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ABSTRAKT

Tato diplomova préca sa zaoberd izolaciou a charakterizaciou Spenatovych tylakoidnych
membran a castic fotosystému Il. Na zaklade reSerSe boli zvolené dva postupy izolacie
Spenatovych tylakoidnych membran a postup izolacie Castic fotosystému Il s dérazom na
zachovanie ich nativnych vlastnosti. Nasledne boli prevedené charakterizacie so zameranim na
spektroskopické vlastnosti vyizolovanych vzoriek. UV-VIS spektrometria bola pouzitd na
stanovenie pomeru chlorofylu a ku chlorofylu b vo vzorkéch tylakoidnych membrén a ¢astic
fotosystému Il. Fluorescenénymi metddami bola potvrdena uspeS$nost’ izolacii. Metddou
ustélenej fluorescenénej spektroskopie boli premerané excitatné a emisné spektra vzoriek
a ¢asovo rozlisSenou fluorescenciou boli stanovené doby zivota fluorescencie vzoriek
tylakoidnych membrén a ¢astic fotosystému Il. 1zolované vzorky boli nasledne vizualizované
fluorescen¢nym mikroskopom s CCD kamerou a technikou FCS.

ABSTRACT

This master's thesis deals with the isolation and characterization of spinach thylakoid
membranes and photosystem Il particles. Based on the research, two procedures were chosen
for the isolation of spinach thylakoid membranes and photosystem 11 particles with an emphasis
on preserving their native properties. Subsequently, the characterizations were carried out,
focusing on the spectroscopic properties of the isolated samples. UV-VIS spectrometry was
used to determine the ratio of chlorophyll a to chlorophyll b in samples of thylakoid membranes
and photosystem 1l particles. The success of the isolations was confirmed by fluorescence
methods. The excitation and emission spectra of the samples were measured by the steady-state
fluorescence spectroscopy, and the fluorescence lifetimes of the samples of thylakoid
membranes and photosystem Il particles were determined by time-resolved fluorescence. The
isolated samples were afterwards visualized with a fluorescence microscope with a CCD
camera and the FCS technique.
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charakteristika spektroskopickych vlastnosti, FCS, doba Zivota fluorescencie, emisné spektra
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1 UvOoD

Fotosyntéza prebieha v zelenych rastlinach, riasach, cyanobaktéridch a fotosyntetickych
baktériach, v ktorych sa slne¢né svetlo premienia ha chemicku energiu. V zelenych rastlinach si
fotosyntéza vyzaduje okrem svetla ako zdroja energie len dve suroviny, a to vodu a oxid
uhli¢ity z atmosféry. Organické zluceniny, ktoré st v kone¢nom ddsledku fotosyntézou
produkovaneé, priamo alebo nepriamo, zahfnaja sacharidy, lipidy a bielkoviny, z ktorych vietky
slazia ako potrava pre zivé organizmy. VsSeobecne sa veri, ze Zem vznikla pred asi
4,6 miliardami rokov a ze Zivot na Zemi zacal asi pred 3,5 miliardami rokov, pricom prvymi
fotosyntetickymi organizmami, ktoré boli objavené, boli fotosyntetizujuce baktérie
a primitivne riasy. Dokazy naznacuju, Ze cyanobaktérie sa vyvinuli asi pred 2 miliardami rokov,
¢o viedlo k akumulécii kyslika v atmosfére. Pritomnost’ kyslika a produkcia potravin vys$Simi
rastlinami umoznila existenciu heterotrofov, akymi st aj I'udia. V st¢asnosti dosahuje celkova
biomasa vyprodukovana roéne fotosyntézou rastlin asi dvesto milidrd ton. Zivé organizmy
konzumuju fotosyntetizované produkty a ziskavaju z nich energiu dychanim, procesom, pri
ktorom su organické zli¢eniny oxidované spét’ na oxid uhli¢ity a vodu. Fotosyntéza sluzi ako
dolezité spojenie medzi svetelnou energiou a vSetkymi Zivymi tvormi. Rovnako sa fotosyntéza
a organely, ktoré sa na nej podiel'aji skimaju z hl'adiska vyuzitia v r6znych experimentoch.
Dokonca sa za¢inaju vyvijat’ systémy umelej fotosyntézy, ktoré mozu viest' k rozvoju vyroby
energie bez znelistenia, fotovoltaickej energie, vodikovej energie, alternativnych uhlikovych
produktov a biologickych analytickych systémov na ukladaniec oxidu uhli¢itého. Ide
0 biofotovoltaiku, teda zivy solarny panel, ktory zachytéva slne¢nt1 energiu na vyrobu elektriny.
Biofotovoltaicka energia vyraba elektrinu a obnovite'ni energiu pomocou fotosyntézy rias
alebo machu, ako aj slne¢ného Ziarenia a vody. Preto je potrebné izolovat’ a charakterizovat’
organely fotosyntézy so zachovanymi nativnymi vlastnost’ami.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Fotosyntéza

Fotosyntéza je jeden z najddlezitejSich dejov v zivej prirode, pretoze vyraba organické latky
pre vyzivu heterotrofnych organizmov a stcasne je jedinym producentom kyslika na nasej
planéte. Fotosyntetickd produkcia kyslika a asimilacia oxidu uhli¢itého vytvorili zloZenie
biosféry a poskytuju potravu a palivo vSetkym formam Zivota.

Z fyzikélneho hladiska je fotosyntéza premenou energie slne¢ného Ziarenia na chemicku
energiu. Ide o silne endergonicky redukény dej, kedy je uhlik z najviac oxidovanej formy
s nizkou energiou (CO>) prevedeny na silne redukovany stav s vysokou energiou (sacharid).
Energia sa na tento dej ziskava z absorpcie elektromagnetického Ziarenia, ktoré poskytuje
slnecné Ziarenie. Redukéné cCinidlo, teda elektrony potrebné pre redukciu st odoberané
u vys8ich rastlin z vody a hlavnym produktom fotosyntézy je sacharid.

2.2 Organely fotosyntezy

Plastidy si membranové organely vyskytujuce sa len v rastlinnych a len v eukaryotickych
bunkach. V prokaryotickych bunkach, konkrétne u fotosyntetizujacich baktérii a sinic,
predstavuju ekvivalenty plastidov tylakoidy a vezikuly vol'ne ulozené v cytoplazme. Zakladna
hmota, ktora vypliia vnutro niektorych plastidov, sa nazyva stroma. Plastidy sa vieobecne
rozdel'uju na dve hlavné skupiny podla pritomnosti pigmentov. Na bezfarebné plastidy
nazyvané leukoplasty a chromoplasty, ktoré obsahuju pigmenty. Chromoplasty su plastidy
obsahujice farebné pigmenty, ktoré podla povahy pigmentu delime na chromoplasty
obsahujuce fotosynteticky neaktivne pigmenty a chloroplasty obsahujuce fotosynteticky
aktivne pigmenty.

Chloroplasty su fotosynteticky aktivne, preto ich mnohi pokladaji za najvyznamnejSiu
bunkovl organelu vobec. Vyskytuja sa hlavne v nadzemnych organoch zelenych rastlin, najma
v mezofyle listov. Su rozloZzené volne v cytoplazme. Typické zafarbenie chloroplastov je
podmienené obsahom pigmentov, predovSetkym chlorofylu. Z chemického hl'adiska je
zakladom molekuly chlorofylu porfyrin s naviazanym hore¢natym kationom. Maja lipofilny
charakter, takZe s rozpustné v nepolarnych rozpastadlach.

Existuje niekol’ko druhov chlorofylov. Chlorofyl a je najdolezitejsi pigment modrozelenej
farby, ktory obsahuji vSetky fotosyntetizujuce rastliny, vratane sinic a prvozelenych rias.
Chlorofyl b je pigment Zltozelenej farby, ktory obsahuju prvozelené riasy, zelena vyvojova
vetva eukaryotickych rias a vietky vyssie rastliny. Dalej je znamy chlorofyl ¢, ktory obsahuje
hnedd vyvojova vetva rias, chlorofyld obsahuje c¢ervena vyvojova vetva rias
a bakteriochlorofyl a bakterioviridin, ktoré boli izolované z fotosyntetizujucich purpurovych
a zelenych baktérii.

Chloroplasty si  semiautonébnme organely svlastnou genetickou informaciou.
Chloroplastovy geném tvori molekula dvojvlaknovej DNA, ktora ma velkost’ 80—600 kbp a je
vzdy cirkularna, na rozdiel od linearnej jadrovej DNA. DNA sa nachadza v strome a je
pripojend na membrany tylakoidov. Nesie informaciu pre spravny rast a delenie chloroplastov.
Kdduje proteiny fotosystému 1all aniektoré cytochrémy. Jadrovd DNA koduje enzymy
Calvinovho cyklu, zlozky chloroplastovej membrany, niektoré zlozky tylakoidov a fotolytické
enzymy.



2.2.1 Chloroplasty
Chloroplasty su organely s dvojitou povrchovou membrénou, vndtornou a vonkajSou. Ich
vonkaj$ia membrana je dobre priepustnd a k nej prilicha vnitornd membréana so Specifickou
priepustnostou. Medzi membranami sa nachadza periplastidovy priestor. Vnutorna membrana
obklopuje zékladnt hmotu vypliiajicu chloroplasty, stromu. Stréoma je vyplnena roztokom
enzymov, obsahujica DNA, RNA a ribozomy. V strome dochadza k temnej faze fotosyntézy.
V strome s ulozené zloZité membranové stipovité systémy — grana, tvorené paralelne
usporiadanymi mecharikmi — tylakoidmi (Obr. 1). Tylakoidy st ploché membranové vacky
avich membranach su vstavané molekuly zodpovedné za zachytenie a vyuZitie svetelnej
energie. Lumen je priestor vo vnutri tylakoidov vyplneny vodou a rozpustenymi solami.
Jednotlivé grana su vzajomne prepojené dvojmembranovymi lamelami, takzvanymi tylakoidmi
stromy. Inak povedané, tylakoidy usporiadané nad sebou vytvéraju grand a su vzajomne
pospajané lamelami stromy. V stréme sa vyskytuju aj globularne utvary, ozna¢ované ako
plastoglobuly. Ich pocet sa rapidne zvySuje v chloroplastoch starndcich buniek. Vznikajd
rozpadom a postupnym odburavanim membran tylakoidov gran a stromy.

CHLOROPLAST

LIST GRANUM

stroma

spodna epidermis ,
membrana

tylakoidu

vonkajia /

membrana l
medzimembranovy
priestor

vnutrotylakoidovy
vnutorna membrana priestor

Obr. 1: Schéma chloroplastu

2.2.1.1 Tylakoidné membrany
Vsetky primarne procesy fotosyntézy sa odohravajii v tylakoidoch, a to predovsetkym v ich
membrénach [1]. Tieto membrany maji znacne tekutu zakladnu lipidovi matrix s velkym
obsahom nenasytenych mastnych kyselin. Obzvlast pozoruhodny je vysoky obsah bielkovin
Vv rozsahu 60 az 65 % hmotnosti membran. Na va¢Sinu z nich sa viaze vel'ké mnoZstvo molekul
asimila¢nych farbiv (chlorofylov a karotenoidov) za vzniku protein-pigmentovych komplexov.
Proteiny v tylakoidnych membranach, s naviazanymi pigmentami alebo bez nich, nie su
rozmiestnené nahodne, ale zdrziavaju sa vo vel'mi dokonale organizovanych funkénych
celkoch, ktoré mézu sice pracovat’ do zna¢nej miery samostatne, ale zvy€ajne spolu navzajom
spolupracujd (Obr. 2). Rozdelujeme ich do Styroch zakladnych skupin, a to fotosystém I,
fotosystém 11, cytochromovy komplex a ATP-syntaza.
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Fotosystém | sa nachadza vyluéne v tych Gastiach tylakoidnych membran, ktoré komunikujt
priamo so stromou. Nevyskytuje sa teda v tych ¢astiach tylakoidov, ktoré k sebe tesne
priliehaju. Fotosystém Il je lokalizovany v granalnych tesnych membranach tylakoidov.
Cytochromovy komplex be/f byva priblizne rovnomerne zastGpeny vo vsetkych cCastiach
tylakoidnych membran.

Oba typy fotosystémov sa skladaju z centralnej Casti, teda reakcného centra, ktord je
obklopena svetlo zbernym protein-pigmentovym komplexom. Funkciou tohoto komplexu je
iba zachytavat’ a induktivnou rezonanciou predavat’ excitaénu energiu do reakéného centra, kde
zacina vlastny prenos elektronov. Na transmembranovych proteinoch jadra byvaju pripojené
nie len asimilacné farbiva, ale aj molekuly latok s redoxnymi vlastnost’ami, ktoré slizia ako
prenaSace elektronov.

GRANUM
povrch OKRAJ

= LAMELY STROMY
Y100

———

Obr. 2: Schematicky model domén tylakoidnej membrany [2]

2.3 Fotoreceptory

Fotoreceptory st zluCeniny viazané na proteiny, ktoré absorbuju pre fotosyntézu potrebné
svetelné ziarenie [3]. U eukaryotickych organizmov a sinic su to tetrapyrolové zlu¢eniny
chlorofyl a a chlorofyl b (Obr. 3), ktoré obsahuju hore¢naty kation vo svojom centre. Dlhy
retazec R je fytyl, ktory je stcastou esterovej skupiny chlorofylov. Fytyl je odvodeny od
alkoholu fytolu.

HC=cC Hl

HaC CHy—CHy
HaC CHy
CHS CH:,
R= =
3
fytyl

Obr. 3: Struktiry molekil chlorofylu a a chlorofylu b [3]
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Molekuly chlorofylu absorbuju fotony elektromagnetického ziarenia, ¢im st prevedené do
vyssich energetickych stavov (Obr. 4). Fotony viditeI'ného Ziarenia st absorbované chlorofylmi
vel'mi silno. Pre fotosyntézu ma vyznam elektronovy prechod medzi orbitdlmi m— .
V konjugovanych systémoch rasttci po¢et konjugovanych dvojitych vizieb postiva absorpény
pas tohoto prechodu K vyssim vinovym dizkam, ¢o sa oznaduje konjugaény efekt. Absorpéné
spektrum chlorofylu ma dve maxima. Prechod m — " ma pas Vv ¢ervenej oblasti spektra.
Absorpcia ¢erveného Ziarenia z viditeI'nej oblasti spektra ponechéva doplnkovu farbu, ktorou
je farba zelend. Tym je vysvetlend prevladajuca farba v rastlinnej risi.

Nie kazdy chlorofyl ma vsak rovnaka tlohu. Stovky molekul chlorofylu a inych farbiv su
organizované pomocou proteinovych zberatov fotonov, teda svetlo zbernymi anténami.
Absorbovana energia zachytenych foténov je preddvana medzi molekulami chlorofylu
Vo svetlo zbernej anténe, pokial’ nedorazi do reakéného centra. Tento proces sa nazyva prenos
excitonu alebo rezonanény prenos energie. Molekuly chlorofylu v LHC doprevadzaju
karotenoidy, konkrétne napriklad karotény alebo xantofyly, ktoré pomahaja zachytavat’ fotony
z tych Casti spektra, kde chlorofyly absorbuju ziarenie slabo.

A 2
1

I

|

I

1 - chlorofyl a
2 - chlorofyl &

ve .3 3 - karotenoidy

Absorpcia

1 L
400 500 600 Vlnova dlzka [nm]

Obr. 4: Absorpéné spektra chlorofylov a karotenoidov [3]

2.4 Svetla faza fotosyntézy

Pri fotosyntéze v rastlindch asiniciach sa uplatiuju dve sériovo spojené reakéné centra
nazyvané fotosystém | a fotosystém Il [3]. Fotosystém II vytvara silné oxida¢né ¢inidlo, ktoré
umoziiuje oxidaciu vody na kyslik a slabé redukéné ¢inidlo. Ulohou fotosystému | je produkcia
silného redukéného ¢inidla schopného redukovat NADP* na NADPH a slabého oxidaéného
¢inidla. V prepojeni PSI a PSII slabé redukéné ¢inidlo redukuje prostrednictvom komplexu
cytochromu be/f slabé oxidaéné Cinidlo. Toto prepojenie dvoch redoxnych systémov vytvara
,elektronovu pumpu®, umoznujicu necyklicky prenos elektronov z H.O na NADPH, ktoré je
znama ako schéma Z (Obr. 5). Dochadza taktieZ k zvySovaniu koncentracie H" v tylakoidoch,
¢o sprostredkovava pohon enzymového komplexu ATP-syntazy pri produkcii ATP z ADP.
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Reakcie svetelnej fazy fotosyntézy sa odohrdvaji v membréane tylakoidov. Pri toku
elektronov a katiénov H* sa v oxida¢ne redukénych dejoch meni redoxny potencial postupne
sa uplatfiujucich redoxnych systémov. Po excitaciach vo fotosystéme Il a fotosystéme | nastava
silny pokles redoxného potencidlu atym ziskand energia je pouzitd v rade nasledujucich
redukénych dejov s postupnym rastom redoxného potenciélu. Fotosystémy zbavené elektronu
st naopak oxida¢nymi ¢inidlami.
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Obr. 5: Podrobna fotosyntetickd schéma Z [3]

2.4.1 Svetlo zberné antény

Pri dopade kvant Ziarenia, teda fotoénov, s vhodnou vlnovou dizkou (380-710nm) na
asimila¢né farbiva v anténach, dochadza v ich molekulach k excitécii elektronov [3]. Jeden
foton pritom excituje iba jeden elektron v jednej molekule. Excita¢na energia moze byt jednak
premenend na teplo alebo vyziarena vo forme fluorescencného Ziarenia alebo sa moze
induktivnou rezonanciou postupne predavat’ inym molekuldm farbiv, a tak nakoniec preniknut’
az do reakéného centra k ionizovatel'nej molekule chlorofylu a. Jedine tato tretia moznost
energetickej premeny Ziarenia je z hl'adiska d’alSieho vyuzitia vyznamna a taktiez zvycajne
prevazuje. Jednosmernost’ prenosu excitacnej energie z antén smerom K reakénému centru
fotosystemov je zaistena kvoli rozdielom vo vlastnostiach farbiv, ktoré su zavislé na spdsobe
ich vizby k molekuldm bielkovin. Cim blizie k reakénému centru sa farbiva nachadzaji, tym
mensiu energiu potrebuju k excitacii, atym stapa pravdepodobnost’, ze prave na ne bude
excitacna energia prenesend. Karotenoidy a chlorofyl b potrebuji v§eobecne vyssiu excitaénu
energiu ako molekuly chlorofylu a.
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2.4.2 Fotosystem Il
V riasach, cyanobaktériach a chloroplastoch zelenych rastlin stiepi PSIl vodu na molekularny
kyslik, elektrony a protony. Vyvinuty kyslik sa uvolfiuje do atmosféry, zatial' o elektrony
a protony sa pouzivaji na redukciu plastochinonov. Tato funkcia dala fotosystému Il nazov
,vodnd plastochindn oxidoreduktaza®. Uvoltiovanie protonov tiez vytvara elektrochemicky
transmembrénovy gradient, ktory sa pouziva na riadenie syntézy ATP [3]. Hlavna cCast’
fotosystému II, je zvyCajne tvorena Siestimi integralnymi a tromi periférnymi proteinmi [1].
Jadro, teda reak¢né centrum fotosystému II tvoria dva integralne proteiny oznacované ako D1
a D2, na ktorych byva naviazanych asi 50 molekul chlorofylu a, vratane jednej zvlastnej
ionizovanej molekuly oznacovanej ako P680, pretoZze jeho absorpéné maximum je 680 nm.
Dalej je v jadre fotosystému Il trvalo pritomnych niekol’ko molekul prenagacov elektronov.
Transport elektronov vo fotosystéme Il vedlci k oxidacii vody je iniciovany svetlom
indukovanou separdciou naboja medzi primarnym donorom elektronov, Specidlnym
chlorofylovym parom nazyvanym P680, a primarnym akceptorom elektronov, molekulou
feofytinu reprezentovanou separaciou naboja. Ked’ je primarny donor P680 excitovany bud’
priamou absorpciou fotonu alebo ovela pravdepodobnejSie prenosom elektroOnovej energie
z fotoexcitovanej anténnej molekuly chlorofylu [3]. Absorpciou fotonu je z LHC vymrsteny
elektrén. Excitovany P680* predava elektrén feofytinu a sam sa oxiduje na P680*. Feofytin a
je chlorofyl a, kde je hore¢naty kation nahradeny dvoma hydrénami H*. Potom je elektrén
predany komplexu plastochindnu s Fe?* PQa. Dva elektrony st z PQa pri dvoch redukciach
prenesené na PQg za vzniku PQg?-. PQg?~ prijme dva hydrony zo stromalneho povrchu
tylakoidnej membrany. Vznika plastochinol PQgH.. Plastochinol sa vymeni za molekulu
plastochinénu zo zasoby v membrane PQc. P680", odkial’ bol elektrén vymrsteny, je silnym
oxidacnym cinidlom, ktory odobera elektron vode. Odoberanie elektronu nastava uc¢inkom
komplexu obsahujuceho mangan. Nazyva sa kyslik vyvijajuci komplex a oznacuje sa OEC. Je
tvoreny periférnymi proteinmi, pripojenymi z vnatornej strany, teda z lumenu, tylakoidnej
membrany. Na nich s naviazané $tyri iony manganu, d’alej iony Cl- a Ca?*. OEC viaze
vo vychodiskovom stave So dve molekuly vody, z ktorych postupne odobera $tyri elektrony,
a prechadza tak cez stavy Si, Sz, Sz az do stavu Sas. Kazdy z tychto prechodov spojenych
Z odberom elektronu je pohanany svetlom a je doprevadzany uvolnenim jedného hydrénu.
Nakoniec komplex Ss4 uvolni molekulu O2 a naviazanim dvoch molekul vody prejde opat’ do
stavu So. Tym doslo k fotooxidacii vody.

2.4.3 Komplex be/f

Cytochromovy komplex je zloZzeny zo Styroch integralnych proteinov [3]. Jeho hlavnou Glohou
je sprostredkovanie transportu elektronov z fotosystému 11 na fotosystém I. Prenos elektronov
je najpomalsi proces v celej transportnej ceste. Priemerna doba prenosu je asi 5 ms, ostatné
vymeny su zvycajne ovela rychlejsie. Z plastochinolu z membrany odobera elektrony komplex
cytochrémov be/f. Proteinovy komplex cytochrémov be/f obsahuje molekulu cytochromu f,
molekulu cytochromu be s dvoma hémami a protein so sirou a zelezom naviazany plastochinon.
Komplex prestupuje membranu tylakoidu a prenasa hydrony a elektrony z vonkajSej strany
tylakoidnej membrany na vnatorna stranu. Tento mechanizmus sa nazyva Q-cyklus. Na jeden
plastochinol vytvoreny fotosystémom Il sa tymto cyklom dostavaju dva hydrény. Tento prenos
vytvara vel’ku cast’ hydronového gradientu potrebného pre pohon syntézy ATP.
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2.4.4 Fotosystém PSI

Medzi komplexom cytochromov be/f a fotosystémom | prenasa elektrony plastocyanin, ¢o je
molekula proteinu pohybujica sa v povrchovej membrane dutiny tylakoidu [3]. Tento protein
obsahuje koordina¢ne viazani med, ktora pri zmendch oxida¢ného stavu plastocyaninu
prechadza medzi oxida¢nymi ¢islami I a 1. Jadro fotosystému I, teda reakéné centrum obsahuje
predovsetkym dva vel'ké polypeptidy (la, Iv), ktoré na seba viazu ionizovatelni molekulu
chlorofylu a ozna¢ovani ako P700. Pravdepodobne vsak ide o dimér, teda o dve spojené
molekuly. P700 je v procese fotosyntézy excitovany fotonom z LHC na P700". Predanim
elektronu na prenasac¢ vznika slabé oxida¢né ¢inidlo P700%, ktoré sa 'ahko redukuje elektronmi
z plastocyaninu na P700 [1]. Prenasaci elektronov na redukénej strane su chlorofyl a,
fylochindn, teda vitamin Ki a proteiny ferredoxiny, ktoré obsahuju Zelezo a siru.

Su dve moznosti d’alSej cesty elektronu, ato cyklickd a necyklicka. Necyklickou cestou
pokracuje vicsina elektronov. Elektron prechadza na dalsi feredoxin (Fd), ktory vo finale
redukuje NADP* na NADPH za téasti enzymu feredoxin-NADP*-reduktazy. Tato cesta tvorby
ATP sa nazyva necyklicka fotofosforylacia. Cyklickou cestou sa niektoré elektrony vracaju na
plastochindn v membrane. Sposobuju d’alsi prenos hydrénu a nastava podpora syntézy ATP.
Cyklickou cestou dochadza k prenosom hydronov bez potreby fotosystému I11. Podobne pracuje
bakterialny fotosystem, ktory je iba jeden. Cesta k tvorbe ATP touto cestou fotosyntézy sa
nazyva cyklicka fotofosforylacia.

2.5 Temna faza fotosyntézy

NADP a ATP vytvorené vo svetlej faze su v temnostnej faze, nazyvanej Calvinov cyklus,
vyuzité na tvorbu uhlikatych Struktar [1]. Pri kazdej obratke Calvinovho cyklu je asimilovana
jedna molekula atmosférickeho CO; azabudovana do organickej zliceniny. K vytvoreniu
molekuly glukozy je preto potrebné Sest’ obratok Calvinovho cyklu. Calvinov cyklus ma tri
fazy. Fazu fixacie oxidu uhli¢itého, redukénu a regeneracnu fazu.

Fixacia CO; je prevedenie CO2 ako malo reaktivnej zIt¢eniny na aktivnu redukovanu formu
karboxylu. Dojde k jeho napojeniu na pat’ uhlikovy sacharid ribul6za-1,5-bisfosfat. Vznika
nestabilny Sestuhlikaty medziprodukt. Ten sa hned’ rozpada na dve molekuly 3-fosfoglyceratu.
Katalyzatorom reakcie je ribuldza-1,5-bisfosfatkarboxyladza/oxygenaza. Enzym, znamy ako
Rubisco, ktory tvori v chloroplaste az 16 % z pritomnych proteinov. Enzym Rubisco je
aktivovany fruktoza-6-fosfatom a inhibovany frukt6za-1,6-bisfosfatom. Ich pomer ovplyviiuje
mnozstvo redukovaného feredoxinu, posledného akceptora elektronov fotosystému I.
V kone¢nom désledku dostatok svetla aktivuje Rubisco.

V reduk¢nej faze sa redukuje 3-fosfoglycerat NADPH za spotreby ATP. Ten je postupne
prevedeny na 1,3-bisfosfoglycerat a glyceraldehyd-3-fosfat. Izomeraciou glyceraldehyd-3-
fosfatu vznika dihydroxyacetonfosfat. Cast’ trioz prechadza cez membranu chloroplastu do
cytozolu, kde aldolovou kondenzaciou vznika fruktdza-1,6-bisfosfat. Ten odstepuje
fosforylovi skupinu aizomeraciou vznikd gluk6za-6-fosfat. Tato faza je analdgia Useku
biosyntézy glukozy. V Calvinovom cykle ale gylceraldehyd-3-fosfatdehydrogenaza vyuziva
NADPH miesto NADH. Z glukdzy vznikaju zasobné sacharidy sacharéza a skrob. Z Casti
tridzafosfatu sa syntetizuja lipidy a aminokyseliny.

15



Regeneracna faza obnovuje v zlozitom procese ribul6zu-5-fosfat. Pri premenéch sacharidov,
teda transglykozida¢nych reakciach dochadza za ucasti transketolazy k prenosu glykolaldehydu
a glyceraldehydu z ketézy na aldézy. Koenzymom enzymu je tiamindifosfat. Transaldolaza
katalyzuje reakcie dihydroxyacetonfosfatu s fosfore¢nymi estermi aldoz.

2.6 Absorpcia svetelnej energie
Foton je absorbovany molekulou vel'mi rychlo, do 10-*° sekind, za predpokladu, Ze frekvencia
dopadajuceho svetla spiiia kritérium (1)

hv = %5 = AE (1)

kde AE je rozdiel medzi energetickymi hladinami pociatocného a kone¢ného excitovaného
stavu, v al je frekvencia a vinova diZka svetla, ¢ je rychlost svetla ah je Plackova
konstanta [4]. Vo Vac¢Sine pripadov absorbovany foton postva elektron zo zakladného
singletového stavu Sp do nejakého excitovaného singletového stavu S; alebo S, (Obr. 6, krok 1
alebo krok 2). ZjednoduSené absorpéné spektrum zodpovedajuce tymto réznym zmenam
energetickych hladin je znazornené na Obr. 6 oznacené pismenom D, kde Struktara casto
pozorovana pri prechodoch na rézne vibracné urovne bola pre jednoduchost’ ignorovana.
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Obr. 6: Absorpcia fotonu a rézne mozné osudy excitovaného stavu [4]
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Rotaéna Struktara sa zvy¢ajne v kondenzovanom stave nepozoruje. Molekula prevedena do
vysSieho excitovaného stavu sa zvy€ajne vrati vnatornou konverziou do prvého excitovaného
stavu za 10 *-10% sekundy, ktor( ukazuje krok tri na Obr. 6. Touto cestou sa ast’ energie
vyssieho exitovaného stavu vyziari ako teplo do okolia sledom malych prechodov cez vibra¢né
pod Urovne elektronicky excitovaného stavu. Zo vsetkych sposobov excitacie je najselektivnejsi
spdsob excitacie fotonmi. PouZitim svetla vhodnej frekvencie alebo vinovej dizky mézu byt
molekuly transformované z dobre definovaného pociatoéného stavu do dobre definovaného
excitovaného stavu.

Excitovana molekula v singletovom stave ma zvyCajne maximalnu zivotnost asi
1078 sekundy v désledku prirodzenej tendencie fluoreskovat’, ale moze podstapit’ rézne sposoby
neziarivého, ako aj radia¢ného rozpadu, ktory sa vSeobecne nazyva luminiscencia. Osud
excitovane] molekuly zavisi od drahy excita¢nej energie. V zéavislosti od spdsobu radiacného
rozpadu sa luminiscencia moze nazyvat aj fluorescencia, fosforescencia, dosvit alebo

A4

oneskorend emisia svetla atd’. Akonahle sa excitovand molekula vrati do jednej z niZSich
vibra¢nych hladin prvého excitovaného singletového stavu, moze sa vratit’ do jednej z nizSich
vibra¢nych pod urovni zakladného stavu emitovanim fotonu ako fluorescencie, ¢o je ukazané
ako krok 5 na Obr. 6. Vztah medzi fluorescen¢nym spektrom a spektrom absorpcie je
zndzorneny na Obr. 6 (D). Fluorescencia sa zvyCajne povazuje za zbyto¢né minutie
absorbovanej energie, ale tento jav poskytuje vel'mi cenny nastroj na skiimanie fotosyntézy, aj
ked’ vytazok fluorescencie, t0 je pocet emitovanych fotonov v pomere k absorbovanym
fotonom, je zvy€ajne mensi ako niekolko percent alebo eSte nizsi vo fotosyntetickych
systémoch.

Dalgia dolezita energeticka draha sa nazyva ,,medzi systémové krizenie“ a je zobrazena ako
krok 4. Tyka sa premeny excitovaného singletového stavu na excitovany tripletovy stav, po
ktorom nasleduje radia¢ny alebo neziarivy rozpad excitovaného tripletového stavu na zakladny
singletovy stav. Svetlo emitované radiacnym prechodom tripletu do zakladného stavu sa nazyva
,fosforescencia“ (krok 6). Elektron rotuje v zakladnom stave a excitované singletové
a tripletové stavy st znazornené na Obr. 6 (B) a (C). Okrem navratu do zakladného stavu So
zo stavu S1 emisiou, mbze stav S; alternativne prejst’ do So medzi systémovym prechodom, ¢o
je znazornené krokom 4 a nasledne prebehne krok 7. Ako uz nazov napoveda, nevyzaruje sa
ziadne Zziarenie a elektrénova excitacnd energia sa premiena na vibra¢nd excitaciu. Pre urcité
excitované molekuly je najuzito¢nejSou cestou rozpadu ,prenos energie“ (krok 8), ktory
nakoniec vedie k takzvanému stavu oddelenému nabojom a je zivotne dolezity pre fotosyntézu.

Mechanizmus, ktorym dochadza k prenosu energie v rastlinnych pigmentovych systémoch,
sa nazyva rezonanény prenos, ktory sformuloval Theodor Forster asi pred pat'desiatimi rokmi.
Tento typ prenosu energie sa moze javit' ako jednoduchy prenos Zziarenia, ale nie je to len
proces, kedy jedna molekula vyzaruje fluorescenciu a druhad ju absorbuje. Namiesto toho
existuje priama vdzba prostrednictvom vzajomnych radia¢nych poli dvoch oscilatorov, ¢o
zodpoveda fluorescencii v donorovej molekule D a absorpcii v akceptorovej molekule A.
Rezonanény prenos znamena ,,intimnejSie* spojenie medzi donorom energie a akceptorom,
skdr pripominajuci interakciu slabo spriahnutych kyvadiel. Oscilacia spojena s deexcitaciou
jednej molekuly je v tesnej blizkosti spojena so ,,sympatickou oscilaciou v susednej molekule,
¢o spdsobuje prenos excitacnej energie na susedni molekulu. Prva molekula teda odovzdava
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svoju energiu priamo druhej molekule bez zasahu fluorescencie alebo absorpcie v obvyklom
zmysle. V dosledku toho je prenos este rychlejsi ako pri ziareni. Je mozné, Ze sa energia prenasa
mechanizmom rezonanéného prenosu na nevybudent molekulu na vzdialenost’ 50 az 100 A.
Okrem toho tieto dve molekuly nemusia byt totozné. Napriklad k prenosu rezonancnej energie
moze dojstt zchlorofylub na chlorofyla. Jednou dolezitou podmienkou ucinného
rezonancného prenosu je, aby sa fluorescenéné spektrum darcu prekryvalo s absorpénym
spektrom akceptora, ako je zndzornené na Obr. 7.
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Obr. 7: lustracia Forsterovho rezonan¢ného prenosu energie [4]

2.7 Fluorescenéné metody
Fluorescencia je fotoluminiscen¢ny proces, pri ktorom st atomy alebo molekuly excitované
absorpciou elektromagnetického Zziarenia a nasledne relaxuju do zakladného stavu a zbavuju sa
prebytocnej energie v podobe fotdénov [5]. Vyznamnou vlastnostou fluorescencie je jej
citlivost’, ktora byva o jeden az tri rady vyssia ako v pripade absorpénej spektroskopie.

Pocas poslednych 20 rokov doSlo k pozoruhodnému narastu pouZzivania fluorescencie
v biologickych vedach [6]. Fluorescenéna spektroskopia a ¢asovo rozliSena fluorescencia sa
povazuji za vyskumné nastroje vyuzivané v biochémii a biofyzike. Prave preto je pouzivanie
fluorescenénych metod vel'mi atraktivne pri skimani fotosyntetickych dejov.

2.7.1 Fluorescen¢na mikroskopia

Fluorescen¢na mikroskopia je technika na $tadium mikro- a nanostruktirovanych systémov, ¢i
uz ide o zivé bunky a biologické tkaniva alebo koloidy, tekuté krystaly, polyméry alebo
vldkna [7]. V klasickej fluorescenénej mikroskopii sa sucasne vizualizuje celé pole ale je
mozné sledovat’ aj submikrometrovi uroven detailov postupnym skenovanim oblasti zaujmu.
To sa dosahuje pomocou konfokalnych a dvojfoténovych mikroskopov, ktoré umoziiuju 3D
zobrazovanie. Vyssie lateralne rozlisenie mozno dosiahnut’ Specialnymi technikami ako je

18



skenovacia optickd mikroskopia v blizkom poli (SNOM), stimulovana emisna deplécia (STED)
a stochasticka optickd rekonstrukéna mikroskopia (STORM). Zahrnutie ¢asovej dimenzie do
fluorescencnej mikroskopie je dosiahnuté technikami fluorescenéného zobrazovania doby
zivota (FLIM), ako v Casovej, tak aj vo frekvencnej doméne.

2.71.1.1 Zakladné principy fluorescencnej mikroskopie

V beznom optickom mikroskope je vzorka osvetlena zdrojom svetla a to isté svetlo sa analyzuje
po interakcii (adsorpcia, odraz, rozptyl, difrakcia alebo lom) so vzorkou [8]. Vo fluorescenénom
mikroskope sa preparat osvetli svetlom s kratkou vlnovou diZkou, napriklad ultrafialovym
alebo modrym svetlom [7]. Cast’ tohto svetla je absorbovana vzorkou a opitovne vyzarovana
vo forme fluorescencie. Vlnova dizka reemitovaného svetla je dlhsia ako vinova dizka
dopadajuceho sveta. Aby bolo mozné vidiet pomerne slabt fluorescenciu napriek silnému
osvetleniu, svetlo pouzité na excitaciu je odfiltrované sekundarnym filtrom umiestnenym medzi
vzorkou a okom. Pozorovanie fluorescencie sa uskuto¢nuje okom alebo CCD kamerou [8].

Do zéakladného usporiadania patri lampa, ktora by mala byt vykonnym zdrojom svetla
bohatym na kratke vinové dizky, medzi lampou a vzorkou by mal byt umiestneny primarny
alebo excita¢ny filter [7]. Filter v kombin&cii s lampou by mal poskytovat’ svetlo v pomerne
tizkom pasme vlnovych dizok zodpovedajucich absorpénému maximu fluoroféru. Sekundarny
alebo bariérovy filter brani tomu, aby sa excitaéné svetlo dostalo do oka pozorovatela, a je
umiestneny kdekol'vek medzi preparatom a okom. Excita¢ny filter by mal mat’ v idealnom
pripade Uplnt priepustnost’ v oblasti absorpéného vrcholu fluoroféru, priCom pri vinovych
diZkach fluorescencie by mal mat’ nulovi priepustnost,, teda by mal byt uplne nepriehladny.
Naopak sekundarny filter by mal mat’ 100 % priepustnost’ pri vinovych dizkach fluorescencie
a nulovu priepustnost’ v oblasti pouzitej na excitaciu. Tieto dva filtre st komplementarne.

2.7.2 Fluorescencna korela¢na spektroskopia

Fluorescencna korelacna spektroskopia (FCS) je metdda zalozena na pozorovani jednej alebo
niekol’kych molekul, ktora nevyzaduje ich povrchovi imobilizaciu a mdze sa vykonavat na
molekulach v roztoku. Pozorované molekuly su priebezne difiiziou dopiiiané do malého
pozorovaneho objemu. FCS tak umoZiuje nepretrzité pozorovanie pocas dlhSich ¢asovych
obdobi a nevyzaduje vyber $pecifickych molekul [6].

Je zaloZend na analyze asovo zavislych fluktuécii intenzity, ktoré st vysledkom nejakého
dynamického procesu, typicky transla¢nej diftizie do az malého objemu definovaného
zaostrenym lucom a konfokalnou $trbinou. Ked’ fluorofér difunduje do zaostreného svetelného
laca, dochadza k vybuchu emitovanych fotonov v désledku viacerych cyklov excitacie a emisie
z rovnakého fluoroforu. Ak fluorofér difunduje z objemu rychlo, tak fotonovy vybuch trva
kratko. Za typickych podmienok nepodlieha fluorofor fotobieleniu pocas doby, v ktorej
zotrvava Vv osvetlenom objeme, ale Casto dochadza aj k prechodom do tripletového stavu.
Casovo zavislou korelaénou analyzou je mozné uréit’ difuzny koeficient fluoroforu. V tomto
pripade sa ,,Casovo zavisly* tyka skutoéného Casu a nie ¢asového oneskorenia alebo ¢asovo
zavislého rozpadu po impulznom budeni. FCS ma mnoho aplikacii, pretoze Siroka Skala
procesov mdze mat’ za nasledok kolisanie intenzity. Okrem translac¢nej difizie méZu nastat’
fluktuacie intenzity v dosledku vdzby ligandu s makromolekulou, rotaénej difuzie, vniitornej
dynamiky makromolekal, medzi systémového prechodu a reakcii excitovaného stavu.
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2.7.2.1 Autokorelacna funkcia

Fluktuacia fluorescencného signalu F(t), z ktorej mozu byt ziskané informacie o pohybe
jednotlivych molekul, ktoré st vo vzorke vo vel'mi nizkej koncentracii je analyzovana pomocou
autokorelac¢nej funkcie [6]. Autokorela¢na funkcia ukazuje suvislost’ intenzity fluorescencie
v dase t, F(t) s intenzitou po ¢ase oneskorenia z, F(z+1). Cas t sa vztahuje na skutoény &as, kedy
st pozorované intenzity. Casy zberu dat sa pohybujii od sekiind po mintty. Cas oneskorenia
je rozdiel v realnom ¢ase medzi meraniami F(t) a F(z+1), typicky v rozsahu 1072 do 102 ms.

Tato funkcia ma svoje maximum pre malé ¢asové intervaly z, pre dlhsie 7 klesa k nule. To
je sposobené tym, Ze v dostato¢ne malych casovych intervaloch 7 je vysoko pravdepodobné, ze
ak na zacCiatku intervalu bola v detekénom objeme pritomna molekula, na jeho konci bude eSte
stale pritomna. Teda ak su fluktuacie intenzity v porovnani s r pomalé, tak potom budt mat’
F(t) a F(t+7) rovnaka velkost. To znamena, ze ak je F(t) vacsia ako priemerna intenzita <F>,
potom F(¢t+t) bude pravdepodobne vicsie ako <F>.

Pokial’ sa zvoli dlhsi Casovy interval, tak sa v detek¢nom objeme moze vystriedat’ niekol'ko
roznych molekul. Teda ak su fluktuacie intenzity vzhadom na 7 rychle, potom hodnota F(t)
a F(t+7) nebude suvisiet. Fluktuacia oF(t) intenzity fluorescencie F(t) je definovana
autokorela¢nou funkciou (2),

__(OF(t)-6F(t+1))

6(r) = Lo @

kde < F(t)> zna¢i priemernt hodnotu intenzity fluorescencie v ¢ase a d F(z+t) odchylku signalu
od jeho priemernej hodnoty v ¢asovom intervale (z+z), definovanu rovnicou (3).

6F(t) = F(t) —(F = (1)) (3)

2.71.2.2 InStrumentdcia

Typicky pristroj pre FCS (Obr. 8) je invertovany konfokalny fluorescen¢ny mikroskop [9].
Kolimovany laserovy Iu¢ je zaostreny na SoSovku objektivu do difrak¢ne obmedzeného
konfokalneho objemu vo vzorke umiestnenej na sklenenom krycom sklicku. Cast’ svetla
vyzarovaného z tohto konfokalneho objemu je zhromazdena rovnakym objektivom a oddelena
od excitatného svetla pomocou dichroického zrkadla a emisného filtra. Emisné svetlo je
sustredené na $trbinu blokujucu vaésinu svetla, ktoré nepochadza z konfokalneho objemu. Tym
sa zlepSuje axialne z-rozliSenie. Konfokalny objem je typicky asi 0,1 femtolitra. Fotony
prechadzajuce $trbinou st detegované pomocou ,,avalanche photo diode®, takzvanej lavinove;j
fotodiody (APD). APD méa dobru kvantovi tcinnost’ a s vhodnou elektronikou umoziuje urcit’
¢asy prichodu jednotlivych fotonov s presnostou v rozsahu pikosekund.
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Obr. 8: Instrumentacia pre FSC [9]

2.7.3 Fluorescencna spektroskopia

Fluorescen¢né merania mozno vo vSeobecnosti rozdelit do dvoch typov [6]. Prvym viac
pouzivanym typom je ustalena fluorescencia, ktora je realizovana pri konstantnom osvetl'ovani
a pozorovani. Vzorka je oziarenad suvislym la¢om svetla a nasledne je zaznamenané emisné
spektrum. Kvoli nanosekundovej ¢asovej Skale fluorescencie je vic¢Sina merani prevadzana
v ustalenom stave. Ked’ je vzorka prvykrat vystavena svetlu, rovnovazny stav sa dosiahne
takmer okamzite.

Druhym typom je ¢asovo rozliSend fluorescencia. Je zalozena na stadiu poklesu intenzity
fluorescencie po ¢asovo obmedzenej excitacii. Pri tychto meraniach je vzorka vystavena pulzu
svetla, pricom $irka pulzu je zvycajne kratSia ako doba rozpadu vzorky. Pokles intenzity sa
zaznamenava vysokorychlostnym detekénym systémom, ktory umoziiuje meranie intenzity
alebo anizotropie na ¢asovej Skale nanosekind.

2.7.3.1 Ustalena fluorescencia

Pri ustalenej fluorescencii sa ako svetelny zdroj vo vSeobecnosti vyuziva vysokotlakova
xenénova oblukova lampa, ktora pontika vyhodu nepretrzitého vyzarovania od asi 250 nm do
blizkej infradervene;j oblasti [8]. Na vyber excitaénej vinovej dizky sa pouziva monochrométor.
Fluorescencia sa zhromazd'uje v pravom uhle vzhl'adom na dopadajici la¢ a deteguje sa cez
monochromator fotonasobiom. Automatické snimanie vlnovych dizok je dosiahnuté
motorizovanymi  monochromatormi, ktoré si riadené elektronickymi zariadeniami
a pocita¢om. Opticky modul obsahuje rozne Casti ako drziak vzorky, uzavery, v pripade potreby
aj polarizatory a rozdel'ovaé¢ licov, ktory odraza niekol’ko percent excitatného svetla smerom
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k fotodidde. Referen¢ny kanal, teda fotodioda, ma dve vyhody. Kompenzuje ¢asové kolisanie
intenzity lampy pomerovym meranim a umoziuje korekciu excitaénych spektier. Pozorovanie
vzorky v ustalenom stave je jednoducho priemer Casovo rozliSenych javov pocas poklesu
intenzity vzorky.

2.7.3.2 Casovo rozliSend fluorescencia

Poznanie dynamiky excitovanych stavov ma vel’ky vyznam pre pochopenie fotofyzikalnych,
fotochemickych a fotobiologickych procesov. Pulzna fluorimetria a fluorimetria s fazovou
modulaciou su bezne pouzivané na zachytdvanie dob zivota alebo vSeobecnejsie parametrov
charakterizujucich &-pulzni odozvu fluorescenénej vzorky [8].

Pulzna fluorimetria vyuziva kratky budiaci impulz svetla a poskytuje 8-pulzni odozvu
vzorky, ktoréa je spojend s odozvou pristroja. Tato technika pracuje v ¢asovej doméne. Fazova
modula¢na fluorimetria vyuziva modulované svetlo s premenlivou frekvenciou a poskytuje
harmonicki odozvu vzorky, ¢o je Fouriérova transformacia &-pulznej odozvy. Pracuje
Vo frekvencnej doméne. Obe techniky su teoreticky ekvivalentné ale principy jednotlivych
pristrojov st odlisné.

V Casove] doméne je najpouzivanejSou technikou technika Casovo korelovaného scitania
fotonov (TCSPC), prednostne nazyvand technika jednofotonového cCasovania (SPT).
Zableskové kamery pontkaji vel'mi dobré ¢asové rozliSenie ale dynamicky rozsah je mensi
ako pri technike jednofotonového casovania. Pristroje, ktoré poskytuji najlepSie Casové
rozliSenie su zaloZené na vzostupnej fluorescencnej konverzii. Optické klapky tiez poskytuja
vynikajace Casové rozliSenie. Vo frekvencénej doméne mozu byt merania fazy a modulacie
vykonané bud’ pomocou kontinualneho vinového laseru (alebo xenénovej lampy) a optickeho
modulatora, alebo harmonického pulzného laseru.

2.8 UV-VIS spektrometria

Absorpéna spektrometria v ultrafialovej (UV) a viditeI'nej (VIS) oblasti spektra predstavuje
jednu z najbeznejsich technik molekulovej spektrometrie, pouzivanych hlavne v kvantitativnej
analyze [10]. Byva zvy&ajne vymedzena vlnovymi dizkami 180 az 380 nm, respektive 380 aZ
780 nm. Je spojena sabsorpciou UV-VIS ziarenia aprechodom valenénych elektronov
z molekulovych orbitalov o, = a n na excitovana elektronovi hladinu. Povolené su vsak iba
vybrané prechody znazornené na Obr. 9. Analyt je schopny absorbovat’ Ziarenie o urcitych
vinovych dizkach, ktoré su prei charakteristické [5]. Prijatie energie atomom alebo molekulou
zoslabi tok ziarenia zo zdroja. Tento pokles Ziarivého toku zavisi na koncentracii analytu
a kvantitativne je popisany Lambert-Beerovym zakonom (4).
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Obr. 9: Povolené prechody elektronov molekulovych orbitalov [10]
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2.8.1 Labmert-Beerov zakon

Tento z&kon kvantitativne popisuje zavislost’ zoslabenia Ziarenia na koncentracii absorbujucej
latky a hrabke absorbujiiceho prostredia. Plati, Ze pri danej koncentracii analytu dochadza
k poklesu zZiarivého toku s rastiicou hrubkou absorbujiiceho prostredia. Zaroven pri konstantnej
hribke absorbujdceho prostredia dochadza k poklesu ziarivého toku vstupujiceho Ziarenia
s rastticou koncentréciou absorbujucej latky. Uginnost” absorpcie svetla absorbujicou latkou pri
vinovej dizke A je charakterizovana absorbanciou (A) [8],

A=log17°=e-l-c 4)

kde & je molarny absorpény koeficient [dm3mol™t-cm™], ¢ je koncentracia [mol-dm ]
absorbujucich latok a | je hrabka absorbujuceho prostredia.

2.8.2 InStrumentacia

Volba pristroja (Obr. 10) pre UV-VIS spektrometriu sa riadi nie len typom analytického
problému ale aj spdsobom jeho realizacie. Pristroje musia byt’ vybrané aj podl'a ich funkénych
a vykonovych charakteristik [10].

Jednopaprskové pristroje st jednoduchsie a lacnej$ie, vacsinou ale spliaju naroky na
rychlost’ merania aj na citlivost,, ak ide o meranie pri jednej vlnovej dizke. Pri merani celého
spektra sa interval medzi meranim vzorky a referencie predlzuje, a nepriaznivo sa moze
prejavit’ na kolisani intenzity zdroja. Tuto nevyhodu nemaju pristroje s diddovym polom
a dvojpaprskove pristroje. Vyuzite'ny obor elektromagnetického ziarenia je dany spektralnou
charakteristikou vSetkych optickych prvkov pristroja.

Zdrojom Zziarenia zvyCajne byva deuteriova vybojka pre UV oblast’ a volfrdimova alebo
volfraimova-halogénova lampa pre oblast’ VIS. Obe oblasti pokryva xenénova vybojka. Spodné
obmedzenie je dané absorpciou atmosféry, absorpciou obalu zdroja urcuje dlhovinny limit,
zvycajne 900 nm.

Disperznym prvkom je zvycajne difrakénd mriezka. Kvalitné pristroje pouzivaji dvojity
monochromator s nastavitenou Sirkou Strbiny, jednoduchS$ie pristroje maju fixni Strbinu.
Rychlost’ skenovania mdze byt az 8000 nm/min. V spektrometroch s diédovym polom sa da
celé spektrum namerat’ aj v Casovej Skale jednotiek milisekiind. Detektorom Zziarenia je
zvycajne fotonasobic, kremikova fotodidda alebo diddové pole.

zdroj svetla

strbina

I detektor
C > >
opticka 7
mriezka

kyveta

Obr. 10: Instrumentacia UV-VIS spektrofotometra
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3 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

3.1 Fotosyntetizujuce membrany

Tylakoidné membrény v chloroplastoch rastlin, rias a sinic st hnacou silou fotosyntézy,
zachytavaju slne¢n energiu a premienaju ju na chemicku energiu. Hoci ich Struktury a funkcie
boli rozsiahle $tudované, vnutornd heterogénna a dynamickd povaha membranovych Struktar
stéle nie je Uplne pochopena. Skimanie nativnych tylakoidnych membran in vivo je tazké kvoli
ich malej velkosti a obmedzenému vonkajSiemu pristupu do vnutra chloroplastov.

3.1.1 Fragmentécia a organizacia tylakoidnej membrany

Fragmentacia fotosyntetickej membrany s naslednou separdciou a biochemickou
charakterizaciou fragmentov predstavuje uspesny pristup k Stadiu Struktary a funkcie
fotosyntetického aparatu. Doposial mnohé Stadie potvrdili, ze vezikuly bohaté na
fotosystém | pochadzaju zo stromovych membran, zatial ¢o taz$ia frakcia obsahujica
fotosystem Il aj fotosystém | pochadza z oblasti grana, ktora sa ¢asto nazyva aj frakcia grana.
Okrem toho sa potvrdilo, ze frakcia grana moze byt separovana na vysoko obohatené vezikuly
fotosystému II. Podl'a dalsich stadii je asi 25 % reakénych centier fotosystému Il
lokalizovanych v oblasti stromy.

Tymito tvrdeniami sa zaoberali aj autori ¢lanku [11], ktori charakterizovali
supramolekularnu organizaciu fotosystému Il v odlisnych doménach tylakoidnej membrany,
jadra grana, okrajov grana, lamiel stromy a takzvanej frakcie Y100. PSII super komplexy a PSII
jadrové diméry, PSII jadrové monoméry, PSII jadrové monoméry bez podjednotiek CP43
a PSII reakéné centra boli rozlisené a kvantifikované modrou nativnou PAGE, SDS-PAGE pre
druhd dimenziu a imunoanalyzou D1 proteinu. Dimérny PSII (superkomplexy PSII a jadrove
diméry PSII) dominoval v jadrovej casti tylakoidného grana, zatial ¢o monomérny PSII
prevladal v lamelach strémy. V lamelach stromy boli najdené zna¢né mnozstva monomeérov
PSII, ktorym chybal CP43 protein a PSII reakéné centra (komplex D1-D2-cytochromu bss).
Kvantitativny obraz supramolekularneho zloZenia PSII, ktory bol uplne odlisny medzi réznymi
doménami tylakoidnej membrany, bol v ¢lanku [11] diskutovany s ohl'adom na funkciu PSII
v kazdej frakcii. Prenos elektronov v ustalenom stave, zableskovy rozpad fluorescencie (flash-
induced fluorescence decay) a EPR analyza odhalili, Zze takmer vSetky dimérne formy
predstavovali centrd PSII vyvijajuce kyslik. Monomery jadra PSII boli heterogénne a velka
cast’ kyslik nevyvijala. Monoméry PSII bez proteinu CP43 areakénych centier PSII
nevykazovali Ziadnu aktivitu vyvijajacu kyslik.

Strukturalna organizacia tylakoidnych membran bola dalej rozsiahle $tudovana
biochemickymi, spektroskopickymi a mikroskopickymi technikami. Kryo elektrénova
tomografia umoznila vizualizaciu tylakoidnej membrany v nativnych chloroplastoch. Pouzitim
sériovych rezov zafarbenych chloroplastov, ktoré boli kryo-imobilizované a dehydratovang, by
bolo mozné odhalit’ trojrozmerntt (3D) Strukturu tylakoidnej membrany, vrstveni oblast
(grana) a nevrstvenu oblast’ (stroma lamela) [12]. Hoci elektronovd mikroskopia poskytuje
dolezité znalosti o vnutornej Strukture chloroplastu, pozorovanie molekularnej dynamiky
Vv tylakoidnej membrane nebolo mozné, pretoze vzorky bolo potrebné imobilizovat’ a narezat’.
Nedavne pozorovania tylakoidnych membran adsorbovanych na pevnych nosi¢och pomocou
mikroskopie atobmovych sil odhalili podrobnosti o molekularnej organizacii v membrane.
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Okrem toho boli purifikované zlozky fotosyntetického aparatu (komplexy LH2 a LH1-reakéné
centré izolované z purpurovych baktérii alebo samotné LHCII izolované z suchozemskych
rastlin atd’.) rekonstituované v modelovej membrane podporovanej substratom, aby bola
Studovana ich lateralna organizacia, zhlukovanie, vrstvenie membran a ich potencial pouzitia
ako nanomaterialov. Vytvorenie hybridného systému z nativnej tylakoidnej membrany
a purifikovanych lipidovych alebo proteinovych zloziek ako kontinualnej a lateralne mobilnej
lipidovej] membrany by mohlo vyrazne rozsirit' flexibilitu experimentalnych navrhov na
skumanie fotosyntetického aparatu. Tieto hybridy by mohli poskytnit’ vyhody pristupnosti
citlivym analyzam a posobit’ ako model, ktory lepSie reprezentuje zloZzitost' prirodzen¢ho
systému ako jednoduchsie lipidové dvojvrstvy.

V tejto Studii [13] bola stratégia vyroby lipidovych membran, zaloZena na litografickej
fotopolymerizécii lipidovej dvojvrstvy, rozsirena o aplikaciu na fotosyntézu zavedenim
tylakoidnych membran do miest, medzi vopred vytvorenymi polymérnymi membranovymi
dvojvrstvami. Tieto dvojvrstvy vyrobené z polymerizovanych lipidovych molekdl boli potom
pouzité, ako templat na zostavenie tylakoidnych membran extrahovanych z chloroplastov
Spenatu. Ak bola aplikovana suspenzia izolovanej tylakoidnej membrany samostatne, boli
najdené fragmenty membrany ndhodne adsorbované na polymérnych dvojvrstvach. Membrany
neboli navzajom spontanne zIli¢ené a zostali od seba izolované. Aby bola podporena tvorba
kontinualnej rovinnej dvojvrstvy z tylakoidnej membrany, bola zmieSana tylakoidnd membrana
so sonikovanymi 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfocholinovymi (DOPC) vezikulami. Obsah
lipidov v tylakoidnej membrane bol odhadnuty z koncentracie chlorofylu (0,121 mg/ml)
a koncentracia DOPC bola 0,0005 mol-dm 3. Velkosti tylakoidnej membrany a DOPC vezikul
boli redukované vysokotlakovym homogenizatorom a sonifikaciou, v danom poradi, pretoze
bolo dobre zdokumentované, ze menSie vezikuly st efektivnejSie pri vytvarani planarnej
membrany [14]. Ked bol lipofilny fluorofor trietylaméniova sol' (NBD-PE) zaéleneny do
vezikal DOPC, fluorescencia z NBD-PE bola tiez pozorovana v rovnakych miestach ako
chlorofyl, ¢o naznaCuje, ze tylakoidnd membrana aj dvojvrstva DOPC boli homogénne
zmieSané.

Predchadzajuce stadie ukézali, ze tylakoidné membrany sa mozu zlucit' s lipidovymi
vezikulami a rozprestriet sa na povrchu lipidovej membrany ako planirna vrstva na
membrane [15]. Kontinuita a tekutost’ inkorporovanej tylakoidnej membrany bola hodnotena
fluorescencnym zotavenim po fotobieleni (FRAP). Po lokdlnom fotobieleni bud’ molekul
chlorofylu alebo NBD-PE lipidov, boli hranice medzi biclenymi a nebielenymi oblast'ami
¢asom rozmazané. Zjavne boli vytvorené spojité a tekute lipidové dvojvrstvy s pohyblivostou
lipidov a proteinov obsahujucich chlorofyl. K tvorbe planarnej membrany bolo dalej
pristupované pomocou merani QCM-D. Ked’ bol aplikovany DOPC na samotné vezikuly, bolo
pozorované, ze frekvencné aj disipaéné posuny prechadzali cez inflexny bod, co je
charakteristické pre transformaciu sférickych vezikdl na rovinné dvojvrstvy. Zmena inflexného
bodu bola stabilizovana na asi —30 Hz, ¢o je typické pre vysokokvalitni lipidovi dvojvrstvu.
Zavedenie zmesi tylakoidnej membrany a DOPC vyznamne zmenilo profily QCM-D. Posun
frekvencie ukazal inflexny bod, ¢o naznacuje, Ze zo zmesi tylakoidnych a DOPC membran bola
vytvorena planarna membréna. Posun disipacie zostal monotonny, ale va¢si v porovnani iba
s tylakoidom, ¢o naznacuje akumuldciu mékkych membranovych vrstiev. Aby bola
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prestudovana uloha vezikil DOPC pri podpore fuzie tylakoidov, bol zmeneny pomer
tylakoidnej membrany a DOPC/NBD-PE a pozorovana tvorba membrany v koraloch.
Predpokladalo sa, Ze tylakoidnd membrana nahradza DOPC a NBD-PE a tym znizuje relativnu
fluorescenciu z NBD-PE. Plo$na frakcia sa zvySovala linearne s koncentraciou tylakoidnej
membrany vo vychodiskovej zmesi v suspenzii. Tieto vysledky demonstruji schopnost’ vyladit’
hustotu membrany odvodenej od tylakoidov v hybridnom dvojvrstvovom systéme.

Aktivita prenosu elektronov fotosystémom Il v hybridnej tylakoidnej membrane bola
hodnotena pozorovanim fluorescen¢nej emisie chlorofylu z reakéného centra hlavného
komplexu zbierajuceho svetlo (LHCII) a fotosystému Il. V ¢lanku [13] vytvorené hybridné
membrany bez dalSicho zasahu vykazuji relativne vysoka fluorescenciu chlorofylu.
Fluorescencia chlorofylu bola zniZena, po pridavku akceptora elektronov, ktorym bol v tomto
pripade 2,6-dimetylbenzochinon (DMBQ), v dbsledku prenosu elektronov z LHCII-PSII.
Predpoklad, ze fluorescencia chlorofylu bola vysledkom braneného prenosu elektronov, bol
d’alej podporeny pridanim hydroxylaminu, o ktorom je zndme, Ze disociuje klastre manganu vo
fotosysteme Il a blokuje reakciu fotosyntetického prenosu elektronov na regeneréciu chlorofylu
v reakénom centre (P680) v ramci fotosystému II. Ked bol hydroxylamin (0,1 mol-dm )
pridany k tylakoidnym membranam v pritomnosti DMBQ, fluorescencia chlorofylu bola
obnovend. Hoci hydroxylamin moze potencialne posobit’ ako donor elektronov pre P680
a zvysit' intenzitu fluorescencie, elektron z hydroxylaminu by bol preneseny do DMBQ
a pohanal by tok fotosyntetickych elektronov, takze by sa skor znizila intenzita fluorescencie.
Okrem toho bola intenzita fluorescencie NBD-PE v rovnakych hybridnych membranach
nezmenena po pridani DMBQ a hydroxylaminu, ¢o naznacuje, ze zmeny fluorescencie
chlorofylu neboli spdsobené priamym zhaSanim fluorescencie v ddsledku prenosu energie.
Hoci test priamo nemonitoroval prenos elektronov, vysledky podporovali predpoklad, Ze
rekonstituovany fotosystém II bol schopny prenasat’ elektrony. Pretoze klastre manganu su
zodpovedné za funkciu Stiepenia vody vo fotosystéme II, UCinok hydroxylaminu dalej
naznacoval, ze funkcia okysli¢ovania PSII bola zachovana. Prenos elektronov z fotosystému Il
do plastochinénu (PQ) bol d’alej hodnoteny pomocou durochinénu, ktory prijima elektrony
z PQ. V pritomnosti durochinénu bola fluorescencia chlorofylu z hybridnych tylakoidnych
membran znizena. Pouzitie tychto dvoch réznych chinonov ako akceptorov elektronov
a pozorovanie rovnakého ucinku d’alej potvrdilo, Ze aktivita prenosu elektronov z PSII do PQ
na substrate bola zachovana. Aktivita rekonstituovaného PSI v hybridnych membranach bola
hodnotena monitorovanim tvorby NADPH. Aby PSI poskytol nadbytok elektronovych donorov
bol, do vodného roztoku, pridany redukovany 2,6-dichloroindofenol (DCIP). Stcasne bola
aktivita PSII inhibovana pridanim 3-(3,4-dichlorofenyl)-1,1-dimethylureinu (DCMU) pocas
tohto testu, aby bola izolovana aktivita fotosystému | od aktivity fotosystému Il. Proteiny
feredoxin (Fd) a feredoxin-NADP* reduktaza (FNR) a reaktant NADP* boli pridané
vo vhodnych koncentraciach do vodného roztoku a membrana bola osvetlena bielym svetlom.
Generovanie NADPH prenosom elektrénov z excitovaného fotosystému | na NADP™ cez Fd
a FNR bolo vyhodnotené odstranenim vodného roztoku nad hybridnou membranou a meranim
fluorescencie NADPH fluorescencnym spektrometrom. Aj ked nebolo mozné odhadnut’
mnozstvo inkorporovaného fotosystému | na povrchu, koncentracia NADPH sa Casom
zvySovala, ¢o naznacuje, Ze prenos elektronov bol katalytickou reakciou. Celkovo vysledky
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silne naznaCuju, Ze rekonStituovany fotosystém | v hybridnej membrane na substrate si
zachoval aktivitu prenosu elektronov. Rovnako bol hodnoteny cely prenos elektrénov od
fotosystému 11 cez fotosystém | v hybridnej tylakoidnej membrane vykonanim rovnakého testu
bez DCMU a znizeného DCIP. V tomto pripade vSak bola tvorba NADPH pri osvetleni
minimalna, ¢o naznacuje, ze prenos elektronov medzi PSII a PSI bol véa¢sinou brzdeny.

Kompletna rekonstrukcia celého ret’azca fotosyntetického prenosu elektronov na substrat by
umoznila kvantitativne analyzy zlozitych a sofistikovanych molekularnych systémov
fotosyntézy, ¢o by mohlo pripravit novli cestu na vyuzitie slnecnej energie so zvySenou
ucinnost’ou. Vzorovana tylakoidnd membrana na Cipe by tieZ mohla poskytnit’ platformu na
skon$truovanie umelého fotosyntetického systému na generovanie chemickej energie, ¢oho
prikladom je systém syntézy ATP vyuZzivanim zabudovanej ATP syntazy.

3.2 lzolacia a charakterizacia fotosystému 11

Prvym krokom pri priprave tylakoidnych membran v knihe [16] bola izolacia chloroplastov.
Tylakoidy boli potom uvol'nené osmotickou lyzou chloroplastového obalu. Vsetky kroky boli
vykonavané pri teplotdch 0-4 °C. Aby boli dosiahnuté maximalne rychlosti uvolnovania
kyslika, boli kroky po ¢isteni chloroplastov vykonavané v tme. Tylakoidne membrany boli
pripravené zo Spenatovych listov, ich homogenizaciou, dekantaciou supernatantu a naslednou
resuspendaciou Castic fotosystému Il v resuspendacnom médiu obsahujucom kryoprotektant.
Komplexy fotosystémov I a Il boli solubilizované z pripravenych tylakoidnych membran
pouzitim detergentu Triton-X 100 a komplexy boli nasledne oddelené centrifugaciou. Testy na
vyvoj kyslika boli uskutoénené v pritomnosti akceptora elektronov 2,6-dimetylbenzochinénu
(DMBQ) s kyslikovou elektrodou. Vyvoj kyslika bol v rozsahu 300-600 pmolO2/mg chl/h.
Nasledne boli Castice fotosystému II Cistené detergentami, vysledkom c¢oho boli jadrové Castice.
OSetrenim Castic fotosystému II oktylglucopyranozidom (OGP) bol z Castic odstraneny
komplex na zber svetla (LHCII), pricom bola ponechand jadrova Castica, ktora si zachovala D1,
D2, CP47, CP43, CP29, polypeptidy cytochromu bsse, 22 a 10 kDa podjednotky a 33 kDa
vonkajsi polypeptid. Jadrové Castice taktiez uchovavaju manganové idny spojené s oxidaciou
vody. Pouzitie n-heptyltioglukozidu (HTG) spdsobilo podobnu stratu polypeptidov
zbierajucich svetlo, ale vSetky tri vonkajSie polypeptidy (17, 23 a 33 kDa) boli zachované. HTG
jadrové Castice mozu byt pripravené v nepritomnosti hydrogenuhli¢itanovych idnov pri pH 6.
Vysledkom je priprava jadra HTG so zvySenou rychlostou vyvoja kyslika pri pouziti DMBQ
ako akceptora elektronov. Naviazany bikarbonat sa vSak straca z akceptorovej strany
fotosystému II, ¢o dokazuje pritomnost’ modifikovaného signalu QaFe?* 1,8 EPR signal. Prvym
krokom pri priprave komplexu D1/D2/cyt bsgg je odstranenie 17, 23 a 33 kDa vonkajsich
peptidov premytim Tris pufrom a naslednou ibnomeni¢ovou chromatografiou. Tento postup
bol vykonany pri dennom svetle, pretoze pomaly obrat ,,S“ stavov komplexu vyvijajiuceho
kyslik zvySuje Sance na uvolnenie vonkajsich polypeptidov. Zahrnutie orto-fenantrolinu pocas
Cistenia malo za nasledok zvySeny vytazok castic jadra reakéného centra. To mohlo byt
spOsobené tym, ze orto-fenantrolin ul'ahcuje uvoltiovanie chinénov a/alebo nehemového
zeleza. Pocas elucie Castic jadra reakéného centra bol pouzity dodecylmaltozid, aby sa zvysila
stabilita komplexov. Elucia castic jadra reakéného centra z kolony mdze byt nasledovana
meranim absorpéného spektra eluovanych frakcii.
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V inom c¢lanku [17] autori pouzili a porovnali Styri postupy na izolaciu pripravkov
fotosystému II s uvolnovanim kyslika zo Spenatovych tylakoidnych membran vyuZzivajuce
rozne detergentné a sol'né podmienky. Tieto pripravky PSII boli charakterizované elektronovou
mikroskopiou so zmrazenim, SDS polyakrylamidovou gélovou elektroforézou, ustalenym
apulznym vyvojom Kkyslika, fluorescenciou 77 K a elektrénovou para magnetickou
rezonanciou pri izbovej teplote. Danou charakterizaciou bolo zistené, Ze vsetky vzorky PSII
uvolniujuce Oz boli vysoko purifikované grana membranové frakcie zlozené z parovych,
pritlaéenych membranovych fragmentov. Lumendlne povrchy membran, a tym komplex
enzymov uvolfujicich Oz boli priamo vystavené vonkajSiemu prostrediu. Biochemické
a biofyzikalne analyzy ukazali, ze vSetky Styri pripravky boli obohatené o komplex na zber
svetla chlorofyla/b a fotosystém Il aochudobnené o zlozky spojené so stromou,
fotosystémom | a CFI-ATPazou. Styri vzorky PSII sa tiez liili v obsahu cytochromu f. Vietky
pripravky vykazovali zvySenu stabilitu produkcie kyslika a aktivitu elektrody rychlosti kyslika
v porovnani s kontrolnymi tylakoidmi, zjavne podporovand nizkymi koncentraciami
zvySkového detergentu v pripravkoch PSII. Ako v kaZdej porovnavacej Studii, treba vyhodnotit’
relativne vyhody porovnavanych materidlov. Skuto¢ny tisudok o hodnote, ktory pripravok je
,»hajlepsi*, nemozno v sucasnosti oddévodnit’, pretoze rozne pripravky maju vlastnosti, ktoré by
sa dali s vyhodou pouzit’ v roznych experimentalnych situaciach. Je zrejmé, ze vyvoj tychto
novych metod na vyrobu funkéne aktivnych pripravkov PSII otvoril nové moznosti na Stadium
funkcie fotosyntetického Stiepenia vody a oxidacnej stranky PSII. Dufajme, Ze tieto prileZitosti
povedu k lepSiemu pochopeniu tejto kritickej oblasti fotosyntézy.

Autori v knihe [18] taktiez popisuju izolaciu chloroplastov z listov $penatu vel'mi podobnu
tej popisanej v knihe [15]. Podstata tohto postupu spociva v rychlej a studenej priprave, kedy
sa po rozruSeni rastlinnych bunick uvolni velké mnozstvo protolytickych a inych
degradujdcich enzymov a je teda nevyhnuté ¢o najrychlejsSie odstranenie chloroplastov z tohto
prostredia. Nizka teplota znizuje aktivitu enzymov a pomaha predchadzat’ upadku aktivity
chloroplastov. Nasledne boli prevedené pokusy izolacie chloroplastov z inych druhov ale vo
vSeobecnosti neboli také tispesné ako izolacie zo Spendtovych listov alebo hrachu. Zd4 sa, ze
existuju dva problémy, ato maceracia listov a pritomnost’ polyfenolov a polyfenoloxidaz.
U druhov trdv moze byt maceracia tkaniv vel'mi naro¢nd. Dlhé cievne vldkna, ktoré st ulozené
paralelne v listoch, sposobuji problémy pri nartsani listov. Rozrezanie listov na malé 1 cm
Stvor¢eky modzZe tento problém Ciasto€ne zmiernit ako aj pouzitie elektrického noza
adaptovan¢ho na pouzitie Zziletiek. Na oddelenie buniek cievnych zvizkov a mezofilnych
buniek v C4 rastlinach musi byt pouzita ina technika maceracie, konkrétne technika
rozdielneho mletia. Kratkou maceraciou boli ziskané mezofilné chloroplasty a druhym mletim
boli ziskané bunky cievneho zvazku pripojené k cievnym vldknam.

V knihe [19] boli popisané dva postupy izolacie chloroplastov, prvym je mechanické
narusenie tkaniva. Jeho vyhodou je rychlost, hospodarnost’ a vysokd vytaznost stabilnych
chloroplastov. Jeho hlavnou nevyhodou je, Ze jeho pouzitie je obmedzené na niekol'ko druhov,
najmi Spenat a hrach, takmer vSetky ostatné druhy poskytuju bud’ rozbité chloroplasty alebo
také, ktoré viazu COz len v nizkej miere. Vyhodou druhého spdsobu pripravy chloroplastov,
vyuzivajuceho protoplasty, je pouzitelnost’ pre viacero druhov ale nevyhodami si ¢asova
narocnost, cena enzymov degradujicich bunkovu stenu a hlavne relativne nizka vytaznost

28



chloroplastov a chloroplasty izolované z protoplastov st menej stabilné, ako chloroplasty
izolované prvou metdédou. Po izolacii chloroplastov boli prevedené testy na zistenie
neporusenosti. Najskor bola porovnana rychlost’ redukcie ferrikyanidu, ktory neprenikd obalom
chloroplastu, v dvoch vzorkach chloroplastového preparatu, z ktorych iba jedna bola vystavena
osmotickému Soku. Rychlost’ redukcie ferrikyanidu bola sledovana na O elektrdde. Percento
neporusenia je dané pomerom rychlosti transportu neviazanych elektronov v dvoch
preparatoch.

Inaktivne chloroplasty boli izolované mechanicky a tento postup poskytuje izolaciu bez
kontamin&cie inymi bunkovymi organelami ako st mitochondrie. Tylakoidné membrany bez
stromalnej kontaminacie boli aj v tomto pripade izolované osmotickym rozru$enim vonkajsej
chloroplastovej membrany a opétovnou izolaciou tylakoidnych membran odstredenim. Na
eliminaciu stromalnych proteinov, ako napriklad ribul6zabisfosfatkarboxylaza, boli inaktivne
chloroplasty suspendované v médiu s vysokou idnovou silou pufrovanom priblizne na pH 8,0
pri 4 °C. Tylakoidné membrany pripravené tymto spésobom by mali byt pouzité okamzite,
pretoze fotochemické aktivita klesd ako funkcia Casu. Tieto membrany st schopné vysoke;j
rychlosti vyvoja kyslika spojenej s redukciou akceptorov elektronov, ako je NADP alebo
ferrikyanid. Tieto membrany vykazuju vynikajuce vlastnosti v tom, ze transport elektronov je
spojeny so syntézou ATP. Takto pripravené membrany sa rutinne pouzivaju na pripravu
fotosyntetickych membranovych komplexov

Komplex fotosystému | bol pripravovany zo Spenatovych tylakoidnych membran
suspendovanych v mediu s nizkym obsahom kationov solubilizaciou s nizkymi koncentraciami
detergentu Triton X-100. Komplex bol izolovany centrifugaciou na sachar6zovych gradientoch.
Komplex fotosystému II bol pripraveny zo Spenatovych tylakoidnych membran solubilizaciou
s vysokou koncentraciou Triton X-100 v pritomnosti kationov a komplex bol izolovany
diferencialnou centrifugaciou. Komplex cytochromu be/f bol pripravovany z tylakoidnych
membran, ktoré boli dokladne premyté, aby boli odstranené periférne proteiny a vazbové
faktory. Komplex bol solubilizovany detergentami oktylglukozid a cholat sodny a nasledne bol
purifikovany frakcionizaciou siranom amonnym a centrifugaciou na sacharézovom gradiente.

3.2.1 Chloroplastove lipidy

V knihe [19] sU popisané preparativne postupy, obsah lipidov a enzymatické aktivity obalu
Spenatového chloroplastu. Dve membrany alebo obaly, ktoré obklopuji chloroplastovu strému,
sa vyznacuju vyrazne odliSnym zloZenim lipidov, nez aké sa nachadza v tylakoidnych
lamelach. Neddvno bolo zistené, Ze obal je miestom syntézy kyseliny fosfatidovej,
diacylglycerolu a galaktolipidov, konkrétne monogalaktosyldiacylglycerolu (MGDG),
digalaktosyldiacylglycerolu (DGDG), v $penatovych chloroplastoch. Pri stanoveni obalovych
lipidov bolo zistené, ze kvantitativne boli polarne lipidy oboch typov chloroplastovych
membran, tylakoidu a obalu identické ale ich pomer sa lisil. Vysledky mastnych kyselin ur¢ili,
ze mastné kyseliny boli viac nasytené v obalovych membranach ako v tylakoidoch. Nasledne
bola prevedena biosyntéza lipidov. Vysledky ukézali, Ze syntéza MGDG zacala vel'mi rychlo
a zastavila sa po 20 minatach inkubacie v dosledku spotreby obalového diacylglycerolu.
V znaénom kontraste DGDG zacala hladko po faze oneskorenia ale pokracovala pocas dlhsieho
casového obdobia. Galaktozylaény enzymovy systém bol $pecificky lokalizovany v obalovych
membranach a nebol ziskany v rozpustnej forme. Daldie vysledky ukazali, Ze hlavnym
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vytvorenym produktom bola kyselina fosfatidov4, ktora bola potom pomaly defosforylovand,
¢im bol ziskany odpovedajici diacylglycerol. Za tychto testovacich podmienok bolo
akumulovanej mélo kyseliny lyzofosfatidovej. To naznacuje, ze druha acylaza vel'mi malo
vyuzivala prvy acylaény produkt, teda kyselinu lyzofosfatidovu.

3.2.2 Subchloroplastové ¢astice obohatené o P700 a Zelezo-sirovy protein

Literatura [19] popisuje chloroplastové membranové zelezno-sirové proteiny, ktoré s sucast'ou
v primarnej fotochémii PSI. Opisany postup vyuzival neiénovy detergent Triton X-100 na
uvolnenie Castice s obsahom Zeleza asiry areakéného centra obsahujuceho P700
z chloroplastovych lamiel. Rovnako na uvolnenie vyznamného mnozstva svetlo zbierajuceho
chlorofylu z fragmentu obsahujiiceho P700. Pouzitie gélovej filtracie a iGnovo-vymennej
chromatografie viedlo Kk izolacii fotoaktivnej Castice, ktora mala pomer chlorofyl/P700 25
a obsahovala 10-12 molov nehemového Zeleza a sulfidu labilného v kyslom prostredi na mol
P700. Castica takmer neobsahovala chlorofyl b, cytochromy be/f a bsss a mal vyrazne znizeny
obsah f-karoténu.

3.3 Kvantifikacia fotosystému | a Il v roznych ¢astiach tylakoidnej membrany zo
Spenatovych listov
Ciel'om tejto studie [20] bolo presne urcit’ pomer fotosystému I k fotosystému I1, nielen v celom
tylakoide, ale aj v kazdej z r6znych subtylakoidnych frakcii. Na tento ucel bola fragmentovana
tylakoidna membrana a izolované vezikuly pochadzajiuce z r6znych Casti membrany. Ako prva
bola prevedena charakterizacia subtylakoidnych frakcii. Konkrétne koncentracia chlorofylu
bola stanovena podl'a Arnona [21], aby ju bolo moZné porovnat’ s predchadzajdcimi pracami,
ktor¢ taktiez vyuzili Arnonovu metodu. Pre hodnoty celkového chlorofylu (a+b) boli hodnoty
ziskané¢ Arnonovou metédou vynasobené faktorom 0,895, aby bolo mozné ziskané hodnoty
porovnat’ s hodnotami zodpovedajucimi metéde podla Porra a kolektiv [22]. Vyvoj kyslika
v ustalenom stave bol merany Clarkovou elektrédou s pouzitim saturujiiceho bieleho svetla.
Najvyssi vyvin kyslika (na baze chlorofylov) bol zisteny v jadrovych vezikulach grana, menej
bolo v samotnom grane a este menej v okrajovych a stromovych lamelarnych vezikulach.
V subfrakcii Y-100 nebol (na baze chlorofylov) takmer Ziadny detekovatelny vyvoj kyslika.
Cielom autorov bolo pouzit' vysoko rozliSovacie spektroskopické techniky a kvantifikaciu
vel’kych fotosyntetickych redoxnych enzymov v roznych kompartmentoch vysoko dynamickej
tylakoidnej membrany. Fotosystémy | a Il boli potom kvantifikované pomocou elektrénovej
paramagnetickej rezonan¢nej spektroskopie (EPR), ktord je pre tento ucel robustnejSou
a presnejSou metddou, pretoze oba fotosystémy mozu byt’ vel'mi presne kvantifikované dobre
charakterizovanymi radikalmi v prislusnych reakénych centrach. PSII bol kvantifikovany
pomocou signalu radikalu YDe. Tento radikal pochadzal z neutrélnej radiké&lovej formy Y-161
a proteinu D2 v $penate. Pretoze pochadzal z definovanej aminokyseliny vytazok radikalu
nemoéze nikdy presiahnut’ jeden radikal na reakénom centre PSII. YD+ je tiez extrémne stabilny
a zivotnost’ radikalu je desiatky minut az hodin v zavislosti od S-stavu a materialu. Radikal je
ucinne indukovany osvetlenim a vd’aka svojej dlhej zivotnosti sa d4 pomerne jednoducho
avel'mi presne zmerat. Z merani a z nich ziskanych dat bolo zrejmé, Ze vacsina PSII sa
nachadza v grandlnej ¢asti membrany. Najvicsia koncentracia PSII na baze Chl sa nachadza
v jadre grana a potom v ostatnych frakciach klesa. V porovnani s Y-100 su v jadre grana
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a v grane 7,4-krét a 6,5-krat silnejSie signaly z PSII (na baze chlorofylov). Signaly sa 4,5-krét
a 4,1-krat silnejsie v tylakoide a okrajoch a 2,7-krat silnejSie v stromovej lamele ako v Y-100.
Fotosystém | bol analyzovany analogickym spésobom ako PSII. V tomto pripade sa v§ak na
odhad PSI pouzil EPR signal z radikdlu P700" zaznamenany vo vzorkéach oxidovanych
ferokyanidom. Udaje ziskané integraciou EPR spektier Ype a P700* priamo umoznili uréit
pomer PSI/PSII v roznych frakciach s vysokou presnostou, jednoducho porovnanim dvojito
integrovanej plochy spektra. V intaktnych tylakoidnych membrénach bol pomer PSI/PSII
1,1340,05. V $penatovych listoch bolo teda o nieco viac centier PSI ako PSII. VV membréne
v8ak boli ve'mi nerovnomerne rozloZzené. PSI dominuje v stromalnych lamelach (PSI/PSII je
3,10+0,20) a rovnako dominuje aj vo frakcii Y-100 (PSI/PSII je 12,75+1,65). Na rozdiel od
toho bol PSII hojnejsi ako PSI v grane. Pomer PSI/PSII bol 0,25+0,06 vo frakcii jadra grana,
¢o bola najéistejsia frakcia PSII, ktora bola v §tadii ziskana pouzitym postupom frakcionacie.
V okrajoch bolo o nieco viac PSI ako PSII (PSI/PSII je 1,28+0,13).

3.3.1 Katalazova a polyfenoloxidazova aktivita fotosystému 11

Vdaka svojim jedine¢nym vlastnostiam, medzi ktoré patri zber svetla, separacia naboja
a oxidacia vody, sa PSII stal najviac Studovanym proteinovym komplexom tylakoidnej
membrany. Pretoze 80 % komplexov PSII sa nachadza v chloroplastovom grane, je mozné
izolovat’ fotosystém Il v Cistej a aktivnej forme izolaciou grana Casti tylakoidnych membran.
Autori ¢lanku [23] sa zaoberali skuto¢nostou, ze membrany PSII vykazuju katalazoveée
a polyfenoloxidazové aktivity (PPO). Mierne tepelné oSetrenie membran fotosystému Il pocas
90 minat pri 30 °C uvol'nilo va¢sinu tychto enzymovych aktivit do supernatantu, sprevadzané
sedemnasobnou aktivaciou PPO. Na rozdiel od toho mierne tepelné osetrenie tylakoidnych
membran neuvolnilo ziadne aktivity, ¢o naznacuje, ze oba enzymy boli viazané¢ na luminéalny
povrch tylakoidnej membrany. Teplom uvolnena katalaza fotosystému 11 spojend s membranou
a PPO bola purifikovand a charakterizovana. Aktivita kataldzy bola korelovana s 63 kDa
polypeptidom, ktory bol purifikovany vsadzkovou adsorpciou na anionomenicové gul'6cky, po
ktorej nasledovala gélova filtracia. Katalaza spojena s membranou PSII bola nestabilna
v roztoku, pravdepodobne v dosledku ireverzibilnej agregacie. Enzym bol charakterizovany
z hl'adiska velkosti molekuly, zloZzenia aminokyselin, UV-viditeI'nej absorpcie, obsahu hemu,
optima pH, citlivosti na inhibitor a hodnoty Km pre H>Ox. Jeho vlastnosti naznacili, Ze katalaza
asociovana s membranou PSII bola luminalny tylakoidny membranovy hemovy enzym, ktory
nebol predtym identifikovany. ZvySkova katalazova aktivita membran PSII po miernom
tepelnom spracovani bola ireverzibilne inhibovand Specifickym inhibitorom hemovych katalaz,
konkrétne 3-amino-1,2,4-triazolom, bez inhibicie aktivity evolicie O,. Tento vysledok
naznacuje, ze velmi mala, ak vobec nejaka, katalazova aktivita z membran PSIl v tme je
katalyzovana jeho centrom vyvijajucim O2. PPO aktivita bola korelovana s 48 kDa
polypeptidom. Pocas tepelné¢ho spracovania membran PSII bolo zistené, ze 72 kDa polypeptid
sa z vel'kej Casti premenil na 48 kDa polypeptid. Zda sa teda, ze 72 kDa polypeptid je latentnym
prekurzorom aktivneho 48 kDa PPO. PPO spojeny s membranou PSII bol purifikovany
anionomeni¢ovou chromatografiou a charakterizovany z hladiska substratovej Specifickosti,
optima pH, citlivosti na inhibitor a molekulovej hmotnosti. Teplom uvolneny PPO bol
identicky s enzymom predtym izolovanym zo Spenatovych tylakoidnych membran.
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3.3.2 Posobenie stresovych faktorov na protein reakéného centra D1 v Spenatovom
tylakoide

Fotoposkodenie proteinu D1 je fotooxidacny proces. Spdsobuju ho reaktivne formy kyslika,
najpravdepodobnejsie singletovy kyslik (*O2) alebo hydroxylovy radikal (HOs) produkovany
nadmernou redukciou akceptorovej strany PSII pri nadmernom osvetleni alebo endogénnymi
kationovymi radikdlmi, ako s oxidované formy primarneho elektrénového donoru P680
a sekundarneho elektronového donoru Tyrz (Tyr!®! z D1) na PSII [24]. Silné osvetlenie grana
moze I'ahko sposobit’ poskodenie komplexov PSII reaktivnymi formami kyslika a endogénnymi
kationovymi radikalmi, pretoze grana s bohaté na komplexy PSII. Segregéacia PSI a PSII
v tylakoidoch by mala z transportu elektronov medzi PSI a PSII urobit’ krok obmedzujuci
rychlost’ v toku elektronov. Nadmerna excitacia PSII za tychto podmienok moze stimulovat’
produkciu reaktivnych foriem kyslika na akceptorovej strane PSIl. Uzka asociacia LHCII
s komplexmi jadra PSII by tiez mala stimulovat’ tvorbu reaktivnych foriem kyslika v grane.
Rozlozenie tylakoidov, od ktorého sa tiez ocakava, Ze povedie k nahodnej distribacii PSI a PSII
na tylakoidoch a disociacii LHCII z jadra PSII, méze byt dblezité, k predideniu fotoposkodeniu
PSII. Pri proteolyze poskodeného D1 proteinu v chloroplastoch vysSich rastlin dochadza
k defosforylacii N-koncového Thr proteinu D1 a naslednou degradaciou vznikaju 23 a 9 kDa
fragmenty ako primarne produkty Stiepenia [25]. Protedzy a fosfatazy zahrnuté v tychto
krokoch su pravdepodobne lokalizované v tylakoidoch strémy, koncovych membranach grana
a okraji grana. Lateralna migracia poskodenych komplexov PSII z grana do oblasti membrany,
kde sa poskodené komplexy PSII opravuju, je preto dolezitd pre degradaciu proteinu D1.
Odbalovanie tylakoidov, ak k nemu d6jde pri miernom zat’azeni, by malo stimulovat’ difaziu
proteinovych komplexov na tylakoidoch, ¢im sa stimuluje obrat D1.

Autori ¢lanku [26] najskor skamali, ¢i nadmerné viditeI'né svetlo méze vyvolat’ uvol'nenie
tylakoidov. Dalej, $tudovali u¢inky silného osvetlenia na navrstvené a nenavrstvené tylakoidy,
aby zistili, ¢1 vykazuju r6zne reakcie na nadmerné svetlo. Pouzitim izolovanych tylakoidov
Spenatu bol skimany vztah medzi svetlom vyvolanym vyskladanim tylakoidov a poskodenim
proteinu D1. Autori pri miernom strese ocakavali, ze sa tylakoidy rozlozia, aby sa
fotoposSkodené komplexy PSII v grane a proteazy mohli pohybovat po tylakoidoch na opravu.
Nadmerné svetlo spdsobilo ireverzibilné rozloZenie tylakoidov. Porovnanim uc€inkov
svetelného stresu na navrstvené a nenavrstvené tylakoidy bolo zistené, Zze fotoinhibicia PSII je
vyraznejsia v naskladanych tylakoidoch ako v nenaskladanych tylakoidoch. V sulade s tymto
zistenim merania EPR spin trapping preukazali vyssiu produkciu hydroxylovych radikalov vo
vrstvenych tylakoidoch ako v nevrstvenych. Zaverom autori uviedli, Ze rozlozenie tylakoidov
spOsobené svetelnym stresom je nevyhnutné, aby sa zabrdnilo d’alSiemu fotoposkodeniu
proteinu D1 a aby sa ulahéila degradacia a odstranenie fotopoSkodeného proteinu D1
z komplexov PSII.

Dal$im environmentalnym stresovym faktorom pre PSII je teplo. PretoZe tepelny stres
vyznamne ovplyviiuje PSII, bolo zdokumentovanych mnoho aspektov PSII, od fyziologickych
reakcii az po molekuldrne mechanizmy. Velka pozornost’ pritiahla najméd odozva tepelného
Soku, vratane snimania zvySenych teplot, transdukcie signalu a naslednej génovej expresie
proteinov tepelného Soku. Vsetky tieto mechanizmy by mali fungovat’ na ochranu PSII pred
tepelnym stresom alebo na opravu poskodenych proteinov v PSII. Studie $trukturalnych zmien

32



v PSII a degradécie podjednotiek PSII pri tepelnom strese st vSak obmedzené. Vac¢sina z nich
sa tyka analyzy zmien v organizacii komplexov PSI|I, ako je disociécia chlorofyl-proteinového
komplexu (LHCII) zachytavajuceho svetlo z jadra PSII, uvoliovanie vonkajSich podjednotiek
komplexu vyvijajuceho kyslik a manganu, konforma¢né zmeny PSII, a teplom indikovani
defosforylaciu PSII podjednotiek.

V tejto préci [17] boli podrobne skimané u¢inky mierneho tepelného stresu na protein D1
Spenatovych tylakoidov a Specifickd degradacia proteinu D1 pri miernom tepelnom strese
medzi polypeptidmi PSII. Taktiez bola studovana moznost’, ze FtsH proteaza je zodpovedna za
degradaciu D1 proteinu poSkodeného pri miernom tepelnom strese. Pri vystaveni $penatovych
tylakoidov miernemu tepelnému stresu (40 °C pocas 30 minut), bol vyvoj kyslika inhibovany
a doslo k Stiepeniu proteinu D1 viazuceho sa na reakéné centrum PSII, ¢im bol vytvoreny
23 kDa N-koncovy fragment proteinu D1 detegovany analyzou Western blot. Degradacia
proteinu D1 bola stimulovand pridanim ATP a zinku a inhibovanad EDTA, ¢o naznacuje ucast’
ATP-dependentnej metaloproteazy na Stiepeni D1. Protedza bola solubilizovana posobenim
2 mol-dm2 KSCN na tylakoidy. Nasledne bola detegovana proteazova aktivita v supernatante
gélovou elektroforézou v oblasti 70-80 kDa. V tylakoidoch bol pomocou hmotnostnej
spektrometrie detegovany homolog Arabidopsis FtsH8 ako jedina proteaza, ktora bola pritomna
v oblasti 70-80 kDa. Nakoniec bola proteazova aktivita rekonstituovana pouzitim tylakoidov
a supernatantu tylakoidov oSetrenych KSCN. Vsetky tieto udaje podporili hypotézu o zapojeni
FtsH do degradacie tepelne poskodeného proteinu D1. FtsH protedzy v tylakoidoch maju dva
transmembranové helixy na N-koncovej strane a katalyticki doménu na C-koncovom segmente
vystavenom strome. Preto autori predpokladali, ze FtsH protedzy rozpoznavaju ¢iastoéne
denaturovanu struktaru proteinu D1, ktory bol vystaveny tepelnému stresu. DE-slucka proteinu
D1, ktora obsahuje vazbove miesto pre Qp plastochindn, ako aj herbicidy, mdze byt jednym
z miest, kde k takejto konformacnej zmene dochadza. Herbicidy, ako napriklad bromoxynil
alebo ioxynil, ktoré sa viazu na miesto Qp, inhibovali Stiepenie D1, ¢o naznacovalo, ze DE-
slucka proteinu D1 je citlivd na teplo. Pocas mierneho tepelného stresu bol v tylakoidoch
Stiepeny iba protein D1 a pri inych podjednotkovych proteinoch PSII, ako st D2, CP43 a CP47,
nebola zistena Ziadna degradacia. V sucasnej dobe nie je zndmy ddvod, preco je prave protein
D1 obzvlast’ nachylny na mierny tepelny stres. Ako bolo naznacené pri fotoinhibicii PSII,
defosforylacia D1 proteinu by mala byt nevyhnutnou podmienkou pre rozpoznanie tepelne
poskodeného D1 proteinu Specifickou proteazou. Nasledne bola protedza tylakoidov naviazana
na membranu rozpustena s detergentmi Triton X-100, Nonidet P-40, SDS a chaotropnym
¢inidlom KSCN. Vsetky tieto €inidla Uc¢inne odstranili proteolytickl aktivitu z tylakoidov,
pretoze nasledné tepelné spracovanie neprodukovalo 23 kDa fragment D1 proteinu. Z analyzy
Western blot sa ukazalo, ze Triton X-100, SDS a Nonidet P-40 solubilizuji vac¢sie mnozstvo
FtsH protedz v porovnani s oSetrenim s 2 mol-dm> KSCN, ale protedzova aktivita
v supernatantoch predchadzajicich oSetreni bola nulova. Je to pravdepodobne spdsobené
inaktivaciou protedzy oSetrenim detergentom alebo neefektivnym odstranenim detergentov
dialyzou pred aplikaciou vzoriek na test aktivity proteazy. Uspesna rekonstiticia protedzovej
aktivity so supernatantmi KSCN neosetrenych tylakoidov podporila nazor, ze FtsH sa podiel'a
na primarnom Stiepeni D1 proteinu pri tepelnom strese. Tato Stidia silne naznacuje, ze FtsH
hra klI'acovu tlohu pri primarnom §tiepeni proteinu D1 poskodeného tepelnym stresom.

33



3.3.3 Cyklus opravy fotosystemu I1

Autori sa v ¢lanku [27] zaoberali distribuciou réznych proteinov PSII v réznych doménach
tylakoidnej membrany, aby ziskali nové informécie o cykle opravy PSII a tiez $tudovali, ako
pevne su rézne podjednotky PSII spojené s PSII. Na ziskanie frakcii tylakoidnej membréany
z chloroplastov Spenatu bola pouzitda mechanickd fragmentacia bez detergentov, konkrétne
sonik&cia alebo Uprava lisom Yeda, v kombinacii s vodnym dvojfazovym delenim. VVyhodou
mechanickej fragmentacie bolo znizenie denaturdcie proteinov a rozkladu alebo zniZenie
umelej agregécie proteinovych komplexov v désledku pritomnosti detergentov [28]. PSII
podjednotky boli ndjdené hlavne v oblasti grana a v zniZenom mnozstve v tylakoide strémy.
Pomocné proteiny vSak vykazovali ovela rozmanitejSiu distribuciu medzi oblastami
tylakoidov. Zistilo sa, ze protein PGRS5 bol celkom rovnomerne distribuovany medzi tylakoidy
grana a stromy, zatial' co PGRLI1 bol obohateny o tylakoidy stromy. Na ziskanie prehl'adu
0 proteinovom zloZeni a Cistote roznych frakcii boli frakcie analyzované pomocou
jednorozmernej SDS-PAGE, po ktorej nasledovalo farbenie pomocou Coomassie.
Diagnostické podjednotky, o ktorych je zname, Ze sa nachadzaju v tylakoidoch vystavenych
strome, PsaA/B a proteiny ATP-syntazy AtpA a AtpB, boli vysoko obohatené v tylakoidoch
a postupne sa zvySovali pri pohybe smerom k frakcii jadra grana. Distriblcia 12 podjednotiek
PSII v roznych castiach tylakoidnej membrany bola semikvalitativne stanovenia pomocou
Western blottingu, po ktorom nasledovali denzitometrické analyzy. K fotoposkodeniu PSII
dochédza v tylakoidoch grana [29], zatial’ ¢o k degradacii proteinu D1 a kotransla¢nej inzercii
novo syntetizovanej kopie D1 dochadza v tylakoidoch vystavenych strome.

Autori Stadie [27] zistili, Ze frakcia tylakoidov stromy a frakcia Y-100 obsahovali spolu
priblizne 30 % $tudovanych proteinov fotosystému II. Dalej bolo zistené, ¢ OEC proteiny
PsbO, PsbP a PsbQ vykazuju ve'mi podobnu distribciu medzi tylakoidnou membranou ako
jadrové proteiny PSII, pri€om priblizne 30 % proteinov bolo detegovanych zo stromovych
tylakoidov a Y-100. Pokial’ ide o cyklus opravy PSII, ukazalo sa, Ze pritomnost CP43 je
nevyhnutnym predpokladom pre zostavenie komplexu PsbO na PSII a ze PsbO sa zostavuje
Vv tylakoidoch stromy, zatial’ ¢o PsbP a PsbQ sa zostavuji neskor, mozno Vv tylakoidoch grana.
Na druhej strane sa zistilo, Ze protein PsbS je vyrazne menej zastipeny vo frakcii Y-100
Vv porovnani s inymi jadrovymi proteinmi PSII, pretoze len priblizne 2 % z nich sa nachadzali
vo frakcii Y-100 a viac ako 80 % vo frakcii grana. Distribicia PsbH a PsbR z vidc¢sej Casti
sledovala distribuciu proteinov reakéného centra PSII, pricom mnozstva tychto proteinov boli
len o nie¢o niz8ie v tylakoidoch stromy a vo frakcii Y-100 v porovnani s jadrovymi proteinmi
RC (priblizne 25 % oproti 30 %, v uvedenom poradi). V porovnani s inymi proteinmi PSII,
jadrom kdédované proteiny LMM PsbW a PsbX boli viac obohatené v grana tylakoidoch a len
okrajové mnozstva boli detegované vo frakcii Y-100. Pozorovanie vyskytu PGRL1
v tylakoidoch stromy bolo v stlade s nedavnou publikéciou [30], ale bolo v rozpore s ko-
lokalizaciou PGR5 na rovnaku tylakoidnu frakciu s PGRL1 v Arabidopsis, ktora taktiez autori
¢lanku skamali. Uvedené vysledky s tylakoidnymi frakciami Spenatu aj Arabidopsis skutoéne
odhalili rozdielnu distribuciu proteinov PGRL1 a PGR5. V sucasnosti si tento rozpor nevedia
autori ¢lanku vysvetlit. Nedavne vysledky z experimentov vykonanych s umelym
a prirodzenym kolisavym svetlom vsak naznacuju, ze Giloha proteinu PGRS5 je ovel'a dolezitejSia
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ako to, ze by mal byt’ ,,iba*“ zlozkou cyklického prenosu elektronov. Podl'a nazoru autorov je
PGR5 rozhodujdci pre regulaciu linedrneho toku elektrénov najmé pri nahlych vysokych
svetelnych pikoch a prostrednictvom tejto funkcie pri fotosyntetickej kontrole chrani PSI pred
fotoposkodenim [31]. Tato dvojita Uloha PGR5, je v sulade s jeho lokalizaciou aj v membrénach
grana. Nedavno bola navrhnutd d’alsia uloha aj pre PGRLI1, pretoZze sa ukazalo, Ze tvori
komplex s Plspl, ¢o je izoforma peptidazy na spracovanie tylakoidov, ktord po translokacii
odstranuje signalny peptid prenasajuci tylakoid proteinov zacielenych na lumen. Navrhlo sa, ze
PGRL1 by mohol posobit’ ako regulator peptidazy spracovavajucej tylakoidy. Translokacia
proteinu pravdepodobne prebieha v tylakoidoch stromy a tdto domneld dodato¢na tloha by
mohla vysvetlit' lokalizaciu PGRL1 viac vylu¢ne v tylakoidoch stromy v porovnani s jeho
interakénym partnerom PGRS.

3.3.4 Fluorescenéna analyza Zivotnosti fotosystému IT a fotosystému |

Autori ¢lanku [32] merali zanik fluorescencie chlorofylu a pri4 °C v anaer6bnych podmienkach
v stabilizovanom komplexe reakéného centra fotosystému II izolovanom zo Spenatu pomocou
multifrekvenénej (2-400 MHz) fazovej fluorimetrie s krizovou korelaciou. Porovnanie
vysledkov ziskanych z analyzy pomocou Gaussovej a Lorentzovej distribucie zivotnosti
ukazalo, ze v otvorenych reakénych centrach bol vysoky podiel rychlych komponentov
zoskupenych v rozsahu 0-300 ps. Potom nasledoval rozpad na pomalé komponenty v oblasti
2-20 ns. Po uzavreti reakéného centra nastala dynamicka zmena. DoSlo k posunu od vel'mi
Sirokej, takmer bezvyznamnej, k uzSej distribucii so zvySenym ciastkovym prispevkom
z kratsich Zivotnosti. Najvyraznej$im t¢inkom bolo vymiznutie dlhotrvajicich pomalych
fluorescen¢nych zloziek (5-20 ns) po uzavreti reakénych centier. Ked'Ze jav uzatvorenia autori
interpretovali ako redukciu Pheo na Pheo™ [33], vymiznutie pomalych komplexov bolo kvoli
absencii rekombina¢nych reakcii. Pomalé zlozky (5-20 ns) boli spojené s rekombina¢nymi
reakciami, ako navrhuji Klimov a spolupracovnici [34] pre premennu fluorescenciu
chlorofylu a v PSII. Na druhej strane, rychle zlozky (0-300 ps) boli spojené s rychlou
fluorescenciou, ktord méze alebo nemusi zahfiat’ prispevky k prenosu excitacnej energie medzi
6 chromoformi (4 chlorofyl a a 2 Pheo molekuly) a konkurenciu s oddelenim naboja. Vzhl'adom
na skuto¢nost’, Ze po uzavreti reak¢ného centra nenastala Ziadna dramaticka zmena v zivotnosti
rychlych komponentov, aj ked’ bolo mozné pozorovat’ vyraznejsie zostrenie, ktoré bolo zrejme
spdsobené vacsim prispevkom kratSiecho komponentu k celkovému rozdeleniu, povazuje sa za
pravdepodobné, ze separacia naboja tieto zlozky vel'mi neovplyviiuje.

V ¢lanku [35] boli merané fluorescenéné emisné spektra PSI a PSII. Pri vinovych dizkach
pod 680 nm vigsina fluorescenénej emisie pochadzala z PSII, zatial’ &o pri vinovych dizkach
nad 710 nm to bolo obréatené. Neexistuje viak jedina vinova dizka, pri ktorej by k fluorescencii
prispieval iba jeden fotosystém. Okrem toho, fluorescen¢né kvantové vytazky PSI boli asi iba
0,3-0,4 % (zivotnost’ 5080 ps), zatial’ ¢o fluorescenéné kvantové vytazky PSII sa pohybovali
asi od 1-10 % (zivotnost” fluorescencie 0,2—2 ns) v zavislosti od otvoreného alebo uzavretého
stavu reakéného centra fotosystému II. Meranie PSI/PSII absorpéného pomeru chloroplastov
na zaklade ich fluorescencnych emisnych spektier je preto zlozité. Na rozdiel od
fluorescencnych emisnych spektier boli rozdiely v kinetike rozpadu fluorescencie PSI a PSII
S uzavretymi reakénymi centrami velmi velké. Vo vSetkych experimentoch bola excita¢na
vlnova dizka nastavena na 633 nm. Pri tejto vinovej dizke bol extinkény koeficient chlorofylu a
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rovnaky ako pri chlorofyle b [36]. Absorpcia svetla PSI a PSII je nezavisla od ich pomeru
a zavisi iba od po¢tu chlorofylov spojenych s fotosystémom. To bolo dokdzané pomocou
absorpéného spektra PSI z A. thaliana, ktoré ma pomer chlorofyluakub 9,7 abolo
normalizované na rovnaky pocet chlorofylov ako spektrum hlavneho svetlo zberného komplexu
LHCII, ktoré méa pomer chlorofylu a ku b 1,3. Zatial’ ¢o spektra su vel'mi rozdielne, absorpcia
pri 633 nm je rovnaka.

Najprv bolo testované, ¢i kratka Zivotnost’ fluorescencie PSI moze byt’ skuto¢ne pouzitd na
odhad relativnej chlorofylovej frakcie fotosystému I. Aby sa to dosiahlo na homogénnej vzorke,
boli detergentom ¢istené PSIT a LHCII zmiesané v r6znych pomeroch a nasledne boli merané
zaniky fluorescencie pre dva spektréalne intervaly, konkrétne pre 665-680 nm a 710-750 nm.
Pre interval 665-680 nm bol dominantny zénik fluorescencie LHCII a pre rozsah 710-750 nm
bol dominantny zanik fluorescencie PSI. Pre PSI bol pozorovany iba jeden ¢as rozpadu 80 ps,
zatial’ ¢o sa zvy€ajne pozoruju dve zlozky okolo 20 ps a 80 ps. PreloZzeny prispevok Zivotnosti
fluorescencie 80 ps bol vyneseny do grafu pre rézne zmesi a porovnany s vypocitanou
hodnotou. Bola ziskana vel'mi dobra zhoda medzi experimentalnymi tidajmi a vypocitanymi
hodnotami, ¢o potvrdilo, Ze kratka zivotnost’ fluorescencie PSI moze byt pouzita na odhad
relativnej frakcie absorpcie PSI v zmesi. Vyhodou je, Ze reabsorpcia fotonov zavisla od vinove;]
dizky mé rovnaky vplyv na detegovand emisiu PSI a PSII. Toto nie je pripad, ked sa emisia
zaznamenava od 650 nm do 750 nm. V tomto pripade reabsorpcia, ktora je maximéalna okolo
680 nm, va¢sinou znizi detegovanu emisiu PSII.

Priemerna Zivotnost’ fluorescencie bola dlhsia pre detekény rozsah 665-680 nm, kde PSII
prispieva hlavne v porovnani s detek¢nym rozsahom 710—750 nm, kde je prispevok PSI silnejsi.
Prepojenie udajov ukézalo, ze to bolo sposobené vacsim prispevkom zlozky rozpadu 80 ps
k rozpadu fluorescencie v rozsahu detekcie 710-750 nm. Cas rozpadu 80 ps bol pripisany
rozpadu PSI, zatial’ ¢o zlozka rozpadu 2 ns zodpoveda PSII s uzavretymi reakénymi centrami.

3.4 Fotoindukovany prenos elektronov zo Spenatovych chloroplastov

Vsetky vysoké rastliny, riasy a niektoré baktérie (napr. sinice alebo fialové baktérie)
vykonavajui fotosyntézu na premenu slnecnej energie na chemicku energiu. Pretoze kvantova
ucinnost’” kroku separacie naboja pri fotosyntéze je takmer 100 %, rozsiahly vyskum bol
zamerany na fotoelektrochemické a umelé solarne ¢lanky, ktoré napodobiuju fotosyntézu na
vyrobu energie [37]. Okrem toho vzrastol zaujem o premenu fotosyntetickej energie nielen
z pohl'adu bio solarnej energie (fotovoltaicka konverzia) [38], ale aj z pohl'adu herbicidnych
senzorov [39], ¢o je pri¢inou schopnosti herbicidov inhibovat prenos elektronov
v elektronovych transportnych retazcoch. Rasmussen a kolektiv pouzili chloroplasty
extrahované zo siedmich rastlin na $tidium fotoreakénych pradov z hladiska potencialnych
aplikécii v solarnych ¢lankoch a herbicidnych senzoroch [40]. Boli skimané podmienky pre
ucinni extrakciu elektronov z elektronovych transportnych retazcov vo fotosyntetickych
organizmoch na elektrody a niekol’ko vyskumov naznalilo, Zze je potrebny mediator.
Vo vSeobecnosti sa chindonové derivaty a ferrikyanid Casto pouzivaju ako mediatory pre
fotoindukované pruady. Chloroplasty su fotosyntetické organely, ktoré existujd v kyslikovych
fotosyntetickych organizmoch a obsahuju tylakoidné membrény s dvoma délezitymi miestami:
proteiny fotosystému | a fotosystému Il zodpovedné za fotoindukované reakcie prenosu
elektronov. Chloroplasty, na rozdiel od fotosystému I, maju samo lieciaci mechanizmus
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fotoposkodenia a mozno ich l'ahko izolovat z réznych organizmov. Chloroplasty vsak boli
menej intenzivne skdmané ako tylakoidné membrany vo fotobioelektrochemickych
aplikéciach [41]. Rasmussen a kolektiv uviedli, Ze Spenatova tylakoidnd membrana vykazovala
najvyssiu aktivitu spomedzi siedmich skimanych rastlinnych tylakoidnych membran [40].
Preto autori stadie [41] tiez vybrali Spenatové chloroplasty ako fotosyntetické podjednotky pre
skumanie fotoindukovaného pradu. V tejto Stadii bola skimana reakcia prenosu elektrénov z
chloroplastov $penatu na elektrédy prostrednictvom mediatora s pouzitim skér vyvinutého
systému uhlikovej pastovej elektrody (CPE). Na vyber mediatorov, ktoré dokazu efektivne
prijimat’ elektrony zo S$penatovych chloroplastov, bolo skimanych pat’ typov mediatorov.
Okrem toho bol taktiez skimany vplyv prenosu elektrénov v inhibitoroch na fotoindukovany
prad, aby bol objasneny mechanizmus, ktorym sa fotoindukovany prad generuje, a aby bola
preskimana aplikacia navrhovaného systému CPE na snimanie $kodlivych substancii. Typické
fotoprudové odozvy boli merané s pouzitim spojenia Spenatu s 2,5-DCBQ a metody CPE.
Mnozstvo chlorofylu a (2,5-DCBQ)m bolo 2,5 nmol a 0,5 % hmotnostnych. Intenzita svetla
bola 550 pW-cm—2. Kontrolné experimenty bez $penatovych chloroplastov alebo 2,5-DCBQ
neviedli k Ziadnej fotoprudovej odozve. Thned po osvetleni bol pozorovany prudky narast
kladného pradu, po ktorom nasledoval postupny pokles. Po zhasnuti svetla bol kladny prad
znizeny na troven pozadia. Fotoprud bol anodicky, ¢o znamena, ze elektrony boli prenasané
prevazne zo $penatovych chloroplastov do CPE prostrednictvom interakcie s mediatorom pod
svetelnym oZiarenim, ako bolo znazornené na Obr. 11.

. ELEKTRODA

svetlo

Obr. 11: Globalna schéma elektronoveho ret'azca v §penatovom chloroplaste a mechanizmus tvorby
fotopradu na CPE [42]

2,5-DCBQH:2 bol fotoredukovany fotosyntetickym elektronovym transportnym systémom
v chloroplastoch  $penatu, 2,5-DCBQH> reoxidovany na CPE. Spomedzi rdznych
substituovanych chinénov bolo uz predtym preukazané, ze 2,6-DCBQ je jednym z najlepsich
akceptorov na extrakciu fotosyntetickych elektrénov z fotosyntetickych organizmov. Hasan
a kol. merali fotoprady pomocou deviatich chinonovych derivatov a $penatovych tylakoidnych
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membran a zistili, ze 1,4-benzochindn (BQ) bol najleps$im mediatorom spomedzi deviatich
derivatov [42]. Systém CPE umoziiuje jednoduchu fixaciu medidtorov a fotosyntetickych
prvkov. Autori predpokladajd, ze mnoZstvo svetla bolo nedostatoéné, pretoze svetlo v oblasti
vinovej dizky pod 660 nm bolo prerezané, aby bolo zabranené excitacii mediatora. PretoZe tu
opisany systém CPE predstavuje atraktivny systém na snimanie skodlivych zlu¢enin, méa
potencial na Siroké pouzitie ako napriklad v systéme testovania celkovej toxicity odpadovych
vod.
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Pouzité chemikalie
e Sorbitol (Penta, ¢islo sarze: 2106020616, CAS-No: 50-70-4)
e Chlorid hore¢naty hexahydrat (Penta, ¢islo Sarze: 2103210319, CAS-No: 7791-18-6)
e MES hydrat (Sigma-Aldrich, ¢islo Sarze: BCCF2829, CAS-No: 1266615-59-1)
e Hydroxid sodny (Penta, ¢islo Sarze: 1905160514, CAS-No: 011-002-00-6)
e Chlorid sodny (Penta, ¢islo Sarze: 2106210616, CAS-No: 7647-14-5)
e Sacharoza (Penta, Cislo Sarze: 1703270212F, CAS-No: 57-50-7)
e Triton X-100 (Sigma-Aldrich, CAS-No: 9002-93-1)
e Hydroxid draselny (Lach-Ner, ¢islo $arze: PP/2010/00313, CAS-No: 1310-58-3)
e EDTA (Sigma-Aldrich, ¢islo sarze: BCCB1428, CAS-No: 60-00-4)
e HEPES (Sigma-Aldrich, ¢islo sarze: SLCP2886, CAS-No: 7365-45-9)
e Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Penta, ¢islo Sarze: 1805180516,
CAS-No: 7778-77-0)
e Chlorid manganaty tetrahydrat (Lachema, CSN: 684781)
e BSA (Sigma-Aldrich, ¢islo sarze: SLBJ2586V, CAS-No: 9048-46-8)
e Kyselina askorbova (Penta, ¢islo Sarze: 161003, CAS-No: 50-81-7)
e Percoll® (Sigma-Aldrich, ¢islo $arze: SLCQ1603, CAS-No: 65455-52-9)

4.2 Pouzité pristroje
e vysoko-tlakovy homogenizator
e jednokomorova vyveva
e centrifiga
e Varian Cary® 50 UV-VIS Spektrofotometer
e Horiba FluoroLog® spektrofluorometer
e spektrofluorometer Fluorocube, Horiba Jobin Yvon Scientific, Inc.
e fluorescenény mikroskop Olympus 1X 71
e systém pristrojov MicroTime 200
e CCD kamera Newton

4.3 lzolacia tylakoidnych membran

Tylakoidné membrany boli izolované z Cerstvych listov Spenatu ziskanych z obchodného
retazca Lidl. Izolacia prebichala podla dvoch postupov vybranych na zaklade reSerSe. Prvy
postup vychadza z knihy Browna a Coopera s ndzvom Bioenergetics: A practical approach,
vydanej vroku 1995 [16] abude dalej v praci oznacovany ako postup Brown a Cooper.
Z ¢lanku s ndzvom Photosynthetic Model Membranes of Natural Plant Thylakoid Embedded in
a Patterned Polymeric Lipid Bilayer, vydaného v roku 2020 Yonedom a kolektivom [13], bol
vybrany druhy postup. Tento postup bude d’alej v praci oznaovany ako postup Yoneda. Oba
z tychto postupov boli optimalizované pre dostupné vybavenie a podmienky laboratdria.
Rovnako boli tieto dva postupy porovnané.

39



4.3.1 Postup izolacie tylakoidnych membran podPa postupu Brown a Cooper

Najskor bola pri priprave tylakoidnych membréan prevedena izolacia chloroplastov a nasledne
boli z chloroplastového obalu uvolnené tylakoidy. Vsetky kroky boli vykonavané pri timenom
osvetleni, aby boli Castice fotosystému II chranené pred poskodenim svetlom.

80 g Cerstvych Spenatovych listov bolo umytych a ocistenych od vel’kych stoniek. Listy boli
homogenizované v 250 ml vopred vychladeného mlecieho média, ktoré obsahovalo
0,33 mol-dm™2 sorbitol, 0,0002 mol-dm 2 MgClz, 0,02 mol-dm3 MES-NaOH s pH 6,5. Tesne
pred pouzitim bola do mlecieho média pridand 0,005 mol-dm3 kyselina askorbova.
Homogenizécia prebiehala 15 minat pomocou vysokotlakového homogenizatora, ¢im boli
tylakoidy uvol'nené osmotickou lyzou z chloroplastového obalu.

Vzniknutd kaSa bola prefiltrovana filtrdciou za znizeného tlaku. Vzniknuty filtrat bol
nasledne prefiltrovany druhykrét. Filtrat bol odstredeny pri 4000 ot/min pocas 10 minut.
Supernatant bol zliaty a ziskané pelety boli resuspendované v2 ml hypotonického
0,002 mol-dm™ roztoku MgCl, na 60 sekind aby boli chloroplasty osmoticky Sokované.
Nésledne boli pridané 3 ml mlecieho média s dvojitou silou. Zmes bola centrifugovana pri
4000 ot/min po dobu 20 mindt.

Ziskané pelety s tylakoidnymi membranami boli resuspendované v resuspendaénom médiu
zlozenom z 0,025 mol-dm™3 NaCl, 0,005 mol-dm™3 MgCl. a 0,02 mol-dm= MES-NaOH.
Nésledne boli vzorky zamrazené. Jedna Cerstva vzorka bola pouzité na stanovenie koncentrécie
chlorofylov.

4.3.2 Postup izolacie tylakoidnych membran podl’a postupu Yoneda

V druhom postupe izolacie tylakoidnych membrany boli tylakoidy purifikované z listov
$penatu centrifugaciou v hustotnom gradiente Percoll®. Aj pri tomto postupe boli vietky kroky
vykonavané na 'ade a pri timenom osvetleni.

100 g S$penatovych listov bolo umytych a ocistenych od velkych stoniek. Listy boli
homogenizované pomocou homogenizatora s vopred vychladenymi 150 ml homogeniza¢ného
pufra. Ten obsahoval 0,33 mol-dm™2 sorbitol, 0,05mol-dm™= MES-KOH (pH 7,5),
0,002 mol-dm™= EDTA, 0,001 mol:dm3 MgCl,, 0,1% BSA, 0,01 mol:dm= NacCl,
0,0005 mol-dm™ KH2POs, 0,001 mol-dm™= MnCl,, a 0,002 mol-dm™3 kyseliny askorbove;.
Homogenizacia prebiehala 15 minat.

Vzniknuty homogenizat bol prefiltrovany filtraciou za znizeného tlaku a vzniknuty filtrat
bol prefiltrovany druhykréat. Finalny filtrat bol centrifugovany pri 3500 ot/min pocas 10 mindt.
Po centrifugacii bol supernatant zliaty a sediment bol resuspendovany v 2 ml homogeniza¢ného
pufra. Suspenzia bola nanesena na roztok percoll, ktory obsahoval 0,33 mol-dm™2 sorbitol,
0,05 mol-dm™= MES-KOH (pH 7,5), 0,002 mol-dm™ EDTA, 0,001 mol-dm=3 MgCly,
0,01 mol-dm= NaCl, 0,0005 mol-dm® KH,POs a 40 % Percoll®. Potom nasledovala
centrifugécia pri 4000 ot/min po dobu 7 minut. Supernatant bol odsaty, a tym boli zhromazdené
chloroplasty.

Izolované chloroplasty boli osmoticky Sokované desatnasobnym zriedenim tlmivym
roztokom. Pouzity tImivy roztok obsahoval 0,05 mol-dm 3 HEPES, 0,05 mol-dm® KH2PO4,
0,01 mol-dm™ NaCl, 0,002 mol-dm3 MgCl, a 0,002 mol-dm 3 EDTA. Zmes bola nasledne
centrifugovana pri 3500 ot/min po dobu 10 minut. Sedimentované tylakoidné membrany boli
suspendované v rovnakom médiu a opit’ centrifugované za rovnakych podmienok.
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Pelety boli resuspendované v zasobnom pufri obsahujicom 0,002 mol-dm™3 MgCl,
0,01 mol-dm 3 NaCl, 50 mol-dm 2 KH,POs a 0,33 mol-dm™® sorbitol. VVzorky tylakoidnych
membran boli zamrazené ajedna cerstva vzorka bola pouzitd na stanovenie pomeru
chlorofylu a ku chlorofylu b.

4.4 1zolacia Castic fotosystému II

Zo ziskanych tylakoidnych membran izolovanych dvomi postupmi, boli nésledne izolované
Castice fotosystému II uz iba jednym postupom. Tento postup bol ziskany a optimalizovany
podl’a postupu uvedeného v knihe vydanej Brownom a Cooperom [16].

4.4.1 Postup izolacie castic fotosystému I1

Pripravky cerstvych neresuspendovanych tylakoidnych membréan boli inkubované na Tl'ade
v tme pocas 2 hodin. Inkubaciou bola umoznena lateralna migracia a segregacia komplexov
fotosystému 1 a fotosystému Il. Tylakoidné membrany boli nasledne rozpustené pridanim
reruspenda¢ného média a 20% detergentu Tritonu X-100. Zmes bola premiesana prevracanim
a ponechana na l'ade pri 4 °C 30 minut s obéasnym premiesanim.

Nakoniec bola zmes centrifugovana pri 4000 ot/min po dobu 30 mintt. Castice
fotosystemu Il boli po centrifugécii v peletach a komplex fotosystému I v supernatante.
Supernatant bol zliaty a pelety boli resuspendované v resuspenda¢nom médiu obsahujucom
kryoprotektant, teda 0,33 mol-dm 2 sachar6zu. Vzorky s &asticami fotosystému II boli ihned po
izolacii zamrazené ajedna vzorka bola pouzitd na stanovenie pomeru chlorofylu a ku
chlorofylu b.

4.5 Fotometrické stanovenie chlorofylu

Vyizolované tylakoidné membrany a Castice fotosystému II boli ihned’ po izolacii podrobené
fotometrickému stanoveniu pomeru chlorofylu a ku chlorofylu b. K meraniu bol pouzity
spektrofotometer Varian Cary® 50. Kazdé meranie bolo prevedené trikrat za rovnakych
podmienok.

45.1 Priprava vzoriek

Koncentracia chlorofylov bola stanovena metédou podl'a Arnona [21]. K vyizolovanym
tylakoidnym membrénam a ¢asticiam fotosystému II bol pridany 80% vodny aceton, v ktorom
boli vzorky resuspendované. Nasledne bola suspenzia centrifugovana pri 4000 ot/min po dobu
10 minat. Supernatant bol vhodne zriedeny a premerany. Pre fotometrické stanovenie pomeru
chlorofylov vo vyizolovanych tylakoidnych membréanach bol ziskany supernatant tridsat’krat
zriedeny. Pre stanovenie pomeru chlorofylov ¢astic fotosystému II bol supernatant zriedeny
dvakrat.

4.5.2 Meranie absorpénych spektier

Supernatanty ziskané zo vzoriek tylakoidnych membran pripravenych dvoma postupmi
a rovnako aj supernatant ziskany zo vzoriek Castic fotosystému Il boli aplikované do kremennej
kyvety aich absorpéné spektra boli merané pomocou UV-VIS spektrofotometra Varian
Cary®50. Meranie absorpénych spektier prebiehalo v rozsahu vinovych dizok od 330 nm
do 800 nm.
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Samotné merania prebiehali oproti 80% vodnému acetonu. Absorp¢éné spektrum pre kazda
vzorku bolo zmerané patkrat a vysledné spektrum vzniklo spriemerovanim tychto piatich
merani. Vetky vzorky boli premerané v troch opakovaniach. Celkovo boli ziskané absorpéné
spektrd, v troch opakovaniach, pre vzorky tylakoidnych membran izolovanych podl’a postupu
Brown a Cooper aj podl'a postupu Yoneda. Rovnako aj pre Castice fotosystému II izolované
z tychto tylakoidnych membran.

4.5.3 Spracovanie déat

Déta boli ziskané programom Cary Win UV a d’alej spracovavané v programe MS Excel. Pre
fotometrické  stanovenie koncentracie chlorofylov anésledné stanovenie pomeru
chlorofylu a ku chlorofylu b boli potrebné hodnoty absorbancie pri vinovej dizke 663 nm
a 645 nm. Nasledne bola koncentracia v g-dm™ chlorofylov a vypogitana podla vztahu (5)
a koncentracia chlorofylov b podla vztahu (6), kde Asss je hodnota absorbancie pri vinovej
diZke 663 nm, Agss je hodnota absorbancie pri vinovej dizke 645 nm a Fr je faktor zriedenia.

Ca = (12,70 Age3 — 2,69 " Agss) * Fr (5)

cp = (22,90 Agys — 4,68 - Age3) " Fyy (6)

Celkova koncentracia oboch farbiv v g-dm™ bola vypo¢itana podl'a vztahu (7) a pomer
chlorofylov a ku chlorofylom b bol vypoc¢itany podla rovnice (8).

Cqtcp = (8,02 Agez + 20,20 Agys) - Fypr (7)

c== (8)

Cp

4.6 Charakterizacia pripravenych vzoriek fluorescenénymi metédami

Dalej boli pripravené vzorky charakterizované so zameranim na ich spektroskopické vlastnosti
pomocou dvoch fluorescenénych metod. Konkrétne bola pouzitd ustalend fluorescenc¢na
spektroskopia a metdoda merania doby Zzivota fluorescencie. Vzorky boli charakterizované
v dvoch rb6znych prostrediach a jednotlivé pripravy vzoriek na meranie s popisané nizsie.
Kazdé meranie bolo prevedené v troch opakovaniach. Nakoniec boli vzorky zobrazované
pomocou metody FLIM a fluorescenénym mikroskopom s CCD kamerou.

4.6.1 Priprava vzoriek na charakterizaciu fluorescenénymi metédami

Vyizolované vzorky boli charakterizované v dvoch réznych prostrediach. V zavislosti na
fotometrickom stanoveni pomeru chlorofylov, kedy boli vzorky merané v 80% vodnom
acetone, bolo toto prostredie pouzité aj pri fluorescencnej charakterizacii. Ako druhé prostredie
bol zvoleny pufor. Charakterizacia vzoriek v pufri je dolezita pre d’alSie mozné experimentalne
vyuzitie vyizolovanych $penatovych tylakoidnych membran a Castic fotosystému II.

4.6.1.1 Vzorky v 80% vodnom acetdne

Vyizolované a zamrazené vzorky tylakoidnych membran aj vzorky castic fotosystému II boli
rozmrazené a kvantitativne prenesené do centrifugaénych skdmaviek. Nasledne boli
centrifugované 10 minut pri 4000 ot/min. Po centrifugacii bol supernatant zliaty, ¢im bolo
odstranené médium, v ktorom boli vzorky po izolacii zamrazené. Pelety v centrifuga¢nych
skimavkéach boli resuspendované v 5ml 80% vodného acetéonu. Potom boli znovu
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centrifugované 10 minut pri 4000 ot/min. Po centrifugécii bol supernatant vhodne zriedeny
a pouzity na meranie. Pre charakteriziciu vzoriek vyizolovanych tylakoidnych membrén bol
ziskany supernatant zriedeny tridsat’krat. Pre charakteriziciu Castic fotosystému II bol pouzity
supernatant bez riedenia.

4.6.1.2 Vzorky v pufri
Vzorky vyizolovanych $penatovych tylakoidnych membran boli rozmrazené. Zo vzoriek bol po
sedimentacii pevnych castic odsaty supernatant. Ten bol zriedeny v pomere 1:3 s pufrom,
obsahujtcim 0,025 mol-dm 3 NaCl, 0,005 mol-dm 3 MgCl, a 0,02 mol-dm 3 MES-NaOH.
Vzorky s vyizolovanymi Casticami fotosystému II boli taktieZ rozmrazena a Kvantitativne
prenesené do centrifugaénych skamaviek. Nasledne boli centrifugované 10 minat pri
4000 ot/min. Vzniknuty supernatant bol riedeny s rovnakym pufrom, ako vzorky tylakoidnych
membran, v pomere 1:5 a pouzity na meranie.

4.6.2 Ustalena fluorescen¢na spektroskopia

Ako prvé boli vykonané charakterizacie vzorieck pomocou ustalenej fluorescencnej
spektroskopie. Excitaéné aemisné spektra pripravenych vzoriek tylakoidnych membran
a Castic fotosystému Il v dvoch réznych prostrediach boli merané pomocou spektrofluorometra
Horiba FluoroLog® v tvare T s dvomi detektorovymi vetvami. Jednotlivé merania prebiehali
v kremennej fluorescenénej kyvete. Podrobné nastavenie pristroja pre meranie excitaénych
a emisnych spektier vzoriek v prostredi 80% vodného acetonu popisuje Tabul'ka 1.

Tabulka 1: Nastavenie pristroja pre vzorky v 80% vodnom acetone

Excitacné maximum [nm] 470
Emisné maximum [nm] 652
Inkrement [nm] 1
Vstupna $trbina [nm] 2
Vystupna Strbina [nm] 2
Rozsah excitacného spektra [nm] 400-500
Rozsah emisného spektra [nm] 600-700
Detektory T1J/R1c

Pre vzorky v prostredi pufra bolo nastavenie pristroja pozmenené, kvéli ich odlisnym
vlastnostiam od vzoriek, ktoré boli charakterizované v 80% vodnom acetone. Vzorky v pufri
mali posunuté emisné maximum k vy$§im vinovym dizkam, a prave kvoli tomu bolo potrebné
upravenie nastavenia merania excitanych a emisnych spektier. Toto nastavenie popisuje
Tabulka 2.
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Tabul'ka 2: Nastavenie pristroja pre vzorky v pufri

Excita¢né maximum [nm] 470
Emisné maximum [nm] 680
Inkrement [nm] 1
Vstupna Strbina [nm] 2
Vystupna Strbina [nm] 2
Rozsah excita¢ného spektra [nm] 400-550
Rozsah emisného spektra [nm] 620720
Detektory T1J/R1.

4.6.2.1 Spracovanie déat

Emisné maximum vzoriek bolo stanovené pri merani prvej vzorky, a pouzité pri vSetkych
opakovaniach. Data ziskané softwarom FluorEssence boli nasledne prenesené a dalej
spracované v programe MS Excel. Ked’Ze merania boli prevedené v troch opakovaniach,
vysledné emisné a excitaéné spektra boli vytvorené spriemerovanim hodndt zo vsetkych troch
merani. Nasledne boli data normované na hodnotu 1. Teda bola najdend najvyssia hodnota
intenzity fluorescencie, ktorou boli vydelené vSetky prislusné hodnoty intenzity fluorescencie.
Z takto spracovanych dat boli vytvorené zavislosti intenzity fluorescencie na vlnovej dizke,
teda excitacné a emisné spektra jednotlivych vzoriek meranych v dvoch prostrediach.

4.6.3 Meranie doby Zivota fluorescencie

Vzorky boli nasledne podrobené analyze Casovo rozliSenej fluorescencie pomocou pristroja
Fluorocube, ktory pracuje na principe TCSPC. Aj pri pouziti tejto metddy boli vzorky
charakterizované v dvoch prostrediach a merania prebiehali v kremennej fluorescencnej
kyvete. Nastavenie pristroja pre vzorky tylakoidnych membran aj Castic fotosystému II
v prostredi 80% vodného etanolu popisuje Tabul’ka 3.

Tabulka 3: Nastavenie pristroja pre vzorky v 80 % vodnom aceténe

Excitaéna vinova dizka diody 167
NanoLED-470 L [nm]
Doba pulzu diédy [nm] < 250 ps
Emisny monochromator [nm] 650
Prednastavené maximum piku [counts] 10 000
Strbina 8

V zavislosti na predchadzajucom merani vzoriek tylakoidnych membran a fotosystemu 11
v prostredi pufra, metodou ustalenej fluorescenénej spektroskopie, aj pri charakterizacii doby
zivota fluorescencie muselo byt pre tieto vzorky nastavenie pristroja pozmenené. Nastavenie
popisuje Tabulka 4.

44



Tabul'ka 4: Nastavenie pristroja pre vzorky v pufri

Excitaéna vinova dizka diédy 467
NanoLED-470 L [nm]
Doba pulzu diédy [nm] < 250 ps
Emisny monochrométor [nm] 680
Prednastavené maximum piku [counts] 10 000
Strbina 8

Pomocou koloidného kremika (ludox) bol pri meraniach nastaveny signél diody tak, ze
emisny monochromator bol nastaveny na excitaént vlnova dizku pouzitej NanoLED diddy,
konkrétne na hodnotu 467 nm. Merania poklesu intenzit fluorescencie prebiehali v programe
DataStation.

4.6.3.1 Spracovanie déat

Ziskané data boli po merani vyhodnotené pomocou softwaru DAS6 Fluorescence Decay
Analysis, ktory pracuje metddou nelinedrnych najmens$ich Stvorcov. Typ prelozenia bol
vsoftwari nastaveny na exponencidlny adata boli podla potreby prelozené
monoexponencialnou alebo viac exponencialnou matematickou funkciou. Vhodnost’ pouzitého
preloZenia dat bola sledovand softwarom vypocitanou hodnotou spolahlivosti prelozenia
(CHISQ) adruhym ukazovatelom bola krivka rezidualnej analyzy. Vysledné data boli
exportované a d’alej spracované v programe MS Excel. Namerané data z troch opakovani boli
spriemerované aboli vypocitané jednotlivé odchylky. Rovnako boli z dat wvytvorené
vyhasinacie krivky a krivky rezidualnej analyzy.

4.6.4 Fluorescentna korelacna spektroskopia

Po ziskani dob Zivota fluorescencie meranych vzoriek boli vzorky podrobené zobrazovaniu
metodou FLIM. Vzorky boli premerané na FCS systéme MicroTime 200. Tento systém sa
sklada z inverzného mikroskopu Olympus IX 71, excita¢nych zdrojov, pulznych laserovych
hlavic, Styroch nezavislych detekénych kanalov, elektroniky od firmy PicoQuant a skeneru so
subnanometrovym rozliSenim. Pouzity fluorescen¢ny mikroskop obsahoval aj CCD kameru
Newton, ktora prenasa obraz z mikroskopu do digitalnej podoby. Zdrojom bola v tomto pripade
xendnova lampa a filter mikroskopu bol nastaveny na 470 nm.

Pre FCS bol na meranie vzoriek vyizolovanych tylakoidnych membran a castic
fotosystému II pouzity fluorescenény mikroskop, excitaény laser o vlnovej dizke 470 nm,
dichroické zrkadlo 470/635 nm k rozdeleniu excitatného paprsku od signalu a pasovy filter
(band pass filter) 520/35 nm.

Takto boli premerané priamo zmrazené vzorky, ktoré boli mrazom vhodne fixované na
potrebné meranie. Imerzny objektiv mikroskopu bol ocisteny a bola nan kvapnuta kvapka
deionizovanej vody. Kusok zamrazenej vzorky bol naneseny na stred ¢istého krycieho klicka
uchyteneho v drziaku. Drziak s pripravenou vzorkou bol ulozeny na objektiv. Na ovladaci
Manual Control bola zapnuta exciticia a detektory, ¢im bol rozsvieteny laser. VVzorka bola
prekryta ¢iernym krytom. Pomocou zaostrovacej skrutky bolo najdené medzifazove rozhranie
najskdr medzi vodou a sklickom a potom medzi sklickom avzorkou. Intenzita signalu
prichadzajlca do vzorky bola nastavena pomocou filtrov, vyber dichroickych zrkadiel a filtrov
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bol zvoleny na zaklade predchadzajicich fluorescenénych charakteristik vzoriek. Data boli pri
merani zaznamenavané pomocou softwaru SynPhoTime64. Najskér boli vzorky premerané
rychlymi skenmi. A nasledne priblizené Casti boli preskenované pomalSie. Na vizualizaciu
vzoriek bola pouzita aj CCD kamera.

4.6.4.1 Spracovanie déat

Ziskané data boli ndsledne vyhodnotené pomocou algoritmu FLIM analyzy, ktora pre kazdy
pixel stanovi v rdmci celkového modelu relativne zastpenie a korekciu danych dob zivota. Tie
sl potom zobrazené ako histogramy dob zivota taktiez st tieto data zobrazené graficky
pomocou farebnej Skaly jednotlivych dob Zzivota. VSetky data vyhodnotené v programe boli
exportované do programu MS Excel, kde boli nasledne d’alej spracované.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 lzol&cia a charakterizacia tylakoidnych membréan a ¢astic fotosystému II
Hlavnym cielom prace bola izolacia Spenatovych tylakoidnych membréan a nasledna izolacia
Castic fotosystému Il s dérazom na zachovanie ich nativnych vlastnosti. Na zaklade reserse boli
na izolaciu tylakoidnych membran zo $penatovych listov zvolené dva postupy. Nasledujuce
kapitoly zahfiaji vyhodnotenie a porovnanie izolacii podla dvoch postupov a charakterizaciu
vyizolovanych $penatovych tylakoidnych membrén a ¢astic fotosystému II so zameranim na
ich spektroskopické vlastnosti.

5.1.1 Optimalizacia a vysledky pouZitych izolacii tylakoidnych membran

Na zéklade reSerSe boli tylakoidné membrany zo Spenatovych listov izolované podl'a dvoch
postupov (Obr. 12). Prvy postup bol prevzaty z knihy [16], v ktorej autori Brown a Cooper
popisali jednoducho reprodukovatelnta viackrokovl izolaciu Spenatovych tylakoidnych
membran. Tento postup Brown a Cooper pozostaval z dvoch hlavnych krokov. Prvym bola
izolacia chloroplastov a druhym osmoticka lyza chloroplastového obalu, ktorou boli ziskané
tylakoidy.

Obr. 12: Vyizolované tylakoidné membrany zo $penatovych listov postupom Brown a Cooper

Aj napriek dostato¢nému popisu postupu izolacie, bola potrebna jeho optimalizacia na
podmienky laboratoria. Dolezitou sucastou optimalizacie bola praca pri timenom osvetleni, ¢im
boli izolované tylakoidy chranené pred poskodenim svetlom. Daliim krokom na ochranu
nativnych vlastnosti izolovanych tylakoidov bola praca pri nizkej teplote, ¢o bolo zabezpecené
vykonavanim vsetkych krokov izolacie na 'ade (Obr. 13).

$ s
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Obr. 13: Homogenizacia $penatovych listov na l'ade
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Presny popis izolacie Spenatovych tylakoidnych membran podla postupu Brown a Cooper
bol uvedeny v kapitole 4.3.1. Hlavnym problémom tejto izolacie bola rychla strata nativnych
vlastnosti vyizolovanych tylakoidnych membran po uskladneni v chladni¢ke. V chladnicke
dochadzalo krychlej degradacii vzoriek. RieSenim tohto problému bolo mrazenie
vyizolovanych vzoriek v médiu s kryoprotektantom. Mrazenim si vyizolované vzorky
zachovali nativne vlastnosti, ¢o bolo potvrdené naslednou charakterizaciou.

Druhym postupom na izolaciu tylakoidnych membrén bol postup Yoneda [13]. V zavislosti
na aktudlnosti daného ¢lanku v nom autori popisuju zlozitej$iu a casovo naroc¢nejsiu izolaciu
Spenatovych tylakoidnych membran. Na rozdiel od postupu Brown a Cooper [16], autori
v postupe Yoneda [13] vyuzili purifikaciu tylakoidu zo S$penatovych listov pomocou
centrifugacie v hustotnom gradiente Percoll®. V ramci toho postupu boli $penatové listy
homogenizované. Homogenizat bol prefiltrovany a vzniknuty filtrdt bol centrifugovany.
Nasledne bol resuspendovany sediment naneseny na roztok Percoll® (Obr. 14) a bola prevedena
centrifugacia v hustotnom gradiente.

Suspenzia

Roztok Percoll®

Obr. 14: Suspenzia nanesena na roztoku Percoll®

Po tejto centrifugacii vznikli vroztoku Percoll® prstence vysoko purifikovanych
tylakoidnych membran (Obr. 15), na zaklade ¢oho bol tento krok zésadny pre separéciu
subchloroplastovych fragmentov.

Obr. 15: Prstence tylakoidnych membran v roztoku Percoll® po centrifugécii
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Rovnako aj pri tomto postupe boli pouzité kroky optimalizacie. Konkrétne boli vsetky kroky
izolacie prevadzané v tme a na l'ade. Ked'Ze iSlo 0 dlhsi postup izolacie tylakoidnych membrén
dolezitym faktorom bolo rychle vykonavanie jednotlivych krokov. Presny popis izolacie
Spenatovych tylakoidnych membran podla postupu Yoneda bol uvedeny v kapitole 4.3.2.
Vyizolované vzorky boli taktiez ihned’ po izolacii mrazené, ¢im boli dlhodobo zachované ich
nativne vlastnosti.

Pri porovnani oboch postupov izolacie tylakoidnych membran zo $penatovych listov bol
okrem rozdielnej narocnosti izolacie pozorovany aj rozdiel v ich vytazkoch. Z izolacie
postupom Brown a Cooper, na ktorl bolo pouzité mensSie mnozstvo $penatovych listov, bol
vytazok ovela vacsi ako vytazok izolacie postupom Yoneda, na ktort bolo pouzité vicsie
mnozstvo Spenatovych listov. Na druhd stranu, aj napriek niz§im vytazkom
ziskanych izolaciou postupom Yoneda, bol touto izolaciou ziskany kvalitnejs$i produkt, ¢o ju
robi vyznamnej$ou z hladiska d’alSicho mozZného pouzitia vyizolovanych tylakoidnych
membrén.

5.1.2 Vysledky izolacie ¢astic fotosystému II

Z vyizolovanych tylakoidnych membran podl'a dvoch postupov boli ndsledne izolované ¢astice
fotosystému II uz len jednym postupom, popisanym v knihe [16]. Tento postup bol zvoleny
Z hladiska jeho dobrej reprodukovatelnosti. Vzorky tylakoidnych membran izolovanych podl'a
oboch postupov boli inkubované na T'ade, ¢im bola umoznena lateralna migracia a segregacia
komplexov fotosystému | a fotosystému I1. Na rozpustenie tylakoidnych membran bol pouzity
detergent Triton X-100 a naslednou centrifugaciou boli rozdelené castice fotosystému Il od
Castic fotosystému I. Aj pri tejto izolacii boli pouzité kroky optimalizacie, teda vSetky kroky
izolacie boli vykonavané pri timenom osvetleni a na I'ade, kvoli ochrane Castic fotosystému II
pred poSkodenim svetlom. Vytazky izolacie cCastic fotosystému Il boli pre tylakoidné
membrany izolované dvoma rozdielnymi postupmi rovnake.

5.1.3 Vyhodnotenie fotometrického stanovenia pomeru chlorofylov

Ciel'om tohto merania bolo stanovenie pomeru chlorofylu a ku chlorofylu b vo vzorkach. Na
Obr. 16 moézeme pozorovat absorpéné spektra vzoriek tylakoidnych membran. Ako aj
absorp¢né spektra vzoriek castic fotosystému Il ziskanych z vopred pripravenych tylakoidnych
membran vyizolovanych podl’a dvoch postupov. Nativny chlorofyl a ma komplexné spektrum
pozostavajuce z mnozstva prekryvajucich sa absorpénych pikov, ktoré prislichaju roznym
formam chlorofylu a. Absorp¢né spektrum je rovnako ovplyvnené aj réznymi formami
chlorofylu b. Je zndme, Ze absorpéné maxima chlorofylu a sa v acetone vyskytuju pri vinovej
dizke 665 nm a 430 nm [43]. Chlorofyl b absorbuje v acetone pri vinovej dizke 456 nm
a 645 nm [44].

Zo zavislosti (Obr. 16) pozorujeme absorpéné maximum vietkych vzoriek pri vinovej dizke
433 nm, ktoré odpoveda chlorofylu a. Pri vzorkach tylakoidnych membran izolovanych
postupom Brown a Cooper a z nich ziskanych ¢astic fotosystému II vidime d’al$i pik pri vinove;j
dizke 665 nm, ktory taktiez odpoveda absorpénému maximum chlorofylu a. Pre vzorky
tylakoidnych membrén izolovanych postupom Yoneda a z nich ziskanych ¢astic fotosystému Il
méa tento pik maximum pri vinovej dizke 670 nm. Teda modzeme predpokladat, Ze
prevladajucim chlorofylom vo vzorkdch bol chlorofyl a. Pritomné absorpéné spektrum
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chlorofylu b ainych pigmentov bolo prekryté absorpénym spektrom chlorofylu a, ktory
vo vyizolovanych vzorkach prevladal. To dokazuije aj vinova dizka 457 nm, pri ktorej absorbuje

prave chlorofyl b dopiiajaci funkciu chlorofylu a.
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Obr. 16: Absorpéné spektra vzoriek $penatovych tylakoidnych membran a ¢astic fotosystému IT

Nasledne bola vypocitana koncentracia chlorofylua (5), chlorofylub (6) a celkového
chlorofylu (7) vo vsetkych vzorkach. Na vypocet boli pouzité hodnoty absorbancie pri vinove;]
diZke 663 a 645 nm. Nasledne bol stanoveny pomer chlorofylu a ku b podl'a vztahu (8). Vietky

vypocitané hodnoty zobrazuje Tabulka 5.

Tabul’ka 5: Vypocitané hodnoty koncentrécii chlorofylov a ich pomeru

Vlnovi dizka | Absorbancia Cchla Cchlb Cchlorofyl
veorka [nm] B | [gdm?] | fgdm?) | fgam) | 7T

Tylakoidné membrany 663 0,23

izolované postupom Brown 81,89 25,32 107,19 3,23
a Cooper 645 0,08
Castice PSII z membran 663 0,22

podrla postupu Brown a 4,98 2,23 7,21 2,23
Cooper 645 0,09
Tylakoidné membrany 663 0,40

izolované postupom 140,12 53,12 193,19 2,64
Yoneda 645 0,16
Castice PSII izolované z 663 0,29

membran podl'a postupu 6,61 3,11 9,71 2,13
Yoneda 645 0,13

Ako bolo popisané v literature [16] pomer chlorofylu a ku chlorofylu b by mal byt vo
vzorkach Spenatovych tylakoidnych membran zhruba okolo hodnoty 3. Po izolacii Castic
fotosystému Il by mal tento pomer klesnit’ na hodnotu 1,8. Uvedené vysledky pomerov
chlorofylov (Tabul’ka 5) pre jednotlivé vzorky odpovedaju hodnotam uvedenym v literature.
Moézeme pozorovat’, Ze hodnoty pomerov pre obe vzorky ¢astic fotosystému I1 sd trochu vyssie
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ako V literatare uvedend hodnota. To mohlo byt spdsobené nelplnou resuspendéciou
a rozpustenim tylakoidnych membrén v detergente Triton X-100 pred samotnou izolaciou
Castic fotosystému Il. Avsak na zaklade tychto vysledkov mbézeme konStatovat, Ze izolacie
Spenatovych tylakoidnych membréan a aj Castic fotosystému II boli uspesné. Vyssi vytazok
chlorofylov bol celkovo ziskany optimalizovanou izolaciou postupom Yoneda [13]. To
potvrdzuje predpoklad, Ze touto izolaciou ziskame kvéli viackrokovému postupu s pouzitim
centrifugécie v hustotnom gradiente ¢istejsi produkt.

5.1.4 Vyhodnotenie merani ustalenej fluorescencnej spektroskopie

Dal§im dokazom Uispesnej izolacie §penatovych tylakoidnych membran a astic fotosystému IT
bolo meranie ich emisnych a excitaénych spektier ustalenou fluorescen¢nou spektroskopickou
v dvoch prostrediach. Priprava meranych vzoriek bola popisana v kapitole 4.6.1.

Prvym prostredim bol 80% vodny aceton. Acetdn, ako polarne rozpastadlo, u¢inne rozpusta
lipidy a fotosyntetické pigmenty tylakoidnej membrany ale jeho schopnost’ rozpust'at’ proteiny
nie je tak efektivna. Chlorofyly, ako hlavné fotosyntetické pigmenty, maji fytylovy retazec
naviazany na porfirinovy kruh. Prave existencia fytylového bo¢ného retazca esterifikovaného
na karboxylova skupinu kruhu, dava chlorofylom ich lipidovy charakter, kvéli ktorému sa daju
extrahovat’ pomocou vodného acetonu. Extrakcia 80% vodnym acetonom vsak uplne
neextrahuje menej polarny pigment, ktorym je chlorofyl a [45]. Nami zistené vysledky mozeme
preto vysvetlit hypotézou, kedy predpokladdme, Ze pouzitim daného rozpustadla boli
selektivne extrahovaneé chlorofyly zo vzoriek. To sa prejavilo aj v emisnych spektrach vzoriek
meranych prave v 80% vodnom acetdne. Zo zavislosti intenzity fluorescencie na vinovej dizke
(Obr. 17) vidime, Ze vzorky tylakoidnych membran izolovanych oboma postupmi merané
v 80% vodnom acetone maji emisné maximum pri vlnovej dizke 652 nm &o odpoveda
emisnému piku chlorofylu b [43]. Vzorky vyizolovanych ¢astic fotosystému Il maju emisné
maximum pri 653 nm. Toto emisné maximum taktiez odpoveda chlorofylu b, ktorého hlavny
podiel je pritomny prave vo fotosystéme Il. V spektrach si vS§ak mozeme v§imnut aj narast
intenzity fluorescencie pri vlnovej dizke okolo 670 nm, ktora odpoveda spominanému
chlorofylu a, ktory je taktiez pritomny vo fotosystéme Il [43].

Namerané excita¢né spektra pre vzorky v 80% vodnom aceténe su uvedené ako Priloha 1.
V spektrach vsetkych vzoriek st viditelné dva excitaéné piky. Pre vzorky tylakoidnych
membran izolovanych podl'a oboch postupov sa prvé excitaéné maximum vyskytuje pri vinovej
dizke 431 nm a druhé pri 460 nm. Pre vzorky &astic fotosystému Il je prvy excitaény pik pri
vinovej dizke 434 nm a druhy pri vinovej dizke 460 nm. Tieto hodnoty prislichaji z vacse;
Casti excitacii chlorofylu a ale m6ze k nim prispievat’ aj chlorofyl b. Ked’ze excita¢né maxima
chlorofylua sa v acetone vyskytuji v rozmedzi vlnovych dizok 435nm az 460 nm [46]
a excitaéné maximum chlorofylu b pri vinovej dizke 453 nm [47].
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Obr. 17: Normované emisné spektra vyizolovanych vzoriek v 80% vodnom acetdne

Druhym prostredim, v ktorom boli vzorky fluorescen¢ne charakterizované bol pufor. Presné
zlozenie pufra bolo popisané v kapitole 4.6.1.2. Prostredie pufra bolo na meranie zvolené prave
kvoli d’alsiemu moznému vyuzitiu vyizolovanych $penatovych tylakoidnych membran a ¢astic
fotosystemu Il. V tomto prostredi je vyhodnotenie fluorescenénych emisnych spektier
zlozitejsie, ked’ze v pufri nedochadza k ziadnej selektivnej extrakcii. Fluorescencia Spenatovej
tylakoidnej membrany je pri izbovej teplote heterogénna z dévodu pritomnosti dvoch
fotosystemov. Avsak bolo zistené, Ze pri laboratornej teplote emituje fotosystém Il 90 %
fluorescencie, zatial' ¢o fotosystém | prispieva zvySnymi 10 % [46]. V emisnom spektre
vzoriek meranych v prostredi pufra (Obr. 18) méZzeme vidiet' emisné maximum vzorky
tylakoidnej membrany izolovanej postupom Brown a Cooper, ktoré ma hodnotu 679 nm
a emisné maximum pre vzorku tylakoidnej membrany izolovanej postupom Yoneda, ktoré ma
hodnotu 681 nm. Tieto hodnoty odpovedaju kratkovinnej emisii 680 nm spojenej
s fotosystémom Il [48], konkrétne s jeho reakénym centrom [49]. Ked'Ze fotosystém Il vytvara
superkomplexy s proteinom zachytavajicim svetlo LHCII, mdze tato vinova dizka suvisiet’ aj
S pritomnost’ou asociovaného komplexu chlorofylu a/b a LHCII [49]. Emisnému maximu (Obr.
18) vzorky ¢astic fotosystému Il vyizolovanych z tylakoidnych membran ziskanych postupom
Brown a Cooper prislicha hodnota vlnovej dizky 675 nm. Emisné maximum ¢astic
fotosystemu Il vyizolovanych z tylakoidnych membran ziskanych postupom Yoneda sa
vyskytuje pri vinovej dizke 672 nm. Hodnota emisie pri vinovej dizke 670 nm patri
chlorofylu a, ktory je funkéne viazany na LHCII. Taktiez mdzeme v oboch spektrach vzoriek
Gastic fotosystému Il pozorovat narast intenzity fluorescencie aj pri vinovej dizke priblizne
657 nm, ¢o prislucha kratkovinnej fluorescencii pigmentu fotosystému Il, ktory emituje pri
vinovej dizke 650 nm [50]. Rovnako moze byt tento emisny pik spojeny s chlorofylom b, ktory
emituje pri vinovej dizke 653 nm a taktiez sa vo fotosystéme 11 vyskytuje [51].
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Obr. 18: Normované emisné spektra vyizolovanych vzoriek v pufri

Stanovené excitaéné spektra vzoriek meranych v pufri si uvedené ako Priloha 2. VVzorky
tylakoidnych membran izolovanych podla oboch postupov maju excitatné maximum pri
vlnovej dizke 433 nm, ktoré odpoveda excitacii molekul chlorofylu a, najmé tych spojenych
s fotosystemom Il [52]. Narast intenzity fluorescencie vzoriek tylakoidnych membran
pozorujeme aj okolo vlnovej dizky 416 nm, ktora odpoveda excitacii reakénych centier
fotosystému Il. Rovnako aj okolo vlnovej dizky 470 nm prisldchajicej komplexu
chlorofylu a/b a LHCII [53]. Excita¢né maximum oboch vzoriek cCastic fotosystému Il sa
vyskytovalo pri vinovej dizke 413 nm, ¢o odpoveda excitacii reakénych centier fotosystému |1
[52]. Dalsi narast intenzity fluorescencie mdzeme sledovat’ pri vinovych dizkach okolo hodnét
433nma 462 nm, ktoré prislichaja excitacii chlorofylu a naviazanému na protein vo
fotosysteme 11 [53].

5.1.5 Vyhodnotenie merania doby Zivota fluorescencie

Merania doby zivota fluorescencie taktiez dokazali uspesnti izolaciu $penatovych tylakoidnych
membran a ¢astic fotosystému Il. Rovnako aj v tomto pripade boli vyizolované vzorky merané
v prostredi 80% vodného acetonu a pufra, pricom priprava vzoriek uz bola popisana vyssie.

5.1.5.1 Vyhodnotenie déob Zivota vzoriek v 80% vodnom acetone

Ako prvé boli merané vzorky v 80% vodnom aceténe. Ziskané data boli prelozené
monoexponencialnou funkciou. Ako ukazuje Tabulka 6, hodnota spolahlivosti prelozenia
CHISQ potvrdzuje spravnost’ monoexponencialneho prelozenia dat. Rovnako ho potvrdila aj
rezidualna analyza, ktorej odchylky st rovnomerne rozlozené okolo osi X. Pre zobrazenie
rezidualnej analyzy a vyhasinacej krivky bol vybrany Obr. 19, na ktorom je zobrazena zavislost’
signalu na danych detekénych kanaloch pre vzorku tylakoidnej membrany, izolovanej
postupom Brown a Cooper, meranej v prostredi 80% vodného acetonu. Monoexponencialny
model ma v pouzitej logaritmickej mierke tvar priamky, takze priamo dostavame dobu zivota
fluorescencie. Zavislosti pre ostatné vzorky tohto merania boli totozné s vybranym Obr. 19,
preto neboli prikladané.
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Obr. 19: Vyhasinacia krivka a rezidualna analyza tylakoidnej membrany v 80% vodnom aceténe

Tabul’ka 6: Doby zivota fluorescencie vzoriek meranych v 80% vodnom aceténe

Monoexponencialna funkcia
Vzorka
T [ns] % CHISQ
Tylakoidné membrany izolované podla 31401 08+01
postupu Brown a Cooper
Castice PSII izolované z membran podl'a 31+0,1 11+02
postupu Brown a Cooper 100
Tylakoidné membrany izolované podla 31401 09+0,1
postupu Yoneda
Castice PSII izolované z membran podl'a 31+0,1 11+0,1
postupu Yoneda

U vzoriek tylakoidnych membran izolovanych podla oboch postupov meranych v 80%
vodnom aceténe mbézeme pozorovat’ (Tabul'ka 6) rovnaké doby Zivota fluorescencie ako pre
vzorky Castic fotosystému II. Stanovena doba zivota fluorescencie sa pohybuje okolo 3 ns.
Tieto vysledky podporuju rovnaku hypotézu ako vysledky merania ustalenej fluorescencie.
Ato taku, ze pouzitim 80% vodného acetonu dochaddza k selektivnej extrakcii chlorofylov
z vyizolovanych vzoriek tylakoidnych membran aj ¢astic fotosystému II.

Porovnanim nami stanovenych vysledkov s literatirou bolo zistené, Ze doba zivota
fluorescencie chlorofylu b sa v acetone pohybuje okolo 3 ns [44]. Rovnako bolo potvrdené, ze
aj fotosystém Il obsahuje protein s naviazanymi molekulami chlorofylu a a b, ktorého doba
zivota fluorescencie je okolo 3 ns [54]. Tieto hodnoty potvrdzuju nami stanovenu hodnotu doby

zivota fluorescencie jednotlivych vzoriek.
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5.1.5.2 Vyhodnotenie déob Zivota vzoriek meranych v pufri

Ako druhé boli merané vzorky v prostredi pufra. Ked’ze v pufri nedochéadza k ziadnej selekcii,
namerané data vzoriek tylakoidnych membran a Castic fotosystému II boli narocnejSie na
vyhodnotenie. To naznacuju aj poznatky ziskané z reserSe, kedy rézny autori uvadzaju rézny
pocet dob Zivota fluorescencie. Napriklad zatial ¢o Szczepaniak a kolektiv v ¢lanku [55]
uviedli 5 dob zivota fluorescencie pre Castice fotosystému Il a celkovo 7 vyslednych ¢asov,
Wientjes a kolektiv v ¢lanku [56] uviedli 4 doby Zivota fluorescencie. Taktiez bolo v ramci
reSerse zistené, ze rozdielne data boli vyhodnocované pomocou rozdielnych exponencialnych
preloZeni dat. Napriklad autori ¢lanku [57] pouzili na vyhodnocovanie dat multiexponencialne
prelozenie a na Cast’ data bi-exponencialne prelozenie. To potvrdzuje, Ze je vel'mi naro¢né
stanovit’ presny pocet dob Zivota fluorescencie vo vzorkach tylakoidnych membréan a Castic
fotosystému Il. Meranim ziskané data boli prelozené dvojexponencialnou funkciou. Spravnost’
tohto preloZenia podporili programom vypoc¢itané hodnoty CHISQ (Tabulka 7) a rovnako aj
krivka rezidudlnej analyzy (Obr. 20). Krivka reziduélnej analyzy nie Uplne sedela pre kratke
doby zivota fluorescencie ale distribuciu Casov potvrdili d’alSie merania technikou FLIM,
vyhodnotené nizsie. Zavislosti pre ostatné vzorky tohto merania boli totozné s vybranym Obr.
20, preto neboli prikladané. Pri tomto vyhodnoteni boli zistené dva ¢asy fluorescencie. Casy
mali rbzne zastupenie v jednotlivych vzorkéch.

Tabulka 7: Doby zivota fluorescencie vzoriek meranych v pufri

Dvojexponenciélna funkcia
71 [NS] % T2 [NS] % CHISQ

Vzorka

Tylakoidné membrany izolované podl'a
postupu Brown a Cooper
Castice PSII izolované z membran
podrla postupu Brown a Cooper
Tylakoidné membrany izolované podl'a
postupu Yoneda
Castice PSII izolované z membran
podl’a postupu Yoneda

05+01 64,9 +23,9 3,7+0,8 |351+239]1,1+0,2

2,3+0,8 16,8 +4,0 55+0,3 83,3+4,0 (0,9+0,1

02+01 92,6+0,3 1,8+0,1 74+03 (0,7+£0,1

35+0,3 32,7+7,1 6,1+0,3 67,3+0,3 |109+01

Pri vzorkach tylakoidnych membran mali vac¢$ie percentudlne zastupenie kratSie doby zivota
fluorescencie (Tabul'ka 7). Pre tylakoidni membranu izolovand postupom Brown a Cooper to
bol ¢as 0,5 ns a pre vzorku tylakoidnej membrany izolovanej postupom Yoneda cas 0,2 ns.
Doba zivota prvej vzorky tylakoidnej membrany pravdepodobne suvisi s dobou fluorescencie
chlorofylov tylakoidnej membrany, ktora sa pohybuje v rozmedzi od 0,35 nm do 1,47 ns [58].
Rovnako médze tato doba stvisiet’ s fotosystémom I, ktory ma dobu fluorescencie v rozmedzi
0,2-0,8ns a 1,5-1,8ns [59]. Doba zivota druhej vzorky tylakoidnej membrany suvisi
s komponentom tylakoidnej membrany, do ktorého fluorescencie prispieva fotosystém 11 [56].
Je vSeobecne zname, ze fluorescencia pri laboratornej teplote emitovana chlorofylmi pochadza
prevazne z fotosystému II. DIhsie doby sa vo vzorkach tylakoidnych membran nachadzajd
s men$im percentualnym zastipenim. DIhsi ¢as, 3,5 ns, tylakoidnej membrény izolovanej
postupom Brown a Cooper suvisi strimérmi svetlozberného komplexu LHCII, ktorého
fluorescen¢na doba zivota je v rozmedzi 3,3 ns az 3,6 ns [59]. U vzorky tylakoidnej membréany
izolovanej postupom Yoneda ma tento dlhsi ¢as hodnotu 1,8 ns, takze predpokladame, ze je to
doba Zivota fotosystému II.
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Vzorky s vyizolovanymi Casticami fotosystému II mali na rozdiel od vzoriek tylakoidnych
membran prevladajice percentualne zastupenie dlhsich ¢asov (Tabul’ka 7). Prevladajlca doba
fluorescencie fotosystému Il izolovaného z tylakoidnych membrén ziskanych postupom Brown
a Cooper mala hodnotu 5,5 ns. Tato doba fluorescencie prislicha neviazanym chlorofylom
s obmedzenou pohyblivostou vyskytujiucich sa vo fotosystéme Il s typickou dobou zivota
okolo 5 ns, ktora v§ak moze vzrast az na 7 ns [60]. Druha vzorka fotosystému Il vyizolovana
z tylakoidnej membrény ziskanej postupom Yoneda mala prevladajucu dobu Zivota 6,1 ns,
ktora taktiez prislucha chlorofylom vyskytujiucim sa v danom fotosystéme. KratSie doby zivota
fluorescencie mali menSie percentualne zastipenie. Pre prvl vzorku Castic fotosystému II to
bola doba 2,3 ns, ktord pochadza z malej frakcie uzavretych reakénych centier fotosystému Il
a neviazanych chlorofylov [56]. Menej zastiipena doba Zivota druhej vzorky fotosystému Il
mala hodnotu 3,5 ns a je v rozmedzi dob zivota platnych pre LHCII.
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Obr. 20: Vyhasinacia krivka a rezidualna analyza Castic fotosystému II v pufri

Déta boli néasledne prelozené aj trojexponencialnou funkciou, ktorej rezidudlna analyza sa
prili§ neliSila od rezidualnej analyzy ziskanej dvojexponencidlnym prelozenim dat. Tuto
rezidudlnu analyzu zobrazuje Priloha 3. AvSak pri trojexponencialnom prelozeni dat doslo
k tomu, Ze niektoré Casy sa vo vzorkach nachadzali so zapornym percentudlnym zastipenim
(Priloha 4), preto neboli tieto data d’alej vyhodnocované.

5.2 Zobrazovanie vyizolovanych vzoriek

Na zobrazovanie vyizolovanych vzoriek bol pouzity fluorescenény mikroskop s CCD kamerou
a zobrazovanie na zaklade dob zivota pomocou metody FLIM. Pri zobrazovani neboli vzorky
upravované ale boli pouzité priamo zamrazené vzorky tylakoidnych membran a ¢astic
fotosystému Il. Mrazenie posluzilo ako vhodny sp6sob fixacie vzoriek pri zobrazovani.
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5.2.1 Zobrazovanie vzoriek tylakoidnych membran

Zmrazené tylakoidné membrény izolované oboma postupmi boli zobrazované fluorescenénym
mikroskopom. Obraz z mikroskopu bol digitalizovany pomocou CCD kamery, ktora zachytava
intenzitu fluorescencie vzorky. Zobrazenie CCD kamerou s priblizenim 10 um vidime na Obr.
21a, kde sU zachytené tri Castice so zrnitou Strukturou. Podla nej moézeme predpokladat’
pritomnost’ zachovanej prirodzenej Struktary tylakoidnej membrany [48]. Svetlé oblasti
zachytdvaju vysoké fluorescencie chlorofylu. Tmavsie oblasti odpovedaji fluorescencii
Specifickej pre pritomnost’” fotosystému Il. Na porovnanie bol vytvoreny Obr. 21b ziskany
z okularu fluorescenéného mikroskopu so Sest'desiat ndsobnym zvac¢Senim. Pri tomto zobrazeni
sluzila ako excitatny zdroj xenénova lampa abol pouzity 375 nm filter mikroskopu. Aj
v objektive bola pozorovana zrnita Struktara vzorky tylakoidnej membrany, ktora obsahovala
velké mnozstvo fotosyntetizujucich Ccastic. AvSak takéto zobrazovanie nam o vzorke
neposkytlo podrobnejsie informacie.

Obr. 21: a) vzorka tylakoidnej membrany zobrazena CCD kamerou, b) vzorka tylakoidnej membrany
zobrazena okularom fluorescencného mikroskopu

Nasledne boli vzorky zmrazenych tylakoidnych membran zobrazované technikou FLIM,
teda na zaklade doby Zivota fluorescencie. Tato metdda poskytuje podrobnejsie informacie
0 vzorkéach ako zobrazovanie pomocou CCD kamery, ktoré vyhodnocuje iba intenzitu svetla.
Ako prva bola zobrazovana vzorka tylakoidnej membrany izolovanej postupom Brown
a Cooper. Z Obr. 22a je zrejmé, Ze pri priblizeni na 10 um vo vzorke prevladaju kratke doby
zivota fluorescencie. Cast vzorky svyrazne prevladajucimi kratkymi dobami Zivota
fluorescencie bola priblizena, priCom oblast’ priblizenia je znazornena na Obr. 22a bielym
ramikom. V 4 um priblizeni sa vo vzorke objavilo miesto s vyraznym zastipenim dlhsich dob
zivota fluorescencie (Obr. 22b). Tieto doby Zivota mali hodnotu okolo 1,22 ns a su spojené
s dobami zivota fotosystému 1. Z toho dovodu sme predpokladali, ze bolo presne lokalizované
umiestnenie fotosystému 11 v tylakoidnej membrane. AvSak po opatovnom priblizeni vzorky na
1 um (Obr. 22¢) v oblasti vyskytu dlhych dob Zivota fluorescencie bolo zistené, ze iSlo iba
0 zhluk castic S r6znym zastupenim dob Zivota fluorescencie.
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Obr. 22: a) FLIM zobrazenie vzorky tylakoidnej membrany izolovanej postupom Brown a Cooper,
b) pribliZzenie na 4 um, c) priblizena oblast’ s vyskytom dlhych dob Zivota fluorescencie

Na Obr. 23 vidime porovnanie histogramov dob Zivota danej vzorky tylakoidnej membrany
pre vsetky priblizenia. Z histogramu pre 10 um priblizenie vidime, Ze vtomto pripade
prevladali dlhsie doby Zivota, pricom najviac zastupeny ¢as mal hodnotu 0,74 ns. Tato doba
zivota je spojend s fotosystémom II, ¢o potvrdilo pritomnost’ fotosystému II vo vyizolovanej
tylakoidnej membrane. Pomalé doby zivota boli v tychto Castiach tylakoidnej membrany
pritomné iba vel'mi malo. Aj napriek tomu, Ze priblizenim na 4 pm bola vo vzorke objavena
oblast’ s vyskytom dlhsich dob Zivota fluorescencie (Obr. 22b), na z&klade histogramu pre toto
priblizenie vidime, Ze vicSie zastlipenie mali kratSie doby Zivota. Najviac zastipend doba zivota
mala hodnotu okolo 0,44 ns, ktora prislucha fluorescencii chlorofylov. Avsak pri pribliZzeni
prave na oblast’ s va¢§im zastapenim dlhych dob zivota fluorescencie (Obr. 22c) vyrazne
vzrastla pocetnost’ pripadov s vysSou dobou zivota fluorescenie, ¢o znazorfuje bordova krivka
na Obr. 23. V tejto oblasti boli viac zastupené dlhsie ¢asy a prevladala doba Zivota s hodnotou
okolo 0,82 ns prisluchajuca fluorescencii chlorofylov tylakoidnej membrany a taktiez k nej
prispievajl Castice fotosystému 1.
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Obr. 23: Normované histogramy dob Zivota vzorky tylakoidnej membrany izolovanej postupom

Brown a Cooper pri 10 um, 4 um pribliZeni a priblizenej oblasti vyskytu dlhych dob zivota

fluorescencie

Ako druha bola zobrazena vzorka tylakoidnej membrany izolovanej postupom Yoneda.
V porovnani s izolaciou postupom Brown a Cooper vidime, ze postupom Yoneda boli
vyizolované podstatne mensie Castice tylakoidnej membrany. Tie s zobrazené na Obr. 24a.
Prave vd’aka menSim casticiam boli uz pri 10 um priblizeni viditelné oblasti s vysokym
vyskytom dlhych dob zivota fluorescencie. Tieto miesta boli nasledne priblizené a oblast’
pribliZzenia je znazornena na Obr. 24a bielym ramikom. Priblizenim na 2 um (Obr. 24b) bola
zobrazena presna oblast vyskytu castic s dlhymi dobami zivota fluorescencie, ktoré mali
hodnotu okolo 1,91 ns. T4 je spojend s uzatvorenymi reak¢nymi centrami fotosystému Il
a rovnako so svetlo zbernym komplexom LHCII, ktory sa v tylakoidnej membrane nachadza.

Obr. 24: a) FLIM zobrazenie vzorky tylakoidnej membrény izolovanej postupom Yoneda,
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b) priblizenie danej vzorky tylakoidnej membrany na 2 um
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Pri porovnani histogramov oboch vzoriek tylakoidnych membran pri 10 um zvacseni (Obr.
25) vidime, Ze vzorka izolovana postupom Yoneda obsahovala §irsie zastpenie réznych dizok
zivotov fluorescencie. Najviac zastlpena doba zivota mala hodnotu okolo 0,80 ns. Tato hodnota
patri fotosystému Il. Na druhu stranu, vzorka izolovana postupom Brown a Cooper mala ovela
viac zastupené kratSie doby zivota fluorescencie. To potvrdzuje, ze postup Yoneda dava
kvalitnej$i produkt, so zastupenim viacerych zloziek srozdielnymi dobami zivota
fluorescencie.
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Obr. 25: Porovnanie normovanych histogramov oboch vzoriek tylakoidnych membran

5.2.2 Zobrazovanie vzoriek Castic fotosystému |11

Zobrazenie vzorky castic fotosystému Il pomocou okularu fluorescen¢ného mikroskopu
zachytava Obr. 26a. Vo vzorke bola viditeI'na cCastica priblizne 0 velkosti 2 nm s mensim
obsahom chlorofylu. Vzorku ¢astic fotosystému Il (Obr. 26b), ktoré boli vyizolované
z tylakoidnych membran ziskanych postupom Brown a Cooper, zobrazend metédou FLIM,
mozeme pozorovat’ na Obr. 26b. Kvoli mensim Casticiam, ktoré boli vo vzorke pritomné nebolo
mozné pouzit' va¢sie priblizenie ako 4 um. U tejto vzorky castic fotosystému 11 (Obr. 26b)
mozeme pozorovat’ okrem velkého zastipenia kratkych dob Zivota aj pocetnejSie zastiipenie
dlhsich dob Zivota fluorescencie. Predpokladame, Ze tieto oblasti s dlhymi dobami Zivota neboli
v tylakoidnej membrane viditelné kvoli velkému mnozstvu kompartmentov, z ktorych je
zlozena. Zatial’ ¢o kratke doby Zivota s hodnotou 0,25 ns prislichaja fotosystému I1, dlhé doby
zivota fluorescencie okolo hodnoty 3,97 patria LHCII, ktoré spolu s fotosystemom Il vytvaraju
superkomplexy. Taktiez bola zobrazena vzorka Castic fotosystému Il izolovanych z tylakoidnej
membrany ziskanej postupom Yoneda. Pri vizualizacii tejto vzorky (Obr. 26¢) bol fotosystém 11
rozbity na vel'mi malé Castice. Vo vzorke boli viac zastiipené dlhSie doby Zivota fluorescencie,
priCom najviac zastupeny ¢as mal hodnotu okolo 2 ns. Této doba Zivota prislucha zlozke
pochéadzajlcej z malej frakcie uzatvorenych reakénych centier fotosystému Il a neviazanych
molekdl chlorofylov.
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Obr. 26: a) vzorka Castic fotosystému IT zobrazena okularom fluorescenéného mikroskopu,
b) FLIM zobrazenie vzorky ¢Castic fotosystému Il vyizolovanych z tylakoidnych membran ziskanych
postupom Brown a Cooper, ¢) FLIM zobrazenie vzorky ¢astic fotosystému Il vyizolovanych
z tylakoidnych membran ziskanych postupom Yoneda
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6 ZAVER

Cielom tejto diplomovej prace bolo vytvorit’ literdrnu reSer§S na tému izolacie Castic
fotosystému Il a sledovanie jeho vlastnosti. Na zaklade reserSe spravit’ izolaciu chloroplastov
a nasledne tylakoidnych membran s dorazom na zachovanie ich nativnych vlastnosti. Vybrat’
a previest’ vhodné charakteristiky so zameranim na ich spektroskopické vlastnosti. Nakoniec
zhodnotit’ postup a vysledky prace s oh'adom na budtce pouzitie takto ziskanych tylakoidnych
membran v d’al$ich nadvazujacich experimentoch.

Na zaklade reserse boli vybrané dva postupy izolacie tylakoidnych membran zo $penatovych
listov. Spenatové listy (Spinacea oleracea) boli zvolené za najvhodnejsi material pre izolaciu,
pretoZe je ahko dostupny a neobsahuje indiferentné chloroplasty, takze je bez obmedzeni
pouzitelny pre dané izolacie. Ako prvy bol zvoleny postup izolacie podla knihy s ndzvom
Bioenergetics: A practical approach, vydanej v roku 1995 [16], v ktorej autori Brown a Cooper
najskor izolovali chloroplasty a nasledne previedli osmotickd lyzu chloroplastového obalu,
ktorou ziskali tylakoidy. Tento postup bol v praci oznacovany ako postup Brown a Cooper.
Druhy zvoleny postup na izolaciu tylakoidnych membran bol postup podla ¢lanku s ndzvom
Photosynthetic Model Membranes of Natural Plant Thylakoid Embedded in a Patterned
Polymeric Lipid Bilayer, vydany v roku 2020 [13]. V tiom autori Yoneda a kolektiv uviedli
zlozitej$iu viackrokovl izoléciu, ktorej hlavnym krokom bola purifikacia tylakoidu zo
$penatovych listov pomocou centrifugacie v hustotnom gradiente Percoll®. Touto
centrifugaciou boli oddelené nativne chloroplasty. Druhy postup bol v praci ozna¢ovany ako
postup Yoneda. Oba popisané postupy boli jednoducho reprodukovatel'né, avsak museli byt
optimalizované na podmienky laboratoria. Aj napriek tomu, ze vSetky kroky izolacii podla
oboch postupov boli prevadzané ¢o najrychlejsie, bolo zistené, ze vzorky pri izolacii stracaju
svoje nativne vlastnosti. Strata nativnych vlastnosti bola vyrazne spomalena tym, ze pocas
izolacie boli vSetky kroky robené za tlmeného osvetlenia a na Tade. Rovnako bolo
optimalizované aj uskladiiovanie vzoriek. Aby si vyizolované vzorky tylakoidnych membréan
a Castic fotosystému Il zachovali svoje nativne vlastnosti po dlhti dobu, museli byt ihned’ po
izolacii zamrazené. Z vyizolovanych membran ziskanych postupom Brown a Cooper
a postupom Yoneda boli nasledne izolované ¢astice fotosystému Il. Na ich izolaciu bol zvoleny
uz iba jeden postup podla knihy [16], ked’Ze autori ¢lanku tento krok neprevadzali. K izolacii
Castic fotosystému Il z vopred vyizolovanych $penatovych tylakoidnych membran bol pouzity
detergent Triton X-100, v ktorom boli tylakoidné membrany rozpustané. Aj pri tejto izolacii
boli pouzivané kroky optimalizacie, teda izolacia prebichala na l'ade a pri timenom osvetleni.
Po ziskani Castic fotosystému II boli vzorky ihned’ zamrazené. Izolaciami boli ziskané vzorky
tylakoidnych membran izolovanych podla postupu Brown a Cooper, vzorky tylakoidnych
membran izolovanych podla postupu Yoneda a vzorky Castic fotosystému II. Pricom vzorky
Castic fotosystému Il boli izolované z membran ziskanych postupom Brown a Cooper a aj
z membran ziskanych postupom Y oneda.

Nésledne boli vzorky charakterizované s ohl'adom na ich spektrofotometrické vlastnosti.
Ako prvé bolo prevedené fotometrické stanovenie pomeru chlorofylov pomocou UV-VIS
spektroskopie. Zmerané absorpéné spektré vzoriek (Obr. 16) ukazali, ze vo vSetkych vzorkach
prevlada chlorofyl a, ¢o bolo nasledne potvrdené aj vypoctom. Tabulka 5 uvadza vypocitané
koncentracie chlorofylu a, chlorofylu b a ich pomeru. Na zéklade literatary [16] bolo zistené,
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ze pomer chlorofylu a ku chlorofylu b by mal mat’ pre tylakoidné membrany hodnotu okolo 3.
Po izolacii Castic fotosystému II by mal tento pomer klesnit’ na hodnotu 1,8. Pri porovnani
nami vypoc¢itanych hodnét a hodnét z literatlry bolo zistené, Ze hodnoty pomeru chlorofylov
pre vzorky tylakoidnych membran sa zhodovali s hodnotou z literatary. Av§ak hodnoty pomeru
chlorofylov pre ¢astice fotosystému Il boli 0 nieco vyssie ako hodnota uvedena v literatdre. To
mohlo byt spdsobené nelplnou resuspendaciou a rozpustenim tylakoidnych membran
Vv detergente, pred samotnou izolaciou Castic fotosystému 1.

Daliim dokazom Uspesnej izolacie bola charakterizicia ustdlenou fluorescenénou
spektroskopiou. Vyizolované vzorky boli pri tomto merani charakterizované v dvoch
prostrediach. Prvym zvolenym prostredim bol 80% vodny aceton, v ktorom prebiehalo aj
fotometrické stanovenie pomeru chlorofylov. Emisné spektrd pre vzorky merané v 80%
vodnom aceténe (Obr. 17) ukazali, emisné maxima okolo vinovej dizky 653 nm. Tieto emisné
piky prislichaju chlorofylu b, ktory je vo va¢Som zastupeni pritomny vo fotosystéme 11. TaktieZ
bol narast intenzity fluorescencie pozorovany pri vinovej dizke 670 nm, ktora odpoveda
maximu emisie chlorofylu a. Na zaklade tychto vysledkov bola vytvorena hypotéza, Ze
pouzitim rozpustadla, konkrétne 80% vodného acetonu, dochadza k selektivnej extrakcii
chlorofylov vzoriek do rozptstadla. Je zname, Ze chlorofyly maju lipidovy charakter kvéli ich
esterifikovanému bo¢nému fytylovému retazcu. Tym padom sU rozpustné v tukoch a daju sa
extrahovat’ pomocou organickych rozpustadiel. Rovnako je zname, Ze 80% vodny aceton uplne
neextrahuje menej polarny pigment chlorofyl a. Preto je mozné, ze v emisnych spektrach
prevladala prave emisia chlorofylu b. Druhym zvolenym prostredim bol pufor, ktorého presné
zlozenie bolo popisané v kapitole 4.6.1.2. Charakterizacia v pufri je dolezita, ked’Zze pufor je
ako prostredie vyuzivany v mnohych experimentoch, v ktorych by mohli byt vyuzité
vyizolovane tylakoidné membrany a Gastice fotosystému Il. To, Ze v prostredi pufra k Ziadnej
selekcii nedoslo potvrdili namerané emisné spektra jednotlivych vzoriek (Obr. 18). Emisné
spektra vzoriek membran izolovanych podl'a postupu Brown a Cooper mali emisné maximum
pri vlnovej dizke 679 nm a emisné maximum vzoriek tylakoidnych membréan izolovanych
podl'a postupu Yoneda bolo pri 681 nm. Obe tieto emisné maxima sdvisia semisiou
fotosystemu I1. Konkrétne s jeho reakénym centrom a s pritomnost'ou asociovaného komplexu
chlorofylu a/b aLHCII. Emisné maximum vzorky castic fotosystému Il izolovanej
z tylakoidnych membran ziskanych postupom Brown a Cooper malo hodnotu vinovej dizky
675 nm. Vzorka cCastic fotosystému Il izolovana z tylakoidnych membran ziskanych postupom
Yoneda mala emisné maximum pri 672 nm. Obe tieto emisné maxima su spojené s funkcne
viazanym LHCII ku fotosystému II, ked’ze tieto dve zlozky spolu tvoria superkomplexy.
Rovnako bol zisteny narast emisie v oboch spektrach vzoriek fotosystému Il pri vinovej dizke
657 nm, ¢o odpoveda kratkovinnej fluorescencii pigmentov fotosystému Il. Vysledky tohto
merania rovnako potvrdili uspesnt izolaciu jednotlivych vzoriek.

Aj doba zivota fluorescencie vzoriek bola stanovovana v dvoch prostrediach. V prostredi
80% vodného acetdnu prevladala u vsetkych vyizolovanych vzoriek so 100 % zastupenim doba
zivota fluorescencie okolo 3 ns (Tabulka 6). Tato doba zivota odpoveda dobe Zivota
fluorescencie chlorofylu b v aceténe, ktord ma hodnotu 3 ns. Rovnako je spojena aj s dobou
zivota fluorescencie fotosystému I, ktory obsahuje proteiny s naviazanymi molekulami
chlorofylu a a chlorofylu b. Vysledky dob Zivota fluorescencie vzoriek v prostredi 80%
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vodného acetdnu taktiez podporili vysSie popisanti hypotézu, Ze v rozpustadle dochadza
k selekcii chlorofylov z vyizolovanych vzoriek. V prostredi pufra boli vo vzorkach zistené dve
prevladajice doby Zivota fluorescencie. Nativne tylakoidné membrany mali viac zastUpené
kratSie doby zivota fluorescencie (Tabulka 7). Tie stviseli s chlorofylmi tylakoidnej membréany
a taktiez s jej komponentami, do ktorych prispieva fluorescencia fotosystému II. DIlhsie doby
zivota fluorescencie spojené s trimérmi LHCII a fotosystémom 11 mali v tylakoidnej membrane
niz$ie zastupenie. Na rozdiel od tylakoidnych membran, vo vzorkach castic fotosystému 11 boli
viac zastUpené dlhsie doby Zivota fluorescencie. Tie prislichali neviazanym aj viazanym
chlorofylom vo fotosystéme Il. Krat$ie doby zivota fluorescencie boli vo vzorkach castic
fotosystému Il zastipené len méalo. Hodnota doby zivota fluorescencie prvej vzorky castic
fotosystému Il izolovanych z tylakoidnych membran postupom Brown a Cooper patrila malej
frakcii uzavretych reakénych centier fotosystému Il a neviazanym chlorofylom. Doba Zivota
fluorescencie druhej vzorky ¢astic fotosystému Il izolovanej z tylakoidnej membrany ziskanej
postupom Yoneda prislicha LHCII, ktory tvori s fotosystémom Il superkomplexy.

Nakoniec boli vyizolované vzorky zobrazované dvomi metdédami. Fluorescenénym
mikroskopom s CCD kamerou a technikou FLIM. Rovnako boli vzorky zobrazené aj pomocou
okularu fluorescenéného mikroskopu. Na snimkach z okularu pre vzorky tylakoidnych
membran boli vidite'né zrnité Castice s vel'kou pritomnost'ou fotosyntetizujucich zloziek. To
potvrdilo aj zobrazenie pomocou CCD kamery, ktoré presnejsie ukazalo tri Castice so zrnitou
Struktarou. Prave zrnita Struktara potvrdila pritomnost’ nativnej tylakoidnej membrany. Pri
zobrazovani vzoriek technikou FLIM bolo zistené, ze vzorky tylakoidnych membran izolované
postupom Brown a Cooper obsahovali vicSie Castice ako vzorky tylakoidnych membran
izolované postupom Yoneda. Priblizenim vzorky tylakoidnej membrany izolovanej postupom
Brown a Cooper bola vizualizovana oblast’ s Va¢§im vyskytom dlhSich ¢asov. Po opatovnom
pribliZeni tejto oblasti bolo zistené, ze i8lo zhluk Castic s rdznymi dobami zivota fluorescencie,
pri¢om najdlhsie doby zivota boli spojené s fluorescenciou fotosystému Il. Priblizenim vzorky
tylakoidnych membran izolovanych postupom Yoneda bola zobrazena presna oblast’ vyskytu
castic s dlhymi dobami Zivota, ktoré boli spojené s fluorescenciou uzatvorenych reakénych
centier fotosystému Il a LHCIIl. Pri vizualizacii cCastic fotosystému Il izolovanych
z tylakoidnych membran ziskanych postupom Brown a Cooper bolo pouzité zvac¢Senie 4 um,
kvoli malej velkosti vyizolovanych castic. Pri tejto vzorke boli viditelné viaceré oblasti
s dlhymi dobami Zivota fluorescencie, ktoré nebolo vo vzorkach tylakoidnej membrany vidiet
pravdepodobne kvoli mnoZstvu kompartmentov, z ktorych je membrana zlozena. Castice
fotosystemu Il izolované z tylakoidnych membran ziskanych postupom Yoneda boli vel'mi
malé a prevladali v nich dlh¢ ¢asy fluorescencie prisluchajice prave fotosystému Il.

Zaverom mozno konStatovat’, Ze autori uviedli dobre reprodukovatel'né postupy, ktorych
optimalizaciou na podmienky laboratéria boli vyizolované vzorky tylakoidnych membran
a Castic fotosystému II so zachovanymi nativnymi vlastnostami. Hoci postup Brown a Cooper
[16] udava jednoduchsiu a rychlejSiu izolaciu s vy$§im vytazkom. Zlozitej$i postup izolacie
Yoneda [13] dava, aj napriek mensiemu vytazku, kvalitnejsi produkt. Preto je pre dalSie
experimenty s vyuzitim izolovanych tylakoidnych membran vhodnej$i prave tento postup.
Uspesnost’ izolacii a zachovanie ich nativnych vlastnosti potvrdili aj fluorescenéné
charakterizacie vyizolovanych vzoriek. Rovnako vysledky podporili aj nami stanovenu
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hypotézu, Ze v prostredi 80% vodného aceténu dochddza k selektivnej extrakcii chlorofylov zo
vzoriek do rozptstadla. VVzorky izolované v rdmci tejto diplomovej prace su vhodné na pouzitie
v d’alsich experimentoch, avsak je dolezité dbat’ prave na zachovanie ich nativnych vlastnosti
v ramci d’alSich experimentov.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

8.1 Pouzité skratky

PSI
PSII
Chl
LHC
RC
NADP*
ATP
ADP
DNA
RNA
PQ
Pheo
MES
EDTA
HEPES

BSA
BQ
PAGE
SDS
HTG
CPE
DMBQ
2,5-DCBQ
DOPC
DGDG
MGDG
DCMU
QCM-D
FRAP
OEC
PPO
CPE
CCD
APD
FCS
SNOM

STED
STORM

fotosystém |

fotosystém 11

chlorofyl

svetlo zberny protein-pigmentovy komplex
reak¢né centrum
nikotinamidadenindinukleotidfosfat
adenozintrifosfat

adenozindifosfat

deoxyribonukleové kyselina
ribonukleova kyselina

plastochinon

feofytin

kyselina 2-(N-morfolino)etansulfonova
kyselina etyléndiamintetraoctova
kyselina 4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazin-1-
etansulfonova

hovadzi sérovy albumin

benzochinon

polyakrylamidovéa gélova elektroforéza
sodium dodecyl sulfat
n-heptyltioglukozidu

uhlikova pastova elektroda
2,6-dimetylbenzochindn
2,5-dichloro-1,4-benzochindn
1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfocholin
digalaktosyldiacylglycerol
monogalaktosyldiacylglycerol
3-(3,4-dichlorofenyl)-1,1-dimethylurein
mikrovahy s monitorovanim rozptylu svetla
fluorescenc¢né zotavenie po fotobieleni
kyslik vyvijajuci komplex

katalazové a polyfenoloxidazové aktivity
uhlikova pastova elektroda

zariadenie s viazanymi nabojmi

lavinové fotodioda

fluorescencna korela¢né spektroskopia
skenovacia opticka mikroskopia v blizkom
poli

stimulovana emisna deplécia
stochasticka opticka rekonstrukéna
mikroskopia
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8.2

FLIM
TCSPC
SPT
DCIP

Pouzité symboly
AE

fluorescencné zobrazovanie doby Zivota
technika ¢asovo korelovaného sc¢itania fotonov
technika jednofotonového ¢asovania
2,6-dichloroindofenol

energeticky rozdiel hladin excitovaného stavu
frekvencia

vinovéa dizka

Plackova konStanta

intenzita fluorescencie v case

intenzita fluorescencie po ¢ase oneskorenia
¢as oneskorenia

fluktuacia intenzity fluorescencie

cas

priemerna hodnota intenzity fluorescencie
autokorela¢na funkcia

koncentréacia

absorbancia

intenzita svetla, ktoré preslo vzorkou
intenzita svetla, ktoré do vzorky stupilo
molarny absorp¢ny koeficient
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9 PRILOHY
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Priloha 2: Normované excita¢né spektra vyizolovanych vzoriek v pufri
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Priloha 3: Vyhasinacia krivka a rezidualna analyza fotosystému Il v pufri
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Priloha 4: Doby zivota fluorescencie vzoriek meranych v pufri pre trojexponencialne prelozenie dat
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%
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%
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%
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32%01
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02+0,1

64,8+6,1

0401
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