgf komplex (b6f), fykobilizomy (PBS),
plastochinon (PQ), plastocyanin (Pc), ferredoxin (Fd) a ferredoxin-NADP-

oxidoreduktdza (FNR). Prevzato 7 BALD et al. (1996).

Diky ptitomnost fykobilizomu na cytoplazmatickém povrchu thylakoidni
membrédny jejich mobilita poskytuje informace o fluidit¢ cytoplazmy v blizkosti
thylakoidni membrany. Ackoliv se zdaji byt ptfisedlé na povrchu membriny, ve
skutec¢nosti jsou in vivo mobilni, a to i navzdory odporu, zptisobenému interakcemi
membranovym povrchem a reakénimi centry. SARCINA et al. (2001) ve své préci

stanovili diftiznf koeficient pro PBS u sinice Synechococcus PCC 7942 na 0,03 um’s™

2.3.3 Mobilita fotosystémi

Fotosystémy jsou na rozdil od fykobilizomu uvniti thylakoidni membrany.

Povrch PSII na cytoplazmatické stran¢ je plochy a dovoluje interakci fykobilizomu.
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(ARTENI et al., 2009), kterd je zprostiedkovdna elektrostaticky mezi spojovacim

peptidem, fosfolipidy a sulfolipidy povrchu membrany (LOLL at al., 2007).
Vysledky ziskané metodou FRAP ukazuji, Ze komplexy PS II jsou imobilni
(JOSHUA a MULLINEAUX, 2004; KIRCHHOFF et al., 2013; ZHANG et al.,
2009). U PS I je zatim problém s uspokojivym hodnocenim mobility, protoze je

pouze slab¢ fluorescencni.

2.4 Difuze

FRAP umoziuje detekovat jak difuzi, tak silu interakce protein-protein. U
fotosyntetickych proteinti se zatim jen predpokladd priméarni role difiize (KANA,
2013). Diftize proteint ve fotosyntetickych membrinach a kolem nich je nezbytna
pro celou fadu procesit a zdd se, Ze elektronovy transport je zdvisly na difuzi
mobilnich elektronovych pienase¢t (MULLINEAUX, 2008). Laterdlni diftize
proteini je dualeZitd pro mnoho Zivotnich procesti, jako jsou preména energie,
signalizace, chemotaxe i d¢leni bunc¢k. U bakterii jsou vSechny tyto funkce
lokalizovany v membréan¢. Kvantitativni méteni diftize v bakteridlnich membranach
muZe poskytnout informace k pochopeni téchto dileZzitych procesi (WILDENBERG
et al., 2011).

Diftize je potiebna pro elektronovy transport mezi fotosystémy a pro regulaci
svétlosbérné funkce proteinti, kdy za rtiznych podminek dochdzi k shlukovdnim a
presunu fotosyntetickych komplext, fotosyntetickych antén (MULLINEAUX a
SARCINA 2002). U eukaryotickych bunék je imobilita membrdnovych proteint
obecn¢ pfipisovédna interakcemi s cytoskeletem, u sinic nejsou ditkazy o piitomnosti
téchto struktur, proto divod imobility nékterych fotosyntetickych proteinii neni
jasny. Nicméné€ u sinic jsou napiiklad komplexy fotosystému II ¢asto uspofdddny
v dlouhych paralelnich fadich a pravé toto tésné spojeni v takovychto strukturdch
muZe zabratovat difizi. (MULLINEAUX et al., 1997).

Diftize membranovych proteinti u eukaryotickych organisma byla podrobné
zkoumdna rozliénymi mikroskopickymi metodami jako jsou FCS (Fluorescence
Correlation Spectroscopy), FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching) a
SMF (Single-Molecule Fluorescence Microscopy) (viz obr. 12). V piipad¢ bakterii
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jsou takové experimenty nesnadné kvili malym rozmérim pozorovanych bunék
(WILDENBERG et al., 2011). Pro srovndni, velikost bunék sinic je podobnd

velikosti jednotlivych chloplast.

Fluorescence Correlation Spectroscopy
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Obr. 13 : Schématické zndzornéni fluorescencnich mikroskopickych technik

umoZnujicich kvantifikaci dvourozmérné difiize fluoroforit v membrdne. A-D:
Fluorescencni korelacni spektroskopie (FCS). Vykyvy v intenzite fluorescence vilivem
pohybu fluoroforii (napr. proteinii, riiznych chromofori, fluorescencnich sond) uvnitr
a vné detekované oblasti, jsou zaznamendvdny v case a ndsledné autokorelovdny.
Vysledkem je ziskdni difiizniho koeficientu nebo prumeru poctu sledovanych cdstic.
E-H: Metoda FRAP. Metoda studuje ndvrat fluorescence vlivem difiize po vybéleni
cdasti bunky...Fluorofory v cdsti bunky jsou vysviceny paprskem laseru (zndzorneno
riiZové) a ndsledné je merena intenzita fluorescence v case (jinym nebo jinak silnym
laserem — zndzorneno zelené). I-L: Zaznamendvdni pohybu jednotlivych molekul
(SPT) s ndslednym vyhodnocenim souboru porizenych mikroskopickych snimkii.

Prevzato 7z WILDENBERG et al. (2011).

Mimo membranovych proteini, hraji ve fotosyntéze sinic a ruduch

vyznamnou roli proteiny na povrchu mebrany - fybilizémy (viz kapitola 2.3.2).

MULLINEAUX et al. (1997) zjistili, Ze fykobilizomy difunduji mnohem rychleji
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neZ imobilni fotosystém II, coZ naznacuje nestabilni vazbu mezi nim a fykobilizomy.
Laterdlni diftzi fykobilizomli dédvaji né&které modely do souvislosti s regulaci
svétlosbérného apardtu - stavové prechody. Jednd se vlastné o redistribuci excitaci

mezi fotosystémy. Rovnéz se zd4, Ze je diftiize PBS zdsadni a nezbytnd pfi regulaci
pienosu energie do fotosystému II a I stavovymi pfechody. MULLINEAUX et al.
(1997) zjistili, Ze jimi vypocitany difizni koeficient naznacuje, Ze difize
fykobilizomil z fotosystému II k fotosystému I miZe probéhnout do 100ms.

MULLINEAUX (2008) uvadi, 7e vysokd rychlost difize fykobilizomi
naznacuje, Ze zaplnéni cytoplazmatické strany thylakoidni membrany
pravdépodobné nemd vliv na rychlost fotosyntetickych procesi. Mobilita
fykobilizomii miiZe klesat vlivem vazby s reakénim centrem. Je ziejmé, Ze kvuli
efektivité¢ pfijmu dopadajiciho svétla je vétSina fykobilizoml spojena s reakénimi
centry vétSinu Casu.

SARCINA et al., (2001) zjistili, Ze mutace, kterd zpusobila u sinice
Synechococcus zmenSeni velikosti fykobilizoml,, méla za nésledek jejich rychlejsi
difizi (D ~ 0,07 um’s™) a tudiz, 7e prekdzky v cytoplazmé jsou jen jednim z faktort
sniZujicich rychlost diftize. V uvahu je potteba bréit i interakci s membréanou, stejné
tak jako zména v lipidovém sloZeni membrany.

MULLINEAUX et al. (1997) uvadéji, ze diftize fykobilizomu je zfejmé nezbytna
z diivodu pfistupu ribozomt a dalSich cytoplasmatickych komponent pii syntézach,
regulaci i opravach reakcnich center. Opravy jsou velmi Casté vlivem poskozeni

svétlem.

29



3 Metodika

3.1. Modelové organismy a jejich kultivace
Ke studiu byli vybrani zastupci raznych velkych taxonomickych skupin (viz

obr. 14 a Tab. 1).

Chromophyta Charophyta

ostatni
Chromista Embryophyta
Euglenophyta
Cyanobacteria ostatni Pl / .
- Alveolata pinophyta ostatni
ostatni Bacteria 5 Excavata
P A
N G, . \
04 %‘) ostatni Chlorarachniophyta \’b
Qﬁ, % Rhizaria do
2
O’ Archaea \;{.

Amoebozoa Opistokonta

Obr. 14: Fylogeneticky strom zndzornujici pribuzenské vztahy sinic a skupin ras.
Cervene jsou oznacena oddelent, jejichZ zdstupci byli studovdni.
(http://www.sinicearasy.cz/134/uvod, staZeno dne 25.3.2013, upraveno)

Tab. 1: Ptehled studovanych organismu a jejich taxonomické zatazeni. (Systém dle
www.algabase.com)

Studovany organismus Oddéleni Trida Rad

Porphyridium cruentum (S.F.Gray) Nageli Rhodophyta Porphyridiophyceae Porphyridiales

Cyanidium caldarium (Tilden) Geitler

Rhodophyta

Cyanidiophyceae

Cyanidiales

Synechococcus Nageli (kmen PCC7942)

Cyanobacteria

Cyanophyceae

Synechococcales

Synechocystis Sauvageau (kmen PCC6803)

Cyanobacteria

Cyanophyceae

Synechococcales
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Motiské ruduchy byly kultivovany v tekutych médiich na Mikrobiologickém
tstavu Akademie véd Ceské republiky v Tieboni ve sklenénych vélcich o objemu
pfiblizné 300ml. Vdlce byly umistény v akvariu temperovaném na 18°C. Z diivodu
zabranéni sedimentace a poskytnuti rovnomérného osvitu celé kultufe byl do valct
zavedeno probubldvani vzduchem pfes bakteridlni filtr. Intenzita osvétleni zativkami
byla 35 pE. Sterilni fedéni kultur probihalo v cca desetidennich cyklech.

Zasobni bunky sinic byly udrZzovany na agarovém médiu v Petriho miskéch.
Pred méfenim byly bunky pfeockovany do tekutého média a vloZeny v 250ml
Erlenmayerovych bankéch na tiepacku. Takto byly buiiky kultivovany za podminek

nizkého svétla (Low-Light, 5 uE) po dobu pét dni.

3.1 Priprava vzorku pro mikroskopicka méreni

Mikroskopickd méfeni probihala v Ceskych Budg&jovicich na invertovaném
laserovém konfokalnim rastrovacim mikroskopu Olympus FV1000, ktery je vybaven
laserovou jednotkou (diodové excitacni lasery o vlnovych délkach 405 nm, 559 nm,
635 nm a multiargonové excitacni lasery s vlnovymi délkami 458 nm, 488 nm a 515
nm). Mikroskop je osazen dvéma suchymi objektivy (zvétSeni 10x a 20x) a Ctyfmi
objektivy pro imerzni mikroskopii (zvétSeni 20x, 40x, 60x a 100x). K dispozici jsou
tfi detekéni kandly pro fluorescencni obraz a jeden pro prochdzejici svétlo. Ke
snimdni obrazu slouzi dvé galvanickd rastrovaci zrcadla. Detekéni systém
s dichroickymi zrcadly a bariérovymi filtry poskytuje linedrni spektrdlni rozliSeni
v §ifi intervalu od 400 nm do 800 nm s rozliSenim 2 nm.

Vzorky kultur byly pfevaZeny z Tfebon& do Ceskych Budgjovic v plastovych
zkumavkach a po pfevozu byly v mikroskopovné udrzovidny na slabém svétle
(intezita okolo 5 pE.). Priprava mikroskopického preparatu spocivala v naneseni ~
2ul kultury na ¢istou agarovou plotnu v Petriho misce, vyfiznuti disku agaru s touto
kulturou korkovrtem a vloZeni agaru na kryci sklo (24 x 60mm, tloustka 0,7mm)
svrchni stranou doli.. Takto pfipraveny vzorek na kryci sklu se uchytil do drzdku
preparacniho stolku mikroskopu. Nehybnost vzorku béhem méteni jsme tedy dosahli
pfichycenim mikroorganismiéi k povrchu agaru (MULLINEAUX a SARCINA,
2002). Schéma mikroskopovéni bylo tedy nasledujici: inverzni objektiv — vtrstva

imerzniho oleje — kryci sklo — kultura — agarovy disk.
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3.2 Nastavebi konfokalniho mikroskopu béhem méreni
mobility proteinu

Mobilita Proteinti byla méfena metodou FRAP (Fluorescence Recovery After
Photobleaching, viz kap. 2.2). V ramci metody FRAP jsou pofizovdny Casosbérné
mikroopické snimky které jsou ddle numericky vyhodnocovany. Jednotlivé méfeni
rutinou FRAP se sestdava ze tii fazi. Prvni fazi je snimdni faze pfed vybélenim (pre-
bleach), nasleduje faze vybéleni (bleach) a poté fize snimani za dcelem sledovani
vyvoje (navratu) fluorescence (post-bleach) (viz Graf 1). Z tohoto hlediska je mozné
nastavit na ovladdacich panelech softwaru mikroskopu tfi proménné, a to a) pocet
snimki pfed vybélenim, b) délku béleni (v milisekundach) a c) pocet snimka po
vybéleni. V experimentech byly vzdy pfed vlastnim vybélenim nasnimany tfi snimky
pro urceni bazalni fluorescence, k niZ se bude vztahovat vybéleni.

Chlorofyl byl excitovan laserem o vlnové délce 488 nm, emise byla
detekovana za pouZziti dichroického zrcadla 405/488 nm bariérovymi filtry v rozsahu
690 — 790 nm. Stejny laser byl pouZit pro fotovybéleni.

Fykobilizomy byly excitovany laserem o vlnové délce 635 nm, emise byla
detekovana za pouZziti dichroického zrcadla 405/488 nm bariérovymi filtry v rozsahu
645 — 680 nm. Stejny laser byl pouzit pro fotovybéleni.

Ke sniméni obrazu byl pouzivan laser o intenzit€¢ od 10 do 20% v zavislosti
na druhu organismu a pouZzita rychlost snimani byla 2us/Pixel. U asosbérnych
snimka je Zadouci, zejména pii kratkych intervalech mezi jednotlivymi snimky,
nastavit intenzitu rastrovaciho laseru na nizkou intenzitu, aby nedochédzelo ke
zbytecnému vybé&lovani buiiky, coZ by mohlo mit za nasledek zkresleni vysledku.

Intenzita bélictho laseru byla vzdy 100%. Expozice béhem faze 2 (faze
vybéleni) byla v médu ,tornado* (viz Obr. 15) nastavena na rychlost snimani
100us/Pixel, ptipadé modu c¢tytihleniku pro ruduchy (moZnost ru¢né nastavit oblast
vysviceni tvaru Ctverce nebo obdélniku) byla rychlost rastru 200us/Pixel. Prehled

pouzivanych lasert a detekce zdjmovych struktur je uveden v tabulce 2.
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Tomado scanning ROI (region of interest)
scanning

Superfluous scanning areas.

Obr. 15: Porovndni maodii pro vysvicovdni (bleaching) konfokdlniho
mikroskopu Olympus FVI1000. Vlevo mod tornddo se spirdlné se

pohybujicim laserem, vlevo laser  standardne  Fddkujici
(http.//www.olympusmicro.com/brochures/pdfs/FV1000.pdyf, stazeno
dne 26.3.2013).

Tab. 2: Piehled pouzivanych laserti a detekce zdjmovych struktur u sinic

Objekt pozorovani| Detekce signalu |VIinova délka laseru
Fykohilizomy 645 - 680nm 635nm
Fykobiliproteiny 645 - 680nm 635nm
Chlorofyl 690 - 790nm 488nm

Vzhledem ke konsenzu mezi rychlosti snimdni a kvalitou pofizenych snimkt
se velikost snimaného pole ustavila na rozmérech 800 x 800 pixeld. Velikost
vybélované oblasti (ROI — Region of interest) v médu tornddo byla vzdy nastavovéana
na hodnotu 21,6ms, to znamend, Ze provedeni jedné celé kompletni spirdly (viz
obr.15) trvalo 21,6ms. Z toho vyplyvd, Ze pfi nastaveni ¢asu vybéleni napiiklad

200ms vykona vybélovaci laser necelych deset spirdl po sob¢.

3.3 Vybér bunék

Buniky vzorkt vzdy vykazovaly jistou heterogenitu, pro méfeni vSak byly pouzity
pouze ty, které se co nejvice bliZily ideotypu standardni buiky daného organismu.
V praxi byly pouzity pouze ,,standardni* bunikky podobného tvaru, ve stejné fazi cyklu

(napt. ned¢lici se buiiky) buniky srovnomérnou distribuci a intenzitou signdlu
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fluorescence. Pro normalizaci vysledkil podle sousedni referen¢ni butiky bylo nutno
vybirat takové buiiky, které spliiovaly vySe uvedené a zaroven od sebe byly vzdéleny
tak, Ze se mohly snimat sou¢asn¢ v ramci jednoho snimku.

Pro zobrazovani béhem meéfeni byl vzidy pouzit barevnad Skéla ,Hi-Lo* (z
anglického High-Low, vysoka-nizkd)). Barevnd Skala Hi-Lo pfevadi pozadi bez
signdlu do modré a presyceni detektoru do cCervené; optimdlni signdl je pak
zobrazovan na skdle od ¢erné (nizky signal) pies Sedou a bilou (optimalni signél) (viz
obr. 16). Nastaveni detektoru je tak intuitivni a rychlé. Jiné Skdly které jsou
v nabidce, napiiklad ,,Cyan“, je signdl reprezentovdn jednobarevné v riiznych
stupnich intenzity a pozadi je erné. Hrozi proto nebezpeci pifi nastaveni detektoru,

Ze dojde nedmyslné k piesyceni signélu, coz zkresli vysledek.

Obr. 16: Snimek skupiny bunek Synechocystis PCC6803. Levd Ccdst: signdl
fykobilizomii, stredni cdst: obraz v prochdzejicim svétle, pravd cdst: signdl
chlorofylu. Pravd a levd cdst zobrazena v modu "Hi-Lo".

3.4 Numericke vyhodnoceni snimki— uréeni mobilni slozky

Nasnimané Casosbérné snimky byly primdrn¢ zpracoviny pomoci software
Olympus FluoView. Nejprve se oznacily jednotlivé oblasti (viz obr. 17), u nichz se

pozdé&ji vygenerovala numericka data prubéhu fluorescence v Case.
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Obr. 17: Vyber jednotlivich mérenych oblasti nasnimanych bunék a pribeh krivky
pribéhu jejich fluorescence v case. A - zelené, oblast vybéleni silnym paprskem
laseru, B - cervené, oblast blizkd oblasti vybélené, C - oranZove, vzddlenéjsi oblast v
ramci bunky, kde doslo k vybéleni, D - modre, referencni bunka bez zdsahu. Prevzato
z Kotabovd et al. (2011).

Tato data byla ndsledné¢ zkopirovdna do Excelu, kde se vynesl pribéh
fluorescence vSech oznacenych oblasti v Case a data byla znormalizovéna na vlastni
celou bunku nebo buiiku referencni (na primér fluorescence celé bunky v prubéhu
casu). Na zdklad¢ vyslednych kfivek probéhla selekce a vysledné kiivky z vybranych

meéfeni se zprumérovaly do jediné, kterd reprezentuje velikost mobilni slozky.

3.5 Vyhodnoceni — uréeni difuzniho koeficientu

Primérni data reprezentovand cCasosbérnymi snimky se exportovala ve
formétu TIFF do programu zpracovani obrazu Image] (SCHNEIDER et al., 2012).

V ném se v prvni fazi jednotlivé obrazy spojily do jednoho snimku a oddélila se
transmisni ¢ast. Nasledovalo oznaeni oblasti, kterd se bude vyhodnocovat (viz

obr.18) a nasledné vygenerovani numerickych dat priabehu fluorescence.
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Obr. 18: Snimky Porphyridium cruentum v programu ImagelJ. 1 - snimek pred
fotovybélenim (prebleach), vybrand buiika pro vybéleni (A), dvé sousedni referencni
bunky (B, C); 2 - snimek porizeny ihned po vybéleni, cas nula; 3 - snimek porizeny
120 sekund od vybéleni (jasné patrny ndvrat fluorescence); 4 - snimek porizeny 200
sekund od vybéleni; 5 - snimek bunék v prochdzejicim svétle; 6 - snimek bunky ihned
po vybéleni s vyznacenym mistem vybéleni (oblast ordmovand cervenym obdélnikem)
a mistem, které bylo vybrdno pro vypocet difiizniho koeficientu.

Stejny typ dat se vygeneroval pro referenc¢ni buniku kvili normalizaci. Poté se data

zkopirovala do Excelu a na zdklad€ vizualizace grafem se urcil interval délky méfené

¢asti bunky, kde doslo k vybéleni (viz obr. 19).
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Obr. 19: Integrdlni profil vybrané cdsti bunky - vybélend oblast (stredni prohlubujict
se cdst, interval 33-113) a blizké okolni oblasti (napravo a nalevo). Krivky (p1-p25)
reprezentuji casovy vyvoj. Prvni tri (pl-p3) pred vybélenim (pre-blach), krivky p4-
p25 jsou fdze po vybéleni a ndvratu fluorescence do mista vybéleni.

Z téchto dat se vytvoftily dva soubory ve formatu CSV a do poznadmkového
bloku se zadaly hodnoty specifikace souboru - pocet vnitinich uzld, pocet casovych
vrstev, ¢asovy krok a prostorovy krok.

Vlastni vypolet provedl program FRAP v2.0 (PAPACEK et al. 2012),
vyvinuty Ctiradem Matonohou (Ustav informatiky AV CR), Radkem Kaiiou
(Mikrobiologicky tstav AV CR) a Stepanem Papéackem (Fakulta rybafstvi a ochrany

vod, JihoCeska univerzita). Vysledkem je hodnota difizniho koeficientu v m?s™.
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4 Vysledky
4.1 Mobilita proteint u ruduch

4.1.1 FRAP

Ruduchy (dfive tzv. ¢ervené tfasy) jsou skupinou fas obsahujici ptiblizn€ 5500
druhii v 600 rodech. V naprosté vétsing prevladaji moiské druhy, sladkovodnich je
zhruba 150 (VAN DEN HOEK et al., 1995). VétSina druht je mnohobuné&nych.
Ruducham chybi chlorofyl b a ¢, zato vSak obsahuji allofykocyanin, fykoerytrin a
fykocyanin ve formé fykobilizomi. Pro studium kinetiky fykobilizomt byly vybrany
dva druhy ruduch jako modelové organismy: Porphyridium cruentum a Cyanidium
caldarium.

Porphyridium cruentum, poprvé popsana v roce 1849, je jednobunécnou
ruduchou a patfi do skupiny primitivnich zastupct fddu Porphyridiales. V minulosti
byly popsany ekotypy terestrické i motsky, pfi¢emzZ se usuzuje na moisky pivod
druhu (JONES et al., 1963). V poslednich letech se tento druh rovnéz jevi velmi

perspektivné pro biotechnologické vyuziti (napt. HEDOIN et al., 2006; OH et al.
2009).

Primitivni jednobunécna ruducha Cyanidium caldarium z ¥adu Cyanidiales
byla poprvé popsana v roce 1898 z termélnich prament v Yellowstonském narodnim

parku. Pfirozenym prostfedim jsou horké prameny a ptidy, u nichz je hodnota pH
niZ8i nez 5 a teplota prostiedi vyssi nez 40 °C (DOEMEL a BROCK, 1971).

Buiikky rostly v kultivacnich valcich probubldvanych vzduchem (pies
bakterialn{ filtr) s intenzitou osvétleni 30uE a svételnym rezimem 12 hodin svétlo a
12 hodin tma. Bunky byly excitovany laserem o vIlnové délce 635 nm a emise byla
detekovana v spektralnim rozsahu 655 az 755 nm. Vzorky byly snimany v Casovych
sekvencich ve form¢ Casosbérnych snimk, s intervalem osm sekund. Tato sekvence
vZzdy obsahovala 25 snimkii nasnimanych béhem 200 sekund. Prvni tii snimky
reprezentovaly stav pfed vybélenim, zbylych 22 snimku stav po vybéleni s typickym
navratem intenzity fluorescence ktery byl pozorovan v misté vybéleni (viz obr. 20).
Béleni laserem o vinové délce 635 nm trvalo 12 sekund. Oblast béleni byla vybirdna

piiblizn¢ ve stfedu buiiky a méla tvar obdélniku.
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Obr. 20: Ukdzka casosbérné série snimkui ziskanych metodou FRAP pro fykobilizomy
rasy P.cruentum. Zleva: snimek pred vybélenim; smimek vybéleni; ndvrat
fluorescence, cas 120s od zacdtku meéreni; ndvrat fluorescence, cas 200s od zacdtku
meéreni. Konfokdlni mikroskop Olympus FVI1000, objektiv 100x, méritko 5 um
(Krafl, 2013).

Hodnoty intenzity fluorescence v misté¢ vybéleni béhem casosbérné série (viz
Obr. 20) byla vynesena numericky do grafu (Graf 2). Vysledny graf je primérem z
osmi Casosbérnych snimkii. Z grafu je patrné, Ze navrat poloviny fluorescence

(parametr T/2) nastal piiblizn¢ tficet sekund po vybéleni a velikost mobilni sloZky je

pfiblizné 80%. Hloubka vybéleni byla rovna 43%.
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Graf 2: Prubéh ndvratu fluorescence proteinit po fotovybéleni pri experimentu FRAP
u P. cruentum. Priumeér ze dvou biologickych opakovdni (n = 8 (4+4)). Délka beleni
paprskem bélicitho laseru (A = 635nm) byla 12 000ms; hloubka vybéleni 43%; data
Jjsou normalizovdno na sousedni nevyfotobélenou bunku v rozsahu <0,1>. Legenda:
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BL - vybélend oblast, Out-BL - nevybélend plocha thylakoidni membrdny, Mid - stied
buniky mimo thylakoidni membrdnu, BL-C - celd burnka.

Me¢fteni bunék C. caldarium probihalo obdobnym zptisobem jako pro fasu P.
cruentum, jenom tvar vybélované oblasti a délka béléni se odliSoval od ptedchoziho
nastaveni. K béleni bylo vybirdno misto v rdmci thylakoidnich membrén, které jsou

lokalizovany pfi okraji bun€k. Obdélnik oblasti béleni byl tedy kratsi (viz obr. 21).

Vybélovéni trvalo pouze 1,75 sekundy a bylo dosazeno hloubky vybéleni 64%.

Obr. 21 : Casosbérnd série snimekii ziskanych metodou FRAP pro fykobilizomy Fasy
C. caldarium. Zleva: snimek pred fotovybélenim; smimek po vybéleni; ndvrat
fluorescence, cas 120s od zacdtku meéreni; ndvrat fluorescence, cas 200s od zacdtku
meéreni. Konfokdlni mikroskop Olympus FV1000, objektiv 100x  (Autor: Krafl,
2013).

Hodnoty intenzity fluorescence v misté¢ vybéleni béhem casosbérné série (viz
Obr. 21) byla vynesena numericky do grafu (Graf 3), kde ve vysledném grafu je
kiivka ndvratu fluorescence reprezentujici osm vzorkli ze dvou biologickych
opakovéani. Bunky ruduchy druhu Cyanidium caldarium adaptovaného na sub-
optimalni teplotu 18 °C vykézaly velikost mobilni frakce piiblizn€ 81% a parametr
T/2 byl pfiblizné 14 sekund. V porovnéni s P. cruentum je parametr T/2 piiblizné
polovi¢ni, ale mobilni sloZka stejné¢ velkd (cca 80%). Nejpatrn¢j$Sim rozdilem je
skutecnost, Ze v oblasti stiedu bunky se v prub&hu Casu zvysila fluorescence oproti
vychozimu stavu téméf dvojndsobnd. Ze se nejednd o artefakt méfeni doklada

porovnani s referenénimi bunkami (u nichZ nedoslo k fotovybéleni, kiivka ,,NoBL-

C*“ v Grafu 3), kde takovyto nartst fluorescence patrny neni.
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Cyanidium caldarium
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Graf 3: Prubéeh ndvratu fluorescence proteinii (fykobilizomit) po fotovybéleni pri
FRAP u C. caldarium. Prumeér ze dvou biologickych opakovdni (n = 8 (4+4)). Délka
beleni paprskem beliciho laseru (A = 635nm) 1 750ms; hloubka vybéleni 64%;
normalizovdno na sousedni nevyfotobélenou bunku <0,1>. Legenda: BL - vybélend
oblast, Out-BL - nevybélend plocha thylakoidni membrdny, Mid - stred bunky mimo
thylakoidni membrdnu, BL-C - celd burika.

Porovnani velikosti a prubéhu kiivek ndvratu fluorescence poskytuje
nasledujici graf 4, z néhoZz vyplyva, Ze bunky P. cruentum i C. caldarium

(adaptované na rastovou teplotu 18 °C) vykazovaly podobnou mobilitu

fykobilizomi.
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Graf 4: Porovndni mobility proteinu (fykobilizomit) dvou druhut ruduch P. cruentum
a C. caldarium. Data predstavuji prumery a smérodatné odchylky ziskané pro n =
8.Kultivovdno pri teplote 18°C.

4.1.2 Difuzni koeficient

Difiizni koeficient pro P. cruentum byl vypo&itin dle metody PAPACEK et al.
(2012) (viz Materidl a metody) z naméfenych Casosbé€rnych sérii ziskanych pro tii
biologickych opakovani uskute¢nénych v prabéhu dvou mésici. Celkem bylo
zpracovano osmndct Casosbérnych sérii, a vypoctena primérnd hodnota difuzniho
koeficientu byla 2,57x107 pmz.s'1 se smérodatnou odchylkou 1,78x107 pm2.s'1.
Numerickou analyzou osmi Casosbérnych sérii namétenych pro C. caldarium byla
ziskdna hodnota difuzniho koeficientu 3,44x10~ pm?s™' se smérodatnou odchylkou

2,76x107 um”s™ . Porovnéni t&chto vysledki je zobrazeno grafu 5.
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Graf 5: Porovndni difiiznich koeficientit mobility fykobilizomit u ruduch P. cruentum
a C. caldarium adaptovaného na 18 °C. Data predstavuji pruméry a smérodatné

odchylky ziskané pron = 8.

4.1.3 Shrnuti vysledku

Tabulka 3 ukazuje vysledky ziskané metodou FRAP u dvou zkoumanych

zastupcti ruduch.

Tab. 3: Ptehled naméfenych vysledkd pro u dvou druhii ruduch

Organismus 1/2 | Mobilni frakce | Difuzni koeficient
(s) (%) (x10° um*.s™)
Porphyridum cruentum | ~ 30 80 2,57
Cyanidium caldarium |~ 14 81 3,44
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4.2 Porovnani viivu rustoveé teploty kultivace na mobilitu
proteind C. caldarium

4.2.1 FRAP

Ruducha C. caldarium byla preockovana a n€kolikafdzové aklimatizovana z
udrzovaci kultivaéni teploty 18 °C na 38 °C, kterd zhruba odpovidd teploté
ptirozeného prostiedi této ruduchy. Mobilita fykobilizomu byla méfena piiblizné po
mésici od uUspéSné aklimatizace. Jako kontrola byl soufasné meéfen i1 vzorek
adaptovany b&hem rtstu na 18 °C.

Méieni vzorki obou kultur bylo provedeno se stejnym nastavenim méiiciho
protokolu metody FRAP. Délka vybélovani byla 1,750 s a casosbérnd série
obsahovala 25 snimka (3 snimky pied fotovybélenim, 22 ndsledné¢ s navratem
fluorescence) s intervalem snimani 8 sekund. Hodnoty intenzity fluorescence pro C.

caldarium béhem Casosbérné série byly vyneseny numericky do grafu (Graf 6).
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Graf 6: Priibéh ndvratu intensity fluorescence fykobilizomit po fotovybéleni pri
experimentu FRAP u C. caldarium, kultivovaného pri teploté 18°C. Priimér ze dvou
biologickych opakovdni (n = 8 (4+4)). Délka béleni paprskem béliciho laseru (A =
635nm) 1 750ms; hloubka vybéleni 64%; normalizovdino na sousedni
nevyfotobélenou bunku <0,1>. Legenda: modrd krivka se smérodatndmi odchylkami
- fotovybélend oblast, Out-BL - nevybelend plocha thylakoidni membrdny, Mid -
stied bunky mimo thylakoidni membrdnu, BL-C - celd burika.
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Zobrazend data (Graf 6) ukazuji typicky prabéh navratu fluorescence po

fotovybéleni. Hloubka vybéleni u bunék kultivovanych pfi 18 °C byla 64%, velikost
mobilni sloZky €inila 81% a parametr T/2 byl pfiblizné€ 14 s. Tento pramér byl ziskdn

z osmi nezdvislych casosbérnych sérii.
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Graf 7: Prubéh ndvratu fluorescence fykobilizomii po fotovybéleni pri FRAP
experimentu u C. caldarium, kultivovaného pri teploté 18°C. Priimér (n = 3). Délka
béleni paprskem bélictho laseru (A = 635nm) 1 750ms; hloubka vybéleni 78%;
normalizovdno na sousedni nevyfotobélenou bunku <0,1>. Legenda: modrd krivka
se smerodatndmi odchylkami - fotovybélend oblast, Out-BL - nevybélend plocha
thylakoidni membrdny, Mid - stied bunky mimo thylakoidni membrdnu, BL-C - celd
burika.

Velikost mobilni slozky kultury z 38 °C byla jen zhruba 20%, hloubka
vybéleni 78% a parametr T/2 byl 24 s. Mobilni sloZka byla tedy zhruba ¢tvrtinova
oproti kultufe z 18 °C. RovnéZ nebyl zaznamendn vysoky narist fluorescence ve
sttedu buiikky (porovnej graf 6 a 7, zelenda kiivka). Primér byl vypocitan ze ti{
Casosbérnych sérii. V nasledujicim grafu 8 jsou pro porovnani vyneseny ziskané

kiivky névratu fluorescence pro C. caldarium adaptované na 18 °C a 38 °C.
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Graf 8: Vliv teploty kultivace na mobilitu proteinu u Cyanidium caldarium.

4.2.2 Difuzni koeficient

U nasnimanych vzorkd z kultivace 18°C a 38°C byla vypoc¢itdna hodnota
difizniho koeficientu dle metody PAPACEK et al. 2012 (viz Materidl a metody).
Hodnoty difizniho koeficientu byly stanoveny na 5,52x10~ um”s™ se smérodatnou
odchylkou 1,19x107 pmz.s'1 (pro buiiky z kultivace pfi 18°C) a 0,378x107 pmz.s'1 se
smérodatnou odchylkou 0,248x10 pmz.s'1 z kultivace pii 38°C. Tyto hodnoty jsou

pak souhrnné uvedeny v grafu 9.
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Graf 9: Porovndni vilivu teploty kultivace na velikosti hodnoty difiiznitho koeficientu
[fykobilizomit u ruduchy C. caldarium.

4.2.3 Shrnuti vysledku

Tabulka 4 ukazuje vysledky porovnani vlivu teploty kultivace na velikost

mobilni slozky ziskané metodou FRAP u druhu Cyanidium caldarium.

Tab. 4: Prehled naméienych vysledkl pro porovnani vlivu teploty na mobilitu
proteinti

Organismus t/2 | Mobilni frakce | Difuzni koeficient
(s) (%) (x10° pm*.s™)
Cyanidium caldarium 18°C | ~ 14 81 5,520
Cyanidium caldarium 38°C | ~ 24 20 0,378

4.3 Mobilita fykobilizomu/fykobiliproteina u raznych sinic

4.3.1 Mobilita fykobilizomu u sinic, metoda FRAP

K porovndni mobility fykobilizomd byla vybrdna moiskd sinice

Acaryochloris a dva kmeny sladkovodni sinice Synechocystis PCC6803 ktera
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pochézeji s laboratofe Wim Vermaase (oznaceni ,,WIM*) a Petera Nixona (oznaceni
LINIX®).  Synechocystis PCC6803 je jednobunécnd sladkovodni sinice poprvé
izolovand v roce 1968 a poté zatazend do sbirek sinic Pasteurova tustavu (zkratka
PCC). Od té doby ptedstavuje jeden z nejrozsitencjSich organismti v zdkladnim
vyzkumu. Jednak diky svému malému genomu, diky ¢emuZ lze dobie pfipravovat
mutanty technikami rekombinantni DNA, jednak v neposledni fad¢ i1 diky jeji

schopnosti rast heterotrofné (IKEUCHI a TABATA, 2001). Genom sinice
Synechocystis PCC6803 byl poprvé osekvenovédn v roce 1996 a tato sinice se tak
stala prvnim osekvenovanym fototrofnim organismem a Ctvrtym osekvenovanym
organismem celkové (KANEKO et al., 1996).

Acaryochloris marina je symbiotickd sinice Zijici v sumce Lissoclinum

patella (LOPEZ-LEGENTIL et al., 2011). Byla objevena v roce 1996. V reakénim
centru md jako jediny znamy druh chlorofyl d (LOUGHLIN et al., 2013). Obsahuje

ve vod¢ rozpustné fykobiliproteiny (PBS), které jsou mensi obdobou fykobilizomi.
Sestdvaji ze Ctyf hexamerickych jednotek podobnych vybézkiim (rods) klasickych
fykobilizomi u sinic (CHEN et al., 2009). Béhem kultivace byly bufiky pieneseny z
agarové plotny do 100 ml tekutého média umisténého ve 250 ml Erlenmayerové
bance a tato byla pfemisténa na tfepacku s intenzitou svétla 5 pE, kde byla tato sinice
kultivovédna po dobu péti dni.

U Synechocystis kmen WIM bylo zméteno pét vzorkli mobility fykobilizomt
za pouziti ¢erveného 635 nm laseru pro vybélovani i rastrovani. Délka vybélovani
byla 250 ms. Velikost vybélované oblasti byla nastavena tak, Ze jedna kompletni
spirdla laserem byla provedena za 21,6 ms. Za celou dobu vybélovani 250 ms tedy
laser vykonal zhruba jedendct a pul spirdl. Casosbérnd fada obsahovala Sedesit
snimki (tfi pted vybélenim, zbylé s ndvratem fluorescence po vybéleni) s Casovym
intervalem 0,9 sekundy na snimek, ukdzka vybranych snimki z casosbérné série je
zobrazena v Obr. 22. Bunky Synechocystis PCC6803 WT WIM vykézaly velikost

mobilni frakce 100%. Navrat fluorescence byl rychly, ¢emuz odpovidd i parametr

T/2, jenZ byl roven piiblizné 2,5 s. Hloubka vybéleni Cinila 69% (viz Graf. 10).

48



-;

Obr. 22 : Casosbérny snimek FRAP fykobilizomii u Synechocystis PCC6803 WIM.
Zleva: snimek pred vybélenim; smimek vybéeleni; ndvrat fluorescence, cas 28s od
zacdtku meéreni; ndvrat fluorescence, cas 55s od zacdtku meéreni. Konfokdlni
mikroskop Olympus FV1000, objektiv 100x (Autor: Krafl, 2013).
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Graf 10: Pribeh ndvratu fluorescence fykobilizomit po fotovybéleni pii FRAP u
Synechocystis PCC6803 WIM. Prumer (n = 5). Délka béleni paprskem beliciho
laseru (A = 635nm) 250ms; hloubka vybéleni 69%; normalizovdno na vybélenou
bunku <0,1>. Legenda: modrd krivka se smerodatndmi odchylkami - fotovybélend
oblast, Out-BL - nevybélend plocha thylakoidni membrdny, Mid - stred bunky mimo
thylakoidni membrdnu, BL-C - celd burika.

Obdobnym zplisobem byly napéstovany a zméfeny bunky Synechocystis
PCC6803 WT NIX (ukédzka Casosbérné série viz Obr. 23). Po numerické analyze
snimkil je vidét Ze primér z péti méfeni vykazuje podobné rychly ndvrat
fluorescence jako u kmene WIM; parametr T/2 byl roven rovnoté pfiblizné 2,8s.
RovnéZ mobilita dosahovala hodnoty 100% s hloubkou vybéleni 80%. Oproti kmenu

s vz

WIM se ale v pribéhu méteni zvysila fluorescence stfedni ¢asti buiiky, a to vice nez

dvojndsobné.
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Obr. 23 : Casosbérnd série snimkii pro metodu detekci mobility fykobilizomi
metodou FRAP u Synechocystis PCC6803 NIX. Zleva: snimek pred vybélenim;
snimek po fotovybéleni; ndvrat fluorescence, cas 28s od zacdtku méreni; ndvrat
fluorescence, cas 55s od zacdtku mereni. Konfokdlni mikroskop Olympus FV1000,
objektiv 100x (Autor: Krafl, 2013).
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Graf 11: Pribéh ndvratu fluorescence fykobilizomit po fotovybéleni po fotovybéleni
[fykobilizomii metodou FRAP u Synechocystis PCC6803 NIX. Prumeér (n = 5). Délka
béleni paprskem bélicitho laseru (A = 635nm) 250ms; hloubka vybéleni 80%;
normalizovdno na vlastni bunku <0,1>. Legenda: modrd kiivka se smerodatnymi
odchylkami - fotovybélend oblast, Out-BL - nevybélend plocha thylakoidni
membrdny, Mid - stied burnky mimo thylakoidni membrdnu, BL-C - celd burnka.

Buniky Acaryochloris vypéstované z tekuté zdsobni kultury pfenesené do 100
ml média byly méfeny stejné a se stejnym nastavenim jako kmeny Synechocystis
PCC6803 ,,WIM*“ a ,NIX* (ukazka Casosbérné série, viz Obr. 24). Do celkového

praméru bylo zahrnuto osm zmétenych vzorkti. Numerickd analyza casosbérnych
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sérii ukdzala, Ze celkovd velikost mobilni sloZzky fykobilizomi je 45% a polovina
navrativsi se fluorescence (T/2) byla patrnd za 9,5 sekundy. Hloubka vybéleni byla
90%. Piekvapivé bylo zjisténi, Ze ve stfedni Casti bunky se velmi vyrazné zvysila

fluorescence.

.;

Obr. 24 : Casosbérny snimek FRAP fykobiliproteinii u A. marina. Zleva: snimek pied
vybélenim; smimek vybeleni; ndvrat fluorescence, cas 28s od zacdtku méreni; ndvrat
fluorescence, cas 55s od zacdtku meéreni. Konfokdlni mikroskop Olympus FV1000,
objektiv 100x (Autor: Krafl, 2013).
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Graf 12: Pribeh ndvratu fluorescence fykobiliproteinit po fotovybéleni pri FRAP u
A. marina. Prumeér (n = 8). Délka béleni paprskem béliciho laseru (A = 635nm)
250ms; hloubka vybéleni 90%; normalizovdno na vlastni bunku <0,1>. Legenda:
modrd krivka se smerodatndmi odchylkami — fotovybélend oblast, Out-BL -
nevybélend plocha thylakoidni membrdany, Mid - stied buitky mimo thylakoidni
membrdnu, BL-C - celd burika.

51



V nésledujicim grafu jsou pro porovnédni vyneseny ziskané kiivky navratu
fluorescence ukazujici rozdilnou mobilitu fykobilizémid u sinice PCC 6803 a

fykobiliptoteini u Acaryochloris Marina.
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Graf 13: Porovndni mobility fykobilizomii (fykobiliproteinii) u sinic Synechocystis
PCC6803, kmeny WIM a NIX a sinici Acaryochloris marina.

4.3.2 Difuzni koeficient

Ze snimku ziskanych metodou FRAP (Obr. 22,23 a 24) byly vypocteny
hodnoty diftizniho koeficientu. Pro Synechocystis byl difuzni koeficien 0,0555
um’s” se smérodatnou odchylkou 0,0721 um*s™ (Graf 14, Tab. 5). V piipadé
Acaryochloris byl koeficient 0,00116 pm2.s'1 se smérodatnou odchylkou 0,00219
um’.s” (Graf 14, Tab. 5).
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Graf 14: Difiizni koeficienty fykobiliproteinit a fykobilizomii u sinic Synechocystis a

Acaryochloris.

4.3.3 Shrnuti vysledku

Tabulka 5 ukazuje vysledky ziskané metodou FRAP u tif druhi sinic.

Tab. 5: Pfehled namétenych vysledkl pro fykobilizémy tif druhti sinic

Organismus /2 | Mobilni frakce | Difuzni koeficient
(s) (%) (x10 um?>.s™)
Synechocystis PCC6803 WT WIM | ~ 2,5 100 5,550
Synechocystis PCC6803 WT NIX | ~ 2,8 100 -
Acaryochloris marina ~9,5 45 0,116
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4.4 Mobilita proteint obsahujicich chlorofyl u sinic

4.4.1 Vysledky metodou FRAP

Ke studiu byly vybrany sinice Synechocystis PCC6803 WT NIX |,
Acaryochloris marina a mutant Acaryochloris marina HICR IIIA bez
fykobiliproteini.

Nejprve byla provedena mikroskopickd kontrola absence fykobiliproteinii u

zminéného mutantu Acaryochloris marina (viz obr. 25 a 26).

Obr. 25: Snimek mutantu HICR IIIA sinice Acaryochloris marina (APBS). Vievo
detekce  fluorescence fykobiliproteinii  (645-680nm), uprostred snimek v
prochdzejicim svétlem, vpravo detekce fluorescence chlorofylu (690-790nm).
Konfokdlni mikroskop Olympus FV1000, objektiv 100x (Autor: Krafl, 2013).

Obr. 26: Snimek sinice Acaryochloris marina. Vlevo detekce fluorescence
fykobiliproteinit (645-680nm), uprostied snimek v prochdzejicim svétlem, vpravo
detekce fluorescence chlorofylu (690-790nm). Konfokdlni mikroskop Olympus
FV1000, objektiv 100x (Autor: Krafl, 2013).
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Fluorescence buniek sinice Acaryochloris marina byly méfeny laserem o
vinové délce 488 nm, kdy fluorescence byla detekovdna v rozmezi 690 - 790 nm.
Porovnanim Obr. 25 a 26 je zfejmd absence fykobiliproteini u mutantu
Acaryochloris marina (APBS). Ba kmeny Acaryochloris marina byly néasledné
pouzity pro detekci mobility proteinii obsahujicich chlorofyl metodou FRAP.
Vybélovani probihalo 250 ms, jedna spirdla byla vybélena za 21,6 ms. Design
experimentu byl obdobny jako pfi méfeni PBS, tj. nasnimani tfi snimka pied
vlastnim fotovybélenim, nésledovalo vybé€leni a po ném se bylo nasnimano 27
obrazl odraZejici s ndvratem fluorescence odrdzejici mobilitu proteinli obsahujicich

chlorofyl.

Prebleach

Obr. 27 : Casosbérnd série snimkii metody FRAP pro detekci mobility proteinii
obsahujicich chlorofyl u sinice A. marina. Zleva: snimek pred vybélenim; smimek
vybéleni; ndvrat fluorescence, c¢as 28s od zacdtku mereni; ndvrat fluorescence, cas
55s od zacdtku mereni. Konfokdlni mikroskop Olympus FVI1000, objektiv 100x
(Autor: Krafl, 2013).

Numerické vyhodnoceni Obr. 27 je zndzornéno v grafu 15, ten reprezentuje
zpramérované kiivky z osmi meétfeni. Bunky vykdzaly velikost mobilni frakce
chlorofylu 34% a parametr T/2 byl odpovidal hodnoté piiblizn¢ 4,5s. Hloubka
vybéleni byla 80%.
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Graf 15: Prubéeh ndvratu fluorescence chlorofylu po fotovybéleni pii mereni FRAP u
A. marina. Primeér (n = 8). Délka béleni paprskem beliciho laseru (A = 488nm)
250ms; hloubka vybéleni 80%; normalizovdno na vlastni bunku <0,1>. Legenda:
modrd krivka se smérodatndmi odchylkami - fotovybélend oblast, Out-BL -
nevybélend plocha thylakoidni membrdny, BL-C - celd burika.

Dle stejného protokolu byly méfeny bunky mutantu Acaryochloris marina
HICR IITA. Pribéh kiivky nédvratu fluorescence a velikost mobility se ukdzaly
podobné jako u divokého typu. Velikost mobilni frakce chlorofylu ¢inila 40% a

parametr T/2 byl roven hodnoté pfiblizné¢ 4,5s. Hloubka vybéleni dosdhla drovné

76%. Celkem prumér zahrnuje devét méieni.

Prebleach Bleach

Obr. 28 : Casosbérna série snimkii FRAP vyuZitych pro detekci mobility proteini
obsahujicich chlorofyl u A. marina HICR IIIA (APBS). Zleva: snimek pred
vybélenim; snimek vybéleni; ndvrat fluorescence, cas 28s od zacdtku méereni; ndvrat
fluorescence, cas 55s od zacdtku mereni. Konfokdlni mikroskop Olympus FV1000,
objektiv 100x (Autor: Krafl, 2013)
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Graf 16: Pribeh ndvratu fluorescence chlorofylu po fotovybéleni pri FRAP u A.
marina mutant HICR IIIA (APBS). Prumér (n = 9). Délka béleni paprskem béliciho
laseru (4 = 488nm) 250ms; hloubka vybéleni 76%; normalizovdno na viastni bunku
<0,1>. Legenda: modrad krivka se smerodatndmi odchylkami - fotovybélend oblast,
Out-BL - nevybélend plocha thylakoidni membrdny, BL-C - celd buiika.

Buiiky  Synechocystis PCC6803 WT NIX byly méfeny stejné¢ jako u
predeslych dvou organismt. Velikost mobilni frakce chlorofylu od povidala hodnoté
26% a parametr T/2 piiblizn€ 3 sekunddm. Oproti pfedchozim byl ale snimany signél
zatizen vétSim Sumem, coZ se odrazilo ve vétSich odchylkdch a tvaru kiivky.

Hloubka vybéleni pifi pouziti stejné doby a intenzity vybélovaciho laseru byla

pfiblizné 48%.

Prebleach 555

Obr. 29 : Casosbérnd serie snimkii pro metodu FRAP pro proteiny obsahujici
chlorofyl u Synechocystis PCC6803 NIX.. Zleva: snimek pred vybélenim; snimek
vybéleni; ndvrat fluorescence, cas 28s od zacdtku mereni; ndvrat fluorescence, cas
55s od zacdtku mereni. Konfokdlni mikroskop Olympus FVI1000, objektiv 100x
(Autor: Krafl, 2013).
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Synechocystis PCC6803 wild-type NIX
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Graf 17: Prubéh ndvratu fluorescence chlorofylu po fotovybéleni pri FRAP u
Synechocystis PCC6803 NIX. Prumeér (n = 3). Délka béleni paprskem beliciho
laseru (A = 488nm) 250ms; hloubka vybéleni 48%, normalizovdno na vlastni buriku
<0,1>. Legenda: modrd krivka se smerodatndmi odchylkami - fotovybélend oblast,
Out-BL - nevybélend plocha thylakoidni membrdny, Mid - stied buitky mimo
thylakoidni membrdnu, BL-C - celd burika.

V nésledujicim grafu jsou pro porovnani vyneseny ziskané kiivky ndvratu

fluorescence které odrazi mobility proteinti obsahujicich chlorofyl.
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Graf 18: Porovndni mobility chlorofylu tFi zdstupcii sinic.

4.4.2 Shrnuti vysledku

Tabulka 6 ukazuje velikosti mobilni frakce chlorofylli a parametry t/2

ziskané metodou FRAP u tii druhu sinic.

Tab. 6: Pfehled namétenych vysledkl pro chlorofyly u tif druhti sinic

Organismus /2 | Mobilni frakce
(s) (%)
Acaryochloris marina ~ 4,5 34
Acaryochloris marina HICR IlIA | ~ 4,5 40
Synechocystis PCC6803 WT NIX | ~ 3,0 26
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4.5 Metodicky experiment, role délky fotovybéleni

Byl proveden metodicky experiment ke zjiSténi vlivu nastaveni parametrii
fotovyb¢lovani na pribéh kiivky ndvratu fluorescence za tcelem standardizace a
optimalizace métend.

Buiiky Synechocystis PCC6803 byly pfeneseny z agarové plotny do tekutého
média a kultivovany na tfepaCce pét dni pii intenzit€¢ svétla 5 uE. Vzorky byly
snimdny a vybé€lovany laserem o vlnové délce 488 nm. Byla snimédna emise pro
chlorofyl (690-790 nm). Parametry nastaveni, které ziistaly konstantni byly: plocha
vybélované oblasti (21,6 ms), objektiv (100x), zoom (7x), vykon rastrovaciho laseru
(10%), vykon fotobéliciho laseru (100%). Parametrem, ktery se ménil, byla délka
fotobéleni v sekundach (250 - 500 - 1000 ms).

Metodicky experiment - chlorofyl
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Graf 19: Porovndni krivek ndvratu fluorescence chlorofylu (A = 488 nm) pro ruzné
dlouhé doby fotovybelovdni. Normalizovdno na viastni bunku <0,1>.. Kazdd krivka
reprezentuje primer minimdlné ze Ctyr mereni.

Pii druhém méfeni (s pouZzitim cerveného laseru o vinové délce 635 nm) s

obdobnym nastavenim a designem pokusu byla zjisStovana mobilita fykobilizom1.
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Metodicky experiment PBS
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Graf 20: Porovndni kiivek ndvratu fluorescence fykobilizomii (A = 635 nm) pro
riizné dlouhé doby fotovybélovdni. Normalizovdno na viastni bunku <0,1>. Kazdd
krivka reprezentuje priumér minimdlné ze ctyr mérent.

Bylo pfistoupeno i fotovybélovani celé buniky ("velikost" oblasti byla zvétSena na

plochu celé buniky a doba dokonc¢eni jedné spirdly se tedy zvySila z 21,6 na 81,6 ms).

Uspotéddani experimentu zistalo pro ostatni parametry stejné.
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Graf 21: Porovndni kiivek ndvratu fluorescence fykobilizomit (4 = 635 nm) pro
riizné dlouhé doby fotovybélovdni celych bunék. Normalizovdno na vlastni bunku
<0,1>. KaZdd krivka reprezentuje priimér minimdlné ze ctyr méreni.

Z posledniho grafu vyplyva, Ze se zvySujici se dobou fotovybélovani klesala i
mira navratu fluorescence. V grafech nejsou z divodu ptehlednosti zobrazeny
smérodatné odchylky.

V nésledujicich grafech jsou zobrazeny hloubky vybéleni v zavislosti na dobé

béleni pro chlorofyly.
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Graf 22: Zavislost délky vybélovdni na vyslednou hloubku vybéleni chlorofylu.
Obdobné méfeni pro fykobilizomy pfi fotovyb&lovani ¢asti i celych bun¢k piineslo

podobné vysledky. Se zvySujici se délkou fotovybélovani je zvySuje hloubka

vybéleni.

62



Zavislost délky vybéleni na jeho hloubku
PBS
. standardni plocha fotovybéleni
0.9 * .
0.8 . +
‘E 0.7 ‘
Q 06
=S
; 0.5
$0ed
0.4
3
T 03
0.2
01
0 T T T T 1
0 200 400 600 300 1000
Délka vybélovani [ms]

Graf 23: Zavislost délky vybélovdni na vyslednou hloubku vybéleni fykobilizomii.
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Graf 24: Zavislost délky vybélovdni na vyslednou hloubku vybéleni fykobilizomii pri
vybéleni celych bunek..

63



Na zdkladé predchdzejicich méteni byl proveden doplitujici metodicky experiment,
kdy byl porovnavan vliv pribehu kiivky ndvratu fluorescence fykobilizomi na délku
vybélovani u dvou divokych typi Synechocystis PCC6803 (WIM a NIX).
Nasledujici grafy ukazuji porovnani pribéhu kiivek ndvratu fluorescence obou
divokych typt pfi délce fotovybélovani 250 ms, 500 ms a 1000 ms. Pro pfehlednost

je kazda dvojice kiivek pro stejnou délku vybélovani v jednom grafu.

Metodicky experiment
1.2 WT WIM vs. WT NIX; doba vybélovani 250ms

T

Fluorescence [R. J.]
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Graf 25: Porovndni pribéhu krivek ndvratu fluorescence fykobilizomit (A = 635 nm)
pro délku vybélovani 250 ms u PCC6803 NIX (n = 5) a WIM (n = 5).
Normalizovdno na vlastni buntku <0,1>.
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Metodicky experiment
1.2 WT WIM vs. WT NIX; doba vybélovani 500ms
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Graf 26: Porovndni pribéhu krivek ndvratu fluorescence fykobilizomit (A = 635 nm)
pro délku vybélovani 500 ms u PCC6803 NIX (n = 5) a WIM (n = 4).
Normalizovdno na vlastni buntku <0,1>.

Metodicky experiment
12 WT WIM vs. WT NIX; doba vybélovani 1000ms
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Graf 27: Porovndni priibéhu krivek ndvratu fluorescence fykobilizomii (A = 635 nm)
pro délku vybélovani 1000 ms u PCC6803 NIX (n = 4) a WIM (n = 3).
Normalizovdno na viastni bunku <0,1>.

Kiivky obou divokych typt maji velmi podobny priibéh. Rozdily jsou v rdmci
statistické odchylky.
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5 Diskuse

V pribéhu mé experimentdlni prace jsem se také zabyval obecnymi aspekty
metody FRAP, zjistil jsem Ze v celém procesu od vybéru buniky k fotobéleni pres
zpusob méfeni az po vyhodnoceni je mnoho krokl a proménnych majicich zasadni
vliv na kone¢ny vysledek.Obecné je signdl snimany z chlorofylii byl zatiZen vétSim
Sumem oproti signdlu z PBS. Tato skute¢nost byla umocnéna u zkoumanych sinic
jeste jejich velikosti a oblastmi signdlu. Zkoumané sinice byly ve srovndni s
ruduchou P. cruentum o fdd mensi a na rozdil od P. cruentum, kde byl signdl v celé
ploSe optického tezu bunikou, u sinic je signdl soustfedén do oblasti membrin po
obvodu bunky a pii mikroskopii se jevi jako konzistentni krouzek ¢i oval.
Problematickou se rovnéz ukdazala skuteCnost, Ze jednotlivé bunky sinic v rdmci
populace se vyznacovaly vysokou heterogenitou. V populaci se vyskytovaly bunky,
u nichZ byl signdl soustfedén jen do malych nepravidelnych ohrani¢enych oblasti.
Tyto oblasti vykazovaly i vyS$i intenzitu signdlu oproti ostatnim buiikkdm. Bylo
zjisténo, Ze zvySujici se mira heterogenity bun€k v populaci koreluje s fyziologickym
stavem kultury. Méfenim a zaclenénim téchto bunc¢k do celkového priméru by
mohlo dojit ke zkresleni vysledkli. Z tohoto divodu bylo rozhodnuto pouZzivat k
celém svém obvodu. Jak poukdzali ARTENI et al. (2008), vliv kultivace, resp.
svételného rezimu, ovliviiuje uspofdddni i1 hustotu fykobilizomid na povrchu
membrany. Je potfeba mit tedy na zieteli, Ze mira uspotadanosti fykobilizomd, tedy i
hustota, mohly mit za ndsledek (jako jeden z vice moZnych faktoril) vySe uvedenou
heterogenitu.

Sledoval jsem také roli piipravy vzorku na vlastni mikroskopickd méteni.
Jednotlivd méfeni sama o sob¢ sice trvaji kratkou dobu (fddov¢ jednotky minut), ale
Cas zabere vybér bunky, proostfovani vzorku. Po celou dobu je vzorek exponovin
rastrovacim laserem a se zvySujicim se poctem opakovani se zvySuje 1 nebezpeci
fotoposkozeni (fotovybéleni) silnym paprskem béliciho laseru. Bunky jsou v tenké
vrstvé média pod agarovou vyse¢i. V priabéhu ¢asu dochazi i k postupnému tani
agaru vlivem teploty prostfedi a buiiky jsou tedy mimo standardni podminky, v nichZ

byly kultivovany. Proto bylo pfistoupeno ke konsensu mezi poctem opakovéni a
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délkou méteni a to tak, aby se pracovalo s jednim vzorkem maximéln¢ dvacet minut.
Poté byl pfipraven vzorek novy.

Pro optimalizaci metody FRAP jsem provedl fadu experimentll zabyvajici se
roli nastaveni metody FRAP a ziskanymi vysledky. Zjistil jsem, Ze zdsadnim
parametrem je délka vybélovani. Proto bylo pfistoupeno k provedeni metodického
experimentu u sinice Synechocystis WT NIX. Jasny trend poskytuje graf porovnani
délky vybélovani v rozmezi od 25 ms do 1000 ms u celé bunky (Graf 19 a 20). Z n¢&j
jasné vyplyva korelace mezi zvySujici se délkou vyb€lovani a poklesem ndvratu
fluorescence. Z vysledkil vyb&lovani ¢asti buiiky se zdd, Ze nizké casy vybélovani (5
az 100 ms) vedou jen k doCasnému vybéleni (bez destrukce chromoforti) a vlivem
vnititho efektu se fluorescence ihned obnovuje. Proto nelze takto kratké casy pro
FRAP pouzivat. Vyplyva to i z grafi zdvislosti délky fotovybélovani na hloubku
vybéleni. Druhd faze metodického experimentu slouZzila k ovéfeni délky vybélovani
pro zavedeni do rutiny méfeni. Bylo ovéteno, Ze ¢asy 250 ms, 500 ms a 1000 ms jsou
jiz dostatecné dlouhé na to, aby se u sinic docililo trvalého zniceni chromoforii ve
vybélované Casti membrany. Tohoto poznatku bylo vyuZivdno pro standardizaci
méieni metodou FRAP u sinic.

Optimalizovanou metodu FRAP jsem pak testoval pii detekci mobility
fykobilizomii a proteinii vazajicich chlorofyl u nékolika modelovych organismti.
Podafilo se zméfit mobilitu proteini a numericky vypocitat difizni koeficienty u
ruduch a sinic. Kfivka odrdzejici mobilitu u Porphyridium cruentum stoupala
pomaleji nez u druhu Cyanidium caldarium adaptovaného na 18 °C (Graf 4), avSak
kone¢né hodnoty po zhruba 190 sekundidch meéfeni byly v rdmci smérodatné
odchylky stejné - kolem 80% néavratu fluorescence. Diftizni koeficient obou Ize v
rdmci smérodatné odchylky povaZovat za stejny. Pritkazné rozdily jsou vSak patrné
pti porovnani kinetiky u C. caldarium péstovanych a adaptovanych na dvé rizné
teploty - 18°C a 38°C (Graf 8). U kultury adaptované na teplotu 18°C doséhla
vyslednd kifivka ndvratu fluorescence hodnoty Ctyindsobné vyS$i nez u téhoz
organismu adaptovaného na teplotu 38°C. V hodnotdch diftizniho koeficientu byl u
obou piipadech rozdil #idovy. KANA et al. (2014) poukazuji i na rozdily v
lipidickém sloZeni membran vlivem rozdilnych kultivac¢nich teplot. U P. caldarium
péstovaného pii 38°C byl zjistén oproti vzorku z kultury pé&stované pii 18°C vyssi
podil kyseliny palmitové. KANA et al. (2014) rovndZ poukazuji na zakladé
nizkoteplotnich (77K) emisnich spekter, Ze u kultury z 38°C byla vy$§i mobilita
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fykobilizomil, nicméné neddvaji to do pfi¢inné souvislosti se zménou fluidity
membrédny, ale spiSe se sniZzenim interakce mezi fykobilizomy a fotosystémem u
kultury z 18°C, kde je velké mnozZstvi fykobilizoml nepfipojenych k fotosystémim.
Mobilitou fykobilizomi u P. cruentum se zabyvali i LIU et al. (2009), ktefi
vyhodnotili mobilitu okolo 65%. K vybé€lovani vSak pfistupovali jinym zpusobem,
vybélovali celou polovinu buiiky. LiSila se i vinova délka pouzitého laseru (568 nm).

Pfi porovnani mobility fykobilizomid u dvou divokych typli sinice
Synechocystis a sinice Acaryochloris bylo zjisténo, Ze kinetika obou wild-typt je v
ramci smérodatné odchylky stejnd oproti prabéhu u Acaryochloris marina (Graf 13),
kde navrat fluorescence dosdhl ani ne polovicni hodnoty proti vySe zminénym.
Difiizni koeficient u A. marina byl fadové nizsi (0,116 x 107 um’s™) nez u
Synechocystis WT NIX (5,550 x 107 pmz.s'l) (Graf 14). Mnohem mensi rozdily byly
naopak u névratu fluorescence pti sniméni signélu chlorofylu ktery odrdZzi mobilitu
proteinti s navazanyn chlorofylem (Graf 18); v tomto piipad¢ si byly kfivky podobné,
avSak zatiZeny vétsimi odchylkami z diivodu vyssiho Sumu, jenz je privodnim jevem
pfi snimani chlorofylového signdlu. ZjiSténé udaje jsou v souladu s literaturou.

MULLINEAUX et al. (1997) udavd hodnotu difizniho koeficientu u sinice

Dactylococcopsis salina 6,3 x10™ pm”s”. YANG et al. (2007) popsali u termofilni

sinice Thermosynechococcus elongatus hodnoty difizniho koeficinetu v rozmezi 1,4
- 1,8 x10” pm”.s™ a ndvrat fluorescence fykobilizomt vykazoval podobnou kinetiku

jako u zkoumanych divokého typu Synechocystis a doséhl také 100%. V roce 2001
opublikovali SARCINA et al. prdci, v niz vypoéitali diftizni koeficient sinice
Synechococcus sp. 7942 na 30 x10™ um?*.s™, tedy o ¥4d vyssi. Veskeré zjisténé udaje

jsou konzistentni s dostupnou literaturou (viz souhrnny ¢lanek KANA 2013).
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6 Zaver

Sezndmil jsem se s metodou FRAP a celkové se mi podafilo ji optimalizovat pro
proteiny vazajici chlorofyl a pro fykobilizomy. Podafilo se zméfit a porovnat mobilni
slozky a diftizni koeficienty vybranych ruduch a sinic, zjistit, Ze rychlost diftize se
muze i fadov¢ liSit v zdvislosti na organismu. Veskeré zjisténé tudaje jsou
konzistentn{ s dostupnou literaturou (viz souhrnny ¢lanek KANA 2013).

Standardizace metody vedla k jejimu pouZiti i v ndsledujicich vyzkumech (i pro
molekuly bez autofluorescence a proto oznaCené GFP), znichz cast jiz byla
opublikovina v impaktovanych védeckych Gasopisech (viz seznam literatury: KANA

et al. (2014) a KRYNICKA et al. (2014)).
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