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Souhrn

Teoreticka ¢ast této bakalaiské prace je zaméfena na charakterizaci NAD(P)H
dehydrogenasového komplexu, ktery interaguje s fotosystémem I za vzniku PSI-NDH
superkomplexu. Tento superkomplex hraje klicovou roli v cyklickém elektronovém transportu
a Vv ochrané rostlin pfed stresovymi faktory. Prace obsahuje i popis metod vyuzivanych

pii studiu tohoto superkomplexu.

Experimentalni ¢ast této prace se zabyva posouzenim mnozstvi a struktury PSI-NDH
superkomplexu u rostlin péstovanych pii razné intenzit¢ svétla. Experiment probihal
najeémeni setém (Hordeum vulgare L. cv. Bojos). PSI-NDH superkomplex byl izolovan
metodou bezbarvé nativni elektroforézy. Kvantitativni analyza byla provedena metodou
fluorometrie, imunoanalyzy a denzitometrie. Strukturni analyza byla provedena za pomoci
transmisni elektronové mikroskopie. Experimenty ukazaly, ze rizna intenzita svétla nema u
je¢mene setého (Hordeum vulgare L. cv. Bojos) vliv na mnozstvi ani strukturu PSI-NDH

superkomplexu.



Summary

Theoretical part of this bachelor’s thesis is focused on characterization of NAD(P)H
dehydrogenase—like complexe which interacts with photosystem | to form the PSI-NDH
supercomplex in higher plants. This supercomplex plays a crucial role in the cyclic electron
transport and in the protection of plants against stress factors. Descriptions of method which

are used in study of the PSI-NDH supercomplex are summarized in this part of thesis.

Experimental part of this thesis deals with quantity and structure of the PSI-NDH
supercomplex in plants grown at various light intensity. Experiment was carried on barley
(Hordeum vulgare L. cv. Bojos). PSI-NDH supercomplex was isolated in native state
by clear-native electrophoresis. Quantitative analysis of supercomplexes was performed using
fluorometry measurement, immunoanalysis and densitometry analysis. Structural analysis was
performed using transmission electron microscope. Experiment showed that various light

intensity does not affect quantity or structure of the PSI-NDH supercomplex.



Na tomto misté bych rad pod€koval vedoucimu mé bakalaiské prace Mgr. Lukasi
Noskovi, Ph.D. za odborné vedeni, korekturu a cas, ktery mi pii zpracovani této prace
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1 Uvod

Rostliny musi béhem svého rustu Celit fad¢ stresujicich faktorti, kterymi jsou naptiklad
sucho, nizké nebo naopak vysoké teploty ¢i priliS vysoka ozéienost. U rostlin se proto
vyvinuly mechanismy, které je pfed G¢inky stresovych faktori chrani. Jednim z mechanismu
je cyklicky elektronovy transport. Jsou zndmy dvé hlavni cesty cyklického elektronového
transportu. Prvni z nich je zavisla na PROTON GRADIENT REGULATIONS a PGR5-
LIKE1 komplexu, druha cesta je zprosttedkovana NAD(P)H dehydrogenasovym komplexem.
ODbe¢ tyto cesty nejsou doposud detailné prostudovany. Abychom byli schopni pochopit jejich
presny mechanismus, je tfeba znat strukturu jednotlivych fotosyntetickych komplext, které
tyto transportni drahy zprostfedkovavaji. K jejich studiu se pouziva fada metod, umoziujicich
jejich separaci a strukturni analyzu. Vyznamnou separacni metodou je bezbarvd nativni
elektroforéza, kterd umoznuje separovat fotosyntetické komplexy v nativni formé¢, diky cemuz
Ize nasledné pomoci elektronové mikroskopie zkoumat jejich neporusenou strukturu.
Dtlezitym parametrem je i posouzeni zmén v mnozstvi téchto komplexii, produkovanych
rostlinami pii zapojeni cyklickych elektronovych transportnich drah. K posouzeni
kvantitativnych zmén pak slouzi metody imunoanalyzy, fluorescenéniho méfeni ¢&i
denzitometrické analyzy. Zminéné metody byly vyuZity iV experimentdlni casti této
bakalarské prace, kterd byla zaméfena na vliv rizné intenzity péstebniho svétla na mnozstvi
PSI-NDH superkomplexu, jenz hraje dulezitou roli v cyklickém elektronovém transportu,
zprostfedkovanému pies jiz zminény NAD(P)H dehydrogenasovy komplex. Podobna studie
nebyla dosud publikovana a mohla by tak o néco vice objasnit fungovéani této transportni

drahy.



2 Soucasny stav reSené problematiky

Fotosyntéza je vyznamny fyziologicky proces, odehravajici se ve fotoautotrofnich
organismech, jenz pfispiva k udrzeni zivota na Zemi. Je to jediny biologicky dé&j, pti kterém
se uvoliluje kyslik, a také jediny d¢€j vyuzivajici energii pochazejici mimo Zemi, presnéji
energii sluneéniho zafeni. Tuto energii vyuziva k syntéze energeticky bohatych molekul,
ptedevsim NAD(P)H a ATP. Ty jsou nasledné vyuzivany v riznych rostlinnych syntetickych
procesech. Fotosyntéza, at’ jiz piimo ¢i nepfimo, zajistuje vyzivu pro témér vSechny zivé

organismy.

2.1 Fotosynteticky aparat rostlin

Ve vysSich rostlindch probiha fotosyntéza ve specializovanych organelach zvanych
chloroplasty. Velikost chloroplastii je okolo 5 um a jejich mnozstvi v bunice listu je variabilni.
V zavislosti na velikosti bunky, jejim typu, druhu a ristovych podminkéch se jejich pocet
pohybuje od 1 do 100 (Dey et Harborne, 1997). Chloroplasty jsou tvofeny vné&jsi dvojitou
membranou, ktera obklopuje vnitfni prostor zvany stroma. Stroma je vyplnéno vodnym
roztokem bohatym na enzymy a nachazi se v ném thylakoidy, systém membranovych vacku
diskovitého tvaru. Thylakoidy mohou byt organizovany do gran, coZ jsou struktury vzniklé
stésnénim jednotlivych vacki k sob€. Grana jsou navzajem propojena stromalnimi thylakoidy.

Vnitini prostor thylakoidt se nazyva lumen (Obr. 1) (Buchanan et al., 2015).
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Obrazek 1: Struktura chloroplastu s detailnim vyobrazenim thylakoidni membrany obsahujici
zakladni fotosyntetické komponenty. Fotosystém I (PSI) a ATP-syntasa jsou lokalizovany na okraji
gran a ve stromalnich thylakoidech, zatimco fotosystém II (PSII) je spolu se svétlosbérnymi komplexy
(LHCII) lokalizovan uvnitf gran. Cytochrom bgf (Cyt bgf) je rovnomérné rozprostien napii¢ celou

membranou. P¥evzato a upraveno z Allen et Forsberg, 2001.



Fotosyntetické reakce probihajici v chloroplastech mohou byt rozdéleny na dva typy.
Prvni typ zahrnuje reakce primarni (svételné) faze fotosyntézy, ve které dochdzi k prenosu
elektronti, synt¢ze ATP a NADPH a k produkci kysliku. Tyto reakce se odehravaji
vV membranach thylakoidd. Druhym typem jsou sekundarni (temnostni) reakce fotosyntézy
probihajici ve stromatu chloroplastu. Tyto reakce spotfebovavaji redukcéni silu NADPH a
energii ATP syntetizované ve svételné fazi fotosyntézy k fixaci CO; a k tvorbé cukrti (Dey et
Harborne, 1997).

Hlavnimi proteinovymi komponentami fotosyntetického aparatu primarni faze
fotosyntézy jsou fotosystém I (PSI) a fotosystém II (PSII) spolu se svétlosbérnymi komplexy
(LHCI a LHCII), Cytochrom bef komplex (Cyt bef) a ATP-synthasa, znazornéné na Obr. 1.
Mezi dal$i vyznamné slozky fotosyntetického aparatu lze zatadit i proteinové elektronové
ptenaSece plastocyanin (PC) a ferredoxin (Fd) a navic také neproteinovy elektronovy prenaSe¢

plastochinon (PQ) (Buchanan et al., 2015; Prochazka, 1998).

Svételna faze fotosyntézy zacind ve PSII, kde dochazi ke svétlem indukované oxidaci
vody. Elektrony ziskané oxidaci vody jsou pifeddny na feofytin, primérni akceptor elektron
PSII a z n¢j jsou dale piredany na Qa, vazany jednoelektronovy pienase¢. Z Qa poté elektrony
putuji na Qg, vdzany dvouelektronovy pienasec, ktery po piijeti dvou elektronii od Qa pfijme
ze stromatu dva protony (H"), odpoji se od PSIl a putuje k Cyt bsf komplexu. V Cyt bgf
komplexu poté dochézi k prenosu jednoho z elektroni redukovaného PQH, na PC, ktery
elektron ptenese k PSI a také k pienosu protonti do lumenu. Druhy z elektront je recyklovan
tzv. Q-cyklem zpét na PQ, ktery zabezpecuje pienos dalSich protoni do lumenu, které
nasledné vyuziva ATP synthasa k produkci ATP (Prochazka, 1998; Rochaix, 2011). Elektron
preneseny PC do PSI putuje pies sérii elektronovych pienaSect na Fd, ktery pomoci enzymu
ferredoxin-NADP* oxidoreduktasy (FNR) redukuje NADP® na NADPH. Vyse popsany
elektronovy transport je znamy jako linearni elektronovy transport (LET) a lze jej vyjadfit
pomoci tzv. Z-schématu (Obr. 2). Existuji vSak i jiné, alternativni drahy fotosyntetického

v

pfenosu elektrontl, z nichZ nejvyznamnéjsi je cyklicky elektronovy transport (CET).
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Obrazek 2: Z-schéma znéazoriujici cestu elektrond v linearnim elektronovém transportu. Pozice
kazdého elektronového pienasece na vertikalni ose odrazi jeho standardni redukéni potencial (Ep).
Po absorpci fotonu fotosystémem II (PSIl) se elektron chlorofylu reakéniho centra P680 (podle
absorpéniho maxima pii 680 nm) vymrsti na vyssi energetickou hladinu. Prostfednictvim fetézce,
skladajiciho se z feofytinu, plastochinonu (PQ), plastocyaninu (PC) a cytochromu bef (Cyt bgf),
elektron putuje k fotosystému I (PSI). Béhem tohoto pochodu se elektrony postupné dostavaji na nizsi
energetickou hladinu, az doputuji k reakénimu centru PSI, ozna¢ovanému jako P700 (dle absorpéniho
maxima pii 700 nm). Odtud jsou svétlem vybuzené elektrony pieneseny na ferredoxin (Fd) a z n&j pak
pomoci ferredoxin-NADP* oxidoreduktasy (FNR) redukuji NAD(P)" na NAD(P)H. Pievzato a

upraveno z Govindjee et al., 2010.

2.1.1 Cyklicky elektronovy transport

Na rozdil od LET, pti CET dochdzi k cyklickému ptenosu elektronii pouze mezi PSI a
Cyt bef komplexem. Elektrony z NAD(P)H ¢i Fd jsou recyklovany zpét na PQ, ¢imz CET
prispiva jen k tvorb& transmembranového protonového gradientu, aniz by dochéazelo
k produkci NAD(P)H (Shikanai, 2007). CET tak hraje dilezitou roli ve vyrovnavani poméru
mezi produkovanym ATP a NAD(P)H a také v ochrané obou fotosystémil pred poSkozenim
zpusobenym nadmérnou redukci stromatu (Takahashi et Badger 2011; Miyake, 2010;
Shikanai, 2007). Ve vyssich rostlindch vyuziva CET dvé hlavni cesty. Prvni z nich je zavisla
na PROTON GRADIENT REGULATIONS (PGR5) a PGR5-LIKELl (PGRL1) komplexu
(Munekage et al., 2002; DalCorso et al., 2008), druha cesta CET je zprostiedkovana
NAD(P)H dehydrogenasovym komplexem (NDH) (Munekage et al.; 2004 Shikanai, 2007).

11



2.1.1.1 Cyklicky elektronovy transport zavisly na PGR5-PGRL1 komplexu

PGRS protein se vyskytuje volné ve stromatu, kdezto PGRL1 protein se nachazi
Vv thylakoidni membrané chloroplasti. Aby mohla drdha CET zévislA na PRG5-PGRL1
prob&hnout, je nutna interakce obou proteind (DalCorso et al., 2008; Johnson, 2011).
PGR5-PGRL1 komplex poté funguje jako ferredoxin-chinon oxidoreduktasa (FQR), ktera
oxiduje Fd a elektrony pifedava na PQ (Hertle et al., 2013) a jeho hlavni roli je udrzeni
spravného transmembranového protonového gradientu. PGRL1 protein pravdépodobné
interaguje téz s PSI, ferredoxin-NADP™ reduktasou (FNR) a Cyt bsf komplexem (DalCorso et
al., 2008).

2.1.1.2 Cyklicky elektronovy transport zavisly na NDH komplexu

NDH-dependentni CET, jeZ je povazovana za vedlej$i drahu CET, hraje dileZitou roli
V ochrané¢ rostlin pfed oxidativnim stresem zptisobenym nadmérnou redukci stromatu (Peng et
al., 2011). Rovnéz se ukazuje, ze je tato draha dulezita pro udrzeni elektronového transportu a

tim i pro asimilaci CO; u rostlin péstovanych pii nizkych intenzitach svétla (Yamori et al.,

2015).

Existence chloroplastového NDH komplexu byla poprvé ptfedpovézena u tabdku a
jatrovky po osekvenovani jejich genomu (Shinozaki et al, 1986; Ohyama et al., 1986) a jeho
ucast v CET byla poprvé experimentalné prokazana u sinic — evolucnich ptredchidci
chloroplasti (Mi et al., 1994, 1995). Piedpoklada se, Ze chloroplastovy NDH komplex je
ptitomny u vSech kvetoucich rostlin (Wakasugi et al., 1994), ovSem vyskytuji se i vyjimky.
U dvou podskupin nahosemennych rostlin, jehlicnanit (Pinopsida) a lidnovcotvarych

(Gnetales), doslo k evoluénimu vymizeni genti pro NDH komplex (Braukmann et al., 2009).

Chloroplastovy NDH je multipodjednotkovym komplexem, nachazejicim se
ve stromalnich thylakoidech (Shikanai, 2007). NDH komplex odebira elektrony z Fd na PQ,
ktery je nasledné transportuje k PSI pies Cyt bsf komplex. NDH komplex tak pfispiva
k tvorbé protonového gradientu napfti¢ thylakoidni membranou (Okegawa et al., 2008). Byl
navrzen i alternativni funkéni model NDH komplexu (Koufil et al., 2014), podle néhoz muze
byt Fd redukovan NAD(P)H pfes reverzni reakci FNR, ktera je pfipojena k NDH komplexu.
Fd poté redukuje molekulu PQ pies NDH (Obr. 3). Oba zminéné funkéni modely jsou

vvvvvv
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elektrony spiSe z Fd nez z NAD(P)H, coz naznacuje, ze chloroplastovy NDH komplex neni

dehydrogenasou, ale spiSe Fd-dependentni PQ reduktasou.

Obrazek 3: Alternativni funkéni model NDH komplexu strukturné vychazejici z tzv. PSI-NDH
superkomplexu (viz kap. 3.1.2.1.) nachazejiciho se v thylakoidni membrané. Feredoxin (Fd) se vaze
na hydrofilni rameno NDH komplexu (kontinualni ¢ervena Sipka) po své redukci na akceptorové
strané fotosystému I (PSI) (teCkovana modra $ipka). Poté Fd redukuje molekulu plastochinonu (PQ)
pies NDH (te¢kovana Cervend Sipka). Cyklickd draha je dokoncena pienosem elektronu z molekuly
PQ zpét k PSI komplexu pies cytochrom bgf komplex (Cyt bsf) a plastocyanin (PC). Pfi alternativni
cesté je Fd redukovan NAD(P)H pies reverzni reakci ferredoxin-NADP* oxidoreduktasy (FNR).

Pfevzato z Koufil et al,.2014.

2.1.2 NDH komplex

NDH komplex se sklddd z mnoha podjednotek kddovanych chloroplastovymi
i jadernymi geny. Tyto podjednotky tvori pét subkomplexi: A, B, membranovy, lumenalni a
tzv. EDB (vazajici donory elektronii) subkomplex (Peng et al., 2011; Shikanai, 2016).
Subkomplex A je tvofen podjednotkami NdhH-NdhO. NdhH-NdhK podjednotky tohoto
subkomplexu jsou kodovany chloroplastovymi geny, zatimco zbylé podjednotky
subkomplexu jsou kodovany jadernymi geny (Peng et al., 2009). Subkomplex B je tvoien
podjednotkami NDF1, NDF2, NDF4, NDF 6 a NDH18, téz oznacované jako Pnsbl, 2, 3, 4 a
5, kodovanymi jadernym genomem (Ifuku et al., 2011; Yamamoto et al., 2011). Membranovy
subkomplex, tvofeny podjednotkami NdhA-NdhG, je koédovan chloroplastovymi geny (Ifuku
et al., 2011). Lumenalni subkomplex obsahuje pét jadrem kodovanych podjednotek PPL2,
PQL1 a 2, FKBP16-2 a CYP20-2, které jsou oznacované rovnéz jako PnsL1 — PnsL5

13



(Ishihara et al., 2007; Shikanai et al., 2016; Suorsa et al., 2010; Yabuta et al., 2010). EDB
subkomplex je tvoren podjednotkami NdhS-NhdV (Yamamoto et al, 2011; Shikanai 2016).
Subkomplex A spolu s membranovym subkomplexem tvoii kostru celého NDH
komplexu (Battchikova et al., 2011). Subkomplex B tvofi hydrofilni rameno zasahujici
do stromatu a interaguje s membranovym komplexem (Ishikawa et al., 2008; Peng et al.,
2009). Subkomplex B je dilezity pro stabilizaci celého NDH komplexu, protoze absence
nékteré z podjednotek subkomplexu B vede kjeho destabilizaci (Peng et al., 2011).
Lumenalni subkomplex se rovnéz podili na stabilizaci NDH komplexu a pravdépodobné se
také podili na vazbé Lhca5 a Lhca6, které zprostiedkovavaji vazbu PSI (Shikanai, 2016; Peng
et al., 2009). Subkomplex EDB interaguje se subkomplexem A a vytvafi vazebné misto pro
Fd (Shikanai, 2016; Yamamoto et al., 2011). Schematicky model NDH komplexu je

znazornén na Obr. 4 a informace o podjednotkovém slozeni v Tab. 1.

Subkomplex
EDB Subkomplex A Subkomplex B

I 4 B
i NdhM
NdhS 1 NdhN PnsB1
NdhV ! NdhO PnsB2
I PnsB3
NdhT
/J protein
NdhU PnsB4
[I-like ‘ N, PnsBS
protein
\ Z

PnslL. 1/PPL

PnsL.2/PQL PnsL.3/PQL
PnsL4/FKB16-2
PnsL5/CVP20-2

Subkomplex L

Obrazek 4: Schematicky model NDH komplexu Arabidopsis thaliana, se znazornénymi
subkomplexy. Barevné vyznacené subkomplexy nepiedstavuji aktualni pozici ve 3D struktuie NDH
komplexu. Podjednotky kodované chloroplastovymi geny jsou znazornény zelenym pismem. Pfevzato

a upraveno z Shikanai, 2016.
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Tabulka 1: Podjednotkové slozeni NDH komplexu vyssich rostlin. Pfevzato a upraveno
z Shikanai, 2016.

Subkomplex Podjednotka Jiny nazev Lokalizace genu
Membranovy
NdhA - Chloroplast
NdhB - Chloroplast
NdhC - Chloroplast
NdhD - Chloroplast
NdhE - Chloroplast
NdhF - Chloroplast
NdhG - Chloroplast
A
NdhH - Chloroplast
Ndhl - Chloroplast
NdhJ - Chloroplast
NdhK - Chloroplast
NdhL CRR2 Jadro
NdhM - Jadro
NdhN - Jadro
NdhO - Jadro
Vazajici donory elektroni
NdhS CRR31 Jadro
NdhT CRRJ Jadro
NdhU CRRL Jadro
NdhV - Jadro
B
PnsB1 NDH48/NDF1 Jadro
PnsB2 NDH45/NDF2 Jadro
PnsB3 NDF4 Jadro
PnsB4 NDF6 Jadro
PnsB5 NDH18 Jadro
Lumenalni
PnsL1 PPL2 Jadro
PnsL2 PQL Jadro
PnsL3 PQL Jadro
PnsL4 FKBP16-2 Jadro
PnsL5 CYP20-2 Jadro
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2.1.2.1 PSI-NDH superkomplex

Jednou z vlastnosti chloroplastového NDH komplexu je jeho schopnost interagovat
s PSI za tvorby PSI-NDH superkomplexu (Obr. 5). Jeden NDH komplex interaguje se dvéma
kopiemi PSI, které jsou na NDH vazany pies své svétlosbérné antény. Molekulovad hmotnost
tohoto superkomplexu je vétsi nez 1000 kDa a je mozné ho separovat od ostatnich
thylakoidnich membranovych komplexd nativnimi elektroforetickymi technikami (Peng et al.,
2008; Koufil et al., 2014). K tvorbé PSI-NDH superkomplexu je nutna vazba podjednotek
Lhca5 a Lhca6, jak bylo ukdzano analyzou mutantti defektnich v expresi Ihca5 a Ihca6 gent
(Peng et al., 2009).

Tvorba PSI-NDH superkomplexu je navic nutna k udrzeni stability NDH komplexu
(Peng et Shikanai, 2011), pfedev§im pak pfi pusobeni riznych stresovych faktort, mezi néz
patii i proménliva intenzita svétla. Rostliny jsou vystaveny v pritbé¢hu dne rliznym svételnym
podminkdm v rozmezi nékolika sekund, minut ¢i hodin, a to ptedevsim z diitvodu pohybu listl
zpusobenym vétrem a proménlivé oblacnosti. Pokud intenzita svétla presahne schopnost list
vyuzivat svételnou energii ve fotosyntéze, piebytek svételné energic miuze vést k tvorbé
reaktivnich forem kysliku (ROS), jakym je H,0,, a eventuelné k fotoinhibici (Pearcy, 1990).
Vznikly H,0, spousti signalni drahu, kterd vede k expresi gend kédujicich podjednotky NDH

komplexu, ucastniciho se alternativni CET (Casano et al., 2001).

Vlivem rizné intenzity péstebniho svétla na roli PSI-NDH superkomplexu vyssich
rostlin se ve své praci zabyval Yamori et al. (2015). Ve svém experimentu autofi pouzili
mutanty rostlin ryze (Oryza sativa) defektni na podjednotku Ndhl subkomplexu A, nutnou
pro vytvoteni NDH komplexu, a standardni srovnavaci rostliny. Tato studie ukazala, Ze
u mutanti defektnich na Ndhl podjednotku NDH komplexu nevedla vysoka intenzita
pé&stebniho svétla (800 pmol fotontt m™?-s™) k zesileni fotoinhibice, zmén& fotosyntetickych
parametrii ani rdstu rostlin ve srovnani se standardni kontrolni rostlinou. Nizka intenzita
svétla (200 pmol fotont m'2~s'1) naopak vedla u mutantii defektnich na NdhI podjednotku
NDH komplexu ke snizeni rychlosti toku elektront pfes PSI, coz mélo za nasledek i1 snizeni

mnozstvi rostlinné biomasy.

Problematika vlivu rizné intenzity svétla na samotny PSI-NDH superkomplex neni
vSak doposud detailn€ prozkoumand. Experimentalni ¢éast této bakalafské prace je proto
zamé&fena na charakterizaci vlivu péstebniho svétla na mnozstvi a také strukturu tohoto

superkomplexu.
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Obrazek 5: Snimky znazoriiujici strukturu PSI-NDH superkomplexu pofizené elektronovou
mikroskopii. Na levém levém snimku Ize pozorovat NDH komplex s navdzanymi dvéma kopiemi PSI.
Na pravém snimku je znazornéna krystalova struktura PSI-NDH superkomplexu, ziskana na zakladé
znalosti struktury fotosystému I (PSI) a mitochondridlniho respiracniho komplexu I, analogu
chloroplastového NDH (Baradaran et al., 2013). PSI je vyznacen zelené, svétlosbérné proteiny (Lhca)
nasledovné: Lhcal ¢ervené, Lhcad Zluté, Lhca2 azurové a Lhca3 fialoveé. Podjednotky membranové
¢asti respiracniho komplexu I jsou znazornény oranzovou (ndhF), zelenou (NdhD), lososovou (NdhB),
ruzovou (NdhE), svétle azurovou (NdhG) a modrou barvou (NdhA a NdhC). Modra hvézdicka

oznacuje nepfifazenou oblast na hydrofilnim rameni. Pfevzato a upraveno z Koufil et al., 2014,

2.1.3 Fotosystém |

Fotosystém 1 je multipodjednotkovy superkomplex nachéazejici se ve stromalnich
thylakoidech. Funguje jako svétlem indukovana ferredoxin-reduktasa a je znam jako jeden
z nejefektivnéjSich svételnych prevodniklt v ptirodé s kvantovou tuc€innosti blizici se 1
(Nelson, 2009). Prvni PSI vyssich rostlin byl izolovan a popsan jiz v roce 1966 (Anderson et
Boardman, 1966), jeho podjednotkové slozeni pak bylo poprvé popsano v roce 1975 (Bengis
et Nelson, 1975).

PSI je slozen ze dvou zédkladnich Ccasti: jaderného komplexu a svétlosbérného
komplexu (LHCI). V jaderném komplexu PSI probiha pfevazna ¢ast fotochemickych reakci,
které vyuzivaji energii svételnych kvant k pfenosu elektronu z PC na Fd. LHCI slouzi jako
anténni systém, ktery pohlcuje svételna kvanta, ktera nasledné piredava jadernému komplexu
PSI (Amunts et Nelson, 2008; Jensen et al., 2007). Struktura rostlinného PSI je znazornéna
na Obr. 6.
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Obrazek 6: Struktura a organizace podjednotek rostlinného PSI-LHCI superkomplexu. Pohled je
ze stromalni strany membrany. PsaF a PsaJ podjednotky jsou znazornény purpurovou a zelenou
barvou. Podjednotky PsaC, PsaD a PsaE, lokalizované uprostied komplexu, jsou znazornény
tyrkysovou, rizovou a modrou barvou. Dva Fe-S klastry podjednotky PsaC lze rozliSit ve formé

zlutych a oranzovych klastrl uprostied komplexu. Pievzato a upraveno z Mazor et al., 2015.

2.1.3.1 Jadro fotosystému |

Rentgenova strukturni analyza krystald PSI odhalila, Ze jadro PSI vysSich rostlin
obsahuje 12 stabilnich podjednotek oznafenych jako PsaA-Psal. Ddéle jadro PSI obsahuje
podjednotky PsaN-PsaP a podjednotku PsaR, které jsou vsak k jadru PSI vazany pouze slabé
a v zavislosti na riznych podminkach izolace a krystalizace PSI nebyly zatim v krystalech
identifikovany. Pfesto jsou povazovany za bézné soucasti PSI (Ben-Shem et al., 2003;
Amunts et al., 2007, 2010; Mazor at al., 2015). Stied jadra PSI je tvofen heterodimerem
slozenym z podjednotek PsaA (84 kDa) a PsaB (83 kDa). Kazda z podjednotek je tvofena 11
transmembranovymi helixy a dohromady se podili na vazbé chlorofylového dimeru P7qo a
primarnich elektronovych akceptorti (Ag, A1). Je zajimavé, ze tento centrdlni heterodimer se
vyvinul z homodimerniho piedka (Biittner et al., 1992; Liebl et al., 1993; Tittgen et al.,
1986). Podjednotka PsaC (9 kDa), spolu s podjednotkami PsaD (18 kDa) a PsaE (10 kDa),
zprostfedkovava vazbu Fd (Hayashida et al., 1987; Hoj et al., 1987). Podjednotka PsaF
(17 kDa) zajistuje vazbu PC (Farah et al., 1995) a je nepostradatelna pro piechod excita¢ni
energie z LHCI do jadra PSI (Haldrup et al., 2000). PsaG (11 kDa) aPsaK (9 kDa)
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podjednotky umoznuji vazbu PSI s LHCI (Ben-Shem et al., 2003). PsaH (10 kDa), PsaL (18
kDa) a PsaO (10 kDa), a pravdépodobn¢ také PsaP (14 kDa) a Psal (4 kDa) podjednotky se
podili na interakci PSI s fosforylovanym svétlosbérnym komplexem fotosystému II (LHCII)
béhem tzv. stavovych pfechodu (Lunde et al., 2000; Jensen et al., 2004; Zhang et Scheller,
2004). Podjednotka Psal také hraje dulezitou roli v trimerizaci PSI u sinic (Chitnis et Chitnis,
1993; Jordan et al., 2003) a jeji funkce je u vyssich rostlin eliminovana podjednotkou PsaH
(Ben-Shem et al., 2003). Podjednotky PsaN (10 kDa) a Psal (5 kDa) zajistuji vazbu PC
(Fischer et al., 1994; Haldrup et al., 1999). Informace o podjednotkovém slozeni jadra PSI
jsou shrnuty v Tab. 2.
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Tabulka 2: Podjednotkové slozeni jaderného komplexu rostlinného PSI. Pievzato a upraveno z
Buchanan et al., 2015.

Protein Gen Lolgglr:aace Mol.(ll—(|lr3n:)tnost Funkce
Hydrofobni podjednotky
PsaA psaA chloroplast 83 svétlosbérna, transport
elektront, vazba P700,
PsaB psaB 82 chlorofylu a, doplitkovych
chlorofylt a fylochinonu
PsaF psaF 17 vazba PC
PsaG psaG jadro 11 vazba LHCI
PsaH psaH jadro 10 vazba LHCII
Psal psal chloroplast 4 vazba LHCII
Psal psal jadro 5 vazba s PC
PsaK psaK jadro 9 vazba LHCI
PsaL psaL jadro 18 vazba LHCII
PsaO psaO jadro 10 vazba LHCII
PsaP psaP jadro 14 vazba LHCII
Hydrofilni podjednotky
PsaC psaC chloroplast 9 vazba Fd
PsaD psaD jadro 18 vazba Fd
PsaE psaE jadro 10 vazba Fd
PsaN psaN jadro 10 vazba PC
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2.1.3.2 Svétlosbérny komplex fotosystému I

Svétlosbérny komplex PSI vyssich rostlin se skladd z proteini Lhcal-6, které jsou
kédovany jadernym genomem (Jansson et al., 1999). Proteiny Lhcal-4 vytvaii komplex
srpkovitého tvaru na PsaF/Psal strané jadra PSI a jejich hlavni funkci je absorpce svételnych
kvant a jejich transport do jadra PSI (Boekema et al., 2001; Amunts et al., 2007; Amunts et
al., 2010; Ben-Shem et al., 2003). Lhcal-4 proteiny tvofi funkéni dimery LHCI-730 (sloZeny
z Lhcal a Lhca4 proteint) a LHCI-680 (Slozeny z Lhca2 a Lhca3 proteini) (Croce et al.,
2002; Ihalainen et al., 2000; Jansson et al., 1996; Schmid et al., 1997; Knoetzel et al., 1992).
Lhcal (22 kDa) protein interaguje sjadrem PSI pies PsaG a PsaB podjednotky, zatimco
Lhca4 (22 kDa) se vaze pies podjednotku PsaF. Protein Lhca2 (23 kDa) je asociovan s jadrem
PSI interakci s podjednotkami PsaA a Psal, kdezto Lhca3 (25 kDa) se vaze pres podjednotky
PsaA a PsaK k RC PSI (Amunts et al., 2010; Ben-Shem 2003; Mazor et al., 2015). Vazba
Lhcal-4 proteini k jadru PSI je vysoce specificka, jak bylo dokazano analyzou mutantd

postradajicich jednotlivé Lhca 1-4 podjednotky (Wientjes et al., 2009).

Krom¢ Lhcal-4 proteini byly u husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana)
identifikovany také proteiny Lhca5 (24 kDa) a Lhca6 (25 kDa) (Jansson, 1999). Tyto proteiny
jsou exprimovany pouze na velmi nizké urovni, tzn. nestechiometricky vzhledem k ostatnim
Lhca proteinim (Klimmek et al., 2006). Lhca5 a Lhca6 proteiny zprostiedkovavaji vazbu PSI
k NDH komplexu za tvorby PSI-NDH superkomplexu, ktery zaroven stabilizuji (Peng et al.,
2009). Informace o podjednotkovém sloZeni svétlosbérného komplexu PSI jsou shrnuty
v Tab. 3.

Tabulka 3: Podjednotkové slozeni svétlosbérného komplexu LHCI PSI. Pievzato a upraveno z Jensen
et al., 2007 a Buchanan et al., 2015.

Protein Pocet chlorofylii Gen Molekulova hmotnost (kDa) Funkce
Lhca3 13 Ihca3 25 tvorba komplexu
Lhca2 13 Ihca2 23 LHCI-680
Lhcal 13 Ihcal 22 tvorba komplexu
Lhca4 13 lhcad 22 LHCI-730
Lhcad 13 Ihca5 24 vazba PSI k NDH
Lhca6 - Ihca6 25 komplexu
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2.2 Techniky vyuzivané p¥i studiu PSI-NDH superkomplexu

Vyraznym rysem tylakoidnich membran je velkd rozmanitost ve slozeni jejich
proteinovych komplexti (Jarvi et al., 2011). Existuje fada technik, diky kterym je mozné tyto
komplexy strukturné detailné studovat (napfi. transmisni elektronova mikroskopie). Abychom
ovSsem mohli tyto komplexy blize studovat a charakterizovat, je potfeba nejprve provést jejich
separaci a ziskat tyto proteinové komplexy v Cisté a nativni formé. V soucasné dob¢ se
k separaci vyuzivaji dvé hlavni nativni separacni techniky, kterymi jsou ultracentrifugace
v sacharosovém gradientu (Caffarri et al., 2009; Wei et al., 2016) a elektroforeticka technika
zvand CN-PAGE (,clear native polyacrylamide gel electrophoresis®) (Nosek et al., 2017,
Koutil et al, 2016, 2014; Pavlovi¢ et al., 2016; Jarvi et al., 2011). Z obou zminénych technik
pravé CN-PAGE predstavuje rychlejsi, a co se tyce vybaveni, méné ndroCny, presto vsak
velmi ucinny nastroj vhodny k separaci fotosyntetickych proteinovych komplexti (Nosek,
2016).

2.2.1 CN-PAGE

CN-PAGE patii mezi elektroforetické techniky, které obecné slouzi k separaci
nabitych castic v elektrickém poli na zéklad¢ jejich velikosti a naboje. CN-PAGE vSak
umoziuje separovat proteiny a proteinové komplexy za soucasného zachovani jejich
nativniho a nedenaturovaného stavu, ptedevsim pak u kiehkych fotosyntetickych komplexd.
Stabilita téchto komplext je béhem separace zajiSténa pouZitim jemnych detergentli, které
nemaji negativni dopad na jejich integritu. Separace probiha v polyakrylamidovém gelu, ktery
je tvoren siti polymernich molekul, jimiz separované c¢astice prochdzi rtiznou rychlosti.
Migrujici komplexy se tak rozdéli do past, jez odpovidaji rtzné velikosti proteind ¢i

proteinovych komplex.

CN-PAGE vychazi ze star§i techniky, znamé jako BN-PAGE (blue native
polyacrylamide gel electrophoresis) (Schiagger et al., 1994; Schiagger et Jagow, 1991). BN-
PAGE pro nabiti separovanych castic nezbytné pro jejich pohyb v elektrickém poli pouziva
modré barvivo Coomassie briliant blue, které vSak miize naruSovat nékteré velmi slabé
protein-proteinové interakce (Wittig et al., 2005). Byla proto hledana alternativa k tomuto
barvivu, které bylo nahrazeno jemnym bezbarvym aniontovym detergentem deoxycholatem
sodnym. Substituce Coomassie za deoxycholat tak vedla ke zrodu CN-PAGE (Wittig et
Schagger, 2005; Wittig et al., 2007).
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Pied samotnym provedenim CN-PAGE je potieba provést solubilizaci biologickych
membran. Cilem solubilizace je ziskat z téchto membran proteiny a proteinové komplexy
(Helenius et Simons, 1975). Jako solubiliza¢ni ¢inidla se pouzivaji detergenty, coz jsou
amfipatické molekuly, sestavajici na jedné stran¢€ z tzv. polarni hlavicky a na druhé strané
Z hydrofobniho fetézce. Detergenty maji schopnost tvofit micely, coz jsou struktury podobné
pfirozené se vyskytujici lipidové dvouvrstve, umoziujici solubilizaci membranovych proteint
(Seddon et al., 2004). Jelikoz ma kazdy detergent své specifické vlastnosti, volba detergentu
vzdy zavisi na typu separace. Pokud vykazuje vhodné solubiliza¢ni vlastnosti u jednoho typu
separace, nemusi tomu tak byt pfi jiném typu separace. Proto je dilezité experimentalné
ovérit, ktery detergent je pro potiebu dané separace nejvhodnéjsi. Kromé volby detergentu je
také dualezita jeho koncentrace, kterou je téZ nutné experimentaln€ ovetit. Obecnym pravidlem
je, Zze ¢im vys§i koncentrace detergentu se pouZije, tim vyssi solubilizace je dosazeno (Wittig
et al., 2007; Nosek, 2012). Nejbéznéji pouzivanymi detergenty jsou tridecylmaltosid,
digitonin, Triton X-100 a dodecylmaltosid (Jarvi et al., 2011). Pravé dodecylmaltosid, jenz se
fadi mezi tzv. neiontové detergenty, patii pii solubilizaci membranovych proteinovych
komplext k nejvice pouzivanému detergentu (Seddon et al., 2004; Caffarri et al., 2009;
Nosek et al., 2017; Koufil et al. 2014). RozliSujeme dvé izoformy dodecylmyltosidu: n-
dodecyl-a-D-maltosid (a-DDM) a n-dodecyl-B-D-maltosid (B-DDM) (Dupuy et al., 1997).
Pro izolaci PSI-NDH superkomplexu, ktery je hlavnim pfedmétem této prace, se jevi jako
nejvhodnéjsi pravé izoforma -DDM (Peng et al., 2008, 2009; Koutil et al., 2014; Nosek
2016).

Pro separaci proteinii a proteinovych komplexli se pfi tomto typu elektroforézy
pouzivaji polyakrylamidové gely, coz jsou chemicky zesiténé gely vytvofené polymeraci
akrylamidu se zesitovacim cinidlem, nej€astéji N,N’—methylenbisakrylamidem. Jednd se
0 volnou radikalovou polymeraci, pii které se jako iniciator pouziva peroxodisiran amonny
a funkci katalyzatoru pfi této reakci zajistuje N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (TEMED).
Pii ptipravé gelti pro CN-PAGE se vyuziva koncentra¢niho rozsahu roztoku polyakrylamidu
od 4 do20 % ktvorbé gradientovych gelt (Schiagger, 1994). Gradientové gely umoziuji
rozdélit smés proteinli s Sirokym rozmezim molekulovych hmotnosti. To je také typicky
ptiklad fotosyntetickych komplexti vdzanych v membranach, jenzZ mohou mit formu velkych
megakomplexi, stejné tak 1 malych komplexti. Pokud odpovida velikost poru gradientového
gelu velikosti separovaného proteinového komplexu, komplex ztraci rychlost a v urcité oblasti

gelu se koncentruje (Nosek, 2016). Vysledkem separace jsou zelené zbarvené pasy, které
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odpovidaji jednotlivym fotosyntetickym komplexim. Pti izolaci PSI-NDH superkomplexu je
nejvhodnéjsi pouziti 4-8% gradientového gelu (Koufil et al., 2014).

CN-PAGE probihd za nizkych teplot, zpravidla pfi 4-7 °C. Pfi bézné laboratorni
teplot¢ by mohlo dochéazet k tepelnému poskozeni vzorkl, zpiisobenému piehiatim

elektroforetické jednotky, coz by mélo za nésledek rozostieni pasii se separovanymi casticemi

(Nosek, 2012).
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Cil prace

e C(ilem teoretické casti bakalaiské prace bylo vypracovat resersi o problematice PSI-
NDH superkomplexu.

e Cilem experimentalni ¢asti bakalarské prace byla izolace PSI-NDH superkomplexu
pomoci metody CN-PAGE, posouzeni zmén v mnozstvi PSI-NDH superkomplexu
pomoci metody Western blotting v kombinaci s fluorescen¢nim métenim a posouzeni

zmén ve struktufe tohoto superkomplexu pomoci transmisni elektronové mikroskopie.
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4 Material a metodika

4.1 Rostlinny material

Pro experimenty byl pouzit je¢men sety (Hordeum vulgare L. cv. Bojos). Zvoleno
bylo 6 variant rostlin péstovanych v sadach po Sesti kvétinacich pti nasledujicich intenzitach
pestebniho svétla: 20, 50, 100, 200, 400 a 600 umol fotonti m?2-s PAR. Pé&stovéni probihalo
ve fotokomote, v rezimu 16 h svétla a 8 h tmy, v délce 8 dni. Teplota ve fotokomote byla
nastavena na 25 °C pro denni rezim a 18 °C pro noc¢ni rezim. Vlhkost ¢inila 40 %. Rostliny
byly péstovany v perlitu a zalévany Knopovym roztokem. Knoplv roztok byl piipraven
nasledujicim zptsobem: bylo odebrano po 100 ml od kazdého z péti zasobnich roztoku
(Tab. 4), ptidano 10 kapek 50% chloridu zelezitého a doplnéno deionizovanou vodou

do objemu 10 1.

Tabulka 4: Slozeni zasobnich roztoki pro ptipravu Knopova roztoku

Chemicka latka Mnozstvi latky
KNO, 14,3 g/l
MgSO, 14,3 g/l

Ca(NOs),-4H,0 57,2 g/l

KCI 7,19/
KH,PO, 14,3 g/l

4.2 lzolace thylakoidnich membran

Pro izolaci thylakoidnich membran byly pouZity tfi pufry. Prvnim byl homogenizacni
pufr A (Tab. 5), druhym pufrem byl izola¢ni pufr B (Tab. 6) a tietim pufrem byl stabiliza¢ni
pufr C (Tab. 7).

Tabulka 5: Slozeni homogenizaéniho pufru A (pH 7,2)

Chemicka latka Koncentrace
Sacharosa 400 mmol/I
HEPES 35 mmol/Il
NaCl 400 mmol/I
MgCl,-6H,0 4 mmol/I
Na-Asc 5 mmol/I
BSA 2 mg/ml
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Tabulka 6: Slozeni izola¢niho pufru B (pH 7,5)

Chemicka latka Koncentrace
HEPES 25 mmol/Il
NaCl 150 mmol/l
MgCl,-6H,0 8 mmol/I
EDTA-Na 1 mmol/l

Tabulka 7: Slozeni stabilizacniho pufru C (pH 7,2)

Chemicka latka Mnozstvi latky [g/1]
sachar6za 400 mmol/I
HEPES 50 mmol/I
MgCl,-6H,0 5 mmol/Il
NaCl 15 mmol/I

Rostliny se kizolaci thylakoidnich membran odebiraly minimaln¢ dvé hodiny
po zacatku denni faze fytokomory. Nastiihané listy byly vlozeny do kadinky s vychlazenym
homogeniza¢nim pufrem A a homogenizovany za pomoci homogenizatoru. Nasledovala
filtrace pfes tfi vrstvy nylonové sitky s definovanou velikosti oka 40 um. Filtrat byl rozdélen
do centrifugacnich kyvet a centrifugovan (6 min, 5000 g, 4 °C). Vznikly pelet byl po odliti
supernatantu rozmichan ve vychlazeném izola¢nim pufru B, rozdélen do centrifugacnich
kyvet a centrifugovan (10 min, 5000 g, 4 °C). Vznikly supernantant byl znovu odlit a pelet
byl rozmichan ve stabiliza¢nim pufru C. Nasledovala centrifugace (5 min, 5000 g, 4 °C).
Po centrifugaci byl pelet rozmichan v 1 ml pufru C a ve vzniklé suspenzi thylakoidnich
membran byla stanovena koncentrace chlorofyli a a b. Poté byla suspenze rozpipetovana
do oznacenych mikrozkumavek. Vzorky byly uchovany pfi teploté -80 °C v mrazicim boxu.
Prace probihala v temné mistnosti ozafené zelenym svétlem. Rostlinny material a pufry byly

Vv prib¢hu izolace chlazeny v ledové lazni.

4.3 Stanoveni koncentrace chlorofyliaab

Koncentrace chlorofyli v jednotlivych vzorcich suspenzi thylakoidnich membran byla
meéfena spektrofotometricky. V mikrozkumavkéach byly smichdny 2 ml 80% acetonu spolu

s 5, resp. 10 ul suspenze thylakoidnich membran od kazdého vzorku péstebni varianty.
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Po extrahovani chlorofylti do acetonu probéhla centrifugace (5 min, 35 000 g, 4 °C), po které
nasledovalo pfeliti supernatantu do nové mikrozkumavky. Méfeni absorbance probihalo
pii vlnovych délkach 646,8, 663,2 a 750 nm. Jako blank byl pouzit 80% aceton. Absorbance
pii piislusnych  vlnovych délkach se dosadily do Lichtenthalerovych rovnic
(Lichtenthaler, 1987):

Cq = 12'25(‘4663,2 - A750) = 2,79(A6463 — A750)
Cp = 21150(14646,8 - A750) — 5,10(A663,2 — A750)
Ca...koncentrace chlorofylu a v pg/ml
Cp...koncentrace chlorofylu b v pg/ml

Vypocitala se tak koncentrace chlorofyli a a b v suspenzich. Timto zptisobem byly
prométeny vzorky vSech péstebnich variant. Dle zjisténych koncentraci chlorofylu byly
vzorky jednotlivych péstebnich variant rozdéleny do mikrozkumavek po 110 pg a uchovany

Vv chladicim boxu pfi teploté — 80 °C.

4.4 Solubilizace thylakoidnich membran

Izolované thylakoidni membrany byly pfed provedenim elektroforetické separace
solubilizovany detergentem dodecyl-B-D-maltosidem (DM) v rdznych hmotnostnich
pomérech DM Kk chlorofylim a a b (DM/chl). V mikrozkumavkach byla smisena suspenze
thylakoidnich membran v objemu odpovidajicim 10 pug chlorofylli s riznym mnozstvim 5%
roztoku DM, které¢ odpovidalo hmotnostnimu poméru DM/chl 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28 a 32.
Vznikla smés byla doplnéna pufrem C (viz Tab. 7) do objemu 30 pl. Poté nasledovala
centrifugace (5 min, 20 000 g, 4 °C), aby byly odstranény zbytky nesolubilizovanych

membran. Supernatant byl poté ithned nanesen do jamek polyakrylamidového gelu.

4.5 CN-PAGE

Pred zapocetim samotné elektroforetické separace pomoci CN-PAGE bylo tieba
nachystat aparaturu pro nalévani gelu. Tloustka gelu byla zvolena 1 mm, k cemuz byla
pouzita velikostné¢ vhodnd, fadné ocisténd a neposkozena skla. Tésnost aparatury byla
zkontrolovéna nalitim deionizované vody do prostoru mezi skla. Dale bylo tieba pfipravit

nasledujici zdsobni roztoky, nezbytné pro piipravu gradientového gelu:
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e Roztok akrylamidu (AB): 50%T, 2,6%C (T — celkova koncentrace akrylamidu a
bisakrylamidu, C — koncentrace bisakrylamidu), pro objem 250 ml pouzito 122 g
akrylamidu a 3,3 g bisakrylamidu

e Gelovy pufr (6% koncentrovany, pH 7): 3 mol/l aminokapronova kyselina (ACA),
0,3 mol/l Bis-Tris/HCI (pro objem 100 ml bylo pouzito 39,4 g ACA a 6,3 g Bis-Tris)

Elektroforeticka separace solubilizovanych pigment-proteinovych komplext probihala
na 4-8% gradientovém gelu. Pro pfipravu gelu byla pouzita gradientova aparatura
s peristaltickou pumpou. Gel byl vytvoten z 3 ml 4% a 3 ml 8% zasobniho gelového roztoku
akrylamidu (ptesny rozpis chemickych latek pro piipravu 4% a 8% zasobniho roztoku je
uveden v Tab. 8). Tésn¢ pied nalitim gelu mezi elektroforeticka skla bylo do nalévaci
aparatury ke gelovym pufrim ptidano 5 ul TEMED a 20 ul 10% APS. Do vytvofené¢ho
gelového gradientu byl vlozen hiebinek a gel ponechan v klidu, aby prob&hla polymerizace.

Vznikly zpolymerovany gel byl do okamziku pouziti uchovan v lednici.

Tabulka 8: Slozeni 50 ml zasobnich roztokd 4% a 8% gelu k provedeni CN-PAGE

Chemicka latka 4% gel [ml] 8% gel [ml]
Glycerol - 10
gelovy pufr 8,33 8,33
Voda 37,67 23,67
AB 4 8
TEMED* 0,005 0,005
10% APS* 0,02 0,02

*Ptidat tésné pred pouzitim

Pro celkovy priibéh elektroforézy bylo dale potieba piipravit nasledujici pufry:

e Zasobni roztok katodového pufru (10x koncentrovany, pH 7,0) obsahoval
0,5 mol/l Tricin, 150 mmol/l Bis-Tris/HCI. K provedeni CN-PAGE byl zasobni
roztok nafedén a do 150 ml bylo ptidano 43 mg DM, 86 mg deoxycholatu sodného
a48 ul 35% HCI.

e Anodovy pufr (1x koncentrovany, pH 7,0) obsahoval 50 mmol/l Bis-Tris/HCI.

Po ukonceni polymerizace gelu byl vyjmut hiebinek a jamky byly promyty

deionizovanou vodou. Nasledovalo sestaveni elektroforetické aparatury a naliti anodového a
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katodového pufru. Vzorky pfipravené podle postupu uvedeného v kapitole 4.4 byly naneseny
do jamek gelu. Nasledné¢ byla spusténa elektroforéza. Separace probihala zpocatku
pii konstantnim proudu 7 mA po dobu 15 min a nasledné byl proud zvySen na 15 mA, dokud
¢elo separovanych komplext nedosahlo konce separacniho gelu. Pfiprava vzorka a samotna
elektroforéza probihala ve tmé a v chladu. Po ukonceni separace byl gel vyjmut a skenovan
Vv transmisnim kolorimetrickém modu a fluorimetrickém modu pomoci gelskeneru.

Na zaklad¢ tohoto postupu byly piipraveny gely pro kazdou pé&stebni variantu, kdy
do jednotlivych jamek gelu byly naneseny vzorky pii poméru DM/chl uvedenych vyse,
V kapitole 4.4. Porovnanim takto ziskanych gelti byly nasledné pfipraveny C¢tyti dalsi gely,
které obsahovaly vSechny péstebni varianty rostlinného materialu solubilizované pii stejném
poméru DM/chl (8, 16, 20 a 24). Poméry DM/chl byly zvoleny tak, aby byl maximalizovan
vytézek PSI-NDH komplexu.

4.6 Denzitometrie

Po elektroforetické separaci byly pasy, odpovidajici jednotlivym pigment-proteinovym
komplextm, denzitometricky kvantifikovany pomoci programu Image]. Ziskané ¢iselné

vysledky byly zaznamenany do grafu.

4.7 Transmisni elektronova mikroskopie

Pasy, které odpovidaly PSI-NDH superkomplexu, byly po provedené¢ CN-PAGE
z gelu vyfezany, nasekany a vloZeny do mikrozkumavky, do které se nasledné ptfidalo 30 pl
eluéniho pufru (50 mmol/l HEPES, 14 mmol/l NaCl, 5 mmol/l MgCl,, 0,0003% B-DM, pH
7,2). Eluce probihala ptiblizné dvé hodiny v chladu. Takto ziskané eluované proteinové

superkomplexy byly vyuzity k piipravé vzorku pro elektronovou mikroskopii.

Vzorky s proteiny se nanasely na médéné sitky pokryté tenkym uhlikovym filmem.
K ziskani vétSich hydrofilnich vlastnosti byly médéné sitky pfed nanesenim vzorku upraveny
pomoci doutnavého vyboje. Na takto upravené sitky se pak nanaSely vzorky o objemu 5 pl.
Po 1 min se pomoci filtraniho papiru opatrné vzorek odsal a na sitky se nanesl uranyl acetat,
ktery byl po 1 min téZ odsat. Takto pfipravené vzorky byly postupné umistény do drzéku

mikroskopu a pozorovény pii zvétSeni 40 000x. Obraz byl sniman CCD kamerou.
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4.8 SDS-PAGE

Prvnim krokem K provedeni SDS-PAGE byla piiprava gelu. Tloustka gelu byla zvolena
1 mm, k ¢emuz byla pouzita velikostné vhodna, fadné ocisténa a neposkozena skla. Tésnost
aparatury byla zkontrolovdna nalitim deionizované vody do prostoru mezi skla. Gel pro SDS-
PAGE byl vytvoten z 5 ml 10% zasobniho roztoku pro piipravu separa¢niho gelu a 1 ml 4%

zasobniho roztoku pro piipravu zaostfovaciho gelu. Jejich piesné slozeni je uvedeno v Tab. 9.

Tabulka 9: Slozeni 4% a 10% gelu k provedeni SDS-PAGE

Chemicka latka 4% gel [ml] 10% gel [ml]
AB 0,4 2
gelovy pufr (3x) 1,24 3,3
Glycerol - 1
Voda 3,36 3,7
TEMED* 0,004 0,01
10% APS* 0,04 0,05

*Pridat tésné pied pouzitim

Pro ptipravu 4% a 10% zasobnich roztokt bylo tieba ptipravit nasledujici roztoky:

e Roztok akrylamidu (AB): 49,5%T, 3%C (T — celkova koncentrace akrylamidu a
bisakrylamidu, C — koncetrnace bisakrylamidu), pouzito 48 g akrylamidu a 1,5 g
bisakrylamidu ve 100 ml deionizované vody

e Gelovy pufr (3% koncentrovany, pH 8,45): 3 mol/l Tris, 1 mol/l HCI, 0,3% SDS

Pted nalitim 10% separa¢niho gelu mezi elektroforeticka skla se do tohoto roztoku
polyakrylamidu pfidalo 10 ul TEMED a 50 ul 10% APS. Gel byl nalit zhruba 0,5 cm
pod hiebinek. Nasledné byl gel pfevrstven deionizovanou vodou a ponechan v klidu, dokud
nedoSlo k polymerizaci. Poté byla deionizovana voda odsata a separacni gel se prevrstvil 4%
zaostfovacim gelem, do kterého se pred pouzitim ptidaly 4 ul TEMED a 40 pl 10% APS.
Do nalitého zaostfovaciho gelu se vlozil hiebinek a gel byl ponechan v klidu, dokud nedoslo

k polymeraci
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Pro celkovy priab¢eh elektroforézy bylo déle potieba ptipravit nasledujici pufry:

e Zasobni roztok katodového pufru (10x koncentrovany, pH 8,25) obsahoval 1 mol/l
Tris, 1 mol/l Tricin, 1% SDS. K provedeni SDS-PAGE byl pufr nalezité ziedén.

e Zasobni roztok anodového pufru (10x koncentrovany, pH 8,9) obsahoval 1 mol/l
Tris a 0,225 mol/l HCI. K provedeni SDS-PAGE byl pufr nalezité zfedén.

Po polymerizaci byl z gelu vyjmut hiebinek a jamky byly promyty deionizovanou
vodou. Nasledovalo sestaveni elektroforetické aparatury a naliti anodového a katodového
pufru. Do krajnich jamek gelu bylo naneseno 2,5 pl hmotnostniho markeru (PageRuler™
Prestained Protein Ladder, Thermo scientific™) a do zbyvajicich jamek byly naneseny
vzorky v objemu odpovidajicim uréittmu mnozstvi proteini. Nasledné byla spusténa
elektroforéza. Separace probihala pfi konstantnim proudu 100 mA piiblizn¢ 1 h. Po ukonéeni

elektroforézy byly gely pouzity pro Western blotting.

4.9 Izolace proteint a stanoveni jejich koncentrace

Pfed provedenim SDS-PAGE bylo nutné provést izolaci proteinii ze suspenzi
thylakoidnich membran od vSech péstebnich variant a ve vyslednych izolatech zjistit

koncentraci proteind.

Pro izolaci byl smichan 1 ml extrakéniho pufru (28 mmol/I dithiotreitol, 28 mmol/l Na,COs,
175 mmol/l sacharosa, 5% SDS, 10 mmol/l EDTA, 150 ul inhibitor proteas) spolu
S pfipravenymi vzorky jednotlivych péstebnich variant (mnozstvi vzorku odpovidajici 110 pg
chlorofylll). Nasledovala inkubace v termobloku pii 70 °C po dobu 30 min, s naslednou
centrifugaci (10 min, 19 000 g). Supernantant byl pfeveden do nové mikrozkumavky. Z takto
vzniklého proteinového izolatu bylo odebrano 5, 10 a 25 pl od kazdého vzorku a doplnéno
500 pl 10% TCA. Zbytek supernatantu byl uchovan pro dalsi pouziti v chladicim boxu
pti teploté¢ — 80°C. Probéhla centrifugace (10 min, 30 000 g) a odliti supernatantu. Pelet byl

vysusSen ve vakuové odparce a poté rozpustén ve 100 pl 0,1 mol/l NaOH.

Déle byla ptipravena kalibracni fada roztokii BSA o koncentracich: 0, 25, 50, 125, 250, 500,
1000 a 2000 pg/ml v 0,1M NaOH. Z kalibra¢nich roztokii bylo odebrano 100 ul do novych

mikrozkumavek. Do nich pak byl napipetovan 1 ml vyvijeciho ¢inidla (Bicinchoninic Acid
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Kit for Protein Determination, Sigma), stejn¢ tak i do mikrozkumavek se vzorky
rozpusténymi v NaOH. Nasledovala inkubace 30 min pti 36°C, poté byly vzorky prudce
zchlazeny na laboratorni teplotu a bylo provedeno méteni absorbance pii vinové délce 562 nm
pomoci  spektrofotometru.  Jako  blank  byla  pouzita  deionizovana  voda.
Ze sestrojené kalibraéni pfimky pak byla vypocitana koncentrace proteinti v jednotlivych

vzorcich.

4.10 Western blotting

Pro potteby Western blottingu byl pfipraven 10x koncentrovany blotovaci roztok
(15,1 g Tris, 72 g glycin, 0,01 g SDS doplnéno deionizovanou vodou do 1 I) a zngj 1x
koncentrovany blotovaci roztok. Na blotovaci zatizeni byl umistén blotovaci papir, ktery byl
navlh¢eny v blotovacim roztoku. Na navlhéeny blotovaci papir byla umisténa nitrocelulosova
membrana, téZ navlhéena v blotovacim roztoku. Na membranu byl pienesen gel se
separovanymi proteiny z SDS-PAGE, ze kter¢ho byl odstranén zaostfovaci gel. Gel byl
ptikryt dalSim navlhéenym blotovacim papirem a pomoci sklenéného valecku byly odstranény
vzduchové bubliny. Byla sestavena blotovaci aparatura a spustén blotting pfi konstantnim
proudu 50 mA pro jeden gel po dobu 1 h. Po ukonceni blottingu byla membrana 5 min
obarvena v roztoku Ponceau S (0,1 g Ponceau S a 100 ml 5% kyseliny octové), aby se ovétila
spravnost pienosu proteinti. Nasledné byla odbarvena v TBS-T a poté pies noc inkubovana
Vv blokovacim roztoku (5% odtu¢néné mléko v TBS-T) pies noc v chladicim boxu. TBS-T
bylo piipraveno ziedénim 10x koncentrovaného TBS (15 g Trisa88 g NaClv 11, pH 7,4) a
pfidanim 1 ml Tween-20 do 1 | roztoku. Zbytky blokovaciho roztoku byly nasledné
vymyvany 1x 10 minut v TBS. Nasledné byla membrana inkubovana v primarni protilatce
proti H podjednotce NDH komplexu (fedéna 1:3000) po dobu 1 h. Po inkubaci s primarni
protilatkou se membrana promyvala 5x 10 min v TBS-T a 1x 10 min v TBS a poté byla
inkubovana Vv sekundarni protilatce znacené kienovou peroxidasou (HRP) (fedéna 1:10000)
po dobu 1 h. Po inkubaci se sekundarni protilatkou byla membrana promyvana 5x 10 min
v TBS-T a 1x v TBS. Stejny postup byl zvolen k promyvani membran s pouzitim TBS s vyssi
koncentraci NaCl (15 g Tris a 100 g NaCl v1 I, pH 7,4). Po ukoneni promyvani byl
namembranu nanesen 1 ml vyvijeciho substratu pro HRP (Immobilon™ Western
Chemiluminescent HRP Substrate, MERCK MILLIPORE) a nasledné byly pofizeny snimky

pomoci gelskeneru v chemiluminiscenénim moédu.
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4.11 Fluorometrie

Fluorescen¢ni méfeni bylo provedeno dle Shikanai et al., 1998. Pfed zapocetim méfeni
byly rostliny adaptovany na tmu. Pomoci fluorometrického zatizeni PAM 2000 bylo na listy
jeCmene jednotlivych péstebnich variant aplikovdno méfici svétlo (ML) a byl uréen
maximalni kvantovy vytézek fotochemické reakce. Poté bylo zapnuto bil¢ aktinické svétlo
(AL) o intenzit¢ 50 umol fotont m?s? Po peti minutach bylo AL ukonceno a list byl
po dobu tii minut vystaven pouze ML. Pozoroval se narst minimalni fluorescence, ktery je
pfisuzovan cyklickému elektronovému transportu vedenému pres PSI-NDH komplex. Kazda

péstebni varianta byla méfena dvakrat.
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4.12 Pouzité chemikalie

e 2-Amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol (Tris) >99,9% (Sigma)

e 2-Bis(2-hydrohyethyl)amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol (Bis-Tris) >98%
(Sigma)

e 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina (HEPES) (Sigma)

e Aceton >99,5% (Lach:ner)

e Akrylamid >99,9% (BIO-RAD)

e Aminokapronova kyselina (ACA) (Sigma)

e Askorbat sodny (Asc) (Sigma)

e Hovézi sérovy albumin (BSA) (Sigma)

e Deionizovana voda

e Deoxycholat sodny (Sigma)

e Dihydrogenfosforecnan draselny (Lachema)

¢ Dithiotreitol (BIO-RAD)

e Dodecylsiran sodny (SDS) (Fluka)

e dodecyl-p-D-maltosidem (DM) (AppliChem)

e Dusi¢nan draselny (Lachema)

e Dusi¢nan vapenaty, tetrahydrat (Hichem)

e Ethylendiamintetraoctova kyselina, sodna stl (EDTA) (Sigma)

e Glycerol (Lach:ner)

e Glycin (Sigma)

e Goat Anti-Rabbit IgG (H + L) Horseradish Peroxidase Conjugate (BIO-RAD)

e Hydroxid sodny (Lach:ner)

e Chlorid draselny (Lachema)

e Chlorid hotecnaty, hexahydrat (Lach:ner)

e Chlorid sodny (Lach:ner)

e Chlorid zelezity (Aldrich)

¢ Inhibitor proteas (BIO-RAD)

e Kyselina chlorovodikova (Lach:ner)

e Kyselina octova 99,8% (Lach:ner)

e N, N, N°, N*-tetramethylendiamin (TEMED) (BIO-RAD)

e N, N*-methylenbisakrylamid (BIO-RAD)
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N-[2-hydroxy-1,1-bis(hydroxymethyl)ethyl]glycin (Tricin) (BIO-RAD)
NAD(P)H-quinone oxidoreductase subunit H, chloroplasic (Agrisera)
PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo scientific™)
Peroxodisiran amonny (APS) (BIO-RAD)

Ponceau S (Sigma)

Sacharosa (Lachner)

Siran hotecnaty (Lachema)

Trichloroctova kyselina (TCA) (Lach:ner)

Tween® 20 (Sigma)

Uhli¢itan sodny (Lach:ner)

Uranyl acetat (Spi Supplies)
Pouzité Kkity

Bicinchoninic Acid Kit for Protein Determination (Sigma)

Immobilon ™ Western Chemiluminescent HRP Substrate (MERCK MILLIPORE)

Pouzité pristroje

Analytické vahy ABT 220-5DM (Kern)

Blotovaci aparatura Trans-Blot® SD Cell (BIO-RAD)

Centrifuga 3K30 (SIGMA)

Elektroforeticka vana Mini PROTEAN® Tetra Cell (BIO-RAD)
Fluorometr PAM-2000 (Walz)

Fytokomora SGC 170 (Weiss Gallenkamp)

Gel skener Amersham Imager 600RGB (GE HealtheCare Life Sciences)
Gradientova aparatura s peristaltickou pumpou PCD21 (Koufil)
Homogenizator T25 basic (IKA, Némecko)

Michacka magneticka s ohfevem C-MAG HS 7 (IKA)

Integralni radiometr Li-COR LI-250A (Biosciences)

Spektrofotometr SPECORD 250 PLUS (Analytik Jena)

Systém pro doutnavy vyboj PELCO Discharge System easiGlow (Ted Pella)
Termoblok Dry Bath Incubator MD-010 (Major Science)

Transmisni elektronovy mikroskop 2010F (JEOL)
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e Trtepacka vykyvna (WAVETEC)
e Vortex V-32 (Biosan)
e Zdroj stejnosmérného napéti Power Pac 1000 (BIO-RAD)
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5 Vysledky

Cilem experimentalni casti bakaldiské prace bylo posoudit zmény v mnozstvi
a struktuie PSI-NDH superkomplexu v thylakoidnich membranach je¢mene setého (Hordeum
vulgare L. cv. Bojos), péstovaného pii rizné intenzité svétla (20, 50, 100, 200, 400 a
600 pmol fotonit m™?-s™). V ramci izolace PSI-NDH superkomplexu bylo nutné optimalizovat
metodu CN-PAGE pro napéstované varianty rostlin, zejména uréit optimalni hmotnostni
pomér detergentu DM/chl pouzity pro solubilizaci thylakoidnich membran. Pro posouzeni
vlivu péstebniho svétla na mnozstvi PSI-NDH superkomplexu byla poté pouzita
denzitomericka analyza geli s fotosyntetickymi superkomplexy. Zmény v mnoZzstvi
superkomplexu v jednotlivych variantach rostlin byly také posouzeny pomoci metody
Western blotting a fluorescen¢ni analyzy. K posouzeni piipadnych strukturnich zmén

izolovaného PSI-NDH superkomplexu byla pouzita transmisni elektronova mikroskopie.

5.1 lzolace PSI-NDH superkomplexu

K tspésné izolaci PSI-NDH superkomplexu z thylakoidnich membran Sesti péstebnich
variant jeémene setého (Hordeum vulgare L. cv. Bojos) (20, 50, 100, 200, 400 a 600 pumol
fotond m?-s™) bylo nutné zvolit optimalni hmotnostni pomér detergentu k chlorofylu a a b
(DM/chl). Pro solubilizaci superkomplexu byl pouzit detergent dodecyl-p-D-maltosid. Byla
vybrana Sirokd Skala pomérd DM/chl, aby bylo moZné posoudit dopad na solubilizaci
membran. Zvoleny byly nasledujici poméry DM/chl: 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28 a 32. Pfi téchto
pomérech DM/chl byla provedena CN-PAGE jednotlivych vzorkli vSech péstebnich variant
na gradientovém polyakrylamidovém gelu s 4-8% rozsahem koncentraci. Detaily metodiky
CN-PAGE jsou popsany vkap. 4.5. Elektroforetogramy z provedené CN-PAGE jsou
znazornény na Obr. 6 az 11. Popis jednotlivych elektroforetogramti byl proveden na zakladé

srovnani s jiz publikovanymi vysledky (Koufil et al., 2014 a Nosek et al., 2017).
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Obrazek 6: Elektroforetogram po provedené CN-PAGE péstebni varianty 20 pmol fotoni m?s™.
Cisla v zahlavi oznaduji zvy3ujici se hmotnostni pomér dodecyl-B-D-maltosidu k chlorofylim a a b.
V pravém sloupci jsou popsany separované fotosyntetické komplexy odpovidajici jednotlivym pastim.
PSI oznacuje fotosystém I, PSI oligo oznacuje oligomery fotosystému I, PSII oznacuje fotosystém Il a

LHC svétlosbérné komplexy.
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Obriazek 7: Elektroforetogram po provedené CN-PAGE péstebni varianty 50 pumol fotoni m*s™.
Cisla v zéhlavi oznacuji zvysujici se hmotnostni pomér dodecyl-p-D-maltosidu k chlorofylu a a b.
V pravém sloupci jsou popsany separované fotosyntetické komplexy odpovidajici jednotlivym pastim.
PSI oznacuje fotosystém I, PSI oligo oznacuji oligomery fotosystému I, PSII oznacuje fotosystém II a

LHC svétlosbérné komplexy.
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Obrazek 8: Elektroforetogram po provedené CN-PAGE péstebni varianty 100 pmol fotont m?s™.
Cisla v zahlavi oznaduji zvySujici se hmotnostni pomér dodecyl-B-D-maltosidu k chlorofylu a a b.
V pravém sloupci jsou popsany separované fotosyntetické komplexy odpovidajici jednotlivym pastim.
PSI oznacuje fotosystém I, PSI oligo oznacuje oligomery fotosystému I, PSII oznacuje fotosystém Il a

LHC svétlosbérné komplexy.
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Obriazek 9: Elektroforetogram po provedené CN-PAGE pé&stebni varianty 200 pmol fotond m?s™.
Cisla v zahlavi oznaduji zvySujici se hmotnostni pomér dodecyl-p-D-maltosidu k chlorofylu a a b.
V pravém sloupci jsou popsany separované fotosyntetické komplexy odpovidajici jednotlivym pastum.
PSI oznacuje fotosystém I, PSI oligo oznacuje oligomery fotosystému I, PSII oznacuje fotosystém Il a

LHC svétlosbérné komplexy.
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Obrizek 10: Elektroforetogram po provedené CN-PAGE péstebni varianty 400 pmol fotonti m?-s™,
Cisla v zahlavi oznaduji zvySujici se hmotnostni pomér dodecyl-p-D-maltosidu k chlorofylu a a b.
V pravém sloupci jsou popsany separované fotosyntetické komplexy odpovidajici jednotlivym pastim.
PSI oznacuje fotosystém I, PSI oligo oznacuje oligomery fotosystému I, PSIT oznacuje fotosystém II a

LHC svétlosbérné komplexy.
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Obriazek 11: Elektroforetogram po provedené CN-PAGE péstebni varianty 600 pmol fotont m*-s™.
Cisla v zahlavi oznacuji zvySujici se hmotnostni pomér dodecyl-B-D-maltosidu k chlorofylu a a b.
V pravém sloupci jsou popsany separované fotosyntetické komplexy odpovidajici jednotlivym pastim.
PSI oznacuje fotosystém I, PSI oligo oznacuje oligomery fotosystému I, PSII oznacuje fotosystém II a

LHC svétlosbérné komplexy.
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Po posouzeni vlivu detergentu na solubilizaci thylakoidnich membran byly vybrany
Ctyfi hmotnostni poméry DM/chl pro ucely denzitometrického stanoveni nartstu ¢i poklesu
PSI-NDH superkomplexu ve vSech péstebnich variantach. Pomér DM/chl 8 byl vybran jako
referen¢ni na zakladé studie Koufil et al., 2014, kde se ukazalo, ze pravé tento pomér je
optimalni pro udrzeni intaktniho superkomplexu. Dale byly zvoleny dalsi tfi poméry DM/chl,
pii kterych nedochazelo k usazeni nesolubilizovaného materialu na dné jamek a pfi nichz by
méla byt zarucena dokonala solubilizace thylakoida. Jednalo se o poméry DM/chl 16, 20 a 24.
Vysledné elektroforetogramy CN-PAGE separace jsou zobrazeny na Obr. 12 az 15.
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Obrazek 12: Elektroforetogram po provedené CN-PAGE pro vSechny péstebni varianty pii
hmotnostnim poméru dodecyl-B-D-maltosidu k chlorofyliim a a b 8. Cisla v zahlavi ozna¢uji péstebni
varianty 20, 50, 100, 200, 400 a 600 pmol fotonti m*-s™.V pravém sloupci jsou popsany separované
fotosyntetické komplexy odpovidajici jednotlivym pasim. PSI oznacuje fotosystém I, PSI oligo

oznacuje oligomery fotosystému I, PSII oznacuje fotosystém Il a LHC svétlosbérné komplexy.
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Obrazek 13: Elektroforetogram po provedené CN-PAGE pro vSechny péstebni varianty pii
hmotnostnim poméru dodecyl-B-D-maltosidu k chlorofylam a a b 16. Cisla v zahlavi oznaduji péstebni
varianty 20, 50, 100, 200, 400 a 600 pmol fotonti m?s™.V pravém sloupci jsou popsany separované
fotosyntetické komplexy odpovidajici jednotlivym pastim. PSI oznacuje fotosystém I, PSII oznacuje

fotosystém Il a LHC svétlosbérné komplexy.
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Obrazek 14: Elektroforetogram po provedené CN-PAGE pro vSechny péstebni varianty pii
hmotnostnim poméru dodecyl-B-D-maltosidu k chlorofylu a a b 20. Cisla nahotfe oznacuji péstebni
varianty 20, 50, 100, 200, 400 a 600 pmol fotonti m?-s™.V pravém sloupci jsou popsany separované
fotosyntetické komplexy odpovidajici jednotlivym pastim. PSI oznacuje fotosystém I, PSII oznacuje

fotosystém Il a LHC svétlosbérné komplexy.
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Obrazek 15: Elektroforetogram po provedené CN-PAGE pro vSechny péstebni varianty pfi
hmotnostnim poméru dodecyl-B-D-maltosidu k chlorofylu a a b 24. Cisla nahote oznacuji péstebni
varianty 20, 50, 100, 200, 400 a 600 pmol fotonti m?-s™.V pravém sloupci jsou popsany separované
fotosyntetické komplexy odpovidajici jednotlivym pastim. PSI oznacuje fotosystém I, PSII oznacuje

fotosystém I a LHC svétlosbérné komplexy.

5.2 Kvantitativni stanoveni PSI-NDH superkomplexu

5.2.1 Denzitometrie

Na vyslednych elektroforetogramech (Obr. 12 az 15) byla nasledné provedena
denzitometrické analyza jednotlivych pasu, jeZ je mozné vidét na Obr. 16 az 19. Porovnanim
past, které predstavuji PSI-NDH superkomplex, neni zietelny Zadny znatelny nartst ani
pokles denzit vzorkl jednotlivych péstebnich variant rostlin na elektroforetogramech
S hmotnostnim pomérem DM/chl 16, 20 a 24 (Obr. 17, 18 a 19). Nepatrné vykyvy
Vv denzitnach past s PSI-NDH superkomplexem napfi¢ péstebnimi variantami vykazuje
elektroforetogram se zvolenym hmotnostnim pomérem DM/chl 8 (Obr. 16). Tyto zmény
Vv denzitach vSak byly pravdépodobné zpusobeny rozostfenim past v gelu, nebot’ celkova
plocha pod denzitometrickou kiivkou nalezejici PSI-NDH superkomplexu nap#i¢ péstebnimi

variantami je shodna.
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Obrazek 16: Kvantifikace PSI-NDH superkomplexu denzitometrickou analyzou elektroforetogramu
po CN-PAGE separaci vSech pé&stebnich variant solubilizovanych pti hmotnostnim poméru dodecyl-f3-
D-maltosidu k chlorofylu a a b 8. Cisla vpravo oznacuji péstebni varianty 20, 50, 100, 200, 400 a 600
umol fotont m?s™. V horni &sti obrazku je mozné vidét denzitu viech pasi elektroforetogramu
vSech Sesti péstebnich variant, kde PSI oligo oznacuje oligomery fotosystému | a LHC mono + tri
oznacuje monomery a trimery svétlosbérnych komplext. Na dolnim obrazku je mozné vidét denzitu

past, které piedstavuji PSI-NDH superkomplex a tetrametry fotosystému I, oznacené PSI tetra.
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Obriazek 17: Kvantifikace PSI-NDH superkomplexu denzitometrickou analyzou elektroforetogramu
po provedené CN-PAGE pro vSechny péstebni varianty pii hmotnostnim poméru dodecyl-B-D-
maltosidu k chlorofylu a a b 16. Cisla vpravo oznaluji péstebni varianty 20, 50, 100, 200, 400 a 600
umol fotont m?s™. V horni &sti obrazku je mozné vidét denzitu viech pasi elektroforetogramu
vSech Sesti péstebnich variant, kde PSII super oznaéuje superkomplexy fotosystému II a LHC mono +
tri oznacuje monomery a trimery svétlosbérnych komplexii. Na dolnim obrazku je mozné vidét denzitu

past, které piedstavuji PSI-NDH superkomplex a tetrametry fotosystému I, oznac¢ené PSI tetra.
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Obriazek 18: Kvantifikace PSI-NDH superkomplexu denzitometrickou analyzou elektroforetogramu
po provedené CN-PAGE pro vSechny péstebni varianty pii hmotnostnim poméru dodecyl-B-D-
maltosidu k chlorofylu a a b 20. Cisla vpravo oznacuji péstebni varianty 20, 50, 100, 200, 400 a 600
umol fotonti m?*s™. V horni ¢asti obrazku je mozné vidét denzitu viech pasi elektroforetogramu
vSech Sesti péstebnich variant, kde PSII super oznacuje superkomplexy fotosystému Il a LHC mono +
tri oznaCuje monomery a trimery svétlosbérnych komplexti. Na dolnim obrazku je mozné vidét denzitu

pasu, které predstavuji PSI-NDH superkomplex a tetrametry fotosystému I, oznacené PSI tetra.
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Obrazek 19: Kvantifikace PSI-NDH superkomplexu denzitometrickou analyzou elektroforetogramu

po provedené CN-PAGE pro vSechny péstebni varianty pii hmotnostnim poméru dodecyl-B-D-

maltosidu k chlorofylu a a b 24. Cisla vpravo oznaluji péstebni varianty 20, 50, 100, 200, 400 a 600

o 2 -1 I Lt , . v 7 s 1x . v J
umol fotoni m™-s™. V horni ¢asti obrazku je mozné videét denzitu vSech pasa elektroforetogramu

vSech Sesti péstebnich variant, kde PSII super oznaéuje superkomplexy fotosystému IT a LHC mono +

tri oznacuje monomery a trimery svétlosbérnych komplexii. Na dolnim obrazku je mozné vidét denzitu

past, které piedstavuji PSI-NDH superkomplex a tetrametry fotosystému I, oznacené PSI tetra.
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5.2.2 Western blotting

Denzitometrickd analyza CN-PAGE elektroforetogramt ukézala, Ze pravdépodobné
nedochazi k Zadnému markantnimu narustu ani poklesu v mnozstvi PSI-NDH superkomplexu
u z4dné z péstebnich variant rostlin. K ovéteni, zda nedochdzi k nartstu ¢i poklesu v mnozstvi
pouze samotného NDH komplexu, byla provedena imunoanalyza vii¢i H podjednotce NDH
komplexu na proteinovych izolatech ziskanych z thylakoidnich membran vSech péstebnich

variant rostlin.

Nejprve byla optimalizovana metodika za tucelem nalezeni vhodného mnozstvi
proteinii nanasenych do jedné elektroforetické jamky. Byla tedy provedena SDS-PAGE
separace proteinll izolovanych ze vSech péstebnich variant a nandSené mnoZzstvi proteind bylo
10, 20, 40 a 80 pg proteini na jamku. Vysledné membrany z provedené optimalizace
imunoanalyzy jsou znazornény na Obr. 20 az 22. Diky molekulovému hmotnostnimu markeru
byla zvolena oblast, kde by se snejvétsi pravdépodobnosti mé¢la H podjednotka NDH
komplexu vyskytovat. Jednalo se o oblasti s molekulovou hmotnosti 25 a 45 kDa. 45 kDa je
ocekavand hmotnost proteinu a 25 kDa je zdanlivdA hmotnost proteinu podle produktového

listu vyrobce protilatky.

M 8 40 20 10 10 20 40 80 M

43 kDa 43 kDa

26 kDa 26 kDa

20 50

Obrazek 20: Snimek membrany po provedeném Western blottingu vici H podjednotce NDH
komplexu. Cisla dole oznaduji péstebni variantu 20 a 50 pmol fotond m?s™. Cisla v zahlavi oznacuji
mnozstvi proteinl v ug nanasené do jamky SDS-PAGE gelu. Na okrajich jsou zobrazeny hmotnosti
molekulového markeru. Misto vyskytu H podjednotky NDH komplexu je vyznageno pieruSovanymi

Carami. Pasy, které NDH komplextim pravdépodobné odpovidaji, jsou oznaceny Sipkami.

49



43 kDa'‘
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Obrazek 21: Snimek membrany po provedeném Western blottingu vic¢i H podjednotce NDH
komplexu. Cisla dole oznaduji péstebni variantu 100 a 200 pmol fotontt m?-s™. Cisla v zahlavi
ozna¢uji mnozstvi proteind v pug nanasené do jamky SDS-PAGE gelu. Na okrajich jsou zobrazeny
hmotnosti molekulového markeru. Misto vyskytu H podjednotky NDH komplexu je vyznaceno
preruSovanymi ¢arami. Pasy, které NDH komplexiim pravdépodobné odpovidaji, jsou oznaceny

Sipkami

M 80 40 20 10 10 20 40 80 M
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Obrazek 22: Snimek membrany po provedeném Western blottingu vici H podjednotce NDH
komplexu. Cisla dole oznaduji p&stebni variantu 400 a 600 pumol fotontt m?-s™. Cisla v zahlavi
oznacuji mnozstvi proteinii v ug nanasené do jamky SDS-PAGE gelu. Na okrajich jsou zobrazeny
hmotnosti molekulového markeru. Misto vyskytu H podjednotky NDH komplexu je vyznaceno
prerusovanymi carami. Pasy, které NDH komplexiim pravdépodobné odpovidaji, jsou oznaceny

Sipkami
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Na vSech tfech snimcich blotovacich membran (Obr. 20 az 22) je patrné, ze napfic
péstebnimi variantami nedochézelo ke zfetelnému poklesu ani nartistu intenzity signalu
V pasech odpovidajicich podjednotce tohoto komplexu. Jak je ovSem mozné usoudit z velkého
mnozstvi past, protilatka vici H podjednotce NDH komplexu se vazala nespecificky a davala

tak vzniknout faleSnému signdlu napii¢ celou membranou.

Z divodu nespecifické vazby protilatky bylo tedy piistoupeno k dikladnéjSimu
promyvani membran promyvacim TBS roztokem o vyssi koncentraci soli. Byla provedena
SDS-PAGE separace proteinovych izolath ze vSech péstebnich variant a mnoZzstvi proteint
nandSenych na jednu jamku bylo 40 a 80 pg. Tato mnoZzstvi byla zvolena na zékladé
predchozi optimalizace, kdy tato mnozstvi poskytla dostatecny signal. Snimky téchto

membran jsou znazornény na Obr. 23 a 24.

M 20 50 100 200 400 600 M

43 kDa e e el el o 43 kDs

26 kDa 4 26 kDa

Obrazek 23: Snimek membrany po provedeném Western blottingu vici H podjednotce NDH
komplexu pii mnozstvi proteinti 40 ug nanaseném do jamky SDS-PAGE gelu. Cisla v zahlavi oznaéuji
péstebni varianty 20, 50, 100, 200, 400 a 600 pmol fotonti m™?-s*. Na okrajich jsou zobrazeny
hmotnosti molekulového markeru. Misto vyskytu H podjednotky NDH komplexu je vyznaceno
prerusovanymi Carami. Pasy, které NDH komplexim pravdépodobné odpovidaji, jsou oznaleny

Sipkami
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M 20 50 100 200 400 600 M

43 kDa 43 kDa

26 kDa 26 kDa

Obrizek 24: Snimek membrany po provedeném Western blottingu vici H podjednotce NDH
komplexu pfi mnoZstvi proteinii 80 ug nandieném do jamky SDS-PAGE gelu. Cisla v zhlavi oznaduji
péstebni varianty 20, 50, 100, 200, 400 a 600 pumol fotoni m?s™. Na okrajich jsou zobrazeny
hmotnosti molekulového markeru. Misto vyskytu H podjednotky NDH komplexu je vyznaéeno
preruSovanymi carami. Pasy, které NDH komplexim pravdépodobné odpovidaji, jsou oznaceny

Sipkami

Na téchto membranach je patrné, ze se i pres dikladnéjsi promyti protilatka vazala
nespecificky a signdl byl detekovatelny na celé membranég. I zde bylo pomoci hmotnostniho
markeru ur€eno misto pravdépodobného vyskytu H podjednotky NDH komplexu. Pésy
prisouzené této podjednotce vSak naznacuji, ze nejspiSe nedosSlo k narlstu ani poklesu

v mnozstvi NDH komplexu u Zadné z péstebni varianty rostlin.
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5.2.3 Fluorescen¢ni méreni

K fluorescenénimu stanoveni zmén v mnozstvi PSI-NDH komplexu bylo pfistoupeno
z toho divodu, ze jak nativni elektroforéza, tak imunoanalyza nenaznalily zadné zmény
v mnozstvi PSI-NDH superkomplexu, ani samotného NDH komplexu u zadné z péstebnich

variant rostlin.

K ovéfeni ucinnosti této techniky byla nejprve pouzita rostlina tabaku (Nicotiana
tabacum), na zakladé studie Shikanaie et al., 1998. (viz Obr. 25). Princip tohoto stanoveni je
zalozen na sledovani nartistu minimdalni fluorescence po vypnuti aktinického svétla. Nartst
intenzity fluorescence je pfisuzovan spusténi cyklického elektronového transportu fizeného
PSI-NDH komplexem a mira narGstu fluorescence tedy odpovidd mnozstvi tohoto

superkomplexu.
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oy WWWMMWWWMWWWMWWWWW
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0,3
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Itenzita fluorescence [r.j.]

310 330 350 370 390 410
Cas [s]

Obrazek 25: Ovéfeni metodiky fluorescen¢niho stanoveni mnozstvi PSI-NDH superkomplexu
u tabaku (Nicotiana tabacum). Aktinické svétlo bylo vypnuto v ¢ase 320 s, narast fluorescence je

pozorovatelny v ¢ase 330 s — 350 s.

Jak je z Obr. 25 patrné, po vypnuti aktinického svétla doslo k pozvolnému nardstu
minimalni fluorescence. Na zakladé toho méfeni, které ovéfilo funk¢énost metodiky, se
tedy pfistoupilo k méfeni jednotlivych péstebnich variant rostlin. Vysledky méfeni jsou

shrnuty na Obr. 26.
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Obrazek 26: Srovnani narGstu minimalni fluorescence po vypnuti aktinického svéta u jednotlivych
péstebnich variant rostlin. Cisla v pravém rohu kazdého grafu oznacuji varianty rostlin p&stovanych

pii intenzit& svétla 20, 50, 100, 200, 400 a 600 pmol fotont m?-s™.

Z Obr. 26 je patrné, Ze u zadné z péstebnich variant rostlin nedochazelo po vypnuti
aktinického svétla k narGstim minimalni fluorescence, které by byly srovnatelné se

srovnavacim méfenim na tabaku (Obr. 25).

Vsechna meéfeni (CN-PAGE, imunoanalyza i fluorescence) provedend na jeCmeni
(Hordeum vulgare L.) naznacuji, Ze ruzna intenzita péstebniho svétla nema vyrazny vliv

na mnozstvi PSI-NDH superkomplexu. Ménici se péstebni svétlo by vSak mohlo ovlivnit
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strukturu superkomplexu, proto bylo provedeno snimkovani PSI-NDH superkomplexu

separované¢ho pomoci CN-PAGE transmisnim elektronovym mikroskopem.

5.3 Strukturni analyza PSI-NDH superkomplexu

Pro posouzeni vlivu rizné intenzity péstebniho svétla na strukturu PSI-NDH
superkomplexu byly pouzity thylakoidni membrany izolované ze vSech pé&stebnich variant
rostlin solubilizované pomoci B-DM pii hmotnostnim poméru DM/chl 8. Solubilizované
membrany byly nasledné separovany CN-PAGE (Obr. 27). Pasy odpovidajici PSI-NDH byly

vyfezany a pouzity pro ptipravu vzorku pro elektronovou mikroskopii.

20 50 100 200 400 600
| Nedostate¢née

. O . . . solubilizovany material
_______________________________ —Tetramery PSI
_______________________________ —PSI-NDH superkomplex

PSI oligo

= o
. H b b ) P!+ jadra Pl

Monomery

""-rfrr""“"""' FadnEr LR
1

Volné pigmenty

Obrazek 27: Elektroforetogram po provedené CN-PAGE thylakoidnich membran vSech
péstebnich variant rostlin solubilizovanych pifi hmotnostnim poméru dodecyl-p-D-maltosidu
k chlorofylu a a b 8. Cisla nahote oznaéuji péstebni varianty 20, 50, 100, 200, 400 a 600 pumol
fotond m?-s™. Prerufované &ary oznaluji pasy sPSI-NDH superkomplexem, které byly

vyfiznuty a pouZity pro Ucely elektronové mikroskopie.

Na Obr. 28 az 33 jsou uvedeny snimky z elektronového mikroskopu vzorkt PSI-NDH

superkomplexu ptipravenych ze vSech péstebnich variant.
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Obrazek 28: Snimek ztransmisniho elektronového mikroskopu PSI-NDH superkomplexu
izolovaného z péstebni varianty 20 pmol fotont m?s™. PSI-NDH superkomplexy jsou zvyraznény
zelenym oramovanim, v modrém ramecku je zvyraznén nejlépe viditelny PSI-NDH superkomplex,

pouzity dale pro srovnani. Zvétseni 40 000x.

Obrazek 29: Snimek ztransmisniho elektronového mikroskopu PSI-NDH superkomplexu
izolovaného z péstebni varianty 50 pmol fotont m?s™. PSI-NDH superkomplexy jsou zvyraznény
zelenym oramovanim, v modrém ramecku je zvyraznén nejlépe viditelny PSI-NDH superkomplex,

pouzity dale pro srovnani. Zvétseni 40 000x.
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Obrazek 30: Snimek ztransmisniho elektronového mikroskopu PSI-NDH superkomplexu
izolovaného z péstebni varianty 100 pmol fotonti m?-s™. PSI-NDH superkomplexy jsou zvyraznény
zelenym oramovanim, v modrém ramecku je zvyraznén nejlépe viditelny PSI-NDH superkomplex,

pouzity dale pro srovnani. Zvétseni 40 000x.

Obrazek 31: Snimek ztransmisniho elektronového mikroskopu PSI-NDH superkomplexu
izolovaného z péstebni varianty 200 pmol fotonti m™?-s™. PSI-NDH superkomplexy jsou zvyraznény
zelenym oramovanim, v modrém ramecku je zvyraznén nejlépe viditelny PSI-NDH superkomplex,

pouzity dale pro srovnani. Zvétseni 40 000x.

57



Obrazek 32: Snimek ztransmisniho elektronového mikroskopu PSI-NDH superkomplexu
izolovaného z péstebni varianty 400 pmol fotonti m™?-s™. PSI-NDH superkomplexy jsou zvyraznény
zelenym oramovanim, v modrém ramecku je zvyraznén nejlépe viditelny PSI-NDH superkomplex,

pouzity dale pro srovnani. Zvétseni 40 000x.

Obrazek 33: Snimek ztransmisniho elektronového mikroskopu PSI-NDH superkomplexu
izolovaného z péstebni varianty 600 pmol fotonti m™?-s™. PSI-NDH superkomplexy jsou zvyraznény
zelenym oramovanim, v modrém ramecku je zvyraznén nejlépe viditelny PSI-NDH superkomplex,

pouzity dale pro srovnani. Zvétseni 40 000x.
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Pro posouzeni strukturnich zmén PSI-NDH superkomplexu napfi¢ riznymi péstebnimi
variantami rostlin byly z vyse uvedenych snimkd vybrany nejlepsi projekce PSI-NDH
superkomplexu a srovnany s referencni strukturou PSI-NDH superkomplexu (Kouf#il et al.,

2014). Srovnani projekci je uvedeno na Obr. 34.

Obrazek 34: Porovnani ruznych projekci PSI-NDH komplexu. Vybrané projekce PSI-NDH
superkomplexit ze snimkd z transmisniho elektronového mikroskopu jsou uvedeny v pravé c&asti
obrazku, ¢isla pod nimi oznacuji péstebni variantu 20, 50, 100, 200, 400 a 600 pmol fotona m?2s™,
V levé Casti je uvedena srovnavaci struktura PSI-NDH superkomplexu ze studie Koufil et. al. 2014.
Zvétseni 40 000x.
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6 Diskuze

Bylo nutné optimalizovat metodiku izolace PSI-NDH superkomplexu za ucelem
ziskani past stimto komplexem Vco nejvice denzni podobé. Optimalizace CN-PAGE
pro ucely izolace PSI-NDH superkomplexu jiz probéhla ve studiich Kouftila et al., 2014 ¢i
Noska, 2016, ale vzhledem k pouzitému Sirokému rozpéti intenzity péstebniho svétla, ktera
mohla ovlivnit odezvu rostlin na puasobeni detergentu, bylo nutné metodiku znovu
optimalizovat. Pouzito bylo Siroké rozmezi koncentraci detergentii, aby bylo mozné posoudit
dopad na solubilizaci membran. Jako referen¢ni byl pouzit hmotnostni pomér DM/chl 8§,
na zakladé jiz publikované studie Koufila et al., 2014. Vyss$i hmotnostni poméry byly
zvoleny, aby se zhodnotilo, zda pii poméru 8 nedochazi k nedostate¢né solubilizaci membran.
Naopak nizs$i pomér (4) byl zvolen jako kontrolni, aby bylo mozné posoudit, zda uz tento
nizky pomér neni dostatecny a zda pii vySSich pomérech DM/chl nedochazi k poruse
struktury PSI-NDH superkomplexu. Na elektroforetogramech, viz Obr. 6 az 11 je mozné
napii¢ vSemi Sesti péstebnimi variantami vidét, Ze s rostoucim hmotnostnim pomérem DM/chl
dochazelo k naristu denzity pasii odpovidajicich PSII komplextim. Tento nértst byl zpiisoben
postupnym pronikanim detergentu do gran a jejich ucinnéj$i solubilizaci u zvySujicich se
pomérd DM/chl. Se zvySujicim se pomérem DM/chl dochézelo téZ k vymizeni oligomert PSI,
coz bylo zptusobeno pravdépodobné dvéma faktory. Prvnim z nich je fakt, Ze PSI oligomery
mohou byt nestabilni, takze se zvySujici se koncentraci detergentu dochazi k poruse jejich
integrity. Druhym faktorem muze byt piekryti past na elektroforetogramu, které odpovidaji
oligomertiim PSI, pasy se superkomplexy PSII, jejichz mnoZstvi se zvySuje s rostoucim
pomérem DM/chl. Podobny efekt nartistu denzity PSII komplexii s rostoucim pomérem
DM/chl byl pozorovan i jinych studiich zabyvajicich se separaci fotosyntetickych
superkomplexi, napt. Jarvi et al. (2011) nebo Nosek (2016). U nizsich pomérat DM/chl 4 a 8
byly patrné pouze pasy, které odpovidaly PSI, jelikoz dochdzelo pouze k solubilizaci
stromatu, ve kterém se PSI ptevazné vyskytuje. Z elektroforetogramu je dale vidét,
Ze S rostoucim pomérem DM/chl ubyval nesolubilizovany material ze dna jamek. Jak je dale
mozné z Obr. 6 az 11 vidét, s rostoucim pomérem DM/chl nedochdzelo na prvni pohled
k zadnym zménam V denzit€¢ past odpovidajicich PSI-NDH superkomplexu . K detailngjsi

kvantifikaci vSak bylo potieba provést denzitometrickou analyzu.

Na zéklad€¢ provedené optimalizace byly zvoleny ctyfi poméry DM/chl. Pomér

DM/chl 8 byl zvolen jako referen¢ni na zakladé studie Koufila et al., 2014, u kterého bylo
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zaruceno, ze PSI-NDH superkomplex bude izolovén Vv intaktni podob¢. Tii dalsi poméry byly
zvoleny z divodu zajisténi kvantitativni izolace PSI-NDH superkomplexu z thylakoidnich
membran. Jednalo se o poméry DM/chl 16, 20 a 24. Byla provedena elektroforeticka separace
u vSech Sesti pestebnich variant pfi zvolenych pomérech, viz Obr. 12 az 15. Ze snimka téchto
elektroforetogramt byla nasledn¢ provedena denzitometrickd analyza, jez je mozné vidét
naObr. 16 az 19. Denzitometrickd analyza potvrdila piedchozi odhad, Zze nedochazi
ke zménam v denzitné¢ past s PSI-NDH superkomplexem napfi¢ jednotlivymi péstebnimi
variantami, ale ani napfi¢ rostouci koncentraci detergentu. Tento jev je pravdépodobné
zpusoben faktem, ze PSI-NDH superkomplex hraje roli v ochrané rostlin pted stresovymi
podminkami, a je tak komplexem velmi odolnym. Na Obr. 16 lze sice pozorovat nepatrné
vykyvy v denzitaich pasi s PSI-NDH superkomplexem napii¢ péstebnimi variantami.
Tyto zmény v denzitach vSak byly pravdépodobné zpisobeny rozostfenim past v gelu, jelikoz
celkova plocha pod denzitometrickou kiivkou nalezejici PSI-NDH superkomplexu napiic¢

pestebnimi variantami je shodna.

Vysledky CN-PAGE spojené s denzitometrickou analyzou poukéazaly na to, ze
S rostouci intenzitou péstebniho svétla nedochazi ke zietelnym zménam v mnozstvi PSI-NDH
superkomplexu napfi¢ riznymi péstebnimi variantami rostlin. Ptistoupilo se tedy k ovéfenti,
zda se tak opravdu dgje, ¢i zda nedochézi k nartstu pouze samotného NDH komplexu,
atopomoci imunoanalyzy (Western blottingu). Vysledné membrany z provedené

imunoanalyzy lze pozorovat na Obr. 20 az 24.

Na téchto membranach je mozné vidét, ze zvolena protilatka proti H podjednotce
NDH komplexu se vazala nespecificky. K nespecifické vazbé protilatky bohuzel dochazelo i
pfesto, Zze byl pouZit ucinnéjsi vymyvaci protokol, ktery mél nespecifické vazbé protilatky
zabranit (vymyvani membrany bylo provedeno roztoky s vyssi koncentraci soli). Nebylo tak
mozné jednoznac¢né urcit, ktery zpast odpovidal H podjednotce NDH komplexu.
Nespecificita vazby protilatky mohla byt zplisobena tim, ze pouzitd protilatka byla navrzena
proti sekvenci H podjednotky NDH komplexu z ryze seté (Oryza sativa). Ovsem porovnanim
sekvence H podjednotky NDH komplexu z ryze se sekvenci stejného proteinu z je¢mene bylo
zjisténo, Ze mezi obé€ma proteiny je velmi vysokd homologicita zarucujici u¢innou vazbu
protilatky. Tento fakt byl nésledné¢ ovéfen i konzultaci s vyrobcem protilatky. I pfesto
vysokou homologii se vsak protilatka vazala nespecificky. Imunoanalyzou tedy nebylo mozné
s jistotou potvrdit nardst ani pokles produkce NDH komplexu mezi jednotlivymi péstebnimi

variantami rostlin.
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K fluorescenénimu méteni bylo pfistoupeno z toho divodu, Ze ani jedna z predeslych
pouzitych metod (CN-PAGE spojena s denzitometrii, imunoanalyza) nepotvrdila zadné
zmény v mnozstvi PSI-NDH superkomplexu, ani samotného NDH komplexu u Zzadné
Z péstebnich variant rostlin. Nejprve bylo nutné ovéfit, zda je tato metodo prikazna.
K ovéfenim byla pouzita rostlina tabaku (Nicotiana tabacum), na zakladé studie Shikanaie et
al.,, 1998 (viz Obr. 25). Méfeni ukazalo, Ze skute¢né dochazi k nartustu minimalni
fluorescence u této referencni rostliny, ktera je ptfisuzovana funkci PSI-NDH superkomplexu.
Jak ovSem ukazuje Obr. 26, po vypnuti aktinického svétla nedoslo k zadnym zfetelnym
naristim minimalni fluorescence u zadné =z péstebnich variant rostlin je¢mene.
Tato skutecnost muze byt zplGsobena tim, ze zmény v intenzit¢ péstebniho svétla nebyly
pro je¢men tak vyznamné, aby doSlo ke zméné v tvorbé PSI-NDH superkomplexu ¢i aby
doslo k iniciaci zvyseného cyklického elektronového transportu zprostiedkovaného PSI-NDH
superkomplexem. Je tedy mozné, ze cyklicky elektronovy transport je u jeCmene (Hordeum
vulgare) tizen predevsim PGRLI/PGRS drahou, coz ovsem nelze s jistotou potvrdit, nebot’
nejsou k dispozici piimé dikazy. Nepiimé dukazy, tedy CN-PAGE spolu s denzitometrickou
analyzou, fluorescenéni meéfeni a imunoanalyza, nicméné poukdzaly na to, ze jelikoz
pravdépodobné¢ nedochazi ke zménam v produkci PSI-NDH superkomplexu, je
pravdépodobné, ze cyklicky elektronovy transport zprosttedkovany PSI-NDH
superkomplexem je zanedbatelny. Dal$i mozZnosti je skutecnost, Ze se zménou v intenzité
péstebniho svétla dochazi pouze k nepatrné zméné v mnozstvi PSI-NDH superkomplexu a ze

zvolené metody nebyly schopné jeji detekce.

Po zjisténi, Ze pravdépodobné nedochdzi ke zméndm v mnozstvi PSI-NDH
superkomplexu napfti¢ jednotlivymi péstebnimi variantami rostlin péstovanych pfi riznych
intenzitach svétla, byla provedena i strukturni analyza tohoto superkomplexu, aby se zjistilo,
zda pfipadné strukturni zmény nemaji vliv na roli cyklického elektronového transportu
zprostiedkovaného PSI-NDH superkomplexem. Strukturni analyza byla pouze doplitkovou
metodou této prace. Bylo provedeno zbézné porovnani jednotlivych PSI-NDH superkomplext
ze snimkl pofizenych transmisni elektronovou mikroskopii (Obr. 28 az 33) a nasledné byly
srovnany se strukturou PSI-NDH superkomplexu ze studie Kouftila et al., 2014 (Obr. 34).
Ze snimku je jednak patrné, ze vzorky PSI-NDH komplext nebyly piili§ kontaminované
cizorodymi komplexy, coz svéd¢i o Gcinnosti pouzité separacni metody. Dale je ziejmé, ze
samotné superkomplexy se Ve vzorcich vyskytovaly ve své neporuSené struktuie, coz

poukazuje na kvalitu a Setrnost separace pomoci CN-PAGE. Dale se ukazalo, Ze vlivem rtizné
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intenzity péstebniho svétla nedoslo k zadnym zietelnym zméndm ve struktuie PSI-NDH
superkomplexu. Jelikoz vSak detailni strukturdlni studie nebyla hlavnim cilem této prace,

zustava objasnéni ptipadnych strukturnich zmén predmétem dalsiho zkoumani.

63



[ Zavér

Teoretickd Cast bakalarskd prace byla vénovana problematice PSI-NDH
superkomplexu. V teoretické ¢asti praci byly shrnuty dosavadni poznatky, tykajici se
tohoto superkomplexu. Studie, které by se ovSem vénovaly problematice rtizné intenzity
svétla na PSI-NDH superkomplex, nebyly doposud publikovany. Prakticka ¢ast této prace se
proto vénovala vlivu intenzity péstebniho svétla na produkei tohoto superkomplexu. Za timto
ucelem bylo vypéstovano Sest variant jemene setého (Hordeum vulgare L. cv. Bojos),
pestovanych pii Sesti rozdilnych intenzitach svétla (20, 50, 100, 200, 400 a 600 umol fotona

S 4

rostlin, byla optimalizovana metoda CN-PAGE.

K posouzeni vlivu intenzity péstebniho svétla byly zvoleny metody imunoanalyzy,
fluorometrie a denzitometrie. Ani jedna z téchto metod vSak nepotvrdila nardst ani pokles

v produkci PSI-NDH superkomplexu napfi¢ péstebnimi variantami rostlin.

Byla tedy provedena i zbé&zna analyza pfipadnych zmén ve struktuie PSI-NDH
superkomplexu transmisni elektronovou mikroskopii. Ta vSak nenaznalila zadné znatelné

zmény struktury PSI-NDH superkomplexu u zadné z péstebnich variant rostlin.
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8 Seznam pouzitych zkratek

AL

CET
CN-PAGE
FNR

Cyt bef
ACA

APS

Asc
BN-PAGE
BSA

DM
EDTA-Na
Fd

FNR
HEPES
LET
LHCI
LHCII
ML

NDH
OEC

PGRS

Aktinické svétlo

Cyklicky elektronovy transport

Nativni elektroforéza na polyakrylamidovém gelu
Ferredoxin-NADP” reduktasa

Cytochrom bgf

Aminokapronova kyselina

Peroxodisiran amonny

Askorbat sodny

Modra nativni elektroforéza

Hovézi sérovy albumin
Dodecyl-p-D-maltosidem
Ethylendiamintetraoctova kyselina, sodna stl
Ferredoxin

Ferredoxin-NADP™ oxidoreduktasa

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina

Linearni elektronovy transport
Svétlosbérny komplex fotosystému I
Svétlosbérny komplex fotosystému II
Meéfici svétlo

NAD(P)H dehydrogenasa

Kyslik vyvijejici komplex

Proton gradient regulativ 5 komplex
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PGRL1 Proton gradient regulativ like 1 komplex

PQ Plastochinonovy ,,pool*
PQH; Plastohydrochinon

PSI Fotosystém I

PSII Fotosystém II

Qa Plastochinon A

Qs Plastochinon B

ROS Reaktivni forma kysliku
SDS Dodecylsiran sodny

SDS-PAGE Elektroforéza na polykarylamidovém gelu s detergentem dodecylsiranem

sodnym
SEM Skenovaci elektronova mikroskopie
TCA Trichloroctova kyselina
TEM Transmisni elektronova mikroskopie
Tricin N-[2-hydroxy-1,1-bis(hydroxymethyl)ethyl]glycin
Tris 2-Amino-2-hydrohymethyl-propan-1,3-diol
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