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Tato prace se zabyva vlivem komplexu vyvijejici kyslik (OEC)
na srukturni integritu fotosystému II (PSII) a jeho organizaci
Vv tylakoidni membrané rostlin. Teoreticka c¢ast pojednava
o struktute, funkci a organizaci PSII v tylakoidnich membranach
rostlin a o vlivu OEC na strukturu PSII. Teoreticka ¢ast se dale
zabyva charakteristikou mutanta je¢mene setého viridis zb63
ametodami  obrazové analyzy snimkl =z elektronového
mikroskopu.

V experimentalni ¢asti prace je studovan vliv strukturni integrity
OEC na stabilitu PSII a jeho formovani do semikrystalickych
domén v izolovanych tylakoidnich membranach je¢mene setého
(Hordeum vulgare) a mutanta je¢mene viridis zb63 pomoci
transmisni elektronové mikroskopie a jednocasticové obrazové
analyzy a dale bezbarvé nativni polyakrylamidové gelové
elektroforézy ~ (CN-PAGE).  Z provedenych  experimentl
vyplyva, ze PSII vykazuje ndhodné uspoiadani témér ve vsech
snimcich  grandlnich membran je¢mene setého. Vlivem
chemického odstranéni OEC dochazi k rozpadu superkomplexti
PSII. V granalnich membranach mutanta je¢mene viridis zb63,
ktery se vyznaCuje krystalickym  uspotadanim  PSII
v membranach, byl po chemickém odstranéni pozorovan rozpad
superkomplexti PSII a zaroven vyrazny pokles krystalického
uspofddani v membranach. Z obrazové analyzy bylo zjisténo,
ze chemické odstranéni OEC v granalnich membranach mutanta
jeCmene viridis zb63 vedlo Kjinému typu krystalického
uspotadani superkomplextt PSII. Vysledky prace ukazuji, ze
strukturni celistvost OEC je dilezitd pro stabilitu PSII
ausporadavani  PSII  do semikrystalickych ~ domén
vV membranach.

fotosystém II, komplex vyvijejici kyslik, mutant je¢mene viridis
zb63, transmisni elektronova mikroskopie, bezbarva nativni
polyakrylamidova  gelova elektroforéza, jednocéasticova
obrazova analyza
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This work deals with an effect of structural integrity
of oxygen evolving complex (OEC) on a higher
organization of Photosystem Il (PSII) in the thylakoid
membrane of green plants. The theoretical part primarily
deals with a composition, function and structure of PSII
in the thylakoid membrane of higher plants and deals with
an effect of structural integrity on a structure of PSII
and thylakoid membranes. The theoretical part also
includes a characteristics of barley viridis zb63 mutant
and methods of image processing in electron microscopy
are introduced.

In the experimental part of the work the effect of structural
integrity of OEC on the stability of PSII and its ability to
form 2D semi-crystalline domains in the isolated
thylakoid membrane from barley (Hordeum vulgare) and
from barley mutant viridis zb63 is studied using
transmission electron microscopy and single particle
analysis and  clear-native  polyacrylamide  gel
electrophoresis. The performed experiments show that the
PSII organization in grana membranes from barley is
predominantly random. The PSIlI supercomplex is
disintegrated by effect of chemically removed OEC. In the
grana membranes of barley viridis zb63 mutant, which
forms the 2D crystalline array of PSIl in membrane,
disintegration of PSII supercomplex and also the decrease
of crystalline organization of PSIlI was observed after
chemical removing OEC. Single particle analysis revealed
that chemical removing OEC in grana membranes of
barley viridis zb63 mutant led to another type of packing
of the PSII supercomplexes. Results of this work show
that structural integrity of PSIlI supercomplexes is
important for stability and formation of semi-crystaline
domain of PSII in the membranes.

photosystem 11, oxygen evolving complex, barley viridis
zb63 mutant, transmission electron  microscopy,
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1 Uvod a cile prace

Rostliny jsou mnohobunééné organismy, které nas obklopuji téméf vSude. Umélcim
se staly inspiraci, védcim objekty badani, zamilovanym vyjadienim lasky. Clovék je
také dokazal vyuzit jako zdroj suroviny (napft. dievo, obili, rostlinna vlakna). Rostliny
ale predev§im poskytuji vSem aerobnim organismim nezbytny kyslik. Dé&je se tak
pomoci specifického procesu zvany fotosyntéza, pii kterém je vyuzita slunecni energie
k pfeméné vody na molekuly ATP a NADPH. Ty jsou rostlinou vyuzity k fixaci uhliku,
ktera vede k produkci sacharidu. Jako odpadni produkt v tomto d&ji vznika kyslik.
Bez néj by nevznikl Zivot, tak jak ho zname.

K pochopeni déji fotosyntézy je nutné poznat jednotlivé soucésti fotosyntetického
aparatu rostlin. Reakce fotosyntézy zacinaji ve fotosystému II (PSII), ktery se nachazi
Vv grandlnich membranach. Organizace PSII v grandlnich membanach je nahodna,
ale existuji i oblasti granalnich membran, ve kterych PSII vytvaii 2D krystalicka pole
(Koutil et al., 2013). Ve své praci se zabyvam vlivem komplexu vyvijejici kyslik (OEC)
na funkci a formovani superkomplexi PSII v tylakoidni membrané rostlin. Ne&které
studie ukazuji, ze komplex vyvijejici kyslik vedle své hlavni funkce vytvareni kysliku,
rovnéz prispiva k udrzovani stability PSII (Boekema et al., 2000).

Cilem mé prace bylo zpracovat pichled o problematice struktury PSII a jeho
organizaci v tylakoidni membrané, vlivu OEC na formovani a funkci superkomplext
PSII v tylakoidni membrané. Cilem experimentalni prace bylo zhodnotit vliv strukturni
integrity OEC na stabilitu PSIl a jeho formovani do semikrystalickych domén v izolovanych
tylakoidnich membranach rostlin. Aby bylo mozné zhodnit vliv OEC na stabilitu
a formovani PSII do semikrystalickych domén v membranach, bylo nutné ovéfit
uc¢innost protokolu inhibice funkce OEC pomoci biochemické metody. Mym tkolem bylo
izolovat grandlni membrany z listi jeCmene setého (Hordeum vulgare) a mutanta
jeCmene viridis zb63, separovat pigment-proteinové komplexy pomoci nativni
polyakrylamidové gelové elektroforézy (CN-PAGE) a potidit sérii mikroskopickych
snimkid grandlnich membran je¢mene, ze kterych byl vyhodnocen vliv strukturni

integrity OEC na organizaci PSII v granalnich membranach.



2 Struktura fotosyntetického aparatu a tylakoidni membrany rostlin
Chloroplasty jsou organely, ve kterych probiha dulezity d€j zvany fotosyntéza. Uvnitf
chloroplastii se nachazi tylakoidni membrana, kterd vytvaii sit’ pravidelnych shlukt
tylakoidd nazyvanych granum. Jednotlivd grana jsou spojena stromdlnimi tylakoidy
(lamelami). Tylakoidy obklopuji prostor, vyplnény vodnym prostiedim, ktery
oznacujeme jako tylakoidni lumen. Okolo tylakoidi se nachazi stroma (Koufil et al.,
2011; Dekker et Boekema, 2005).

Fragmentace a strukturni analyza tylakoidnich membran pfinesla prvotni
informace o slozeni membrany a jejiho uspotfadani, coz nam umoziilo vytvotit model
tylakoidni membrany. Pomoci dat z elektronové mikroskopie (EM) tenkych fezi
fixovanych tylakoidnich membran byly navrzeny dva odlisné modely organizace
tylakoidni membrany: helikalni (viz obr. 1A) a vidlickovy model (obr. 1B). Prvni
helikalni model odvozeny z mikrofotografii fezl tylakoidni membrany piedstavil
Paolillo (1970). V tomto modelu jsou stromalni tylakoidy Sroubovité uspofadany kolem
kazdého grana jako pravotocivé spirdly. Kazdé granum je obklopeno nékolika
lamelami, které jsou pfipojeny k jednotlivym granam pies membranové vyenélky.
Platnost helikalniho modelu byla nasledné potvrzena dal$imi metodami EM. Boc¢ni
pohled na izolovana grana ve skenovacim EM ukazal Sroubovité uspofadani
stromalnich tylakoidt (Mustardy et Janossy, 1979), zatimco horni pohled na vzorky
ptipravené pomoci metody mrazového lomu prozradil, ze spoje stromalnich tylakoidd
jsou uspotradany do kruhu (Mustardy et al., 2008; Staehelin et van der Staay, 1996).

Ve vidlickovém modelu tylakoidni membrany autofi Arvidsson et Sundby (1999)
navrhuji, Ze granum se sklada z mnoha opakujicich se jednotek, pti¢emz kazda z nich
obsahuje ti1 granalni disky, které jsou vytvofeny vchlipenim tylakoidového paru.
O nékolik let pozd€ji byl na zaklad¢ dat z elektronové tomografie vytvoren upraveny
vidlickovy model, ve kterém je granum tvotreno opakujicimi se lipidovymi dvojvrstvami
vytvofenych rozdvojenim stromalnich tylakoidé. Cast horni vrstvy rozdvojenych
stromalnich tylakoidl se ohyba na okraji nahoru a spojuje se s vrstvou nad ni, zatimco
druha vrstva rozdvojenych stromalnich tylakoidi se ohyba dolii na opacné strané
a spojuje se s vrstvou pod ni (Shimoni et al., 2005). Rozdilnosti v navrzenych modelech
jsou stale pfedmétem diskuzi a studii. S rozvojem technik EM, to predevsim kryogenni

elektronové tomografie, vznikaji studie dokazujici, Ze helikalni model tylakoidni
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membrany 1épe popisuje strukturu tylakoidni membrany v chloroplastu (Daum
et Kiihlbrandt, 2011).

Obr. 1 A) Pocitacovy 3D helikalni model tylakoidni membrany zobrazujici stromalni membrany
okolo gran. Model byl vytvoten z mikroskopickych snimki série fezl tylakoidni membrany.
Pievzato z: Mustardy et Garab (2003). B) Vidlickovy model tylakoidni membrany nakresleny
podle Ardvidsson et Sundby, 1999. Granum se sklada z opakujicich se jednotek, pficemz kazda
se sklada ze tii granalnich diskd. Prevzato z Pribil et al. (2014).

Tylakoidni membrana se vyznacuje laterdlni heterogenitou, to znamena,
ze jednotlivé proteinové komplexy jsou v kazdé ¢asti membrany lokalizovany odlisné.
Studie ukdzaly, ze vétSina PSII a svétlosbérnych komplextt PSII (LHCII) se nachézi
Vv granalnich membranach, zatimco vétsina komplext fotosystému I (PSI) a ATP syntaz
byla nalezena ve stromalnich tylakoidech a vn&jSich membranach gran (Staehelin et van
der Staay, 1996) (viz obr. 2). Zastoupeni komplexu cytochromu bef (cyt bef)
Vv granalnich a stromalnich tylakoidech je pfiblizné stejné (Dekker et Boekema, 2005).
Kromé ctyf diive zminénych hlavnich komplexd se v tylakoidni membrané nachazi
mnoho dal§ich proteind nebo proteinovych komplexi, napt. komplexy NAD(P)H
dehydrogenasa (NDH) a heterodimer proton gradient like 1/regulation 5
(PGRL1/PGRLYS), ktery je nalézan v stromalnich tylakoidech; PGRLI1 byly detekovany
I v granech (Pribil et al., 2014). Dtive se predpokladalo, Zze okraje gran neobsahuji
zadné véEtsi proteinové komplexy. Nicméné v neddvné dobé byly lokalizovany na
hranicich vné&jSich grandlnich membran malé polypeptidy nazvané Curvature tylakoid
(CURT1). Zda se, Ze tyto polypetidy mohou hrat ulohu v ohybu membrany na okraji
gran. Pii nadmérmé expresi CURT1 olygomerti byla pozorovdna ten¢i grana s vice
vrstvami, zatimco pii nizsi expresi olygomerd CURT1 chloroplasty obsahovaly ploché

tylakoidy (Armbruster et al., 2013).
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Obr. 2 Lateralni heterogenita. Proteinové komplexy jako PSI, ATP syntaza, NDH
a heterodimery PGRLI/PGRS5 se piednostné nachazeji v stromalnich tylakoidech a jsou
v obrazku znaCeny cerné. PSIl a LHCII (bile znacky) byly nalezeny pitevazné v granalnich
membranach. Dimer cyt bsf, ktery je v modelu oznafen Sedou znackou, je zastoupen
ve stromalnich tylakoidech i granalnich membranach piiblizné stejné. V zakiivenych oblastech
tylakoidi a prfedevsim na okrajich gran se nachazi oligomer CURT1 (v modelu zobrazen jako
Cerné elipsy). Monomer PSII se miZe nachazet i ve stromalnich tylakoidech. NDH
a hetrodimery PGRL1-PGR5 mohou vytvaret ve stromalnich tylakoidech komplexy s PSI.
Pievzato a upraveno z Pribil et al. (2014).

3 Funkce a struktura fotosystému II
Fotosystém 1II je velky proteinovy komplex nachézejici se v tylakoidnich membranach
vysSich rostlin, sinic a fas. Obsahuje mnoho podjednotek a kofaktorti, zahrnujice
chlorofyly, karoteinody, hem, plastochinony, manganovy klastr a lipidy (Shen et al.,
2015). Fotosystém II se sklada z dimerniho jaderného komplexu a perifernich anténnich
proteind. Monomer jaderného komplexu PSII je tvofen 20-23 podjednotkami
dle organismu a Vv jeho stfedu se nachazi reakéni centrum, ve kterém dochazi
k dilezitym reakcim fotosyntézy. V té€sné blizkosti jaderného komplexu rostlin a fas
se nachazi periferni anténni proteiny, jejichz hlavnim tkolem je sbirat energii ve formé
fotond a pfinaset ji do reak¢éniho centra.

Jaderny komplex PSII je tvofen internimi a externimi proteiny. Hlavnimi
internimi membranovymi proteiny PSII jsou PsbA (nazyvané téz D1), PsbB (téz CP47),
PsbC (také oznacovan jako CP43) a PsbD (neboli D2). PsbA a PsbD tvoii fotochemické

reak¢ni centrum, kde dochazi K separaci naboji a prenosu elektrond pfes membranu.
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Podjednotky D1 a D2 vazi dohromady Sest chlorofyli a a podjednotka D1 navic pouta
dva feofytiny. Podjednotky CP43, resp. CP47 obklopujici D1, resp. D2 také vazi
neékolik chlorofyli; CP47 vaze 16 chlorofyli a, CP43 14 chlorofyli a. Tyto
podjednotky maji svétlosbérnou funkei; jejich tukolem je absorbovat a prendset excitacni
energii  z perifernich anténnich komplexti do fotochemického reakéniho centra
(van Bezouwen et al., 2017, Dekker et Boekema, 2005). Dalsi dulezitou ulohu hraji
CP43 a CP47 ve stabilizaci jaderného komplexu PSII. Bylo zjisténo, Ze ztrata CP43
nebo CP47 vede k rozpadu PSII a k ztraté aktivity komplexu vyvijejici kyslik, nicméné
pii ztraté¢ CP47 nedojde ani k sestaveni PSII (Shen et al., 2008)

Externi proteiny PSII lezi na lumenélnim povrchu PSII, tésné sousedi s CP47,
CP43 areakénim centrem. Mezi organismy doslo pravdépodobné v pribéhu evoluce
ke zménam externich proteintt PSII. Vyssi rostliny a zelené fasy byly obdafeny sadou
proteinti PsbO, PsbP a PsbQ, zatimco sinice, Cervené fasy a rozsivky maji misto PsbP
aPsbQ proteiny PsbU a PsbV (Ifuku, 2015). Tyto tfi externi proteiny spoleéné
s podjednotkami D1, D2, CP43 a CP47 obklopuji tzv. manganovy klastr OEC,
nachazejici se na lumenalni strané¢ PSII. Podrobnéji o struktuie a funkci OEC bude
pojednano v podkapitole 3.1.

Dalsimi externimi proteiny nachazejici se v PSII jsou napt. PsbR a Psb31. Funkce
PsbR, proteinu nachazejici se ve PSII vyssich rostlin a zelenych tas, neni prozatim plné
znama. V experimentech, ve kterych byl chemicky odstranén PsbR, byl zaznamenan
snizeny vyvoj kysliku. Stejny trend ukézaly i studie s mutanty neobsahujici protein
PsbR (Roose et al., 2007). Zda se, ze tento 10 kDa velky protein je potiebny k vazbé
PsbP do komplexu PSII. Ke stabilizaci PsbR pfispiva pravdépodobné nizkomolekularni
podjednotka PsbJ (Pagliano et al., 2013). Podjednotka Psb31 byla objevena ve PSII
nékterych rozsivek, Cervenych a hnédych fas. Bylo zjisténo, ze v nepfitomnosti PsbO
se mize Psb31 navazat ptimo na jadro PSII a dochazi k obnové vyvoje kysliku (Nagao
et al., 2010). Krom¢ velkych internich a externich proteina je PSII tvofen celou fadou
transmembranovych proteini, které se také oznacuji jako nizkomolekularni
podjednotky, protoze jejich molekulova hmotnost je mensi nez 10 kDa. Patii sem tyto
podjednotky: PsbE, PsbF, PsbH, Psbl, PsbJ, PsbK, PsbL, PsbM, PsbT., PsbX, PsbY,
PsbZ a Ycfl12. Prvni nizkomolekularni podjednotky PSII byly popsany na konci 80. let
minulého stoleti. S rozvojem metod detekce a identifikace proteini dochazi k lepSimu

poznani téchto podjednotek, i presto funkce nekterych podjednotek neni stile plné
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objasnéna. V nasledujicim odstavci bude kratce shrnuta 1loha nékterych
nizkomolekularnich podjednotek v PSII.

Proteiny PsbE a PsbF jsou o a B podjednotkami cytochromu bsse (cyt bseg), ktery
je soucasti reakéniho centra PSIl vSech fotosyntetickych organismii produkujicich
kyslik. Podobné i1 podjednotka Psbl se nachazi v blizkosti proteinit D1 a D2 reak¢niho
centra a jeji funkce mimo jiné spociva ve spravném sestavovani PSII. PsbL je protein
vyskytujici se témét ve vSech fotosyntetizujicich organismech, ve kterych plni svou
hlavni roli a tou je formovani dimerd PSII (Shen et al., 2008; Shen et al., 2015; Shi
et Shroder, 2004).

Periferni annténni komplex obklopujici reakéni centrum PSII, nazyvany také
svétlosbérny komplex, je tvofen nékolika Lhcb podjednotkami. ,,Hlavni“ LHCII
komplex je tvofen riiznymi kombinacemi Lhcbl, Lhcb2 a Lhcb3 podjednotek tvoticich
trimery. Existuje i tzv. vedlejs$i svétlosbérny komplex slozeny z podjednotek Lhch4,
Lhch5 a Lhceb6, které se oznacuji jako CP29, CP26 a CP24. Proteiny ,,vedlejsiho*
svétlosbérného komplexu se vyskytuji v monomernim stavu. Protein Lhcb4 se vaze
k PsbB, protein Lhcb5 je nedaleko PsbC a proteiny Lhch4 a Lhcb6 jsou v kontaktu mezi
sebou. Vsechny proteinové podjednotky vazi rizné mnozstvi chlorofyla a a b, xantofyly
lutein, violaxanthin a neoxantin (Dekker et Boekema, 2005).

Pomérné nedavno byly objeveny dalsi formy LHCII komplext, které byly
pojmenovany jako Lhcb7 a Lhcb8. Lhcb8 vznikla po piejmenovani Lhcb4.3
podjednotky, jedné z isoforem Lhcb4 (CP29), kvili zjisténi odlisné funkce od ostatnich
izoforem Lhcb4 (Klimmek et al., 2006).

3.1 Komplex vyvijejici kyslik
V ptedchozi ¢asti této kapitoly byla popséna struktura a funkce PSII, coZ je klicovy
proteinovy komplex ve fotosyntéze. Na lumindlnim povrchu reakéniho centra PSII
se nachazi ti1 externi proteiny, které tvoii jakysi kryt nad katalytickym centrem OEC,
kde dochazi k oxidaci vody na kyslik. K pochopeni tak dtlezitého d¢je, jakym je vyvoj
kysliku, je tfeba poznat strukturu OEC, ve kterém d¢&j probiha (Barber, 2016).

Srdcem OEC je manganovy klastr. K urceni struktury manganového klastru
se vyuzivaji metody rentgenové absorpce EXAFS (z angl. Extended X — ray Absorption

Fine Structure) a rentgenova difrakcéni analyza. Data rentgenové difrakce vsak trpi
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radiacnim poskozenim, které zplisobuji zmény V piirozeném uspoiadani ligandid a iontt
OEC. (Najafpour, 2011).

Manganovy klastr (viz obr. 3) je slozen ze ¢ty molekul manganu, jedné molekuly
vapenatého (Ca?") iontu a péti molekul kysliku, tedy dohromady piedstavuji MnsCaOs
klastr. Tii molekuly manganu, molekula vapniku a Ctyfi molekuly kysliku vytvari
strukturu podobnou kubanu, kdy v rozich jsou tfi molekuly manganu, molekula vapniku
a Vv dalsich rozich jsou umistény ¢tyii molekuly kysliku. Posledni molekula manganu
je pfipojena k mangantim uvnitf struktury podobné kubanu pomoci dvou kyslikd
kyslikovym mustkem (nazyvané i O-O mustek). Také kazdé dva pfiléhajici mangany
jsou propojeny kyslikovym mistkem. Navic jsou ke klastru vazany ¢tyti molekuly
vody, piicemz dvé molekuly vody se vazi k molekulam manganu a dvé k Ca®" iontu.
Molekuly vody vytvaii vodikové vazby mezi sebou 1 s kyslikem obsazeny

v manganovém klastru (Shen, 2015; Umena et al., 2011).

V3 V4
v « .
2.4 /5
@ \ca /24
2 .‘2\"\ 1
' \ 05 2-' ¥ 2.4

Obr. 3 Struktura manganového klastru. Cervené kulicky predstavuji atomy kysliku. Atomy
manganu jsou oznaceny fialovymi kulickami. Molekuly vody ptedstavuji oranzové kulicky
a zluta kulicka znaéi atom vapniku. Cisla mezi atomy predstavuji vzdalenosti (v angstromech)
mezi atomy kovy a kyslikovymi mustky nebo molekulami vody. Poloha atomii manganového
klastru byla zjisténa z mapy elektronovych hustot. Pfevzato a upraveno z Umena et al., 2011.

Manganovy klastr je koordinovan sedmi aminokyselinami, pticemz Sest z nich
jsou karboxylatové zbytky a jedna je histidinovy zbytek. Nasledujici aminokyseliny
predstavuji karboxylatové zbytky: D1-Asp 170, D1-Glu 333, D1-Asp 342, D1-Ala 344,
CP43-Glu 354 a D1-Glu 189. Aminokyselina D1-His-332 je histidinovy zbytek. Kromé
sedmi aminokyselin, které jsou k manganovému klastru vazany piimo, existuji
aminokyselinové zbytky D1-Asp 61, D1-His 337 a CP43-Arg 357, které se nachazeji
ve vngjsi sféfe komplexu (tzn. Ze se nevazi piimo k manganovém klastru). Jejich role
pravdépodobné spociva v udrzovani aktivity vyvoje kysliku (Umena et al., 2011).

V okoli manganového klastru se dale nachazeji chloridové (CIY) ionty. Oba CI™ ionty
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jsou obklopeny c¢tyfmi molekulami. Jeden CI iont je kromé& dvou molekul vody
obklopen aminokyselinovymi zbytky D2-Lys 317 a D1-Glu 333. Dalsi CI iont je také
obklopen dvéma molekulami vody a navic molekulami D1-Asn 338 a CP43-Glu, které
se jsou vazany k manganovému klastru pfimo. Je proto mozné, ze Cl ionty hraji roli
Vv zachovéni prostfedi manganového klastru tak, aby reakce vyvoje kysliku probihaly
spravné (Umena et al., 2011).

Protein PsbO (neboli 33 kDa protein), ktery byva Casto nazyvan mangan-
stabilizujici protein, hraje dalezitou roli v udrzovani stabilniho manganového klastru.
Predpoklada se, ze PsbO urCitym zplisobem reguluje mnozstvi chloridovych
a vapenatych iontd v manganovém klastru. Studie, ve kterych byl PsbO z OEC
odstranén, ukazuji, Ze vlivem chybé&jictho mangan-stabilizujiciho proteinu dochézi
ke snizeni vyvoje kysliku (Bricker et al., 1992; Bricker et al., 2012). Analyzy sekvence
PsbO ukazaly, Ze vSechny nahosemenné rostliny maji pouze jednu isoformu PsbO,
zatimco vétSina krytosemennych rostlin ma dvé isoformy PsbO (PsbO-1 a PsbO-2)
(Duchoslav et Fisher, 2015).

Proteiny PsbP (oznafovany jako 23 kDa protein) a PsbQ (17 kDa protein)
optimalizuji fyziologické koncentrace chloridii a vapenatych iontl pro spravny vyvoj
kysliku. Protein PsbP je zndmy také tim, ze pomaha stabilizovat vytvofeny manganovy
Klastr. Dalsi funkci proteinu PsbP je piinaset mangan k PSIl pii sestavovani
nebo opravé PSII. Mangan ziskava z poSkozeného PSII pii obnové D1, ktera je
vyvolana svétlem (Bondarava et al., 2005). Protein PsbQ spole¢né s proteiny PsbP
aPsbO hraje strukturalni tlohu, ktera chrani manganovy klastr pfed inaktivaci
redukénimi €inidly v tylakoidnim lumenu a tim pomdhaji udrZovat stabilitu OEC
(Ghanotakis et al., 1984). Funkce podjednotky PsbU (oznacovana také jako 12 kDa
protein) spociva ve stabilizaci iontového prostredi dulezitého pro vyvoj kysliku.
Zvlastni funkci PsbU piedstavuje v ochran¢ PSII sinic, Cervenych fas a rozsivek
pied tepelnym stresem. Mutanti PsbU termofilnich 1 mezofilnich sinic se nedokazali
pfizpusobit vysokym teplotam (Roose et al., 2007). Bylo také zjisténo, ze absence PsbU
zpusobuje inaktivaci PSII a vyssi citlivost jadra PSII k poskozeni svétlem. Ukazuje se,
ze inaktivace PsbU, miuze zvysit produkci reaktivnich forem kysliku (ROS), v dasledku
¢ehoz mohou byt mutantni organismy vice rezistentni vi¢i oxidativnimu stresu (Balint
et al., 2006). Protein PsbV oznacovan jako cytochrom Csso pomaha udrzovat optimalni
iontové prostiedi v OEC, atim udrzuje stabilitu PSIl. V nékterych druzich sinic

a ¢ervenych fas byl objeven protein velmi podobny PsbV, ozna¢en jako PsbV2, ktery
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dokaze ptipadnou ztratu PsbV castecné nahradit. Navic je protein PsbV zvlastni svym
nizkym potencidlem, ktery zadny jiny cytochrom nemad, coz vyvolava otazky tykajici

se skute¢né funkce tohoto proteinu (Bricker et al., 2012; Roose et al., 2007).

3.2 Superkomplexy PSI|I

Dimer jaderného komplexu PSII vytvafi s riznym poétem svétlosbérnych komplexi
takzvané PSII-LHCII superkomplexy. Prvni PSII superkomplexy byly pozorovany
na snimcich z elektronového mikroskopu ve vzorcich ptipravenych ze solubilizovanych
granalnich membran pomoci jemného detergentu (Boekema et al., 1995). Podle zptisobu
vazby trimerl na jaderny komplex rozliSujeme S (,,strongly” vazany LHCII trimer)
a M (,,moderate” vdzany LHCII trimer) trimery. V literatufe je také popsana vazba
dal$ich trimert k jadernému komplexu oznacovanych jako L (,,loosely” vdzany trimer)
(Boekema et al., 1999). S-trimery obsahuji pfevazné Lhcb2 genové produkty, zatimco
M-trimer obsahuje protein Lhcb3. Proteiny Lhcbl jsou pfitomny v obou trimerech
(Dekker et Boekema, 2005). Nejvétsi stabilni rostlinny PSII superkomplex je tvoten
dimernim jadernym komplexem (oznacovanym jako C), ke kterému jsou vazany Ctyfi
LHCII trimery. Dva z nich se vazi k jadru PSII siln€ (S trimery) prostiednictvim PsbC
a Lhcb5 podjednotek a dalsi dva M trimery se vazi diky monomernim anténnim
proteinim Lhcb4 a Lhceb6 za vzniku C2S:M2 komplexu (viz obr. 4C) (Caffari et al.,
2009). Mensi formy superkomplexu postradaji jeden nebo dva M trimery (C2S2M, C»S»)
(viz obr. 4B a 4A). Superkomplex C.S2 se zda byt nejmensi moznou fyziologickou
formou superkomplexu (Morosinotto et al., 2006). Naproti tomu byl popsan u $penatu
vznik superkomplexti s jednim aZ dv€ma volné vazanymi L trimery, vyskytuje se

vSak s velmi malou Cetnosti (Boekema et al., 1999).
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Obr. 4 Strukturni model riznych forem PSII superkomplexi: A) C,S; superkomplex, B) C.S:M
superkomplex, C) C,S;M. superkomplex. Piehled umisténi jaderného komplexu (zelena),
S-LHCII trimera (zlutd), M-LHCII trimera (svétle modra), CP29 (oranzova), CP26 (rtizova)
a CP24 (tmavé modra). Strukturni model C>S;M. superkomplexu (pdb soubor s ¢islem 5B66)
byl ziskan z Protein Data Bank. Proteinové podjednotky byly barevné odliSeny v programu
Pymol.

Autofi Koufil et al. (2016) zjistili, ze slozeni a architektura podjednotek
v superkomplexu PSIl C2S2M2 neni ve vSech suchozemskych rostlinach, jak se pivodné
pfedpokladalo, zachovéana. Analyza transkriptomu a genomu nahosemennych rodi
Pinus, Picea a Gnetum prokazala nepfitomnost funkénich Ihch3 a Ihb6 gent. Absence
proteinii vedla ke zménam v architektufe superkomplexu PSII, podobné jako bylo

pozorovano u evolu¢né starsiho organismu Chlamydomonas reinhardtii (Tokutsu et al.,

vvvvv

4 Organizace PSII v tylakoidni membrané

Prvotni poznani o organizaci PSII pochazi ze studii tylakoidnich membran pomoci
elektronové mikroskopie na vzorcich pfipravovanymi metodami mrazového leptani
nebo mrazového $tépeni, které ukazaly, ze vétsina PSII je v tylakoidnich membranach
uspotaddno ndhodné, ale v ur€itych Castech membran dochazi k usporadavéani PSII
do semikrystalickych domén  (Simpson, 1978; Staehelin, 1986). S pomoci
matematickych analyz adat z mikroskopie atomarnich sil (AFM) bylo odhaleno,
ze distribuce PSIlI v membranach neni tak Gplné nahodna. Lidské oko totiz nedokaze
spolehlivé rozlisit nahodnou distribuci (Kirchoff et al., 2004). Jiné studie, zalozené
na metodé¢ AFM ukazaly, ze na tvorbé 2D semikrystalickych oblasti se podileji stejné
sily jako v membrdnach S neuspotfddanou organizaci PSII. Zda se, ze neusporadana
organizace PSII je jakysi predstupen ke tvorbé semikrystalickych oblasti (Kirchhoff

etal., 2008). Kryogenni elektronova tomografie umoznila rozvoj poznani organizace
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PSIl v membranach ve tfeti dimenzi. Tomografickd data ukazuji, Ze kazdda membrana
v semikrystalickych oblastech obsahuje na obou stranach stromalni mezery 2D krystaly
superkomplexu (Daum et al., 2010).

Byly popsany tii typy superkomplexi, které mohou tvofit krystaly. Jsou jimi C2Sz,
C2S2M a CoS2My, pricemz riizné typy superkomplexii se mezi sebou mohou usporadat
rizné vlivem odlisnych interakci mezi sousednimi superkomplexy (viz obr. 5) (Dekker
et Boekema, 2005). Vznik semikrystalickych domén je podminén fyzickou separaci
superkomplexi PSII od ostatnich proteini jako jsou LHCII proteiny nebo PsbS.
Prozatim vSak nejsou znamy konrétni sily, které by byly zodpovédné za separaci
proteinti. Je mozné, ze krystalické uspotfadani PSII je energeticky vyhodné, zatimco
nahodnd organizace PSII je entropicky vyhodna. Mozna jsou sily Vv membrané
V rovnovaze tak, aby dokazaly Iépe reagovat na vétsi strukturdlni zmény (z ndhodného
do krystalického uspofadani PSII) za minimalni pouzité energie a tim dovolit funk¢ni

modifikace (Koufil et al., 2012).

Obr. 5 Snimky pofizené elektronovym mikroskopem zobrazujici organizaci PSII
superkomplext v tylakoidni membrané Arabidopsis thaliana s nahodnou A) a krystalickou B)
organizaci PSII komplexd. Detail v A) zobrazuje vysledek analyzy z 224 PSII vybranych
ze snimkd. Detail v B) zobrazuje vysledky z analyzy 96 dil¢ich oblasti nebo krystalickych poli
vybranych ze snimkd. C) Pfifazeni 2D poli PSII z B) vhodné doplnénych strukturdlnim
modelem PSII C,S;M; superkomplexu podle Caffari et al., 2009. D) Novy typ uspofadani PSII
C2S:M; superkomplext. Métitko pro snimky z elektronového mikroskopu (A, B) je 100 nm.
Pievzato z Kouiil et al. (2012).
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Z dosavadnich studii bylo zjiSténo, ze existuji podminky prostfedi, které zvySuji
pravdépodobnost tvorby semikrystalickych domén. Za tyto faktory jsou povazovany
nizka intenzita osvétleni, nizka teplota, vysokd koncentrace cukri ve skladovacich
mediich, nedostatek PsbS, nepfitomnost nékterych Lhcb proteinti a dokonce specifické
pH pufru (Kirchhoff, 2013; Koutil et al., 2013). U rostlin rostoucich pfi nizké intenzité
osvétleni dochdzi k supramolekuldrni reorganizaci do semikrystalickych domén.
U rostlin aklimovanych na slabé osvétleni byl pozorovan narist svétlosbérnych
komplexii a naopak ubytek PSII a cyt bef. Divod, pro¢ v membranach rostlin
péstovanych pii slabém osvétleni dochazi k vytvafeni pravidelného usporadani PSII,
neni znam. Kirchhof (2013) navrhl, Ze se jedna o strategii rostlin, jak piedejit
potencidlnimu pfeplnéni membrany a difuznim problémim v disledku zmény
v mnozstvi LHCII, PSII a cyt bef. Tyto zmény ovliviiuji migraci plastochinonu (PQ)
z PSII do cyt bef a naopak. Piedpoklada se, zvySeni hustoty LHCII komplexti vede
k prodlouzeni difazni drahy PQ mezi PSII a cyt b6f, coz zplisobuje problémy v nalezeni
vazebného mista pfi ndhodném pohybu, cemuz lze ptedejit jiz zminénou strategii
supramolekularni reorganizace (Kirchhoff et al., 2007; Kirchhoff, 2013). Opac¢né,
rostliny péstované pii vysoké intenzité osvétleni vykazovaly ubytek krystalického
uspotfadani PSII. U takto aklimovanych rostlin dochazi k snizeni Lhch3 a proteinu
CP24, k mensim ztratam Lhcbl a Lhceb2 tvofici M-trimery a k redukci superkomplexu
PSII-LHCII superkomplexu na mensi formy (Koufil et al., 2013).

Za vysokych intenzit osvétleni, které prevysuji poptavku energie rostlin, dochazi
k preméné az 80% absorbované energie na teplo. Tento proces je oznacovan
jako nefotochemické zhaseni fluorescence chlorofylu (NPQ). Hlavni ¢ast NPQ, ktera
je indukovéana rychle a reversibiln¢ v zavislosti na pH gradientu tylakoidnich membran,
se nazyva energetické zhaseni (QE). Bylo zjisténo, ze prestavba superkomplexi PSII
do semikrystalickych domén zvySuje rychlost tvorby zeaxanthinu, ktery stimuluje gE.
Zda se, ze krystalické usporadani superkomplextt umoZznuje rychlejsi transport malych
hydrofobnich molekuljako jsou plastochinony nebo xantofyly ptes lipidovou dvojvrstvu
(Kereiche et al., 2010; Kirchhoff, 2013).

Studium vlivu PsbS na tvorbu semikrystalickych domén ukazalo,
ze pti nedostatku proteinu PsbS se zvySuje frekvence vzniku semikrystalickych domén,
naopak membrany obsahujici zvySené mnozstvi PsbS vykazovaly ndhodnou organizaci
superkomplexu PSII. Bylo zjisténo, Zze nadbytek PsbS zvySuje kapacitu pro qE
az dvakrat, coz poskytuje vysvétleni role tohoto proteinu v NPQ (Kereiche et al., 2010).
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Jina studie vSak ukazala pravy opak. Rostliny aklimované na vysokou intenzitu
osvétleni, pfi kterych je spustén zhaSeci mechanismus, vykazovaly snizené mnozstvi
proteinu PsbS (Kouftil et al., 2013).

Neptitomnost Lhcb5 (CP26) proteini vede k téméf dvojnasobné, u mutanta
neobsahujici Lhcb6 (CP24) proteiny dokonce trojnasobné vyssi tvorbé krystalického
uspotadani PSII. Naopak rostliny postradajici Lhcb4 (CP29) proteiny nevykazuji
pravidelné uspotadani PSII viibec a navic je tvar PSII superkomplexti C2S; celkove jiny
oproti kontrolnim vzorkiim. Ve vzorcich granalnich membran mutanti s nedostatkem
proteini hlavniho svétlosbérného komplexu Lhch2 a Lhch3 bylo zastoupeni
krystalického a nahodného usporadani PSII superkomplexti podobné jako u kontrolniho

vzorku (Goral et al., 2012).

4.1 Megakomplexy PSI|I

Superkomplexy PSII mohou spolu specificky interagovat za vzniku ruznych typt
megakomplextli, coZ jsou nejcastéji pary PSII-LHCII superkomplexd. Poprvé byly
pozorovany v chromatograficky pfeciSténych proteinovych komplexech jemné
solublizovanych tylakoidnich membran pomoci o-dodecylmaltosidu (a-DDM)
(Boekema et al., 1999). Do dnesnich dnt byla objevena ftada specifickych
megakomplext (viz obr. 6). Vzhledem k tomu, ze rozpad a tvorba megakomplexi méni
kontakt mezi jadernym komplexem a pfilehlymi anténni proteiny, vyznam
megakomplexti spociva pravdépodobné v G¢inném fizeni vyuziti absorbované energie

PSII superkomplexy (Nosek et al., 2017).

21



Obr. 6 Strukturni charakterizace PSII megakomplext: (a-f) piedstavuji megakomplexy
S paralelni orientaci, (g-m) pfedstavuji megakomplexy vytvaiené dvéma neparalelné
interagujicimi superkomplexy. Celkovy pocet castic podilejici se na findlnich obrazcich:
(a) 1637, 4%; (b) 8411, 22%; (c) 16 928, 45%; (d) 2105, 6%; (e) 378, 1%; (f) 779, 2%;
(9) 1640, 4%; (h) 418, 1%; (i) 2789, 7%; (j) 506, 1%; (k) 582, 2%; (I) 488, 1%; (m) 1082 (3%).
Procenta ukazuji relativni zastoupeni konkrétni formy PSII megakomplexu Vv analyzovaném
vzorku. Pievzato z Nosek et al., 2017.

5 Mutant je¢mene Vviridis zb63

Mutant je¢mene viridis zb63 se vyznacuje zejména tim, Ze neobsahuje téméf Zadny
PSI komplex (Nielsen et al., 1996), ale aktivita PSII je normalni. V tylakoidnich
membranach mutanta je¢mene Viridis zb63 tvoii PSII 2D krystalova pole (Simpson,
1983), pricemz bylo zjisténo, ze 2D krystaly jsou tvofeny pouze C2Sz superkomplexy,
coz je nejmensi znama fyziologicka forma superkomplexu PSII (Morosinotto et al.,
2006).

Kvuli nedostatku PSI, vede osvétleni rostlin mutanta je¢mene viridis zb63
ke snizeni pfenosu elektronti v elektrotransportnim fetézci. Dochazi k nadmérné redukci
PQ poolu, coz je stav, ktery se muze objevit i u rostlin divokého typu, které
jsou vystaveny stresovym podminkam (jako je napf. vysoka intenzita osvétleni nebo
nizka teplota). Mutant je¢mene viridis zb63 ma zredukovanou velikost antén na typ
superkomplexu C2S; a i pies zna¢né zredukovany PQ pool z divodu absence PSI,
uz dale antény nezmensuje. Malé antény PSII vykazuje i pfinizkych hladinach

osvétleni. Z biochemickych analyz bylo zjisténo, ze mutant viridis zb63 neobsahuje
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jaderné polypeptidy PSI, zatimco polypeptidy anténniho systému PSI Lhca jsou
zachovany. Naproti tomu témét vSechny podjednotky PSII jsou u mutanta viridis zb63
pritomné, pouze proteiny periferniho anténniho systému Lhcb6 (oznacované téz CP24)

chybi (Morosinotto et al., 2006).

6 VIliv strukturni integrity OEC na funkci a strukturu PSI|

Zatimco o struktufe jaderného komplexu a umisténi externich proteini podilejicich
se navyvoji kysliku je zndmo ¢im dél vice poznatkl, o vlivu externich proteint
na celkovou strukturu a organizaci PSII toho vime stale malo. Komplex vyvijejici kyslik
vSak vedle své zédkladni funkce, kterou je oxidace vody za vzniku molekuldrniho
kysliku, zvySuje stabilitu superkomplexu PSII. Mechanismus, kterym OEC udrzuje
integritu PSII, neni dosud piesn¢ znam (Boekema et al., 2000).

Rostliny jsou Casto vystaveny nejriznéj§im podminkam prostiedi. Bylo zjisténo,
Ze teplotni stres ma negativni dopad na vyvoj kysliku. Inaktivace vyvoje kysliku,
ke které dochazi pii teplotach okolo 40 °C, je zpusobena postupnym uvolfiovanim
proteinovych podjednotek PsbO, PsbP, PsbQ a manganu z vazebnych mist (Busheva
et al., 2012). Primarné je za rozpad OEC zodpovédné uvolnéni proteinu PsbO, ne ztrata
manganu (Enami et al., 1994). Rozpad OEC vede ke strukturnim zménam ve PSII, tudiz
OEC prispiva k zvysovani teplotni stability PSII (Busheva et al., 2012).

Bylo pozorovano, ze nedostatkem proteinu PsbO se superkomplex PSII stava
i vice citlivy na svételny stres a dochazi k vyrazné agregaci D1 a CP43. Protein PsbO
tedy zfejmé brani shlukovani D1 proteinu a tim podporuje degradaci D1 poskozeného
svétlem (Yamamoto et al., 1998). Nedavno bylo zjisténo, ze protein PsbO s vysokou
afinitou vaze GTP a funguje jako GTPaza. Predpoklada se, ze PsbO hraje roli v procesu
kontroly fosforylacniho stavu proteinu D1, ¢imzZ ptispiva k degradaci poskozeného D1.
Kvili vy$si GTPazové aktivité PsbO-2 byla vytvofena hypotéza, ze funkce PsbO-2
spociva v regulaci fosforylaéniho stavu a obnové proteinu D1 a PsbO-1 se podili
na spravném vyvoji kysliku (Bricker et al., 2012).

Podjednotka PsbO hraje roli v ochrané OEC pted inhibici, kterd je zpisobena
hydroxidovym iontem. Podjednotka PsbO udrzuje chloridové ionty ve vazebném miste
OEC a funguji tak jako zabrana pted inhibici manganového klastru hydroxidovym
iontem (Commet et al., 2012). Ukazalo se, ze protein PsbO prochazi konformaénimi

zménami zpusobené rozdilnym pH. Pfi neutralnim pH, pfedstavujici pH lumenu ve tme,
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aminokyselinové zbytky PsbO nevazi manganaté ani vapenaté ionty, zatimco stfedné
kyselé pH (podobném jako v lumenu pii svétle) umozni vazbu manganatych
a vapenatych ionti k mangan-stabilizujicimu proteinu PsbO. Vazba manganatych nebo
vapenatych iontli zpisobi dalsi konformacni zménu, kterd usnadni pohyb vody a ionta
z OEC. Konformac¢ni zmény PsbO jsou tak vyznamné pro regulaci vazby manganatych
a vapenatych iontl a pro regulaci funkce OEC (Shutova et al., 2005).

Rostliny tabaku (Nicotiana tabacum) postradajici podjednotku PsbP, péstované
zanormalnich podminenck, vykazuji zpomaleny rust, listy jsou svétle zelené
a predevsim dochazi k ubytku az ztrate¢ PsbQ. Z téchto vysledki je zfejmé, ze PsbP je
nezbytny pro normalni funkci PSII vyssich rostlin (Ifuku et al., 2005). Dalsi studie
poukazuje na dulezitost PsbP v udrzovdni vazby chloridovych inotd v OEC.
Je pravdépodobné, ze PsbP stabilizuje vazbu chloridovych ionti regulaci disociaéni
konstanty a/nebo energetické bariéry rozpadu chloridového iontu prostfednictvim
konformac¢nich zmén proteinu kolem vazebného mista chloridovych iontd (Kondo
et Noguchi, 2018).

Rostliny huseni¢ku rolniho s nedostatkem PsbQ péstované pii nizkych intenzitach
osvétleni velmi rychle zeZloutly a ztratily schopnost vytvaret funkéni reakéni centrum
PSII a byl pozorovan ubytek D2, CP47. Vysledky této studie naznacuji, ze ztrata PsbQ
vede kvyraznym zménam ve funkénosti PSII a ze PsbQ je zodpovédny
za fotoautotroficky rist pfi slabém osvétleni (Y1 et al., 2006).

Odstranénim proteinu PsbO se vytvafi unikatni struktury superkomplexd,
ve kterych dochdzi ke znacnym posunim centrdlniho jaderného dimeru PSII, coZ ma
dokonce za nasledek vznik superkomplexti PSII bez podjednotek svétlosbérného
komplexu Lhcb4 (Boekema et al., 2000). Tyto zmény ve struktute superkomplexu PSII
ukazuji na roli PsbO: udrzovani stability dimerniho jaderného komplexu. Autofi studie
predpokladaji, ze podjednotky PsbO pusobi ve PSII na udrzovani S-LHCII trimerd
a Lhcb4 v pevné vzdalenosti od jaderného komplexu proto, aby zajistily fizeny pienos
excitani energie pfes monomerni periferni anténni proteiny Lhcb4 a LhcbS.
Tyto proteiny také dokazi vazat zeaxantin vznikly z violaxantinu pfi vysokych
intenzitdch svétla v xantofylovém cyklu nefotochemického zhaSeni, ¢imz snizuji
fluorescenéni kvantovy vytézek. Je také mozné, ze zachovani ur¢ité vzdalenosti mezi
S-LHCII trimery a proteiny Lhcb4, je dilezité pro udrzeni chloridovych a vapenatych
ionta potiebnych pro vyvoj kysliku v uzavienych doménach nedaleko manganového

Klastru. Odstranéni podjednotek PsbP a PsbQ indukuje zménu v polohach periférnich
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anténnich proteind; protein Lhcb4 se pohybuje smérem k jadru PSII. Dale dochazi
k nepatrné zmén¢ polohy S-LHCII trimert. Nutno podoknout, ze studie vlivu strukturni
integrity OEC na strukturu PSII byla provadéna na tylakoidnich membranach Spenatu
(Boekema et al., 2000).

7 Analyza obrazu

Obrazova analyza je nesmirn¢ dulezita technika v elektronové mikroskopii, pomoci niz
1ze studovat struktury proteinii s nizkym az vysokym rozliSenim. RozliSujeme metody
krystalografické a nekrystalografické (Boekema et al., 2009).

Jednou z krystalografickych metod pouzivanych pro urceni struktur s vysokym
rozliSenim je elektronova krystalografie. Jistou nevyhodou této metody je nutnost ziskat
dostatec¢né velky 2D krystal. V dne$ni dobé se proto v obrazové analyze stava popularni
metoda jednocasticova analyzy (z angl. single-particle analysis), ktera piedstavuje
metodu nekrystalografickou. Lze ji zpracovat jak snimky z elektronového mikroskopu
negativné barvenych makromolekul, tak snimky pofizené kryogenni elektronovou
mikroskopii. Technika spo¢ivd v automatickém nebo ru¢nim vybéru projekci astic,
nasledné je programem provedena translace a rotace jednotlivych projekci ¢atic tak, aby
m¢ély stejnou orientaci. Obrazky jsou analyzovany a roztfidény do podskupin, které maji
podobnou projekci. Poté jsou projekce z kazdé podskupiny ,,zprumérovany®, ¢imz
vzroste pomér signal/Sum a dojde k zvyraznéni struktury makromolekuly. S vétSim

poctem projekci, klesa uroven Sumu (Boekema et al., 2009; Orlova, 2000).
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8 Material a metody

8.1 Pouzité chemikalie
2-Amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol (TRIS)
2-Bis(2-hydroxyethyl)amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol
(Bis-Tris)

2-Phenyl-p-benzochinon (PPBQ)
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina (HEPES)
Aceton

Akrylamid

Aminokapronova kyselina

Askorbat sodny

Bisakrylamid

Hovézi sérovy albumin (BSA)

Deoxycholat sodny

Dithioni¢itan sodny

Digitonin

Dihydrogenfosfore¢nan draselny
Dodecyl-a-D-maltosid

Dusi¢nan draselny

Dusi¢nan véapenaty, tetrahydrat

Ethanol

Ethylendiamintetraoctova kyselina, sodna stl
Glycerol

Chlorid draselny

Chlorid sodny

Chlorid hote¢naty bezvody

Chlorid hotec¢naty, hexahydrat

Chlorid zelezity

Kyselina chlorovodikova

MES hydrat

N, N, N¢, N*-tetramethylendiamin (TEMED)
Persiran amonny (APS)

Sacharosa
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Sigma

Sigma
Sigma
Sigma
Lach-ner
Biorad
Sigma
Sigma
Biorad
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Lachema
Affymetrix
Lachema
Hichem
Lach-ner
Sigma
Lach-ner
Lachema
Lachema
Sigma
Lach-ner
Aldrich
Lach-ner
Sigma
Biorad
Biorad

Lachema



Siran hofecnaty Lachema
Tricin Biorad

Uranyl acetat Spi Supplies

Jako rostlinny material byl pouzit jeémen sety (Hordeum vulgare) a mutant jeémene

viridis zb63, ktery se vyznacuje téméf uplnou absenci fotosystému 1.

8.1.1 Knopiv roztok
Rostliny byly zalévany Knopovym roztokem, ktery byl pfipraven nasledujicim
zpusobem: k 9500 ml deionizované vody bylo ptfidano po 100 ml ze zasobnich roztokl

(tab. 1). Jako posledni byly ptidany 3 kapky 50% roztoku FeCla.

Tab. 1. SloZeni zasobnich roztoki pro piipravu Knopova roztoku.

Chemikalie Koncetrace (g/l)

KCI 7.1
KH,PO, 14.3
KNO3 14.3
Ca(NO;).4H,0 57.2
MgSO, 14.3

8.2 MnoZeni a vysev seminek mutanta je¢mene viridis zb63

Kvili nedostatku seminek mutanta je¢mene viridis zb63 bylo nutné je namnozit.
Seminka mutanta jeCmene byla nasazena do 44 kvétinaci s pudou a péstovana
ve skleniku po dobu 8 mésict. Ze zralych rostlin byly sesbirdny klasy, které byly
skladovany 14 dni v suchu a temnu. Kazda varianta seminek rostlin byla skladovana
oddélené v papirovych saécich. Z vysuSenych klasti byla ziskdna ru¢né nebo pomoci
klasové mlaticky (Precision Machine, Lincoln) seminka. Dale bylo nutné ovéfit, které
varianty rostlin obsahuji mutantni seminka, protoze mutace jeCmene viridis zb63
je letalni a mutantni rostliny se rozmnoZzuji v heterozygotnim stavu (Morosinotto et al.,
2006). Z kazdé varianty rostlin bylo vyseto 15 seminek do inertniho materialu (perlitu).
Rostliny byly péstovany ve fytokomofe PGC-40L2 (Percival Scientific, USA)
za podminek osvétleni 16 hodin den a 8 hodin tma, po dobu 14 dni pfi teploté 21 °C
arelativni vlhkosti 50%. Mladé listy mutantd byly rozliSeny od listd neobsahujici

mutaci diky svétleji zelenym listim.
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8.3 Péstovani jeCmene

Seminka je¢mene setého (Hordeum vulgare) a seminka ovéfenych mutantt jeémene
viridis zb63 byla nasazena do inertniho materialu (perlitu). Rostliny byly péstovany
ve fytokomote za podminek osvétleni 16 hodin den a 8 hodin tma, po dobu 14 dni

pfi teploté 21 °C a relativni vihkosti 50%.

8.4 Izolace tylakoidnich membran

Izolace probihala kombinaci protokoll z praci Dau et al. (1995) a Hideg (2004). Horni
polovina mladych listli byla ustfizena a listy byly vloZzeny do homogeniza¢ni nadoby,
ktera byla po celou dobu homogenizace chlazena v ledové lazni. K ustfizenym listim
bylo ptfidano 150 ml pufru A (viz tab. 2) vychlazeném na 0 °C. Smés rozstiihanych listt
a pufru byla homogenizovana pomoci tyCového homogenizatoru T25basic
(IKA Labortechnik, =~ Némecko) ve ¢&tyfech 5 sekundovych  intervalech
pti 13 000 otackach za minutu, pii¢emz jednotlivé intervaly byly prokladany
asi 15 sekundovymi piestavkami. Homogenat byl piefiltrovan pies 2 vrstvy nylonové
sitky s velikosti ok 40 um. Filtrdt byl rovnomérné rozdélen do ctyt 50 ml
centrifugacnich kyvet a centrifugovan ve vychlazené centrifuze 5430 R (Eppenforf,
Némecko) pii 0 °C a 5000 g, po dobu 6 minut. Supernatant byl opatrné odlit a pelet byl
resuspendovan v pufru B (viz tab. 2) vychlazeném na 0 °C. Resuspendovany pelet byl
rozdélen do dvou centrifugacnich kyvet a centrifugovan v centrifuze nastavené na 0 °C
pfi 5000g, 10 min. Supernatant byl opét odlit a pelet resuspendovan v pufru C (viz
tab. 2) vychlazeném na 0 °C. Resuspendovany pelet byl pielit do jedné centrifugacni
kyvety a centrifugovan. Centrifuga byla nastavena na 4 °C a centrifugace probihala
pii 50009, 5 minut. Supernatant byl odlit a resuspendovan vcca 1 ml pufru C.
Po zmé&feni koncentrace chlorofylti (popis urceni koncentrace chlorofylii je popsan
v kapitole 8.6) byly vzorky rozdéleny do mikrozkumavek po 50 pl a ulozeny do -80 °C
pro pozd¢jsi pouziti. Veskera prace a izolace tylakoidnich membran probihala za nizké
intenzity zelené¢ho osvétleni. Po celou dobu byl rostlinny material chlazen v ledové

lazni.
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Tab. 2. Slozeni pufrt pro izolaci tylakoidnich membran

Chemikalie Koncentrace
Pufr A Sacharosa 400 mM
(pH 7,2) HEPES 35 mM
NacCl 400 mM
MgCl,-6H,0 4 mM
Askorbat sodny* 5mM
BSA* 2 mg/ml
Pufr B HEPES 25 mM
(pH 7.,5) NaCl 150 mM
MgCl,-6H,0 8 mM
Na-EDTA 1mM
Pufr C Sacharosa 400 mM
(PH 7,2) HEPES 50 mM
NaCl 15 mM
MgCl,-6H,0 5 mM

* Pridano pted pouzitim.

8.5 Urceni koncentrace chlorofylii

Do dvou mikrozkumavek bylo napipetovano 2 ml 80% acetonu. Do jedné
mikrozkumavky bylo napipetovano 10 pl a do druhé 20 pl suspenze tylakoidnich
membran. Mikrozkumavky byly promichany a centrifugovany pii 25 000g, 10 min.
U supernatantu byla promeétena absorbance chlorofylti pfi vinovych délkach: 646,8;
663,2 a 750 nm. Koncentrace chlorofyli a a b byla ziskana dosazenim hodnot

absorbance do Lichtenthalerovych rovnic (Lichtenthaler, 1987).

Ca= 12.25(As63.2— A750) — 2.79(As46.8— A750)
Cb = 21.50(As46.8 — A750) — 5.10(As663.2— A750)

Z vypocta koncentrace chlorofyld vyplyva, ze byly ziskdny roztoky izolovanych
tylakoidnich membran je¢mene setého o koncentraci chlorofylu 4 370 pg/ml a mutanta

je¢mene o koncentraci 838 pg/ml.

8.6 Izolace fragmentii granalnich membran

Pro izolaci grandlnich membran jeCmene setého byl pouzit nasledujici postup:
do mikrozkumavky byl pfidan Bis-Tris pufr (viz tab. 3), digitonin (koncentrace
digitoninu byla 0,4 %) a suspenze izolovanych tylakoidnich membréan. Celkovy objem
vzorku, pufru a digitoninu byl 200 pl. Koncentrace chlorofylu ¢inila 0,5 mg/ml.

Pro vzorky tylakoidnich membrdn mutanta je¢mene byl pouzit nésledujici postup:
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do mikrozkumavky byl ptfidan Bis-Tris pufr (viz tab. 3), digitonin (koncentrace
digitoninu byla 0,15 %) a suspenze izolovanych tylakoidnich membran. Celkovy objem

vzorku, pufru a digitoninu byl 200 ul. Koncentrace chlorofylu ¢inila 0,2 mg/ml.

Tab. 3 SloZeni Bis-Tris pufru, pH 6,5

Chemikalie Koncentrace (mM)
Bis-Tris 20
NaCl 5

Nasledujici postup byl spole¢ny pro oba rostlinné materialy: mikrozkumavka byla
michana v ledové lazni 30 min. Poté byla provedena centrifugace pti 10 000g, 5 minut
ve vychlazené centrifuze na 4 °C. Supernatant byl odlit a pelet resuspendovan v 1,5 ml
pufru. Resuspendovany pelet byl centrifugovan ve vychlazené centrifuze na 4 °C
pii 10 000g, 10 minut. Tento krok (odliti supernatantu, resuspendace peletu v 1,5 ml
Bis-Tris pufru a centrifugace) byl zopakovan, aby bylo promyti membran dostatecné
a byly odstranény volné proteiny z roztoku. Supernatant byl nasledné odstranén a pelet
resuspendovan v 50 nebo 100 pl pufru dle velikosti peletu (maly pelet byl
resuspendovan v 50 pl, velky pelet ve 100 ul pufru).

8.7 Odstranéni OEC

Odstranéni OEC v tylakoidnich membranach probihalo kombinaci protokold z praci
Yamamoto et al. (1981) a Busheva et al. (2012). Podminky odstranéni OEC byly
nasledovné: k tylakoidnim membranam (koncentrace chlorofylti 0,1 mg/ml) byl pfidan
0,8 M Tris pufr (pH 8,4) a mikrozkumavka se vzorkem byla 30 minut michéna,
po celou dobu byla chlazena ve vodni lazni. Protoze pro dal§i vyuzité metody
(CN-PAGE, izolace granalnich membran), ve kterych byly pouzity tylakoidni
membrany s odstranénym OEC, bylo nutné zvolit rizné mnozstvi chlorofyll, byl
celkovy objem pufru a vzorku pro odstranéni OEC pro kazdou metodu jiny.
Pro ptehlednost jsou celkové objemy pufru a vzorku pro kazdou metodu uvedeny
v tabulce 4 a 5. Po odstranéni OEC byla suspenze tylakoidnich membran centrifugovana

ve vychlazené centrifuze na 4 °C pti 30 000g, 15 minut.
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Tab. 4 Celkovy objem vzorku tylakoidnich membran a 0,8 M Tris pufru (pH 8,4), ktery byl
pouzit pro odstranéni OEC vizolovanych tylakoidnich membranadch je¢mene setého
podle nasledné pouzité metody.

Celkovy objem pufru

Metoda

a vzorku (ul)
Méfeni vyvoje kysliku 200
Izolace granalnich membran 2185
CN-PAGE 2927

Tab. 5 Celkovy objem vzorku tylakoidnich membran a 0,8 M Tris pufru (pH 8,4), ktery byl
pouzit pro odstranéni OEC v izolovanych tylakoidnich membranach mutanta je¢mene viridis
zb63 podle nasledné pouzité metody.

Celkovy objem pufru

Metoda

a vzorku (ul)
Mé&feni vyvoje Kkysliku 400
Izolace granalnich membran 838
CN-PAGE 1215

8.8 Méreni vyvoje Kkysliku

Byla sestavena aparatura Oxygraph+ System (Hansatech Instruments, Velka Britanie)
pro méfeni vyvoje kysliku. Na platinovou elektrodu Hansatech® byla nanesena kapka
nasycené¢ho roztoku chloridu draselného a polozen maly ctverec velikosti
asi 1,5x1,5 cm jemného cigaretového papirku, ktery byl ptelozen ¢tvercem 0 velikosti
asi 2x2 cm zteflonové membrany. Elektroda byla vloZena pod reakéni nadobku
a pfiSroubovana. Do reakéni nadoby bylo vlozeno magnetické michadlo.

Pro kalibraci kyslikové elektrody byla pfipravena deionizovana voda nasycena
kyslikem. Kadinka s vodou byla michana okolo 1 h. v mistnosti, ve které probihalo
meéteni vyvoje kysliku, aby teplota deionizované vody nasycené kyslikem méla stejnou
teplotu jako teplota mistnosti a voda byla dostate¢né nasycena kyslikem. Pro ziskani
tzv. Oz-line (maximalni mnozstvi kysliku) byla pouzita pfipravena deionizovana voda
nasycena kyslikem. Druhym kalibracnim roztokem byla deionizovanid voda zbavena
kysliku pomoci dithioni¢itanu sodného, kterym byla zmétena tzv. N2-line. Do reakéniho
prostoru elektrody byla pfidana reak¢ni smés, ktera byla pfipravena smichanim 970 pl
resuspendacniho pufru (viz tab. 6), 20 ul umélého akceptoru elektroni-70 mM 2-fenyl-
p-benzochinonu (PPBQ) v ethanolu a 10 ul suspenze tylakoidnich membran je¢mene
set¢ho nebo mutanta je¢mene viridis zb63, resp. tylakoidnich membran je¢mene setého
a mutanta jeCmene Viridis zb63 s odstranénymi podjednotkami OEC. Aktivita vyvoje

kysliku byla sledovana nejdiive ve tmé a pozdéji b&hem osvétleni cervenym LED
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zdrojem svétla. Méfeni aktivity vyvoje kysliku kazdého vzorku tylakoidnich membran

bylo opakovano ctytikrat bezprostfedné za sebou.

Tab. 6 SloZeni resuspendaéniho pufru, pH 6,5

Chemikalie Koncentrace (mM)

Sacharosa 400
MES 40
NaCl 15
MgCl, bezvody 5

8.9 Elektronova mikroskopie

8.9.1 Priprava vzorki

Médéna nosna sitka se 400 oky potazena podpurnym uhlikovym filmem byla vystavena
doutnavému vyboji (PELCO easiGlow Discharge System, Ted Pella, USA).
Na mikroskopickou sitku bylo poté naneseno 5 pl vzorku granalnich membran je¢mene
nebo mutanta je¢mene Vviridis zb63, resp. granalnich membran jeémene nebo mutanta
jeCmene s odstranénym OEC. Po 1 minuté byl vzorek odsan filtranim papirem
a nasledné bylo na sitku naneseno 5 pl 2 % uranylu acetétu, ktery slouzi pro zlepSeni
kontrastu. Vzorek byl barven 4 minuty. Poté byl uranyl acetat odsan a sitka byla

umisténa do drzaku vzorku elektronového mikroskopu.

8.9.2 Elektronova mikroskopie granalnich membran

Vzorky byly pozorovany transmisnim elektronovym mikroskopem Jeol-2010F
(Jeol, Japonsko) pti zvétSeni 25 000x nebo 40 000x. Veskeré snimky byly potizeny
CCD kamerou Quemesa (Olympus, Japan), ktera byla ovladana programem iTEM
(Olympus Soft Imaging Solutions).

8.9.3 Popis vyhodnocovani snimki

Ze snimkl granalnich membran jeCmene setého a mutantu jeCmene viridis zb63
pofizenych transmisnim elektronovym mikroskopem byla zhodnocena organizace PSII
komplexi v grandlnich membranach, kterd byla vizuelné¢ vyhodnocena jako
jako nahodna nebo krystalicka. U kazdé varianty studovaného vzorku byla zjisténa
¢etnost snimki s ndhodnou nebo krystalickou organizaci PSII v membrané. Jestlize se

ve snimku granalnich membran vyskytovaly oblasti s krystalickou i nahodnou
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organizaci PSII zaroven, byl tento snimek oznacen jako snimek s krystalickou

organizaci PSII.

8.9.4 Obrazova analyza

Pro obrazovou analyzu byly pouzity mikroskopické snimky kontrolnich vzorki
granalnich membran je¢mene setého a mutanta je¢mene viridis zb63 a mikroskopické
snimky granalnich membran mutanta je¢mene Viridis zb63 s odstranénym OEC
(zvétseni: 40 000 x) s krystalickym uspofadanim PSII. Z kazdého snimku byly vybrany
projekce PSII v programu EMAN2 pomoci e2boxer (interactive Boxing) (Tang et al.,
2007). Na obrazku 7 je znazornéno, jakym zpisobem byly vybirany pozice PSII,
Z nichz byla provadéna zakladni jednocCasticova obrazova analyza v programu Xmipp
(Sorzano et al., 2004).

A

Obr. 7 Ukazka snimku z elektronového mikroskopu zobrazujici A) granalni membrany mutanta
je¢mene viridis zb63 vykazujici krystalické uspofadani PSII komplext, z néhoz byly vybrany
projekce PSII pouzité pro obrazovou analyzu. ZvétSeni: 40 000 x. B) vyfez snimku A)
zobrazujici nékolik pozic (Cervené body) PSII, z nichz byla provadéna obrazova analyza.

8.9.5 Vytvoreni modelu superkomplexu PSII

Strukturni model PSII C2S;M> (pdb soubor s ¢islem 5B66) byl ziskan z Protein Data
Bank. V programu Pymol (Schrodinger, LLC, USA) byly barevné odliseny jednotlivé
podjednotky PSII. Pomoci velikosti pixelu v mikroskopické snimku, ktera je dana
pouzitym zvétSenim a velikosti pixelu CCD kamery, byla vypoditana velikost
strukturniho modelu PSII a byl vytvoifen strukturni model organizace PSII v granalnich

membranach.
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8.10 CN-PAGE

8.10.1 Solublizace tylakoidnich membran a p¥iprava vzorki pro CN-PAGE
Tylakoidni membrany izolované z jeémene setého a mutanta jeCmene viridis zb63 byly
pro naslednou elektroforetickou separaci solublizovany se zvySujicim se hmotnostnim
pomérem o-DDM/chl (a+b)=10, 20, 30 a 40. Do mikrozkumavky byl napipetovan
C-pufr (sloZeni pufru viz tab. 7), poté a-DDM se vzrustajici koncentraci (zasobni roztok
byl 5%) a nasledn¢ suspenze tylakoidnich membran, resp. tylakoidnich membran
s odmytym OEC. Celkovy objem v mikrozkumavce byl 60 pl. Mnozstvi chlorofylu
V jedné mikrozkumavce bylo 20 ug.

Tab. 7 Slozeni solubliza¢niho pufru C, pH 7,2

Chemikalie Koncentrace

Sacharosa 400 mM
MgCl,.6H,0 5mM
HEPES/NaOH 50 mM
NacCl 15 mM
Glycerol 10%

Smés pufru, detergentu a tylakoidnich membran byla promichéna na vortexu
anasledné centrifugovana pii 20 000 g, 10 min v centrifuze vychlazené na 4 °C.
Po centrifugaci byla v supernatantu zmétena koncentrace chlorofylti. Nasledné byla
suspenze nanaSena do jamek gelu tak, aby bylo zachovdno mnozstvi chlorofyla

na jamku 10 pg pro suspenzi solublizovanych tylakoidnich membran.

8.10.2 CN-PAGE
Pro elektroforetickou separaci pigment-proteinovych komplext byla vyuZzita metoda
bezbarvé nativni polyakrylamidové elektroforézy. Byla sestavena aparatura pro nalévani
gelu. OCisténa a neposSkozena skla vhodna pro gel o tloustce 1 mm byla uchycena
do pripravené aparatury.
Byly nachystany zasobni roztoky potiebné k ptipravé gradientového gelu:
e Gelovy pufr (6x koncentrovany, pH 7): 3M aminokapronova kyselina (ACA),
0,3M Bis-Tris/HCI,
e 50% roztok akrylamidu: 50% T; 2,6% C (T- celkova koncentrace akrylamidu
a bisakrylamidu, C- pomér bisakrylamidu a akrylamidu).
Elektroforetickd separace probihala v 4-8% polyakrylamidovém délicim
gradientovém gelu, jenZ byl vytvofen nasledovné pomoci peristaltické pumpy PCD21

(Koufil, Ceska republika). Cela aparatura byla promyta destilovanou vodou. Do komory
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dale od vypusti bylo pfidano 3 ml zésobniho roztoku pro piipravu 4% gelu déliciho gelu
a do komory blize k vypusti 3 ml zadsobniho roztoku pro ptipravu 8% gelu (slozeni
zasobnich roztokii pro piipravu déliciho gelu je uvedeno v tabulce 8). Ob¢ komory byly
stale michany. Nasledné bylo do obou komor ptidano 5 ul TEMED a 20 pul 10% roztoku
persiranu amonného (APS). Po asi 1 minuté michani byl otevien kohout mezi komorami

a byla spusténa pumpa.

Tab. 8 Slozeni 50 ml zasobniho roztoku pro piipravu 4% a 8% d¢liciho gelu

4% gel 8% gel
Chemikalie Mnozstvi (ml)
Glycerol - 10
Gelovy pufr 8,33 8,33
Voda 37,67 23,67
50% roztok akrylamidu 4 8

Po naliti gradientového gelu byl mezi skla vlozen plastovy hiebinek. Gel byl
ponechan v klidu pfi laboratorni teploté, aby prob&hla spontanni polymerace.
Po probehlé polymeraci (asi 60 minut) byl gel zabalen do hlinikové folie a ulozen
do lednice pro pozdéjsi pouziti.

Pro samotny prib¢h elektroforézy bylo tieba si nachystat dalsi pufry:

e  Katodovy (horni) pufr (10x koncentrovany, pH 7.0): 0,5 M Tricin,
150 M Bis-Tris/HCI. Redénim zasobniho roztoku katodového pufru bylo
pro potieby elektroforetické separace pripraveno 150 ml pufru, ke kterému
bylo pfiddno 43 mg a-DDM, 86 mg deoxycholatu sodného a 48 pl
35% HCI.

®  Anodovy (dolni) pufr (1x koncentrovany, pH 7,0): 50 M Bis-Tris/HCI.

Ze zpolymerizovaného gelu byl opatrné vyjmut hiebinek a vzniklé jamky byly
promyty destilovanou vodou, ¢imz byl odstranén ptipadny nezpolymerizovany gel.
Poté byla sestavena elektroforeticka aparatura Protean II xi Cell (Biorad, USA). Tésnost
aparatury byla ovéfena nalitim destilované vody mezi skla, nasledné byla voda odlita
abyl nalit katodovy a anodovy pufr. Do jamek gelu byly naneseny vzorky
solublizovanych tylakoidnich membran pfipravenych podle postupu popsaném
Vv kapitole 8.11.1. a elektroforeticka aparatura byla pfipojena ke zdroji elektrického
proudu Powerpac 1000 (Biorad, USA). Nasledn¢ byla spusténa elektroforéza.

Podminky separace byly nésledujici: na elektroforetické aparatufe byl udrZzovan
15 min. proud 7 mA, ktery byl poté zvySen na 15 mA a ponechin nezménény az

do ukonceni separace. Po asi 1,5 h dosahlo ¢elo migrujicich ¢astic konce dé€liciho gelu,
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elektroforéza byla ukoncena, elektroforeticka aparatura rozlozena, gel vyjmut
a skenovan.
Veskera prace se vzorky a elektroforéza probihala pii nizké intenzité zelené¢ho

osvétleni a v chladu.

8.10.3 Skenovani gelu

Polyakrylamidovy gel byl skenovan na gel skeneru Amersham Imager 600RGB
(GE Healthcare  Bio-Sciences, USA) v transmisnim kolorimetrickém  moddu
a fluorometrickém modu. Zatenim o vinové délce 460 nm byla vyvolana excitace
chlorofyli. Detekce fluorescence probihala za pomoci filtru cyaninu 5 (Cy5), ktery

propousti vinové délky erveného svétla.
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9 Vysledky
Cilem této prace bylo zjistit vliv strukturni integrity OEC na formovani a stabilitu
PSII superkomplexii a 2D krystalickych domén PSII v grandlnich membran je¢mene

set¢ho a mutanta je¢mene viridis zb63.

9.1 Kontrola chemického odstranéni OEC

Pro zhodnoceni vlivu destabilizace OEC na formovani a stabilitu PSII superkomplexii
a krystalickych domén PSII bylo tfeba experimentalné stanovit vhodné podminky
pro odstranéni OEC. Nejdiive byla proméiena aktivita vyvoje kysliku v tylakoidnich
membranach je¢mene setého i mutanta jeCmene viridis zb63, u kterych nebyl odstranén
OEC. Zkiivky aktivity vyvoje kysliku (viz obr. 8 a 9) byla odectena maximalni
dosazend hodnota, ze které byla vypoctena aktivita vyvoje kysliku vztazena na mg
chlorofylti za hodinu podle nasledujiciho vzorce:

((x nmol/ml/min*60 min/h)/1000 O, pmol/nmol)/ y mg/ml chl a

Vysledky méteni aktivity vyvoje kysliku v kontrolnich vzorcich izolovanych
tylakoidnich membran jeCmene setého a mutanta jeCmene viridis zb63 jsou uvedeny
v tabulce 9 a 10. Z vysledki méfeni je ziejmé, Ze praimérna aktivita vyvoje Kkysliku
Vv tylakoidnich membranach je¢mene set¢ho vztaZzena na mg chlorofylu za hodinu
se od aktivity vyvoje kysliku tylakoidnich membran mutanta viridis zb63 lisi jen

nepatrné.

60

50 |

40 |

30

Aktivita vyvoje kysliku
[nmol/ml/min]

20

10

0 . .

(|) 50 100 150 200
-10

Cas[s]

Obr. 8 Aktivita vyvoje kysliku zaznamenand méfenim vyvoje kysliku v kontrolnich vzorcich
tylakoidnich membran je¢mene setého Clarkovou elektrodou. Sipkou je oznaden &as, ve kterém
bylo zapnuto cervené LED osvétleni (po 99 s). Kalibra¢ni teplota: 24°C. Koncentrace
chlorofyla: 4,37 mg/ml.

37



5 10
=
B_ gl
2
2 = L
©
© £ 4 r
==
s 2
<
0
300
_2 L
4 Cas [s]

Obr. 9 Aktivita vyvoje kysliku zaznamenana méfenim vyvoje kysliku v kontrolnich vzorcich
tylakoidnich membran mutanta je¢mene viridis zb63 Clarkovou elektrodou. Sipkou je oznacen
¢as, ve kterém bylo zapnuto ¢ervené LED osvétleni (po 112 s). Kalibra¢ni teplota: 24 °C.
Koncentrace chlorofylt: 0,838 mg/ml.

Tab. 9 Vysledky méfeni aktivity vyvoje kysliku s jejich smérodatnou odchylkou v kontrolnich
vzorcich izolovanych tylakoidnich membran jeCmene setého. Kalibracni teplota: 24 °C.

Koncentrace chlorofylti: 4,37 mg/ml.
aktivita vyvoje kysliku

Pokus méfeni [nmol/ml/min] ~ [umol O, . (mg ch)™* h™]
1 55,01 76,76
2 49,13 68,55
3 59,79 83,43
4 45,94 64,10
Primér 73.21+7.44

Tab. 10 Vysledky méfeni aktivity vyvoje Kkysliku sjejich smérodatnou odchylkou ve
kontrolnich vzorcich izolovanych tylakoidnich membran mutanta je¢mene viridis zb63.
Kalibra¢ni teplota: 24 °C. Koncentrace chlorofyli: 0,838 mg/ml.

aktivita vyvoje kysliku

Pokus méfeni [nmol/ml/min] ~ [umol O,.(mg chly* h™]
1 7,5 53,70
2 9 64,44
3 10,3 73,75
4 9 64,44
Primér 64.08+8.19

V tylakoidnich membrandch mutanta jeCmene setého a mutanta jeCmene
viridis zb63, ve kterych byl odmyt OEC, byla také proméfena aktivita vyvoje kysliku.
Hodnoty aktivity vyvoje kysliku oscilovaly okolo nuly (viz obr. 10), coz potvrdilo
usp&sné odstranéni podjednotek OEC. Pro tplnost jsou maximalni naméfené hodnoty
aktivity vyvoje kysliku tylakoidnich membran je¢mene setého a mutanta jeCmene
viridis zb63 uvedeny v tab. 11 a 12. Zaporné hodnoty aktivity vyvoje kysliku vypovidaji

o tom, ze v méfici komirce byl spotiebovavan kyslik, a to bud’ samotnou méfici
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elektrodou nebo zbytky mitochondrii, které mohly zlstat ve vzorku po izolaci

tylakidnich membran.
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Obr. 10 Aktivita vyvoje kysliku zaznamenand méfenim vyvoje kysliku v tylakoidnich
membranach jeémene setého (Cerna kiivka) a mutanta je¢mene viridis zb63 (Seda kiivka)
Clarkovou elektrodou, ve kterych byl chemicky odstranén OEC. Sipkami je oznaden &as,
ve kterém bylo zapnuto ¢ervené LED osvétleni: Vv membranach jeCmene setého po 181 s,
v mmbranach mutanta po 130 s. Kalibra¢ni teplota: 23,3 °C. Koncentrace chlorofylt:
0,1 mg/ml.

Tab. 11 Vysledky méfeni aktivity vyvoje kysliku ve vzorcich izolovanych tylakoidnich
membran je¢mene setého vystavené piisobeni 0,8 M Tris pufru (pH 8,4), 30 minut. Kalibra¢ni
teplota: 23,3 °C. Koncentrace chlorofylt: 0,1 mg/ml.

aktivita vyvoje kysliku

Pokus méfeni [nmol/ml/min] [umol O, . (mg chl)* "h™]
1 -4,28 _
2 -2,63 -
3 2,17 -

Tab. 12 Vysledky méfeni aktivity vyvoje kysliku ve vzorcich izolovanych tylakoidnich
membran mutanta jeCmene Viridis zb63 vystavené pasobeni 0,8 M Tris pufru (pH 8,4),
30 minut. Kalibra¢ni teplota: 23,3 °C. Koncentrace chlorofyli: 0,1 mg/ml.

aktivita vyvoje kysliku

Pokus méfeni [nmol/ml/min] [umol O, . (mg ch)* h™]
1 -0,53 -
2 1,2 -
3 -0,32 ]

9.2 Vliv odstranéni OEC na strukturu PSII-LHCII v tylakoidni membrané
jeémene setého a mutanta je¢mene viridis zb63

Dopad odstranéni podjednotek OEC na strukturu superkomplexu PSII-LHCII
Vv tylakoidnich membranach je¢mene setého a mutanta jeCmene viridis zb63 byl

hodnocen pomoci elektroforetické separace. Tylakoidni membrany jeCmene setého

39



a mutanta jeCmene a tylakoidni membrany s odstranénym OEC byly solublizovany
se zvySujicim se hmotnostnim pomérem a-DDM/chl. (a+b) = 10, 20, 30 a 40.
Proteinové komplexy tylakoidni membrany je¢mene setého a mutanta jeCmene Viridis
zb63 byly nasledné separovany pomoci CN-PAGE. Vysledky separace proteinovych
komplexti tylakoidnich membran po solublizaci pii hmotnostnim poméru DDM/chl=

10-40 jsou na obrazku 11 a 12.

A K bez OEC B K . bez OEC
“«— ri———»> =
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: ‘ 4 s g b M
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Obrazek 11: Elektroforeogram tylakoidnich membran je¢mene setého solublizovanych
se zvySujicim se hmotnostnim pomérem a-dodecyl maltosidu/chl. A) Snimek gelu.
B) Fluorescenéni snimek. Cisla nad jamkami zna¢i hmotnostni pomér DDM/chl. Teckovanou
¢arou jsou oddélené jamky 1-4 (nalevo od ¢ary) obsahuji solublizované kontrolni membrany
je¢mene setého od jamek 5-8 (napravo od ¢ary) obsahujici solublizované membrany je¢mene
setého s odstranénymi podjednotkami OEC pomoci 0,8 M Tris pufru. PSII sc: superkomplexy
PSII, PSI: fotosystém I, PSII cc: jadro PSII, LHCII: trimery svétlosbérného komplexu PSII,
vp: volné pigmenty.
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Obrazek 12: Elektroforeogram tylakoidnich membran mutanta jeémene viridis zb63
solublizovanych se zvySujicim hmotnostnim pomérem o-dodecyl maltosidu/chl. A) Snimek
gelu. B) Fluorescen¢ni snimek. Cisla nad jamkami znaéi hmotnostni pomér DDM/chl.
Teckovanou ¢arou jsou oddélené jamky 1-4 (nalevo od ¢ary) obsahuji solublizované kontrolni
membrany mutanta jeémene viridis zb63 od jamek 5-8 (napravo od cary) obsahujici
solublizované membrany mutanta je¢mene viridis zb63 s odstranénymi podjednotkami OEC
pomoci 0,8 M Tris pufru. PSII mc: megakomplexy PSII, PSII sc: superkomplexy PSII, PSII cc:
jadro PSIL, LHCII: trimery svétlosbérného komplexu LHCII, vp: volné pigmenty.

Ve snimcich gelu obsahujici separované pigment-proteinové komplexy tylakoidni
membrany bylo nutné identifikovat jednotlivé proteinové pasy. ldentifikace
jednotlivych proteinovych past byla provedena na zakladé srovnani s praci Koufil et al.
(2018) a zkuSenosti vedouciho prace. Urcovani, o jaky proteinovy pas se jedna,
usnadiiuje detekce fluorescence PSII superkomplexu. Pii pokojové teploté je totiz
fluorescence PSII vysokd a pasy jsou na fluorescencnim snimku dobfe viditelné,
zatimco intenzita fluorescence PSI je pii pokojové teploté nizka a na fluorescenénim
snimku jsou pasy témér nezietelné. Na zaklad¢ fluorescence superkomplexti
a srovnanim denzity pasu v barevném snimku byla skupina past v horni ¢asti gelu
identifikovana jako superkomplexy PSII a pas uprostfed snimku jako PSI. Skupina past
pod pasem PSI byla identifikovdna na zdkladé¢ porovnani fluorescence
ve fluorescenénim snimku a denzity pasi Vv transmisnim snimku jako dimer jaderného
komplexu PSII. Pas oznaceny jako LHCII byl identifikovan kvili vyrazné fluorescenci
jako trimerni svétlosbérny komplex. Posledni pas oznaceny jako vp pravdépodobné
patii volnym pigmentim, které se uvolnily ze svych mist v pigment-proteinovych

komplexech.
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Na obr. 11 je snimek gelu, ktery obsahoval separované pigment-proteinové
komplexy tylakoidnich membran je¢mene setého. V levé horni ¢asti gelu, jemene
set¢ho se nachazely proteinové pasy superkomplexu PSII. Na snimku byly zietelné
Ctyti pasy superkomplexu PSII piedstavujici tyto formy superkomplexii: CoS, CoSp,
C2S2M a C2S;Mz. Vlivem chemického odstranéni OEC doslo k rozpadu superkomplexti
PSII (viz prava polovina gelu). Je mozné si v§imnout, ze s destabilizaci superkomplexti
PSII dochazelo k mirnému nartistu denzity past jadra PSII.

Na obr. 12 je snimek gelu obsahujici separované pigment-proteinové komplexy
tylakoidnich membran mutanta je¢mene viridis zb63. V levé horni ¢asti gelu tésné
pod jamkami bylo pozorovano nékolik pasi megakomplext. Pod pasy megakomplexi
se nachazely dva pasy superkomplexti PSII, které piedstavovaly C2S a CzS, formy
superkomplexu PSII. Ve c¢tvrté jamce, do které byly pipetovany solublizované
tylakoidni membrany s hmotnostnim pomérem DDM/chl=40, byly dokonce pozorovany
tii pasy superkomplexu PSII. Tyto pasy predstavovaly C»S, C>S; a CoS:M formu
superkomplexu. Je patrné, Ze chemické odmyti OEC v tylakoidnich membranach
mutanta je¢mene Vviridis zb63 zpisobilo destabilizaci superkomplexti a megakomplexii
PSII. Elektroforeogram tylakoidnich membran mutanta je¢mene viridis zb63, jak bylo
piedpokladano, neobsahoval proteinové pasy PSI.

Samotna separace proteinovych komplextli probihala na 4-8% polyakrylamidovém
gelu, protoze pouziti takového koncentraéniho rozmezi umoziuje Setrnou separaci
protein o velkych molekulovych hmotnosti. MnoZstvi pouZité suspenze tylakoidnich
membran nandSenych do jedné jamky bylo zvolené na zaklad¢é znalosti vedouci prace
tak, aby odpovidalo 10 pug chlorofyl a + b. Zobr. 11 i 12 je patrné, ze pii pouziti
hmotnostniho poméru DDM/chl=10 byly patrné nejvice proteinové pasy PSI, jadra PSII
a svétlosbérnych komplext. U vySSich hmotnostnich poméri DDM/chl byly jiz
viditelné 1 pasy superkomplexti. Ve vSech jamkach zlistaval nesolublizovany material

z diivodu Setrnosti pouzitého detergentu.

9.3 Vliv strukturni integrity OEC na organizaci PSII v granalnich
membranach je¢mene setého a mutanta je¢mene viridis zb63

Mutant je¢mene viridis zb63 se vyznacuje témér uplnou absenci PSI, ale vykazuje
normalni aktivitu PSII. Organizace PSII v tylakoidnich membranach je krystalicka

(Morosinotto et al. 2006), proto by jakékoliv strukturni zmény v organizaci PSII
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souvisejici S inhibici OEC mély byt dobie detekovatelné. Mutant jeCmene viridis zb63
se proto jevi jako vhodny material ke studiu vlivu OEC na organizaci PSII v granalnich
membranach.

Granalni membrany byly izolovany z kontrolnich vzorki tylakoidnich membran
jeCmene setého a mutanta jeCmene viridis zb63 a z tylakoidnich membran je¢mene
set¢ho a mutanta je¢mene viridis zb63, ve kterych byl chemicky odstranén OEC pomoci
0,8 M Tris pufru, pH 8,4. Fragmenty grandlnich membran byly pozorovany pomoci
transmisniho elektronového mikroskopu. Celkem bylo analyzovdno 60 snimkl
kontrolnich vzorki granalnich membran jeCmene setého a grandlnich membran
S odstranénym OEC a 70 snimkl kontrolnich vzorkli grandlnich membran mutanta
je¢mene viridis zb63 a granalnich membran s odstranénym OEC.

Ve snimcich grandlnich membran kontrolniho vzorku je€mene setého byly

pozorovany prevazné PSII vykazujici nahodné uspofadani (viz obr. 13A). Jen v 8 %

analyzovanych snimkd vykazovaly PSII komplexy krystalické uspotfadani (viz obr.
13B).
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Obr. 13 Snimky z elektronového mikroskopu zobrazujici granalni membrany kontrolniho
vzorku jeCmene setého vykazujici A) nahodné usporadani PSII komplext. Zvétseni: 25 000x,
B) krystalické uspofadani PSII komplext. ZvétSeni: 40 000%x. Mefitko pro snimky
z elektronového mikroskopu je 200 nm.

V granalnich membranach je¢mene seté¢ho, ve kterych byl chemicky odstranén
OEC, vykazovaly témét vSechny PSII komplexy nahodné uspotfadani (viz obr. 14A).
Pouze v jednom snimku grandlnich membran je¢mene setého s chemicky odstranénym

OEC byla pozorovana mala oblast s krystalickym uspoiadanim PSII (viz obr. 14B).
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Obr. 14 Snimky z elektronového mikroskopu zobrazujici grandlni membrany kontrolniho
vzorku je¢mene setého po chemickém odstranéni OEC vykazujici A) nahodné uspotadani PSII
komplext. B) krystalické usporadani PSII komplexti, 0znaceno Sipkou. ZvétSeni: 25 000x.
Metitko pro snimky z elektronového mikroskopu je 200 nm.

Zastoupeni nahodného a krystalického wuspotfadani PSII superkomplext
Vv granalnich membranach kontrolniho vzorku je¢émene setého a vzorku po chemickém

odstranéni OEC shrnuje tabulka 13.

Tab. 13 Zastoupeni krystalického a nahodného uspoiadani PSII ve snimcich granalnich
membran V kontrolnim vzorku jeémene setého a ve snimcich granalnich membran jeCmene
setého po chemickém odstranéni OEC. Bylo analyzovano 60 snimk z kazdé¢ varianty.

Krystalické (poCet Nahodné e . /o
snimku) (pocet snimka) Krystalické (%)  Nahodné (%)

Kontrola 5 55 8 92
Po odstranéni OEC 1 59 2 98

Na vétsin¢ snimcich (91 %) kontrolnich grandlnich membran mutanta jeCmene
viridis zb63 vykazovaly PSII komplexy krystalické uspofadani PSII (viz obr. 15B).
Néhodné uspofadani PSII v grandlnich membranach kontrolnich vzorkd mutanta
je¢mene viridis zb63 bylo pozorovano pouze v 9 % snimcich (viz obr. 15A). Oproti
kontrolnim vzorkiim grandlnich membran je¢mene set¢ho byla nahodna organizace

Vv kontrolnich vzorcich granalnich memnbran mutanta je¢mene viridis zb63 méné Casta.

45



Obr. 15 Snimkyz elektronového mikroskopu zobzujici anélni membrany kontrolniho
vzorku mutanta je¢men viridis zb63 A) nahodné uspotradani PSII komplext, B) krystalické

N

usporadani PSII komplext. Zvétseni: 25 000x. Méfitko pro snimky z elektronového mikroskopu
je 200 nm.

Vlivem chemického odstranéni OEC dochdzelo krozpadu krystalického
usporadani PSII komplexti v granalni membrané. Pouze na 32 % snimcich granalnich
membran mutanta jeémene Viridis zb63 vykazovaly PSII komplexy krystalické
uspofadani (viz obr. 16B). Ve zbylych analyzovanych snimcich (68 %) granalnich
membran bylo pozorovano nahodné uspotfadani PSII komplext (viz obr. 16A).
Zastoupeni krystalického a ndhodného uspotfddani PSII v grandlnich membranach

mutanta jeCmene Viridis zb63 po chemickém odstranéni OEC ukazuje tabulka 14.
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Obr. 16. Snimky z elektronového mikroskopu zobrazujici granalni membrany mutanta je¢mene
viridis zb63 po chemické odstranéni OEC vykazujici A) nahodné uspofadani PSII komplexii.
B) krystalické uspofadani PSII komplext. Zvétseni: 25 000x. Mefitko pro snimky
elektronového mikroskopu je 200 nm.

Tab. 14. Zastoupeni krystalického a nahodného uspofadani PSII ve snimcich granalnich
membran v kontrolnim vzorku mutanta je¢mene viridis zb63 a ve snimcich granalnich membran
mutantu po chemickém odstranéni OEC. Bylo analyzovano 70 snimkt z kazdé varianty.

Krystalické (po¢et Nahodné

o . /0
snimka) (podet snimk) Krystalické (%)  Nahodné (%)

Kontrola 64 6 91 9
Po odstranéni OEC 22 48 32 68

9.4 Obrazova analyza
U vybranych snimku z elektronového mikroskopu granalnich membran je¢mene setého
a mutanta je¢mene Viridis zb63, které vykazovaly krystalické uspofadani PSII, byla

provedena obrazova analyza (popis metody je uveden v kapitole 8.9.4). Obrazova

47



analyza zlepsila kontrast snimku, zvySila pomér signal/Sum a tim zvyraznila jednotlivé
PSII komplexy.

Ze snimkl kontrolnich vzorkdi granilnich membrdn jeCmene setého byl
analyzovan jeden snimek. Vytvofenim strukturntho modelu PSII bylo zjiSténo,

ze V granalnich membranach s krystalickym uspotadanim PSII, byla C>S;M. forma

superkomplexi (viz obr. 17).

Obr. 17. Vysledek obrazové analyzy snimku granalni membrany kontrolniho vzorku je¢mene
setého. Vysledek obrazové analyzy doplnény o strukturni model PSII (vlevo) ziskany ze snimku
granalnich membran (vpravo). Vysvétlivky ke strukturnimu modelu PSII: jaderny komplex je
znazornén zelen¢, S- trimer LHCII zluté, M trimer modie, CP26 ruzové a CP24 oranzové.
Celkovy pocet projekci PSII podilejici se na vysledném obrazku: 246. M¢étitko pro snimky
z elektronového mikroskopu je 200 nm.

Ze snimku kontrolnich vzorki granalnich membran mutanta je¢mene viridis zb63
byla také provedena obrazova analyza. Vytvofeni strukturniho modelu PSII, potvrdilo
vyskyt superkomplexi PSII ve formé C2S; (viz obr. 18). Porovnanim vysledki obrazové
analyzy snimka kontrolnich vzorkll granalnich membran mutanta je¢mene viridis zb63
doplnéné o strukturni model PSII bylo zjisténo, ze ve vSech grandlnich membranach
je typ krystalického uspotadani superkomplexi C2S; stejny (viz obr. 20A).

- -
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Obr. 18 Vysledek obrazové analyzy snimkl granalnich membran kontrolniho vzorku mutanta
je¢mene viridis zb63. Vysledek obrazové analyzy doplnény o strukturni model PSII (vlevo)
ziskany ze snimku granalnich membran (vpravo). Vysvétlivky ke strukturnimu modelu PSII:
jaderny komplex spolu s CP29 je znazornén zeleng, S- trimer LHCII zluté, CP26 ruzoveé a CP24
oranzov€. Celkovy pocet projekci PSII podilejicich se na vysledném obrazku: A) 113, B) 312,
C) 153, D) 413, E) 167, F) 161, G) 259. M¢fitko pro snimky z elektronového mikroskopu je
200 nm.

Dopad chemického odstranéni OEC na krystalické uspofadani PSII v grandlnich
membranach byl zkoumén pomoci obrazové analyzy jednoho snimku granalnich
membran mutanta je¢mene Viridis zb63. Vytvofeny strukturni model PSII vznikly
ze snimku membrany ukazal, ze vlivem odstranéni OEC z membran je krystalicka
oblast i nadéle tvofena C2S; superkomplexy, ale krystalické uspotadani superkomplexti
je odlisné oproti krystalickému uspotadani PSII superkomplexti ve snimcich kontrolnich

granalnich membran (viz obr. 19 a 20).
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Obr. 19 Vysledek obrazové analyzy ze snimkd vpravo zobrazujici krystalické uspofadani PSIT
ve vzorcich granalnich membran mutanta je¢mene viridis zb63 s chemicky odstranénym OEC.
Vysledek obrazové analyzy doplnény o strukturni model PSII (vlevo) ziskany ze snimku
granalnich membran (vpravo). Vysvétlivky ke strukturnimu modelu PSII: jaderny komplex
spolu s CP29 je znazornén zelené, S- trimer LHCII Zluté¢, CP26 razové a CP24 oranzové.
Celkovy pocet projekei PSII podilejicich se na vysledném obrazku: 71. Métitko pro snimky
z elektronového mikroskopu je 200 nm.

Obr. 20 Vytvoteny strukturni model PSII v grandlnich membranach vykazujici krystalické
usporadani PSII A) kontrolniho vzorku mutanta je€mene viridis zb63, B) mutanta je¢mene
viridis zb63 s chemicky odstranénym OEC. Jaderny komplex PSII spolu s CP29 je znazornén
zeleng, S- trimer LHCII zluté, CP26 rizové a CP24 oranzové.
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10 Diskuze

Komplex vyvijejici kyslik kromé své zakladni funkce, kterou je oxidace vody za vzniku
molekularniho kysliku, ptispiva ke zvySovani stability superkomplexu PSII. Odstranéni
podjednotek PsbP a PsbQ z OEC vede ke zménam polohy periférnich anténnich
komplexti v superkomplexu PSII. Odstranéni proteini PsbO vede k dalSim zménam
V polohach periférnich anténnich komplexi a navic dochazi k destabilizaci dimerni
struktury PSII (Boekema et al., 2000). V diplomové praci byl hodnocen vliv strukturni
integrity OEC na stabilitu, formovani a organizaci superkomplextu PSII
Vv izolovanych tylakoidnich membranach. Pro studium byl vybran je¢men sety, ktery
slouzil jako kontrola a mutant je¢mene viridis zb63, ktery témé&f uplné postrada PSI, ale
aktivita PSII je zachovana. Organizace PSII v membranach mutanta je krystalicka, proto
se jevi jako vhodny materidl pro posouzeni vlivu OEC na organizaci PSII, jelikoz
jakékoliv zmény v organizaci PSII by mély byt dobie pozorovatelné.

Dopad odstranéni OEC na strukturu superkomplexu PSII byl hodnocen pomoci
metody elektroforetické seprace CN-PAGE. Na snimcich gelu z elektrofororetické
separace pigment-proteinovych komplexti je¢mene setého, ve kterych byl chemicky
odstranén OEC, byl pozorovan rozpad superkomplexti PSII a nartst denzity past jader
PSII. Vysledky separace pigment-proteninovych komplexli mutanta jecmene
viridis zb63 prokazaly destabilizaci superkomplexti PSII a nartst denzity past jader
PSII po chemickém odstranéni podjednotek OEC. V tylakoidnich membranach mutanta
je¢mene viridis zb63 se oproti tylakoidnim membranam je¢mene setého vyskytovalo
méné forem superkomplext, coz potvrdilo diivéjsi vysledky studie, ktera ukazala,
ze hlavni forma superkomplexu PSII v tylakoidnich membranach mutanta jeCmene je
C2S2 (Morosinotto et al., 2006).

Ze snimkl z elektronového mikroskopu bylo zjisténo, ze ve vétSin€ snimkl
kontrolnich vzorkli granalnich membran je¢mene setého, u kterych nebylo prevedeno
chemické odstranéni OEC, vykazovaly superkomplexy PSII ndhodné uspofadani.
Krystalické uspofadani PSII v grandlnich membranach bylo pozorovdno na péti
snimcich z 60 analyzovanych snimka granalnich membranach je¢mene setého.

Na snimcich granalnich membran je¢mene setého, ve kterych byl chemicky
odstranén OEC, bylo pozorovéano pievazné ndhodné usporadani PSII. Pouze na jednom

z analyzovanych snimkl grandlnich membran bylo uspotfddani PSII krystalické.
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U kontrolniho vzorku granalnich membran matanta jeCmene viridis zb63 bylo
na 91 % snimcich z elektronového mikroskopu pozorovano krystalické usporadani PSII.
Naproti tomu ve snimcich granilnich membran mutanta je¢mene viridis zb63, u kterého
bylo provedeno chemické odstranéni OEC, bylo krystalické usporadani PSII
vV membranach pozorovano méné casto (32 % snimkil) a pievazovala niahodna
organizace PSII.

Aby byl shodnocen dopad odstranéni OEC na strukturu PSII superkomplexi
a jejich interakce mezi sebou, byla ze snimkii granalnich membran, které vykazovaly
krystalické usporadani PSII, provedena jednocésticova obrazova analyza. Vytvorenim
strukturniho modelu PSII superkomplexu ve snimcich kontrolniho vzorku granélnich
membran je¢mene setého bylo zjisténo, Ze v membranach se vyskytuje C2S,M. forma
superkomplexu. Kvili nedostatku snimkt s krystalickym uspofadanim  PSII
superkomplexu v granalnich membranach, u nichz bylo provedeno chemické odstranéni
OEC, nebylo mozné provést obrazovou jednocasticovou analyzu a shodnotit piipadné
strukturni zmény PSII superkomplexti v granalnich membranach je¢mene setého

Jednocasticovd obrazova analyza snimkd grandlnich membran mutanta jeCmene
viridis zb63 ukazala, Zze v membranach mutanta je¢mene viridis zb63 se vyskytuje pouze
C.S2 forma superkomplexu, jakozto nejmensi fyziologicka forma superkomplexu
(Morosinotto et al., 2006). Po vytvoteni strukturniho modelu PSIlI byly vizualné
shodnoceny interakce mezi jednotlivymi PSII a zda se, Ze kolem S-trimerQ se nachézi
volné prostory, které jsou vSak pfili§ malé na to, aby se zde vazaly napf. monomerni
anténni proteiny. Prostory by pravdépodobné mohly byt zaplnény lipidy. Pro potvrzeni
nebo vyvraceni této hypotézy byl vypocitan pomér chl a/b tylakoidnich membran
mutanta jeCmene viridis zb63. Vzhledem ktomu, Ze chlorofyl b se vazi pouze
k svétlosbérnym komplextim a chlorofyl a k obéma reak¢énim centriim a svétlosbérnym
komplextiim, vyssi hodnoty poméru chlorofylu a/b mohou indikovat redukované pocty
svétlosbérnych antén (Stecanella et al., 2015). V tylakoidnich membranach mutantu
jeCmene viridis zb63 byl pomér chl a/b 7,76. Porovnanim s kontrolnim vzorkem
tylakoidnich membran je¢mene setého, jejichz pomér chl a/b byl 1,65, lze usoudit,
7e mutant jeCmene Viridis zb63 ma redukovany pocet svétlosbérnych antén a tudiz jsou
volna mista pravdépodobné zaplnéna lipidy.

Jednocésticovou obrazovou analyzou snimku grandlnich membran mutanta
jecmene Vviridis zb63 s chemicky odstranénym OEC, na kterém PSII superkomplexy

vykazovaly krystalické usporddani, byla vytvofena 2D projek¢éni mapa. Vytvoirenim
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strukturniho modelu PSII bylo zjisténo, ze krystalické uspotadani PSII v membranach je
oproti kontrolnimu vzorku granalnich membran mutanta jeCmene viridis zb63 jiné.
Pozoruhodné je, Ze ackoliv byl v tylakoidnich membranach mutanta je¢mene chemicky
odstranén OEC, 1 pfes to byla na asi 1/3 snimkl pozorovana krystalickd organizace
PSII. Je mozné, ze pozorované jiné usporadani PSII do semikrystrystalickych domén
Vv granalnich membranach mutanta je¢mene virdis zb63, ve kterych byl chemicky
odstranén OEC, je jakymsi piedstupném pied rozpadem krystalické struktury
superkomplexu PSII nebo Ze jiné uporadani PSII superkomplexu je vyhodné kvili
jinym prostorovym interakcim PSII superkomplexti mezi sebou. Pro prikazngjsi
vysledky obrazové analyzy by bylo vhodné analyzovat vice snimku, které se vSak
nepodafilo ziskat.

Vysledky jednocasticové strukturni analyzy snimkl kontrolnich grandlnich
membran mutanta jeCmene Vviridis zb63 ukazaly, Ze struktura a uspofadani PSII
Vv granalnich membranach je stejna jako v praci autord Morosinotto et al. (2006).
Ve studii autorti van Bezouwen et al. (2017) bylo pozorovéno, Ze po izolaci digitoninem
v rostlinach husenic¢ku rolniho doslo k odpojeni podjednotek PsbP, PsbQ a PsbR. Bylo
zjisténo, ze tyto externi podjednotky jsou slab&ji vazany oproti jinym druhtim rostlin.
| pfes odpojeni podjednotek OEC nedoslo k destabilizaci C2S>M> superkomplexu
(van Bezouwen et al., 2017) a byla pozorovana stejna struktura superkomplexu C2S2M2
jako struktura C2S2M: superkomplexu hrachu setého (Pisum sativum), ve kterém byly
podjednotky OEC neporusené (Su et al., 2017). V kontrastu s pfedchozimi informacemi
je vysledek této prace. Bylo pozorovano, ze vlivem chemického odstranéni podjednotek
OEC dochazi k rozpadu superkomplexu PSII a ke zméné krystalického uspotadani C2S;
superkomplexii v granalni membrané mutanta jeCmene Viridis zb63. Je mozné, ze Tris
pufr kromé odpojeni jednotek z OEC ovliviiyje strukturu proteint i dal$im zptisobem.

V dobé vypracovani experimentalni prace byl na pracovisti vedouciho prace
vytvofen mutant husenicku, ktery ve své strukture PSII neobsahuje svétlosbérné
proteiny Lhcbh3 a Lhch6 a organizace superkomplexd PSII v granalnich membranach je
prevazné krystalicka (nepublikovano), podobné jako je tomu v grandlnich membranach
mutantu je¢mene viridis zb63. Oproti mutantu je¢mene Vviridis zb63 ma vSak nové
vytvofeny mutant huseni¢ku aktivni PSI. Jevi se tedy jako vhodné&;$i material pro dalsi

studie vlivu indukovanych zmén na organizaci PSII v granalnich membranach.
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11 Zavér

Studie ukazuji, ze¢ OEC krom¢ své hlavni funkce vytvaiet kyslik, piispiva ke zvySovani
stability PSIL. Cilem této prace bylo zpracovat piehled problematiky o struktuie PSII
ajeho organizaci v tylakoidni membrané, vlivu OEC na funkci a strukturu PSII
Vv tylakoidni membrané a zhodnotit vliv strukturni integrity OEC na formovani
a stabilitu 2D krystalickych domén PSII v tylakoidnich membranach mutanta jeCmene
viridis zb63.

V kontrolnich vzorcich grandlnich membran jeCmene setého bylo na vétSing
snimkli ~ z elektronového  mikroskopu  pozorovano  ndhodné  uspotadani
PSII superkomplexii. Obrazova analyza snimki s krystalickym uspofadanim PSII
v grandlnich membrandch potvrdila C2S;M2 formu superkomplexu. Ve snimcich
granalnich membran s chemicky odstranénym OEC pak vykazovaly témét vSechny PSII
nahodné uspotradani. Vzhledem k nedostatku snimkd granalnich membran s chemicky
odstranénym OEC, ve kterych by bylo pozorovano krystalické uspotfaddnim PSII,
nebylo mozné provést obrazovou analyzu a zhodnotit tak, zda vlivem odstranéni OEC
dochdzi ke strukturnim zméndm PSII v grandlnich membranach je¢mene setého.
Pomoci elektroforetické separace metodou CN-PAGE se ukazalo, ze vlivem
chemického odstranéni OEC doslo k rozpadu superkomplexti PSII v membranéch.

Hlavni ¢asti prace bylo zhodnotit vliv strukturni celistvosti OEC na formovani
a stabilitu 2D krystalickych domén v granalni membrané mutanta je¢mene viridis zb63.
Na 91 % snimcich kontrolnich vzorkli grandlnich membran vykazoval PSII krystalické
usporadani. Obrazovou analyzou byl prokazan vyskyt C»S, formy superkomplexu PSII.
Po chemickém odstranéni OEC byl pozorovan vyrazny Ubytek krystalickych forem PSII
membranach a z elektroforetické separace bylo zjisténo, ze dochazelo rovnéz k rozpadu
superkomplextt PSII. Obrazovou analyzou snimka granalnich membran s krystalickym
uspofadanim PSII byl objeven jiny typ krystalického uspotadani PSII superkomplexi.
Pro prikaznéjsi vysledky obrazové analyzy by vSak bylo tfeba zhodnotit vétsi pocet
snimkd.

I pfes to, Ze nebylo moZzné analyzovat vice snimkl granalnich membran
s odstranénym OEC, je ziejmé, ze strukturni celistvost OEC je diilezitd pro zachovani
stability a formovani PSII do semikrystalickych domén v granalnich membranach. Cile
prace zpracovat piehled problematiky a experimentalné¢ zhodnotit vliv strukturni

integrity OEC na stabilitu a formovani PSII do 2D krystalickych forem byly splnény.
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Jak jiz bylo zminéno v diskuzi, bylo by zajimavé zhodnotit vliv strukturni
celistvosti OEC na stabilitu a formovani PSII do semikrystalickych domén v granalnich
membranach mutanta huseni¢ku, ktery oproti mutantu je¢mene viridis zb63 obsahuje

aktivni PSI. Je pravdépodobné, ze procesy mutanta husenicku budou fyziologictéjsi.
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