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Souhrn

Je znadmo, zZe fotosystém II (PSII) vysSich rostlin je schopen tvofit
megakomplexy interakci mezi dvéma superkomplexy. Tyto interakce jsou
zprostifedkovavany svétlosbérnymi podjednotkami PSII.

Nedavné studie ukazaly, Ze rostliny z ¢eledé Pinaceae neobsahuji nékteré
podjednotky svétlosbérného komplexu PSII a dosud u nich nebyly pozorovany
megakomplexy PSII jako u jinych vysSich rostlin (Arabidopsis thaliana).

Tato bakaléiské prace se zabyva optimalizaci nativni elektroforézy pro separaci
vySe zminénych megakomplexu z thylakoidnich membran Picea abies. Vysledky této
optimalizace potvrzuji vznik megakomplexti u rostlin z celedi Pinaceae, kde byly
objeveny dosud neznamé interakce mezi PSII superkomplexy a také byly objeveny

uplné nové formy superkomplexi PSII.



Summary

It is known that photosystem Il (PSII) of higher plants is capable of creating
megacomplexes interactions between two supercomplexes. Formed by interactions
mediated by light harvesting subunits of PSII.

Recent studies have shown that, on the contrary to other higher plants
(Arabidopsis thaliana) plants from the family Pinaceae do not contain some of subunits
of light harvesting complex PSII as in other higher plants (Arabidopsis thaliana).
Further, in Pinaceae the PSII megacomplexes have not been observed yet.

This bachelor thesis deals with the optimization of native electrophoresis for
the separation of the above mentioned megacomplexes from the thylakoid membranes
of Picea abies seedlings. The results of this optimization confirm the emergence of
megacomplexes in Pinaceae. We have found completely new forms of PSII

megacomplexes with new interactions between PSII supercomplexes.
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TEORETICKA CAST



Uvod

Jednim z mnoha proteinovych komplexti obsazenych v thylakoidni membrané
je fotosystém II (PSII). Tento proteinovy komplex je vyznamnou soucasti pii svétlem
indukovanych reakcich. Tyto reakce jsou dulezité pro pfeménu svételné energie na
energii chemickou. Nedavné studie ukazaly, Ze superkomplexy PSII jsou u vyssich
rostlin (napf. Arabidopsis thaliana) schopny vzajemnou interakci dvou superkomplexii
tvofit megakomplexy PSII (Nosek, 2017). Strukturdlné¢ je PSII slozen zjadra a
svétlosbérnych antén. Toto sloZeni, se v§ak u n€kterych vyssich rostlin 1isi (napt. Picea
abies). Superkomplexy PSII u rostlin Picea abies neobsahuji svétlosbérné antény Lhch3
a Lhch6 (Koutil a kol., 2016), tyto antény by mohly plnit klicovou roli pro tvorbu
megakomplexi PSII.

Jelikoz dosud nebyly pozorovany megakomplexy PSII u rostlin Picea abies, je
tato bakalarskd prace zaméfena na pouziti bezbarvé nativni polyakrylamidové
elektroforézy (CN-PAGE), diky které lze separovat zaporné nabité proteiny. Zaporny
naboj proteina je zpuasobeny pouzitim jemného detergentu deoxycholatu sodného
(DOC) pritomného v katodovém pufru. Pouzitim velmi jemnych detergentd
k solubilizaci jakymi jsou napi. dodecylmaltosid (DDM) lze pii solubilizaci a nasledné
separaci dosahnout velmi dobrych vysledku a ziskat tak celé proteinové komplexy v

jejich nativnim stavu.



1. Elektroforéza protein

Pro studium vlastnosti a struktury proteini a proteinovych komplext je
vyhodné ziskat studované proteiny a proteinové komplexy v Cisté podobé. K tomuto
ucelu je s vyhodou pouzivana takzvana elektroforéza, coz je separa¢ni metoda, pii které
dochazi k pohybu nabitych ¢astic v elektrickém poli. Rychlost pohybu ¢astice je ptimo
umérnd velikosti jejiho néboje a intenzité elektrického pole, ve kterém se nachdzi a
nepfimo tmérné velikosti této Castice a viskozité materialu, ve kterém elektroforéza
probiha. Elektroforéza proteinii je obecné rozdélovana na dva typy: na denaturujici
elektroforézu a na nativni (nedenaturujici) elektroforézu. V ptipad¢ denaturujici
elektroforézy jsou pro solubilizaci vzorku pouzivany agresivni detergenty (napf.
dodecylsiran sodny, SDS) a dochazi tak k separaci jednotlivych proteinti. Naopak
Vv piipad¢ nativni elektroforézy jsou pro solubilizaci vzorku pouzivany velmi jemné
detergenty a mohou tak byt separovany celé proteinové komplexy, u kterych je

zachovan jejich nativni stav.
1.1 Nativni elektroforéza

Pro studium velmi labilnich fotosyntetickych proteinovych komplex, je nutné
pouzit separa¢ni techniku, ktera je Setrna k labilnim protein-proteinovym interakcim a
zachova jejich nativni stav. Ve vétSiné ptipadl se vyuziva nativni elektroforézy (napf.
Koufil a kol., 2016; Nosek a kol., 2017; Jarvi a kol., 2011).

Hlavnimi metodami nativni elektroforézy proteini jsou modrda nativni
polyakrylamidova gelova elektroforéza (,,blue native polyacrylamide gel
electrophoresis®, BN-PAGE) a bezbarva nativni polyakrylamidova gelova elektroforéza
(,,clear native polyacrylamide gel electrophoresis®, CN-PAGE).

BN PAGE byla poprvé pouzita v devadesatych letech pro separaci
mitochondrialnich komplextu (Schagger a kol., 1994). Tato metoda pouzivala zaporné
nabité modré barvivo Coomassie brilliant blue (CBB), které ma schopnost adsorbovat
se na proteiny. Pfitomnost tohoto barviva udé€luje separovanym komplextim zaporny
naboj, ktery je dulezity pro jejich pohyb v elektrickém poli. Protoze pfitomnost barviva
CBB narusovala nékteré velmi nestabilni proteinové interakce (Wittig a Schigger,
2008), bylo nutné v nékterych specidlnich elektroforetickych aplikacich vyloucit
ptitomnost tohoto barviva. To vedlo k vyvoji nové metodiky znamé jako CN PAGE.
Kvili absenci barviva CBB udélujici zaporny naboj méla puvodni CN-PAGE bohuzel

malou rozliSovaci schopnost. Tato metodika byla tedy pouzitelna pouze pro separaci
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proteind, jejichz isoelektricky bod (pI) byl pod hodnotou pH, pii které se separace
provadéla.(Wittig a Schagger, 2005). Byla tedy hledana moznost jak sloucit vyhody
obou zminénych technik. Vznikla tak piepracovand metodika CN-PAGE ktera byla
pojmenovana jako ,,highresolution CN-PAGE® (hrCN-PAGE) (Wittig a kol., 2007).

V ptipadé¢ hrCN-PAGE bylo barvivo CBB nahrazeno Setrnym aniontovym
detergentem deoxycholatem sodnym (DOC), piidanym do katodového pufru. Tento
detergent se vmezetuje do micel solubilizovanych proteinti, ¢imz separované ¢astice
ziskavaji zaporny naboj a mohou se tak pohybovat v elektrickém poli. Pravé proto, Ze
DOC je prfitomny pouze v micelach a neni tak v t€ésném kontaktu se solubilizovanymi
proteinovymi komplexy, a je tedy Setrny k labilnim protein-proteinovym interakcim
(Nosek, 2016). Typickym ptikladem labilnich proteinovych komplexti jsou
fotosyntetické superkomplexy (Koufil a kol, 2014; Pavlovi¢ a kol., 2016; Nosek a kol.,
2017).

1.2 Gely pouzivané pri hrCN-PAGE

Elektroforéza se provddi na hydrofilnich poréznich nosic¢ich (napt. acetat
celulozy, agarozovy gel apod.). Nejcastéji pouzivanymi nosici jsou rizné gely. Gel je
strukturalné z vice nez 90 % tvoren vodou. Gel vytvafi trojrozmérnou sit’, ktera slouzi
jako ,,sito*. Nejvice rozsifenym gelem pro separaci smési rizné velkych proteint je gel
polyakrylamidovy. Aby bylo vzajemné mozné rozdélit rizné velké proteiny, pouzivaji
se pro jejich separaci gradientové gely (Wittig a Schigger, 2008). U gradientovych gelt
dochazi k pozvolnému narastu koncentrace polyakrylamidu, s ¢imz souvisi postupné
zmen$ovani pora v gelu. Jakmile separované komplexy dorazi do oblasti gelu, kde
velikost pord odpovida velikosti separovanych komplexi, u komplexu dojde
k vyraznému snizeni rychlosti separace a velikostné rozdilné komplexy se koncentruji
ve vzdjemné rozlisitelnych pasech.

Velikost poru v gelu je ovlivnéna mnozstvim akrylamidu a zesitovadla N,N*-
methylenbisakrylamidu (bisakrylamidu). Celkova koncentrace a vzajemny pomér
akrylamidu a bisakrylamidu byva definovan veli¢inami T a C. T vyjadifuje celkové
procentualni zastoupeni akrylamidu a bisakrylamidu v daném objemu a C vyjadiuje
procentudlni obsah bisakrylamidu k celkovému obsahu akrylamidu a bisakrylamidu.

Obecné plati, ze se vzrustajicim podilem bisakrylamidu velikost port v gelu
klesa. Na velikost porit ma vliv i teplota, pii které dochéazi k polymerizaci. Pii vyssi
teploté¢ dochazi k tvorbé mensich pord v gelu, naopak pii nizSich teplotach dochazi

K tvorbé vétsich port (Wittig a Schiagger, 2008).
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K separaci proteina se pouzivaji i gely jednokoncentraéni, u kterych se neméni
koncentrace akrylamidu ani velikost porti. Jednokoncentra¢ni gel je vhodny pro separaci
proteint které maji podobnou molekulovou hmotnost (Svr¢inova, 2012).

Pro optimalni separaci proteinovych komplexi je nutné zvolit vhodny
koncentracni rozsah gradientového gelu. Je obecné platnou zasadou, ze pro separaci
mens$ich komplexii je nutné zvolit vétsi koncentraci akrylamidu, zatimco pro separaci
vétsich komplexi je nutné zvolit mensi koncentraci akrylamidu v gradientovém gelu
(Svréinova, 2012; Jarvi a kol., 2011).

1.3 Pouziti hrCN-PAGE pro separaci fotosyntetickych

komplext

Kombinace hrCN-PAGE a gradientového gelu (viz kap. 1.1 a 1.2) je vyhodna
pro separaci fotosyntetickych komplext, coz je doloZeno fadou nedavno publikovanych
praci (Jarvi a kol., 2011; Koufil a kol, 2014; Koufil a kol, 2016; Pavlovi¢ a kol., 2016;
Nosek a kol., 2017). Pied samotnou separaci je nutné provést solubilizaci thylakoidnich
membran, ve kterych jsou fotosyntetické komplexy zakotveny. V soucasné dobé& jsou
pro Setrnou solubilizaci pouzivany dvé téidy detergentt: digitonin a dodecylmaltosid
(DM), které jsou velmi jemné detergenty ponechavajici proteinovym superkomplexim
jejich nativni strukturu. Digitonin je velmi jemny detergent, jehoz vlastnosti vychazeji
z velké a rigidni molekuly. Pravé velikost digitoninu zpisobuje, Ze tento detergent
nedokaze vstoupit do gran a solubilizuje tak pouze stromalni thylakoidy, ve kterych se
nachazi ptrednostné fotosystém | (PSI). (Seddon akol., 2004; Jarvi a kol., 2011).

Struktura molekuly digitoninu je znazornéna na obrazku ¢. 1.

HO HO

HO.. HO

HO™ ™75707 ™
HO HO HO

HO..

HO

Obr. ¢. 1: Struktura molekuly digitoninu
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Nicméng, jak bylo ukazano v mnoha pracich zabyvajicich se separaci
fotosyntetickych superkomplexit (Koufil a kol, 2014; Pavlovi¢ a kol., 2016; Nosek a
kol., 2017), prav¢ pouziti DDM piinasi nejlepsi vysledky.

U dodecylmaltosidti se rozliSuji dvé rtzné isoformy: n-Dodecyl-a-D-maltosid (a-
DDM)a n-Dodecyl-B -D-maltosid (B-DDM). Ob¢ isoformy jsou témét identické,

nepatrné se vSak 1isi ve své prostorové konfiguraci (Seddon a kol., 2004).

_/\/\/\/\/\/CHS
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OH QP n-Dodecyl-a-D-maltosid
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HO
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HO O o~~~ CHs
0 00
OH OH
HO 0 n-Dodecyl-B-D-maltosid
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Obr. ¢. 2: Struktura isoforem DDM s axidlni zménou konfigurace alkylového

retezce u a-DDM a s ekvatorialni zménou konfigurace alkylového retézce u f-DDM.

Nepatrna zména v prostorové konfiguraci obou detergenti ma vyrazny vliv na
jejich solubiliza¢ni vlastnosti. Zatimco o-DDM isoforma ma slabsi solubiliza¢ni
schopnosti a ponechava solubilizované superkomplexy ve velmi intaktnim stavu, p-
DDM isoforma ma silngjsi solubiliza¢ni schopnosti. Bohuzel vsak pfi pouziti detergentu
-DDM dochazi k ¢aste¢nému rozpadu superkomplexi. Proto je nutné pied pouzitim
obou detergentii oba detergenty vyzkouSet a pouzit isoformu vhodnou pro zvoleny
experiment (Nosek 2016).

Pouziti DDM vyznamné pfispélo k objasnéni struktury fotosytému Il (PSII)
(Caffarri a kol., 2009; Wei a kol., 2016).



2. Fotosystém i

Fotosystém II (PSII) je pigment-proteinovy komplex nachazejici se Vv
thylakoidni membrané chloroplasti. V PSII probihaji svétlem indukované reakce.
Vysledkem téchto reakci je pfeména svételné reakce na energii chemickou a rozklad

molekul vody za vzniku molekularniho kysliku a protont.

Fotosystém II je tvofen dvéma zakladnimi celky, mezi néz patii jadro PSII a na
néj navazané svétlosbérné komplexy (LHCII). Jadro PSII vysSich rostlin je tvofeno
podjednotkami PsbA (D1), PsbB (CP47), PsbC (CP43), PsbD (D2), PsbE-F, PsbH,
Psbl-M, PsbTc, PsbW, PsbX, PsbZ, PsbO-Q, PsbTn, které jsou kdodovany jadernym
nebo chloroplastovym genomem. Z funk¢niho hlediska plni podjednotky rizné dulezité
funkce. Mezi nejvyznamnéjsi patii podjednotky PsbA-PsbD, které tvoii stied celého
jadra PSII a dochazi v nich ke svétlem indikované nabojové separaci v chlorofylovém
dimeru P680 (Nelson a Ben-shem, 2004). Dalsimi funkéné vyznamnymi podjednotkami
PSII jsou PsbO, PsbP a PsbQ, které tvoii tzv. kyslik vyvijejici komplex. (napt. Umena a
kol., 2011). Funkci tohoto komplexu je svétlem indukované §tépeni vody, pii kterém
dochazi k tvorbé molekularniho kysliku a uvolnovani elektrond a protoni. Uvolnéné
elektrony dale putuji fotosyntetickou kaskadou a protony jsou vyuzity k syntéze ATP a
elektrony k redukci NAD(P)+ na redukci NAD(P)H.

Na jadro PSII jsou vazany svétlosbérné antény (LHCII), mezi jejichz hlavni
funkci patifi zadsobovani jadra PSII energii ziskanou z pohlcenych svételnych kvant a
také ochrana jadra PSII pfed nadbyte¢nou svételnou energii (Nelson a Ben-shem, 2004;
Ruban a kol., 2012).

LHCII vyssich rostlin je tvofeno podjednotkami Lhcb1-6(Jansson,1999). Podjednotky
Lhcbl-3 tvofi trimery, které jsou k jadru PSII vazany rtuzné velkou silou. Podle miry
interakce trimert s jadrem PSII rozliSujeme S trimer (,,Strongly bound ) a M trimer
(,Moderately bound “). Podjednotky Lhcb 4-6 jsou k jadru PSII vazany v monomerni
podobé a zprostiedkovavaji interakci mezi jadrem PSII a trimery LHCII (Caffarri a kol.,
2009; Koufil a kol., 2012; Dekker a Boekema, 2005). Monomerni podjednotky jsou
oznacovany také jako CP24 (Lhcb6), CP26 (Lhcb5) a CP29 (Lhcb4) (Caffarri a kol.,
2009). Schématické znazornéni struktury rostlinného PSII s navazanymi monomernimi

a trimernimi LHCII je ukazano na Obr. ¢. 3.



Obr. ¢. 3: Struktura PSII v tzv. C2S;My formé, kterd predstavuje nejbéznéjsi strukturu

PSII izolovaného z rostlin Arabidopsis thaliana. Prevzato z Kouril a kol., 2012.



2.1 Megakomplexy PSII

U vyssich rostlin bylo ukazano, ze PSII méa schopnost tvofit megakomplexy
tvofené dvéma kopiemi PSII (Nosek a kol., 2017). Jednotlivé komplexy PSII spolu

interaguji paralelné ¢i neparalelné a na interakcich se podileji pfedevsim svétlosbérné

komplexy. Struktury znamych megakomplexti jsou znazornény na obrazku ¢. 4.

Obr. ¢. 4: Snimky megakomplexi PSII ziskané jednocasticovou transmisni
EM zprumerovanim cca. 50 000 projekci. Snimky (a-f) predstavuji PSII v paralelnim a
(9-m) PSIl v neparalelnim uspordadani. Prevzato z Nosek a kol., 2017



2.2 PSll izolovany ze smrku

Nedavna studie (Koutil a kol.,, 2016) ukazala, ze svétlosbérmny systém
nékterych druh vyssich rostlin (skupiny Gnetales, Pinaceae) neobsahuje Lhcb3 a
Lhch6 podjednotky. Obé podjednotky byly povazovany za standardni soucast
svétlosbérného systému vSech vysSich rostlin, které se vyvinuli pii pfechodu rostlin
z vody na sous (Alboresi a kol., 2008). Neptitomnost téchto podjednotek, zptsobila
zménu v orientaci M trimeru. Absence nékterych podjednotek LHCII je divodem toho,
ze strukturné je PSII komplex rostlin z ¢eledé Pinaceae vice podobny evolu¢né niz§im
PSII komplextim tas napt. Chlamydomonas reinhardtii, nez komplextim PSII vyssich

rostlin napt. Arabidopsis thaliana. Struktura PSII komplext vyse zminénych rostlin je

na obrazku ¢. 5.

Obr. ¢. 5: Snimky z transmisniho EM PSII superkomplexii rostlin (a) Picea
abies v porovnanim s PSIl superkomplexy (b) Arabidopsis thaliana a (c)

Chlamydomonas reinhardtii. Prevzato z Kouril a kol., 2016

U rostlinné c¢eledé Pinaceae se dosud nepodafilo pozorovat podobné
megakomplexy PSII podobné tém které byly izolovany u rostlin Arabidopsis thaliana.
Tato skute¢nost mohla byt ovlivnéna dvéma faktory. Bud’ zminéna rostlinna tfida
megakomplexy PSII viibec neobsahuje, nebo jsou tyto megakomplexy kvili absenci

podjednotek Lhcb3 a Lhcb6 nestabilni.
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3. Elektronova mikroskopie proteinovych komplexu

Pro studium struktur proteinovych komplexi je velmi casto pouzivana
elektronova mikroskopie (EM). Tato metodika poskytuje mnoho vyhod oproti svételné
mikroskopii, ktera je ve svém rozliSeni omezena difrakénim limitem svételného zatfeni.
Nevyhodou EM u biologickych vzorki je jejich nizky kontrast, ktery je dan rozptylem
elektronli a tento rozptyl je piimo tmérny atomovému ¢islu prvki, ze kterych je tvoren
biologicky material. JelikoZ je biologicky material tvofen lehkymi prvky (O, N, C, P, S
a jiné)je z tohoto divodu Kontrast biologickych vzorka nizky. Biologické vzorky jsou
také velmi citlivé k radiacnimu poskozeni, ¢emuz je nutné zabranit snizenim davky
elektront. SniZeni intenzity elektronového svazku ma vSak za nasledek snizeni poméru
signal/Sum.Pravé kvili nizkému kontrastu a nizkému poméru signal/Sum je nutné pii
studiu  struktury Dbiologickych vzorkli pfistoupit k jednocéasticové analyze.
Jednocasticova analyza spociva v prostém prumérovani projekci shodnych proteinovych
komplexi, ¢imz se zlepSuje kontrast a zvySuje pomér signal/Sum (Boekema a kol.,
2009).

Kontrast u biologickych vzorkli, je nejCastéji zvySovan pomoci tzv.
negativniho barveni. Pfi této metod¢ je kontrast zvySen piidanim roztoku soli tézkych
kovu ke vzorku (Boekema a kol., 2009). Tyto soli tézkych kovi vyplni prostory kolem
vzorku a nepronikaji do hydrofobnich casti proteini. Nevyhodou membranovych
proteind je, zZe zUstavaji monodisperzni v roztoku vrstvy detergentu. Tato vrstva ma za
nasledek rozmazani projekce po obvodu proteinu. Z tohoto diivodu se uhlikova vrstva,
kterou je potazena médeénd sitka, upravuje doutnavym vybojem, aby se stala vice
hydrofilni. Tato Gprava zlepSuje adsorpci proteinii na uhlikovy film a poskytuje lepsi

pozadi (Kozarova, 2013).

Pro studium vzorku pod elektronovym mikroskopem je nutné nejprve
extrahovat zkoumané proteiny z polyakrylamidového gelu. Bylo ukazéno, Zze
nejucinngj§i metodou pro extrakei proteinu je jejich samovolna eluce do vhodného
roztoku. Z gelu je po separaci vyiezan pas, ktery je nasekan na malé ¢aste¢ky a vloZzen
do elu¢niho pufru. Takto pfipravené vzorky jsou naneseny na sitku a nejcastéji

obarveny solemi tézkych kovt.
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4. Cil prace

Cilem bakalaiské¢ prace je optimalizovat metodiku hrCN-PAGE takovym
zpusobem aby béhem solubilizace a elektroforetické separace nedoSlo k rozpadu

ptipadnych megakomplext PSIL
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EXPERIMENTALNI CAST
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5. Pouzité metody a material

5.1 Rostlinny material

Pro izolaci thylakoidnich membran byly pouzity 18 - denni semenacky smrku
ztepilého (Picea abies Karst.), které byly péstovany ve fotokomoie za téchto podminek:
ozatenost 100umol fotonu PAR, fotoperioda: 8 hodin svétla 16 hodin tma, péstebni

vlhkost nebyla definovana.
5.2 lzolace thylakoidnich membran

Rostliny byly odebrany pro izolaci pfed ukoné¢enim temnostni faze. Nastiihané
kotyledony Picea abies byly vlozeny do homogeniza¢ni nadoby, piestiihany nuzkami
na mens$i kousky a pfrelity pufrem A, ktery byl vychlazen na 0°C. Homogenizaci jsme
provedli pomoci homogenizatoru (T25 basic, IKA, Némecko) v péti desetivtefinovych
intervalech pii otackach 17500 min™. Homogenizované kotyledony Picea abies byly
ptefiltrovany pies Ctyfi vrstvy silonové sitky s velikosti oka 40 pum. Filtrat byl rozdélen
do ¢ty 50 ml centrifugaénich kyvet a centrifugovan v centrifuze (3K30, SIGMA).
Centrifuga s vhodnym rotorem byla vychlazena na 4°C a centrifugace probihala po
dobu 6 minut pii 5000 g. Supernatant byl odlit a pelet byl resuspendovan v pufru B pfi
teploté 0°C. Resuspendovany pelet byl rozdélen do dvou 50 ml centrifugacnich kyvet a
centrifugovan pii 4°C po dobu 10 minut pfi 5000 g. Supernatant byl odlit a pelet
resuspendovan v pufru C pfi teploté¢ 0°C. Takto resuspendovany pelet byl centrifugovan
pii 4°C po dobu 5 minut pfi 5000 g. Supernatant byl odlit a pelet resuspendovan
Vv malém mnozstvi pufr C (cca 2 ml), ktery byl vychlazen na 0°C. Takto pfipravend
suspenze thylakoidnich membran byla napipetovana do mikrozkumavek a uchovana v -
80°C pro nasledné pouziti. Izolace probihala pii zeleném svétle a veSkery material

potiebny k izolaci byl uchovavan na ledu.
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Tabulka ¢. 1: Slozeni pufrii pouzitych K izolaci thylakoidnich membran

Latka Koncentrace
HEPES 35mM
Pufr A (pH 7,2) Sacharosa 400mM
NaCl 400mM
MgCI2 4mM
Askorbat sodny 5mM
BSA 2mg/ml
Pufr B (ph 7,5) HEPES 25mM
NaCl 150mM
MgCl2 8mM
EDTA 1mM
Pufr C (pH 7,2) HEPES 50mM
Sacharosa 400mM
NaCl 15mM
MgCI2 5mM

5.3 Stanoveni koncentrace chlorofyla

Celkovou koncentraci chlorofyld a ab v izolované suspenzi thylakoidnich
membran jsme stanovovali podle prace Lichtenthalera. Suspenze thylakoidnich
membran byla smichana s 2 ml 80 % acetonu a centrifugovana po dobu 5 minut pfi
10000 g pomoci centrifugy (3K30, SIGMA). Absorbance supernatantu byla namétena
pomoci spektrofotometru (SPECORD 250 PLUS, Analytik Jena) pfi vinovych délkach
646,8; 663,2; 750 nm. Vysledné absorbance byly dosazeny do Lichtenthalerovych
rovnic (Lichtnethaler, 1987):

Ca = 12,25(Ag63,2 — A750) — 2,79(A646,8 — A750)

¢y = 21,5(Ae46,8 — A7s0) — 5:1(Ag63,2 — A750)
kde c, a ¢, jsou koncentrace chlorofylti v ug/ml. Absorbance pii vinové délce 750 nm

byla pouzita ke korekci na rozptylu vzorku.
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5.4 Solubilizace thylakoidnich membran

Thylakoidni membrany smrku ztepilého (Picea abies) byly solubilizovany
a-DDM pii rizném hmotnostnim poméru a-DDM:chlorofylim a+b (DDM/chl). Do
mikrozkumavek byl napitetovan C-pufr (0,4M sachar6za, SmM MgCl-6H,0, 50mM
HEPES/NaOH, 15mM NacCl, 10% glycerol) a a-DDM. Do tohoto roztoku byla pfidana
V mistnosti osvétlené zelenym svétlem suspenze thylakoidnich membran. Mnozstvi a-
DDM bylo takové, abychom dosahli potiecbného hmotnostniho poméru, mnozstvi
suspenze thylakoidnich membran bylo zvoleno tak, aby na jamku bylo naneseno
pottebné mnozstvi chlorofylu, mnozstvi C-pufru bylo takové, aby doplnilo objem a-
DDM a thylakoidnich membran na objem potiebny k naneseni do jamky (30ul). Tato
smé&s byla nasledn¢ centrifugovana pii 20 000 g po dobu 10 minut pii 4°C. Centrifugace
byla provedena z divodu odstranéni nesolubilizovaného materialu.

Pro pfipravu vzorku byla pouzita suspenze thylakoidnich membran o celkové

koncentraci chlorofylt a+b 3670ug/ml.

Tabulka ¢. 2: Pouzité mnozstvi detergentu a C-pufru pri solubilizaci o-DDM
thylakoidnich membran smrku ztepilého (koncentrace chlorofylit 3670 ug /ml), mnozstvi
chlorofylu na jamku 10 ug

Pomér DDM/chl C-pufr [ul] 5% a-DDM[ul] Suspenze [ul]
5:1 26,3 1,0 2,7
10:1 25,3 2,0 2,7
15:1 24,3 3,0 2,7
20:1 23,3 4,0 2,7
25:1 22,3 50 2,7
30:1 21,3 6,0 2,7
35:1 20,3 7,0 2,7
40:1 19,3 8,0 2,7
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5.5 CN-PAGE

Pro elektroforetickou separaci byl pouzit gradientovy polyakrylamidovy gel
s riiznou koncentraci bis-akrylamidu, touto zménou koncentrace lze regulovat hustotu
zesitovani polyakrylamidového gelu.
Pro ptipravu gela a samotné spusténi elektroforézy jsou potfebné tyto roztoky:
e Gelovy pufr (pH 7, 6x koncentrovana) 3M aminokapronova kyselina
(ACA), 0,3M Bis-Tris/HCI
e 50% zasobni roztok akrylamidu 50%T/3%C (6%C nebo 10%C)
e Katodovy pufr (pH 7, 10x koncentrovany) 0,5MTricin, 0,15M Bis-
Tris/HCI
e Anodovy pufr (pH 7) S0mM Bis-Tris/Hcl
e Zasobni roztoky akrylamidového gelu 4% (8,33 ml gelového pufru,
37,67 ml H,O, 4 ml 50%zasobniho roztoku akrylamidu na 50ml
zasobniho roztoku) a 8% (10 ml glycerol, 8,33 ml gelového pufru,
23,67 ml H,O, 8 ml 50% zasobniho roztoku akrylamidu na 50ml
zasobniho roztoku)
e 10 % persiran amonny (APS),
¢ N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Po ptipravé potiebnych roztokii byla sestavena aparatura pro nalévani gelu
s tloustkou gelu Imm. Gradientovy gel byl pfipraven pomoci gradientové pumpy
(Koutil, Kyjov, Ceska republika). Po promyti aparatury deionizovanou vodou, byl do
jedné komory nalit 4% gel, do druhé komory 8% gel a piidan 10% APS a TEMED. Oba
dva roztoky byly pfiblizné tficet vtefin dikladn¢ promichany a nasledné otevienim
kohoutu postupné smichavany, ¢imZ vznikl gradientovy polyakrylamidovy gel. Mezi
skla byl vlozen hiebinek s deseti jamkami.

Po polymerizaci gelu byl vyjmut hiebinek a sestavena elektroforeticka
aparatura Protean II (Biorad, Hercules, USA). Jeji tésnost byla ovéfena neionizovanou
vodou. Poté byly do aparatury nality jednotlivé pufry (do katodového pufru bylo
pfidano 43 mg o-DDM, 86 mg DOC a 48 ul 35 % HCI) a do jamek nanesen vzorek
solubilizovanych thylakoidnich membran a spusténa elektroforéza.

CN-PAGE probihala ve tmé& a celd aparatura byla uloZzena na ledu. Na

aparatufe byl v prvnim kroku udrzovan proud 7mA. V druhém kroku byl proud
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udrzovan na 15 mA. Jakmile putujici castice byly piiblizné 1 cm od konce

gradientového gelu (cca po 1,5 hodin€) byla elektroforéza ukoncena a gel vyjmut.

5.6 Skenovani gell

Gel byl skenovan na piistroji Amersham Imager 600RGB. Byl pofizen snimek
pomoci bilého svétla v transmisnim modu skeneru. Pro rozliSeni mezi PSI a PSII
komplexy byl poiizen fluorescencéni snimek gelu. Pii pokojové teploté¢ je kvantovy
vytézek PSI velmi maly, oproti PSII, ktery mé kvantovy vytézek mnohonasobné vétsi.
Diky tomu mtzeme jednotlivé komplexy bezpecné rozeznat. Bylo excitovano svétlem o

vinové délce 460 nm, pii detekci fluorescence byl pouzit pasovy filtr (690-720 nm).

5.7 Eluce separovanych PSIl megakomplexu

Pro snimkovani megakomplexi PSII je nutné tyto proteiny v moZna co
nejintaktnéj§i forme vyextrahovat z polyakrylamidového gelu. NejSetrnéj$im zptisobem
je samovolna eluce proteinii z gelu do eluéniho pufru. Bylo nutné z gelu vytezat
vybrané proteinové pasy, u kterych jsme ocekavali ptitomnost vysokomolekularnich
komplexti PSII. Jednotlivé pasy byly zgelu vyfezany a takto jemné ,,nasekany“
proteinovy pas byl smichén s elu¢nim pufrem v mikrozkumavkach. Po dobu pfipravy
vzorku bylo nutné pracovat ve tmé, aby nedoslo k poskozeni proteinti. Eluce probihala

po dobu jedné hodiny ve tmé pii 4°C.
5.8 Priprava vzorku pro EM

Pro ziskani dobrého kontrastu byly vzorky pfipraveny metodou negativniho
barveni. M&déna sitka potazena uhlikovou vrstvou byla nejprve upravena doutnavym
vybojem, aby se stala hydrofilni a lépe adsorbovala PSII komplexy. Na sitku bylo
naneseno 5 pl eluovaného vzorku a po dobu jedné minuty se smés proteinii nechala
adsorbovat. Po minuté byla pfebyteCna smés odsata filtranim papirem a piidan na
jednu minutu 2% roztok uranyl acetatu. Piebyte¢ny uranyl acetdt byl odsat filtra¢nim

papirem.
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5.9 Snimkovani EM

Takto pfipraveny vzorek byl snimkovan na elektronovém mikroskopu
Jeol2010F s LaBg katodou pii napéti 120 kV a zvétseni 40 000x. Snimky byly pofizeny
CCD kamerou Keenview G2. Snimky pro jednocasticovou analyzu byly pofizeny

elektronovym mikroskopem Tecnai G2 20 Twin s LaBg katodou pii napéti 200 kV a
zvétseni 130 000x. Jednocasticova analyza byla provedena softwarem GRIP a RELION
(Scheres, 2012)

19



6. Vysledky

Hlavnim cilem experimentalni ¢asti byla optimalizace separacni metody CN-
PAGE za pouziti detergentu a-DDM pro izolaci smrkovych vysokomolekularnich
komplexi PSIl. Diraz byl kladen na optimalizaci sloZeni polylakrylamidovych geli a
vhodného poméru DDM/chl. Bylo dulezité¢, aby separované¢ pigment-proteinové
komplexy fotosyntetického aparatu byly zachovany v intaktnim stavu pro studium jejich
struktury pomoci transmisni elektronové mikroskopie. Jako Setrny zpiisob extrakce

proteintl Z polyakrylmidového gelu byla pouzita samovolna eluce proteini do pufru.

6.1 Stanoveni optimalniho slozeni geli a koncentrace

detergentu

Pro tspésnou elektroforetickou separaci pigment-proteinovych komplext, bylo
nutné experimentalné urcit vhodny hmotnostni pomé DDM/chl. Optimalizace byla
provedena na 4 — 8 % T/ 3%C (6%C, 10%C) gradientovém polyakrylamidovém gelu s
pomérem DDM/chl v rozsahu 5 — 40, za pouziti 10 pg chlorofylti na jamku. Vysledky

separace vidime na obr. ¢. 6 — 8.
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Obr. ¢ 6: Separace smrkovych fotosyntetickych superkomplexi. Snimek
reprezentuje kolorimetricky snimek (a) a fluorescencni snimek (b) gelu 4 — 8 %T/3%C
Cisla nad jamkami oznacuji hmotnostni pomér, ktery byl pouZit pri solubilizaci
thylakoidnich ~ membran s a-DDM.  nm:  nesolubilizovany — material, — vmk:
vysokomolekuldrni komplexy, PSIl sk: superkomplexy fotosystéemu II, PSI sk:
superkomplexy fotosystéemu I, LHC: trimery a monomery svétlosbérnych komplexi

fotosystéemu II, vp: volné pigmenty.
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Obr. ¢ 7: Separace smrkovych fotosyntetickych superkomplexu. Snimek
reprezentuje kolorimetricky snimek (a) a fluorescencni snimek (b) gelu 4 — 8 %T/6%C
Cisla nad jamkami oznacuji hmotnostni pomér, ktery byl pouzit pii solubilizaci
thylakoidnich membran s o-DDM. nm: nesolubilizovany material, PSIl sk:
superkomplexy fotosystému II, PSI sk: superkomplexy fotosystému I, LHC: trimery a

monomery svétlosbérnych komplexii fotosystému 11, vp: volné pigmenty.
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Obr. ¢ 8: Separace smrkovych fotosyntetickych superkomplexi. Snimek
reprezentuje kolorimetricky snimek (a) a fluorescencni snimek (b) gelu 4 — 8 %T/10%C
Cisla nad jamkami oznacuji hmotnostni pomér, ktery byl pouzit pri solubilizaci
thylakoidnich  membran s a-DDM. nm: nesolubilizovany material, PSI sk:
superkomplexy fotosystému I, LHC: trimery a monomery svetlosbérnych komplexii

fotosystéemu II, vp: volné pigmenty.

Z optimalizace slozeni geli a vhodného poméru DDM/chl za pouziti 10 pg
chlorofylll na jamku lze pozorovat, Ze se zvySujicim se pomérem DDM/chl dochazi
K postupnému nartstu intenzity pasi PSII superkomplexti. Pfi nizSich pomérech
DDM/chl dochazelo, k velmi dobré separaci PSI komplext. Na obr. €. 6 je velmi dobie
vidét nardst intenzity past, které odpovidaji superkomplextim PSII. Z gelu na Obr. 6 je
déale patrna pfitomnost pasii s vysokomolekuldrnimi komplexy, které pravdépodobné
odpovidaji megakomplextim. Jak je ovSem patrné z fluorescen¢niho snimku gelu na
Obr. 6b, pouze horni z téchto pasi by mél byt tvofen megakomplexy PSII.

Pro separaci byly pouzity i gradientové gely 4 — 8 %T/6%C nebo 4 — 8
%T/10%C. Na obr. ¢. 7 lze vidét pasy, které by mohly obsahovat vysokomolekularni

proteiny PSII, avSak tyto pasy nejsou tak vyrazné a intenzivni jako u gradientového gelu

23



4 — 8 %T/3%C. Na obr. ¢. 8 vidime gradientovy gel 4 — 8 %T/10%C, ktery se ukazal
k separaci pigment — proteinovych komplext PSII jako nevhodny.

Ke studiu vysokomolekularnich PSII komplexli se ukazalo, ze nejvhodng;sim
zpusobem separace bude pouziti gradientového gelu 4 — 8 %T/3%C s pomérem
DDM/chl v rozmezi 30 — 40. Za ucelem zvySeni intenzity vysokomolekularnich past a
tim 1 zlepSeni vytézku ptipadnych proteinti byla dale provedena optimalizace, pii které
jsme ménili mnozstvi nanesené¢ho chlorofylu na jamku v rozmezi 10 — 40 pg. Vysledky

vidime na obr. ¢. 9.
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Obr. ¢ 9: Separace smrkovych fotosyntetickych superkomplexi. Snimek
reprezentuje kolorimetricky snimek (a) a fluorescencni snimek (b) gelu 4 — 8 %T/3%C
Cisla nad jamkami oznacuji hmotnostni pomér, ktery byl pouzit pii solubilizaci
thylakoidnich membran s a-DDM a mnozstvi chlorofylii pouZitych na jamku. nm:
nesolubilizovany material, PSII mk: megakomplexy fotosystému II, PSII sk:
superkomplexy fotosystému II, PSl sk: superkomplexy fotosystému I, LHC: trimery a
monomery svetlosbernych komplexii fotosystému II, vp. volné pigmenty

Vysledky této optimalizace ukazuji, ze se zvySujicim se mnozstvim

nanasenych chlorofyli dochazi k narGstu intenzity pasu, které odpovidaji PSII
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superkomplextiim. OvSem lze pozorovat negativni vliv na rozliSeni jednotlivych past,
kdy dochézi k jejich splyvani, coz je pro ucely nasi studie nevhodné.
Pasy oznaéené ¢ervenym obdélnikem (¢. 1 a 2) na obr. ¢. 10A byly vyfezany a

pripraveny pro strukturni analyzu pomoci EM.
6.2 EM strukturni analyza

Piiprava vzorku pro EM je detailnéji popsana v kapitole 5.8. Vzorky byly
pozorovany pii zvétSeni 40 000x a urychlovacim napéti 120 kV. Vysledky pozorovani
pigment — proteinovych komplext jsou ukazany na obr. ¢. 10. Cilem bylo hledat
ptipadné megakomplexy PSILU vzorku vyfezanych ztéchto pasu, které byly
solubilizovan o-DDM byly pozorovany megakomplexy PSII. Podle jiz dostupnych
vysledku (Nosek a kol., 2017; Koutil a kol., 2016) jsme ocekavali, ze tyto komplexy
jsou velmi malo stabilni a pfi jejich eluci dochazi k jejich rozpadu na superkomplexy
PSII.
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Obr. ¢. 10: Snimky z elektronového mikroskopu proteinii z pasu ¢. 1 10B-C a

Zpdasu ¢ 2 10D-E na obr.10A. Megakomplexy PSII jsou zvyraznény zelené,
superkomplexy PSII cervene. Zveétseni 40 000X.

Ukazalo se, ze oba dva pasy obsahuji vysokomolekularni komplexy. Pro detailngjsi
strukturni analyzu byl ovSem vybran pas ¢. 2 (obr. ¢. 10A), protoze pii predbézném
snimkovani obsahoval vice megakomplexti PSII (viz obr. ¢. 10D-E), nez pas ¢. 1(viz

obr. ¢. 10B-C). Vysledky detailngjsi obrazové analyzy vidime na Obr. €. 11.
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Obr. ¢. 11. Snimky superkomplexi a megakomplexii PSII izolovanych z

thylakoidnich membran Picea abies. Snimky (a) — (f) predstavuji megakomplexy PSII,
kde (a)-(d) reprezentuji megakomplexy s paralelni orientaci PSII superkomplexii, (e-f)
megakomplexy s neparalelni orientaci PSII superkomplexu, (g) — (n) predstavuji
superkomplexy PSII. Pocet projekci, ze kterych je slozen snimek (a) 2419; (b) 3118; (c)
1549; (d) 1059; (e) 915; (f) 1103; (g) 1018; (h) 2067; (i) 2525; (j) 1299; (k) 1570; (1)
1297; (m) 4011; (n) 3635.
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Na obr. 11(a)-(f) vidime megakomplexy PSII, interakce je zprostfedkovana
LHCII. Na obr. 11(g)-(n) vidime superkomplexy PSII s riznym mnozstvim navaznych
svétlosbérnych antén, kde (g) piedstavuje C2S,MXy, (h) C.S:M,X, (i) C2S:M2X, (j)
C2oS:MXs, (K) CoSoMX, (1) C2S:My, (m) CoSM, (n) C,S; superkomplex.
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7. Diskuze

Hlavnim cilem experimentalni Casti této prace byla optimalizace metodiky
hrCN-PAGE pro separaci vysokomolekularnich komplext izolovanych z thylakoidnich
membran smrku ztepilého (Picea abies). Vysledky této optimalizace jsou prezentovany
na Obr. 6 — 8. Prvnim krokem optimalizace bylo ur¢eni vhodného hmotnostniho poméru
detergentu k chlorofylim a+b (DDM/chl) a posouzeni vlivu gelt rizného sloZzeni na
kvalitu separace. Detergentem pouzitym pro solubilizaci byl a-DDM, ktery je znamy
svymi Setrnymi solubiliza¢nimi vlastnostmi (Nosek 2016 a Nosek a kol., 2017) a byl
pouzit v hmotnostnich pomérech 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 a 40 (Obr. 6 — 8). Pro separaci
solubilizovanych komplexii byly poté pouzity tfi rizné gely lisici se velikosti port. Tato
velikost byla ovlivnéna zménou procentualniho zastoupeni bisakrylamidu (parametr C
viz kap. 1.2) ve smési bisakrylamid + akrylamid, jehoz hodnota byla 3 (Obr. 6), 6 (Obr.
7) a 10 (Obr. 8). Z Obr. 6 je dobfe patrny vliv detergentu na solubilizaci thylakoidnich
membran. S postupnym zvySovanim hmotnostntho poméru DDM/chl je ziejmy
postupny narist solubiliza¢niho U¢inku detergentu, jak je zjevné z nariistu intenzity
past predevsim se superkomplexy PSII. Tento fakt pravdépodobné souvisi s postupnym
pronikanim detergentu do gran thylakoidnich membran, kde se superkomplexy PSII
nachdzeji. Podobné vysledky separace fotosyntetickych komplexti izolovanych ze
smrku ztepilého jiz byly publikovany (Koufil a kol., 2016). V této publikaci vSak byl
pro solubilizaci pouzit B-DDM, jehoz solubiliza¢ni Uc¢inek je ve srovnani s a-DDM
silngj8i. Tato zameéna detergentd méla za nasledek neptitomnost past s megakomplexy.
Praveé fakt, Ze ve vysledcich prezentovanych v experimentdlni casti této bakalarskeé
prace se podafilo izolovat megakomplexy svéd¢i o Setrnosti pouzZité metodiky a
uspéSnosti optimalizace solubilizace. DalSim faktorem svéd¢icim o Setrnosti pouZzité
metodiky je fakt, Ze srostoucim hmotnostnim pomérem DDM/chl nedochézelo
k Zadnému zjevnému rozpadu separovanych fotosyntetickych komplexd, které by se
projevilo poklesem intenzity pasti se zminénymi komplexy. Nasledujicim krokem
provedenym v ramci optimalizace metodiky hrCN-PAGE bylo posouzeni vlivu gell
rizného slozeni na kvalitu separace. Pfedpokladem tohoto kroku bylo, Ze zvySujici se
stupent zesitovani polyakrylamidového gelu zlepsi kvalitu separace a zvysi rozliSeni
past s vysokomolekularnimi komplexy. Jak je ovSem zfetelné z Obr. 6 — 8, separace
solubilizovanych fotosyntetickych komplexii nepfinesla ofekavané vysledky. U geld
s vysSim stupném zesitovani (Obr. 7 a 8) doSlo k zachyceni ptevazné casti vétSich

komplexti na dn¢ jamky a tyto komplexy se tak viibec nedostaly do separacni ¢asti gelu.
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Z vysledkli prezentovanych na Obr. 6 — 9 tedy vyplyvé, Ze pro optimalni separaci
vysokomolekularnich komplext je vyhodné pouzit gel s 3% mnozstvim bisakrylamidu
(Obr. 6) a solubilizaci provadét s vyssim pomérem DDM/chl. Poslednim krokem
provedenym béhem optimalizace metodiky hrCN-PAGE byl pokus o zvySeni intenzity
past s vysokomolekuldrnimi komplexy. Za timto ucelem bylo do elektroforetickych
jamek nanaseno zvySujici se mnozstvi chlorofylu (10, 20, 30 a 40 pg) a solubilizace
byla provedena pti hmotnostnim poméru DDM/chl 30 a 40 (Obr. 9). Jak je ovSem
z vysledki patrné zvySujici se mnozstvi vzorku nanaseného do elektroforetickych jamek
nezpusobilo Zadny dramaticky nardst v intenzité pasi s megakomplexy. Naopak,
dochazelo spise ke splyvani sousednich pasti a celkovému zhorSeni kvality separace.
Tento fakt byl pravdépodobné zplsoben dvéma faktory. Prvnim znich byla
nedostatecna kapacita gelu, kterd nedovolila separaci vysokého mnozstvi vzorku a
druhym z nich bylo pfilisné zvySeni koncentrace thylakoidnich membran v solubilizatu
a detergent tak nebyl schopen dostate¢né¢ vzorek solubilizovat. Jako optimalni mnozstvi

vzorku nanaSeného do elektroforetické jamky bylo zvoleno 10pug chlorofylu.

Na zékladé¢ provedené optimalizace byla provedena konecnd separace
thylakoidnich membran smrku ztepilého. Z gelu po separaci byly vyfezany pasy
s vysokomolekuldrnimi komplexy (oznaceny na Obr. 10 A) a po eluci komplext bylo
provedeno jejich snimkovani pomoci elektronového mikroskopu a nésledna obrazova
analyza. Vysledky snimkovani jsou prezentovany na Obr. 10B-C (pas ¢. 1) a 10D-E
(pas €. 2). Z téchto snimki je jasné patrna pritomnost megakomplext PSII, které jsou
podobné nedavno publikovanym megakomplexiim PSII ziskanym z Arabidopsis
thaliana (Nosek a kol., 2017). Jak vsak ukazaly vysledky detailngjsi obrazové analyzy
druhého pasu zobr.10A (vysledky na Obr. 11), tento pas neobsahoval pouze
megakomplexy PSII (Obr. 11A-F), ale také dosud nepozorované superkomplexy PSII
(Obr. 11G-K) a také jiz znamé superkomplexy PSII (Obr. 11L-N)pravdépodobné
vzniklé rozpadem megakomplexii PSII. Pfi bliz§im posouzeni zde prezentovanych
megakomplexti PSII je zfejmé, Ze je jednd o nové megakomplexy, odlisné od diive
publikovanych (Nosek a kol., 2017). Jedna se pfedev§im o odliSny zptsob interakce
mezi sousednimi megakomplexy, ktery je sice také zprostiedkovan svétlosbérnymi
anténami, ale doSlo k vytvofeni odliSnych struktur. V piipadé nové objevenych
superkomplexti PSII se vsak jedna o zcela novou a dosud nikdy nepozorovanou skupinu

komplexti. Tato nova skupina superkomplext se od bézné znamych 1iSi mnoZzstvim
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vazanych trimernich svétlosbérnych antén, které v nékterych ptipadech (napt. Obr.
11G) nékolikrat prevySuje obecné znamé mnozstvi.

Nalezené a v této praci prezentované megakomplexy a nové superkomplexy
PSII velmi pravdépodobné hraji urcitou fyziologickou roli. Aby vsSak tato role byla
objasnéna, bylo by nutné provést detailni strukturalni analyzu vSech komplext a provést
1 dalsi fyziologické studie. Ani jedno vSak nebylo cilem této bakalaiské prace a zlstava
tedy pfedmétem dalSiho vyzkumu.

Zajimavym zjisténim je také, ze pas ¢. 2 na Obr. 10A, u kterého byla
prokdzana piitomnost megakomplexti a superkomplexti PSII (Obr. 11). Nevykazuje
zadnou fluorescenci (viz Obr. 6B). Tento jev je zptusoben ndmi dosud nezjiSténymi
procesy. Moznym vysvétlenim je napt. atypicka velikost superkomplexti PSII (viz Obr.
11G-J), které zpiisobuji zhaSeni fluorescence. Tato hypotéza ovSem neni potvrzena a

vysvétleni tohoto jevu je predmétem dalSiho studia.
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8. Zaveér

V této bakalarské praci jsme optimalizovali metodiku hrCN — PAGE pro ucely
separace vysokomolekularnich komplexii z thylakoidnich membran smrku ztepilého
(Picea abies). Bylo pouzito polyakrylamidového gradientového gelu s riznym obsahem
bisakrylamidu a k solubilizaci pouzit detergent a-DDM.

Optimalizace metodiky hrCN-PAGE byla uspé$na a nasledné snimkovani
elektronovym mikroskopem, potvrdilo tvorbu megakomplextit PSII u nahosemennych
rostlin (napf. Picea abies), tak jak je tomu u rostlin krytosemennych (nap¥. Arabidopsis
thaliana).

Néslednd obrazova analyza téchto vysokomolekularnich péstt potvrdila

objeveni dosud nepublikovanych megakomplext a superkomplexti PSII.
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