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V praci se zabyvam problematikou dvourozmérné nativni
polyakrylamidové elektroforézy (PAGE) a jeji aplikace pfi studiu
vlivu vysokoteplotniho a svételného stresu na kompozici
pigment-proteinovych komplexti izolovanych z thylakoidnich
membran. Teoreticka c¢ast pojednava o prednostech a
nedostatcich techniky bezbarvé nativni elektroforézy (CN-
PAGE). Tato technika je v dneSni dobé Siroce pouzivanym
nastrojem pro separaci proteinovych komplexti a jeji hlavni
prednosti je moznost separace komplexu s vysokym stupném
intaktnosti. V teoretické casti je dale pojednavano o slozeni
fotosystémti I a II, jejich funkci a pfedevSim o vlivu vysoké
teploty a vysoké intenzity svétla na jejich kompozici.

V experimentalni casti je pojednano o separaci
vysokomolekularnich pigment-proteinovych komplexti
thylakoidnich membran pomoci CN-PAGE (prvni rozmeér)
s naslednou identifikaci pomoci SDS-PAGE a MALDI-TOF nebo
pomoci LC-MS/MS. Hlavnim vysledkem je uUspéSna separace
superkomplexti s fotosystémem I a II a zhodnoceni jejich
stability pfi vysokoteplotnim stresu. Pfi pouziti nizké
koncentrace neiontového detergentu (dodecyl maltosidu) se
podarilo pomoci této metody separovat superkomplexy
s fotosystémem I, které obsahuji podjednotky enzymu
NAD(P)H:chinon-oxidoreduktasy.
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I deal with problematics of two dimensional native
polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) in this thesis and
with it’s application for determination of impact of heat and
light stress on composition of pigment-protein complexes
from thylakoid membranes.

The theoretical part discusses about advantages and
disadvantages of the clear-native electrophoresis (CN-PAGE).
This technique is nowadays widely used for separation of
pigment-protein complexes and it’s main advantage is the
possibility to remain the separated complexes in highly
native state. In the theoretical part is further discussed
about composition of photosystems I and II, their function
and mainly about impact of high temperature and high
intensity of light on their composition.

The experimental part is focused on separation of high
molecular-mass pigment-protein complexes from thylakoid
membranes by CN-PAGE in first dimension with
consequential identification of the subunits by SDS-PAGE
and MALDI-TOF or by LC-MS/MS. The main result of this
work is succesful separation of supercomplexes of
photosystems I and II and assessment of their stability in
high-temperature stress. Supercomplexes of photosystem I
with NAD(P)H:quinone-oxidoreductase were obtained when
low concentration of non-ionic detergent dodecyl-maltoside
was used.
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Cile prace

Cilem prace bylo vypracovat prehled problematiky na téma pouziti
y,clear native“ polyakrylamidové elektroforézy (CN-PAGE) ve studiu pigment-
proteinovych komplexti izolovanych z thylakoidnich membran a zaméfit se na
vyhody této techniky oproti BN-PAGE. Mym tukolem bylo provést izolaci
thylakoidnich membran z rostlin je¢mene jarniho (Hordeum vulgare) a
thylakoidni membrany poté vystavit pusobeni stresovych faktora (vyssi
teplota, zvySena ozafrenost). Pigment-proteinové komplexy obsazené
v thylakoidnich membranach jsem meél nasledné elektroforeticky separovat
pomoci dvourozmeérné techniky 2D-CN/SDS-PAGE a proteiny v separovanych
zonach identifikovat napriklad pomoci MALDI-TOF a naméfené vysledky poté
diskutovat.



TEORETICKA CAST



1. Uvod

Elektroforéza obecné je separacni technika, pfi které dochazi k pohybu
nabitych castic v elektrickém poli. K tomuto pohybu muze dochazet jak
v plynném prostredi, tak i v prostfedi kapalném s vyuzitim gelovych matric,
které zamezuji diftizi a miseni separovanych castic. Nativni elektroforéza je
pouzivana k separaci proteinil a proteinovych komplexti se snahou zachovat
tyto proteiny v nativnim, nedenaturovaném a enzymaticky aktivnim stavu.
Gely s proteiny po nativni elektroforéze mohou byt pouzity k mnoha dalSim
uceliim. Hlavnim z nich je pfevedeni gelu z prvniho, nativniho rozméru na
druhy, denaturujici rozmeér. V tomto rozmeéru je nejcastéji pouzivana tzv. SDS
polyakrylamidova elektroforéza (SDS-PAGE), u které dochazi k rozvolnéni
vySSich struktur proteinu a k vzajemné separaci podjednotek. Spojeni technik
CN-PAGE a SDS-PAGE je nazyvano dvourozmérnou nativni elektroforézou,
zkracene 2D CN/SDS-PAGE a gely po druhém rozmeéru jsou dobrym zdrojem
purifikovanych proteini vhodnych pro identifikaci napfiklad technikou
MALDI-TOF. Princip této identifikacni techniky spociva v pfesném méfeni
hmotnosti peptidi, které vznikly enzymatickym §tépenim jednotlivych
proteinu (Wittig & Schéagger, 2008).

2. Bezbarva nativni PAGE

Bezbarva nativni polyakrylamidova elektroforéza, nejcastéji znama pod
zkratkou CN-PAGE, je specialnim druhem elektroforézy. Vychazi ze starsi
techniky, tzv. modré nativni elektroforézy (BN-PAGE) a byla poprvé pouzita
v roce 1994 k separaci mitochondrialnich komplexti dychaciho fetézce. V dobé
svého vzniku byla tato metoda také pouzivana k separaci mitochondrialnich
komplexti dychaciho fetézce ve spojeni s BN-PAGE ve dvourozmérném
systému, kdy v prvnim rozméru byla pouzita technika CN-PAGE a ve druhém
rozmeéru technika BN-PAGE. Pomoci spojeni téchto dvou technik bylo
dosazeno velmi dobrého vzajemného rozliSeni proteinti. O nékolik let pozdé&ji
byla technika CN-PAGE pfepracovana. Provedené zmeény ji pfinesly vySsi
rozliSovaci schopnosti a byla pojmenovana jako ,high resolution CN-PAGE“

(hrCN-PAGE) (Schagger et al., 1994; Wittig et al., 2007).



2.1. Pavodni CN-PAGE

Technika CN-PAGE se ve svém puvodnim provedeni pfili§ neliSila od
BN-PAGE a presto, ze pfinasSela mnoho vyhod, méla i néktera omezeni. Tato
nova technika se od BN-PAGE odliSovala pouze tim, ze béhem pfipravy vzorku
ani béhem elektroforézy samotné nepouzivala modré barvivo Coomassie
brilliant blue. Toto barvivo, diky svému negativnimu naboji a diky své
schopnosti adsorbovat se na proteiny, bylo u BN-PAGE hlavnim dtvodem,
pro¢ prfi elektroforetické separaci mohlo dojit k pohybu proteint k anodé.
Protoze CN-PAGE postrada pouziti tohoto barviva, je moznost separace
proteinll omezena pouze na ty, jejichZ hodnota isoelektrického bodu (pl) lezi
pod hodnotou pH, pfi kterém je elektroforéza provadéna. Toto pH se pohybuje
v neutralni oblasti v rozmezi 7.0 - 7.5. Pokud se totiz protein dostane do
prostredi s pH vySSim, nez je jeho pl, dojde k jeho deprotonizaci a tim k jeho
zapornému nabiti. Ze zminéného tedy plyne, Ze u CN-PAGE mohly byt
separovany pouze kyselé proteiny (proteiny s nizkym pl). Nepfitomnost barviva
Coomassie vSak pfinesla i mnohé vyhody. Pouziti barviva u BN-PAGE totiz
znemoznuje stanoveni katalytické aktivity separovanych proteini a rovnéz
interferuje s detekci fluorescencné znacenych proteint. Barvivo muze také
naruSovat nékteré velmi labilni protein-proteinové interakce. CN-PAGE byla
tedy ve své dobé povazovana za nejSetrné€jSi elektroforetickou techniku
vhodnou k separaci proteint v katalyticky aktivni formé. Jak ale ve své praci
zr. 1994 wuvadi Schagger a kol. (Schigger et al., 1994), CN-PAGE
nedosahovala takovych rozliSovacich schopnosti, jako jeji pfibuzna technika
BN-PAGE. To bylo zpusobeno zejména tim, Ze zatimco pfi separaci
proteinovych komplexi pomoci BN-PAGE mély vSechny komplexy diky
Coomassie blue vyrazné zaporny naboj a migrovaly v elektrickém poli relativné
rychle, pfi pouziti CN-PAGE mély komplexy méné zaporny naboj a tedy
migrovaly pomaleji. Dobré rozliSeni komplexti separovanych technikou CN-
PAGE tedy znacné zaviselo na dobé elektroforézy. K dosazeni optimalni
separace bylo nutné nalézt ur€ity kompromis. S rostouci dobou separace sice
dochazelo k lep§imu zaostfeni urcitych past s proteiny, naproti tomu doslo u
nékterych pasu k vyraznému zhorSeni kvality separace. K solubilizaci proteinu
byl v pripadé obou technik pouzivan jemny neiontovy detergent dodecyl B-D-
maltosid, o kterém je blize pojednano v nasledujicich kapitolach. V gelu po

CN-PAGE bylo také nesnadné urcit molekulovou hmotnost proteint. Zatimco
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v pfipadé BN-PAGE byla zjiSténa linearni zavislost migraéni vzdalenosti na log
hmotnosti proteinovych komplexi, u CN-PAGE dochazelo ke znatelnym
odchylkam. Linearni zavislost vykazovaly pouze znacné kyselé proteiny s pl
niz§im, nez 5, 4 (Wittig & Schéagger, 2008; Schéagger et al., 1994; Wittig et al.,
2007; Wittig & Schagger, 2005).

Technika CN-PAGE pouziva pro separaci proteintl linearni gradientovy
polyakrylamidovy gel. Nejcastéji pouzivanym je 5 — 18 % rozsah koncentraci se
4 % zaostfovacim gelem. Jelikoz je vSak pohyblivost proteint, které nesou
pouze svUj vnitini naboj, nepredvidatelna vzhledem k proteintim, které vazbou
nabijeciho ¢inidla ziskaly uniformni ploSny naboj, je doporuceno zacit
experimenty s gelem se SirSim koncentracnim rozsahem 4 - 20 %. Toto
rozmezi umoznuje separaci proteinu v hmotnostnim rozmezi 105 — 106 Da.
Teprve po zhodnoceni skutecného chovani proteinti béhem elektroforézy je
dobré zvolit optimalni koncentra¢ni rozsah. V gelu je rovnéz nutna pfitomnost
detergentu, ktery zabranuje zpétné agregaci separovanych proteinti. Tento
detergent je v gelu pritomen pouze ve velmi nizké koncentraci, pfiblizné 0.03
% a je do gelu pridavan jiz pred zapocetim polymerace. Béhem elektroforetické
separace je dulezité udrzovat nizkou teplotu, zpravidla 4°C, aby nedoslo
k tepelnému znehodnoceni vzorku (Schagger et al., 1994; Wittig & Schagger,
2005).

2.2. High resolution CN-PAGE

Tato nova elektroforeticka technika, zkracené oznacovana jako hrCN-
PAGE, v sobé spojuje vyhody technik BN-PAGE a CN-PAGE, ze kterych
vychazi. Na jedné strané zachovava separované proteiny ve vysoce nativnim
stavu, na druhé strané je u separovanych proteint dosazeno mnohem leps§iho
rozliSeni. To bylo ziskano kombinaci bezbarvych aniontovych a neiontovych
detergenti, které byly pridavany do katodového pufru. Pouzita smés
detergentl totiz, podobné jako barvivo Coomassie u techniky BN-PAGE,
zpusobila u proteinll posun naboje k zaporné hodnoté, zvysSila pohyblivost
proteini smérem k anodé a znacné zlepSila solubilizaci membranovych
proteinu, které jsou jinak za béznych podminek ve vodném prostfedi
nerozpustné. Prvni pokusy o mnedenaturujici solubilizaci membranovych
proteinu byly provedeny jiz nékolik let pfed uvedenim modré i bezbarvé nativni
elektroforézy. Autofi Reinman a Thornber (Reinman & Thornber, 1979) se

pokouseli pomoci dodecylsiranu sodného (SDS) pfitomného v nizké
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koncentraci solubilizovat a  elektroforeticky separovat membranoveé
fotosyntetické proteiny. Tento druh separace pro své typické zelené zabarveni
vesel ve znamost pod oznacenim ,zelené gely“. U techniky hrCN-PAGE byl vSak
pro solubilizaci misto SDS pouzit jemny neiontovy detergent. V katodovém
pufru byl pfitomen rovnéz jemny neiontovy detergent smichany s dalSim
jemnym, tentokrat vSak aniontovym detergentem - deoxycholatem sodnym.
Tim doSlo ke vzniku nékolika poddruht techniky hrCN-PAGE, které se
navzajem odliSovaly druhem detergentu, ktery byl pouzit ve smési
s deoxycholatem sodnym. Témito detergenty jsou dodecyl-B-D-maltosid a
Triton X-100. U techniky hrCN-PAGE tak mohl byt nastaven stupen
intaktnosti, s jakou mohly byt proteinové komplexy separovany a cela metoda

tak mohla byt optimalizovana pro specifické pouziti.
2.2.1. Detergenty pouzivané pro solubilizaci proteini u hrCN-PAGE

Jednim z detergentdl pouzivanych pro proteinovou solubilizaci je jiz
zminény dodecyl-B-D-maltosid. Tento detergent spada do skupiny tzv.
neiontovych detergent®i, které ve své struktufe obsahuji nenabitou hydrofilni
¢ast, na kterou je navazany postranni, rovné€z nenabity hydrofobni fetézec.
Presto, ze se jedna o jemny detergent, nedokaze zachovat nékteré velice slabé
hydrofobni interakce mezi proteinovymi komplexy. Vliv pusobeni tohoto
detergentu byl testovan na mitochondrialnich komplexech dychaciho fetézce.
Tyto proteinové komplexy jsou v membrané pritomny jako jeden velky
superkomplex, béhem elektroforetické separace vsak vlivem tohoto detergentu
doslo k jeho rozpadu na jednotlivé subkomplexy. Struktura tohoto detergentu
je znazornéna na obr. 1 (Wittig et al., 2007; Wittig & Schégger, 2009; Seddon
et al., 2004).
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Obrazek 1 - Struktura dodecyl-B-D-maltosidu. Leva ¢ast obrazku zobrazuje
nenabitou hydrofilni ¢ast detergentu — maltosu. V pravé poloviné vidime

hydrofobni postranni fetézec o celkové délce 12 C.

Dalsim detergentem, ktery je pouzivan pro solubilizaci u hrCN-PAGE, je
Triton X-100. Spada do stejné skupiny detergentt jako dodecyl-B-D-maltosid a
presto, Ze se od né&j svou strukturou znacné odliSuje, ma na proteiny velmi
podobny vliv (Wittig & Schagger, 2009; Seddon et al., 2004). Jeho struktura je

uvedena na obr. 2.

0{/\ 0 ,} H
HsC n
HsC

HsC HaC CHa

Obrazek 2 - Struktura detergentu Triton X-100. V levé c¢asti obrazku je
zobrazena hydrofobni ¢ast, v pravé ¢asti obrazku hydrofilni polyoxyethylenova

¢ast, n=9. (Pokud n=7-8, jedna se o podobny detergent Triton X-114).

Poslednim detergentem, ktery je u hrCN-PAGE bézné pouzivan pro
solubilizaci, je digitonin. Jedna se o jeden z nejjemnéjSich znamych
detergentt, je zafazen do stejné tridy jako predchozi dva a je pouzivan v téch
pfipadech, kdy je dulezité béhem separace zachovat i velmi slabé protein-
proteinové interakce. Jeho molekula, zobrazena na obr. 3, je v porovnani
s predchozimi detergenty neobvykle velka a to je patrné hlavni pfi¢inou jeho
vyjimeénych solubiliza¢nich schopnosti (Wittig et al., 2007; Wittig & Schagger,
2009; Seddon et al., 2004).
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Obrazek 3 - Struktura digitoninu. Leva ¢ast molekuly obsahuje hydrofilni

glykosidovou ¢ast, ktera je navazana na hydrofobni steroidni ¢ast vpravo. Je to
glykosid spirostanového steroidu bézné se vyskytujici v naprstniku nachovém

(Digitalis Purpurea,).

2.2.2. Poddruhy hrCN-PAGE

Dulezitou pufrovou slozkou vSech podskupin techniky hrCN-PAGE je
deoxycholat sodny. Tento detergent, ktery svymi vlastnostmi lezi na pomezi
mezi iontovymi detergenty a solemi zlucovych kyselin, nese zaporny naboj,
ktery umoznuje migraci solubilizovanych proteini smérem k anodé. Neni
pouzivan pro samotnou solubilizaci proteintl, ale je pouze pridavan do
katodového pufru, kde ptisobi na proteiny podobné jako barvivo Coomassie u

BN-PAGE. Struktura tohoto detergentu je zobrazena na obr. 4.

Na+ O_

Obrazek 4 - Struktura deoxycholatu sodného.
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Deoxycholat sodny je ve své podstaté aniontovy detergent, je vSak relativné
jemny a ma na proteiny velmi slaby denaturac¢ni vliv. Od aniontovych
detergentl typu SDS se vyrazné odliSuje svou steroidni strukturou, ktera
v sobé kombinuje polarni i nepolarni ¢ast zaroven a postrada tedy vyraznéji
ohraniceny prechod mezi témito dvéma c¢astmi. Pro zajimavost je mozné uvést,
ze tento detergent netvofi v roztoku kulovité micely jako vétSina ostatnich
detergentt, ale charakteristickym znakem této tfidy detergentu je tvorba micel

ve tvaru ledviny (Seddon et al., 2004; Lund et al., 1989).

Technika hrCN-PAGE je rozdélovana na tfi podskupiny oznacované jako
hrCNE-1, hrCNE-2 a hrCNE-3 podle toho, ktery detergent a v jakém mnozstvi
je spolu s deoxycholatem pfitomen v katodovém pufru. Mezi tyto detergenty
patfi jiz zminény dodecyl-B-D-maltosid a Triton X-100. Hlavnim duvodem,
proc¢ je v katodovém pufru pfitomen i detergent pouzivany pro solubilizaci, je
zabranéni zpétné agregace separovanych proteint. Podtyp techniky, druh a

mnozstvi detergentu shrnuje Tab. 1.

Tabulka 1 - Podtypy hrCN-PAGE. Podtypy 1-3 se neliSi pouze druhem
detergentu, ale i jeho mnozstvim (Wittig et al., 2007; Wittig & Schagger, 2009).

hrCNE-1 hrCNE-2 hrCNE-3
Dodecyl-B-D-maltosid (%) 0.02 - 0.01
Deoxycholat sodny (%) 0.05 0.05 0.05
Triton X-100 (%) - 0.05 -

Na mitochondrialnich komplexech byl testovan vliv pouziti téchto
pufrovych systémtl. Z vysledkl uvedenych v praci autort Wittigové a
Schéggera z roku 2009 (Wittig & Schagger, 2009) plyne, Ze nejSetrnéjSim
podtypem je hrCNE-3. Béhem elektroforetické separace s pouzitim tohoto
systému do$lo k velmi dobrému rozdéleni celé fady proteinii a proteinovych
komplexti. Za Setrny muze byt tento systém oznacen po posouzeni denzity

proteinovych pasti v oblasti vy$§ich molekulovych hmotnosti, ktera je ve
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srovnani s ostatnimi dvéma systémy nejvyssi. Protoze gel po elektroforéze ve
své spodni ¢asti obsahoval pouze proteinové pasy se slabou denzitou, je mozné
také tvrdit, Ze béhem separace dochazelo jen k nepatrnému rozpadu
proteinovych komplexti. Druhym nejSetrné€j§im systémem je hrCNE-1. Gel po
separaci sice také v oblasti velkych molekulovych hmotnosti obsahoval
proteinové pasy, tyto vSak nedosahovaly tak velké denzity a kvality jako u
hrCNE-3. V oblasti malych molekulovych hmotnosti bylo pfitomno jen malé
mnozstvi slabych proteinovych past. Jako nejhorsi mtize byt oznacen systém
hrCNE-2. Gel totiz ve své horni ¢asti obsahoval jen malo proteinovych pasu,
zato vSak byly proteinové pasy pritomny v oblasti malych molekulovych
hmotnosti. Z toho vyplyva, ze béhem separace dochazelo k rozpadu vétSich
proteinovych komplexu, které byly v predchozich pfipadech zachovany v horni
oblasti gelu. K uvedenym jeviim dochazelo pfi separaci proteinovych komplexti
solubilizovanych vSemi tfemi detergenty (dodecyl-B-D-maltosidem, Tritonem X-

100 a digitoninem).
2.2.3. Vybér vhodného detergentu a jeho koncentrace

Volba spravného detergentu vzdy zavisi na typu separace. Kazdy
detergent ma totiz své specifické vlastnosti a pokud vykazuje vhodné
solubiliza¢ni schopnosti u jednoho typu separace, nemusi se stejné chovat i u
jiného typu. Proto je dobré nejprve experimentalné ovérit, ktery detergent je
pro naSi potfebu nejvhodnéjsi. To muze byt jednoduSe provedeno tak, ze
uskuteénime elektroforetickou separaci studovaného materialu
solubilizovaného ruznymi detergenty. Mnoho uziteénych informaci o pouziti a
vlastnostech rtznych detergenttl muiize byt také ziskano studiem literatury. Ale
vzhledem k tomu, Ze rtzné zdroje poskytuji pomérné odliSné informace, je

vzdy dobré zvoleny detergent nanecisto otestovat a porovnat ho s ostatnimi.

Poté, co je vybran detergent, je jeSté nutné zvolit jeho vhodnou
koncentraci. Studovany biologicky material je tedy podroben solubilizaci
s ruznymi mnozstvimi zvoleného detergentu a vysledny vzorek elektroforeticky
separovan. Obecné plati, ze ¢im vysS$§i je pomér detergentu ke vzorku, tim vys$si
solubilizace je dosazeno a dochazi tim tedy k rozpadu vys$Sich komplexnich
struktur (Wittig et al., 2007; Wittig & Schégger, 2009; Jarvi et al., 2011; Ladig
et al.,, 2011).
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2.2.4. Priprava vzorku pro elektroforetickou separaci

Pro pripravu vzorku je ze suspenze biologickych membran o znamé
koncentraci proteini odebrana pomérna cast, ktera odpovida urcitému
mnozstvi proteini v ug. Toto mnozstvi zavisi na ucelu experimentu a je
zpravidla urcovano experimentalné. Suspenze je nasledné smisena
s detergentem, vznikla smés doplnéna reakénim pufrem na vhodny objem a po
urcitou dobu inkubovana. Po inkubaci je vzorek centrifugovan pfi vysokém
pretizeni (18000-100000 g — zalezi na typu vzorku). Tim dojde k odstranéni
nesolubilizovanych membran, balastniho materialu a nezadoucich agregat a
takto pripraveny vzorek je pfimo nanaSen do jamek gelu (Wittig et al., 2007;

Jarvi et al., 2011).
2.2.5. Elektroforéza

Pro separaci proteinovych komplexti technikou hrCN-PAGE je pouzivan
gradientovy délici gel pfrevrstveny vzorkovym zaostfovacim gelem. V délicim
gelu je postupné zvySovana koncentrace akrylamidu a pouzité koncentraéni
rozmezi zavisi nejen na typu vzorku, ale také na druhu studovanych
komplexti. Nejvice pouzivanym je 5 — 13 % rozsah se 4 % zaostfovacim gelem,
ktery, jak je uvedeno v praci Schaggera a kol. z roku 1994 (Schagger et al.,
1994), spolehlivé pokryva hmotnostni rozmezi proteinti od 105 do 106 Da.
Pokud je vSak nutné rozliSit i mensi proteiny, je vhodné zvolit rozsah od 5 do
18 %. Je-li ucelem experimentu separovat proteinové komplexy o velmi
vysokych molekulovych hmotnostech, je mozné pripravit gradientovy gel o
nizSich koncentracich a s uzsim rozsahem. Pouziti uniformniho déliciho gelu,
tj. gelu o jedné dané koncentraci akrylamidu, neni doporuc¢eno. V tomto gelu
totiz nedochazi k radnému zaostfeni pastl se separovanymi proteiny a bylo
pozorovano i rozmyvani a rozS§ifovani téchto pasu. Pouziti gradientového gelu
ma oproti uniformnimu navic tu vyhodu, Ze poté, co proteinovy komplex
dosahne urcité hustoty gelu, dojde k ,zastaveni“ jeho dalSiho pohybu a tim je
dosazeno lepS§iho rozliSeni (Schagger et al., 1994; Schagger & von Jagow,

1991).

Elektroforéza probiha za nizké teploty, a to zpravidla pfi 4-7 °C. Je-li
elektroforéza provadéna za bézné laboratorni teploty, muze dojit k nevratnému
tepelnému posSkozeni vzorku, které mutize byt zpusobeno pfehfatim

elektroforetické jednotky a dochazi také k rozostfeni proteinovych pasu.
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Dokud vzorek neprojde zaostfovacim gelem, je na elektrodach udrzovano nizkée
napéti (pfiblizné 100 V). Jakmile vSak vzorek vstoupi do déliciho gelu, napéti je
zvySeno (az na 500 V) a hodnota proudu nastavena prfibliZzné na 15 maA.
Hodnoty proudu a napéti vSak nejsou pevné stanovené a zavisi na typu
vzorku, tloustce a velikosti gelu. Elektroforeticka separace muze byt rovnéz
provadéna za postupného zvySovani napéti. Cela separace zpravidla netrva

déle jak 3 hodiny (Schagger et al., 1994; Wittig et al., 2007; Jarvi et al., 2011).

Po ukonc¢eni nativni elektroforézy mohou byt separované proteinové
komplexy rozdéleny na jednotlivé podjednotky ve druhém, denaturujicim
rozméru. Jako druhy rozmér je pouzivana technika SDS-PAGE. Z gelu po
prvnim rozméru jsou vyfezany pasy, které odpovidaji jednotlivym jamkam.
Predtim, nez jsou tyto pasy vloZeny na gel pro druhy rozmér, jsou inkubovany
v pufru obsahujicim SDS a redukéni ¢inidlo, nejcastéji dithiothreitol (DTT),
aby doslo k rozvolnéni vysSich protein-proteinovych struktur a rozpadu
komplexti na jednotlivé podjednotky. Proteiny v gelu po druhém rozméru
mohou byt obarveny barvivem Coomassie, pfipadné kontrastovany stfibrem,

vyfezany z gelu a identifikovany nékterou z béznych identifika¢nich technik.
2.2.6. CN-PAGE jako technika pro studium PPC thylakoidnich membran

Technika CN-PAGE dokaze zachovat membranové proteinové komplexy
v puvodnim, nedenaturovaném stavu a je pro jejich separaci UspéSné
pouzivana. Presto, Ze je v dnesSni dobé technika CN-PAGE pouzivana spiSe pro
separaci mitochondrialnich membranovych proteinovych komplext (Wittig et
al., 2007; Wittig & Schagger, 2005), naléza v posledni dobé vyuziti i pro
separaci pigment-proteinovych komplexti izolovanych 2z thylakoidnich
membran. Byla pouzita napf. autory Jarvi a kol. (Jarvi et al., 2011). Témto
autoriim se podafilo UspéSnym zpusobem separovat pigment-proteinové
komplexy thylakoidnich membran a z vysledku jejich prace plyne, ze technika
CN-PAGE je pro separaci téchto komplextu velmi vhodna. Ve spojeni s SDS
elektroforézou ve druhém rozméru také predstavuje mocny nastroj pro
studium podjednotkového slozeni jednotlivych komplexti (Schéagger et al.,

1994).

Pro separaci pigment-proteinovych komplext thylakoidnich membran je

nejprve nutné ziskat suspenzi thylakoidnich membran. Z této suspenze jsou
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solubilizaci detergenty uvolnény jednotlivé pigment-proteinové komplexy, které

mohou byt nasledné elektroforeticky separovany.
2.3. Shrnuti vyhod CN- a hrCN-PAGE

Presto, ze puavodni technika CN-PAGE byla dfive pouzivana jako
referencni metoda k technice BN-PAGE a méla za ukol spiSe vyzdvihovat
vyhody tehdy uprednostniované BN-PAGE, poskytuje ve srovnani s BN-PAGE i
nesporné vyhody. A to zvlasté poté, co byla vyvinuta technika hrCN-PAGE.

Prvni z vyhod je moznost stanoveni katalytické aktivity separovanych
proteini pfimo v gelu. Barvivo Coomassie, pouzivané u techniky BN-PAGE,

totiz toto stanoveni vyznamnym zpusobem narusuje.

Dalsim aspektem zvyhodnujicim CN-PAGE, resp. hrCN-PAGE, je
moznost analyzy fluorescencné znacenych proteint. Tyto proteiny jsou
faGzovany bud s fluorescencnim proteinem, nebo jen s fluorescenénim
barvivem a po osvétleni svétlem o vhodné vlnové délce emituji fluorescencéni
zateni. Bylo zjiSténo, Ze pfitomnost barviva Coomassie zhasi az 95 % tohoto

fluorescenc¢niho signalu.

Bylo také zjis§téno, ze barvivo Coomassie mtize rozvolnovat nékteré velmi
slabé protein-proteinové interakce. U techniky hrCN-PAGE je mozné vhodnym
vybérem pufrového systému a detergentu pouzitého pro solubilizaci proteint
tento problém prekonat (Wittig & Schégger, 2008; Wittig et al., 2007; Wittig &
Schéagger, 2005).

3. Vliv stresovych faktoru na fotosynteticky aparat

Fotosyntetizujici organismy jsou v pfirodé vystaveny mnoha stresovym
faktoram, které raznymi zpusoby ovlivauji jejich fotosynteticky aparat. Mezi
tyto faktory patfi predevSim zmeény teplot a intenzity svétla. Protoze rostliny
nemaji moznost se pred plsobenim téchto stresovych faktort ukryt, dochazi

vlivem téchto zmén k poSkozeni fotosyntetického aparatu.
3.1. Struktura a funkce fotosyntetického aparatu

Oxygenni fotosyntéza je dulezitym mechanismem, ktery spolu
s asimilaci oxidu uhli¢itého zajisStuje podminky pro pfeziti mnoha organismu.
Fotosyntéza je tvorena fadou chemickych reakci, Lkteré probihaji

v chloroplastech a tyto reakce jsou katalyzovany proteinovymi komplexy
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fotosystému I a II, ATP synthasou a cytochrom bef komplexem. VSechny tyto
proteinové komplexy jsou v chloroplastech pritomny v membranach
thylakoidti. Thylakoidy jsou subkomponentou chloroplastt a tvofi
trojrozmérnou sit membran. Thylakoidy jsou rozdélovany na dve oblasti. Prvni
z nich jsou tzv. grana tvofena shloucenymi cylindrickymi membranami a
druhou oblasti jsou stromalni thylakoidy tvofené jednoduchymi lamelami.
V granalnich thylakoidech je pfitomen predevSim fotosystém II, na okrajich
gran a v oblasti stromalnich thylakoidl1i je pfevaznou mérou zastoupen
fotosystém I (Nelson & Ben-Shem, 2004; Nelson & Yocum, 2006; Malkin &
Niyogi, 2000).

3.1.1. Fotosystém I

Fotosystém I (PS]) je velky, pigment-proteinovy komplex v membranach
thylakoidii slouzici jako svétlem pohanéna plastocyanin - ferredoxin
oxidoreduktasa. Je povazovan za nejefektivnéjsi fotoelektricky aparat na Zemi
s kvantovym vytézkem blizkym hodnoté 1. PSI pfitomny v zelenych rostlinach
je slozen ze dvou hlavnich funkénich jednotek: centralniho jaderného
komplexu a vnéjSiho svétlosbérného komplexu (LHCI). Samotny jaderny
komplex zelenych rostlin je velmi podobny kompletnimu fotosystému I u sinic,
zatimco svétlosbérny komplex je pfitomen pouze u vysSich zelenych rostlin a
zelenych fas. Cely superkomplex PSI je tvofen celkem 13 podjednotkami
jaderného komplexu, podjednotkami svétlosbérného komplexu Lhcal-4, 173
molekulami chlorofylli, 15 karotenoidy, 2 fylochinony a 3 FesSs klastry (Nelson
& Ben-Shem, 2004; Nelson & Yocum, 2006; Hu et al., 2004; Hu et al., 2005;
Amunts et al., 2010).

Jaderny komplex je tvoren 12 podjednotkami PsaA - Psal, z nichz 2 —
PsaA a PsaB - jsou témeér homologni. Tyto dvé podjednotky tvofi symetricky
heterodimer a jejich ptvod je v duplikaci davného matefského genu.
Heterodimer PsaA/B vaze znac¢né mnozstvi z celkovych 173 molekul chlorofylta
(vice nez 100 molekul). VSechny podjednotky zastavaji bud strukturni funkci,
UcCastni se pfenosu energie nebo vazou néktery z elektronovych pfrenasecu.
Elektronovych pfenaSect je ve fotosystému I celkem pét. Jsou to primarni
akceptor elektront PSI Ao, sekundarni akceptor elektront PSI A; a FesSq
klastr A, (nazyvany také jako Fx), vSechny lokalizované v heterodimeru

PsaA/B, a dals§i dva FesSs; klastry As (Fa) a A4 (Fg), pfitomné v periferni
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podjednotce PsaC. Posledni podjednotkou PSI je PsaR, jejiz funkce neni zatim
pfesné znama a je tvofena polyalaninovym fetézcem. Nékteré zdroje uvadéji
jesté dalsi tfi podjednotky PsaO, PsaN a PsaP (Nelson & Ben-Shem, 2004;
Scheller & Haldrup, 2005; Amunts et al., 2010).

Svétlosbérny komplex PSI (LHCI) je tvofen celkem Sesti podjednotkami
oznacovanymi jako Lhcal-Lhca6. Za béznych podminek jsou vSak na jaderny
komplex vazany pouze podjednotky Lhcal-Lhca4. Zbylé dvé podjednotky se
vyskytuji pouze za velmi specifickych podminek. Lhca proteiny jsou chlorofyl
vazici proteinové makromolekuly polomési¢itétho tvaru, Lkteré tvori
heterodimery Lhcal/4 a Lhca2/3. Oba heterodimery jsou k jadru PSI vazany
na specifickych mistech a jsou navzajem nezastupitelné. Podjednotka Lhcal
obsahuje 15 molekul chlorofylta, Lhca2 14 molekul chlorofylti, Lhca3 17
molekul chlorofyli a podjednotka Lhca4 vaze 15 molekul chlorofylti. Lhca
komplexy zachycuji svétlo a pfenasi ho do reakéniho centra. Diky absorbci
Lhca komplext ve vzdalené cervené oblasti se také vyrazné rozSifuje oblast
svételného spektra vyuzitelného pro fotosyntézu. PSI hraje rovnéz dulezitou
roli ve fotoprotekci (Malkin & Niyogi, 2000; Amunts et al., 2010). Celkova

struktura fotosystému I je zobrazena na obr. 5.

=21 -



Obrazek 5 - Struktura fotosystému I. Pohled ze stromalni strany. Zelené
jsou zobrazeny molekuly chlorofyli, cervené molekuly karotenoidi. Proteinové
podjednotky tvofici kostru celého komplexu jsou v pozadi. Pfevzato z Nelson &

Yocum, 2006, upraveno.
3.1.2. Fotosystém II

Fotosystém II (PSII) je podobné jako PSI pigment-proteinovy komplex
pfitomny v thylakoidnich membranach oxygennich fotosyntetickych
organismu. Probiha v ném fada svétlem indukovanych reakci, jejichz
vysledkem je preména svételné energie na chemickou a rozStépeni molekul
vody za vzniku protonti a molekularniho kysliku. V membranach je pfitomen
v dimerni formé. Kazdy monomer je slozen z jaderné casti a svétlosbérného
komplexu. Tento komplex dohromady obsahuje 27 — 28 podjednotek (Umena
et al., 2011, Caffari et al., 2009).

Jaderny komplex je slozen ze 17 transmembranovych podjednotek, 3

perifernich a fady kofaktorti. Mezi hlavni proteiny jaderného komplexu patfi
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D1 a D2 podjednotky, které vazi donor elekrontt P680 (dimer chlorofylu a) a
vSechny kofaktory elektronového transportniho fetézce. Témito kofaktory jsou
feofytin, primarni akceptor elektronti Qa a sekundarni akceptor elektronti Qs.
DalSimi proteiny jsou vnitini antény fotosystému CP43 a CP47. Mimo
proteinové podjednotky obsahuje kazdy monomer jesté 2 molekuly feofytinu,
11 molekul B-karotenu, 2 plastochinony, 2 atomy hemové vazaného zeleza, 1
atom nehemové vazaného Zzeleza, 4 atomy manganu, 3 atomy vapniku, 3
atomy chloru a 35 molekul chlorofyltl vazanych ve vnitfnich anténach (Umena

et al., 2011).

Svétlosbérny komplex PSII (LHCII), ktery hraje podstatnou roli ve
zvySovani Uuc¢inku fotosyntézy, je tvoren celkem 6 podjednotkami. Hlavni ¢ast
LHCII je tvofena heterotrimernim komplexem slozenym z podjednotek Lhcb1-3
a zbylé 3 podjednotky Lhcb4-6 jsou pfitomny v monomernim stavu. VSechny
podjednotky vazi molekuly chlorofylti a xantofyli (Nelson & Ben-Shem, 2004;
Nelson & Yocum, 2006). Strukturu PSII znazornuje obr. 6.

Stroma

Obrazek 6 - Struktura fotosystému II. Na obrazku je zachycen PSII
v dimernim stavu bez LHCII z bo¢niho pohledu. Jednotlivé monomery jsou
oddéleny preruSovanou carou. V obrazku je rovnéz uvedena orientace
komplexu v membrané. Proteiny tvorici patefr celého pigment-proteinového
komplexu jsou v pozadi, pigmenty jsou zvyraznény. Zelenou barvou jsou

zobrazeny molekuly chlorofyltl, karotenoidy ¢ervené a plastochinony modfe.
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V obrazku jsou patrné i klastry manganu (svétle modré sférické objekty) a

hemové vazané atomy zeleza. Prevzato z Nelson & Yocum, 2006, upraveno.
3.2. Svételny stres a fotoinhibice

Svétlo slouzi jako hlavni zdroj energie pro fotosyntézu. Rostliny jsou
v pfirodé casto vystaveny podminkam, kdy mnozZstvi své€telné energie
absorbované fotosyntetickym aparatem rostlin pfekro¢i miru, kterou jsou
fotosystémy I a II schopny ,absorbovat® a muze dojit k jejich poskozeni.
Rostliny ale disponuji mechanismy, které dokazou vliv pfebytku absorbované
energie eliminovat. Mezi tyto mechanismy patfi napfiklad nezafiva tepelna
disipace nebo dynamicka regulace velikosti svétlosbérného komplexu
asociovaného s fotosystémy. Pokud je ale kapacita protektivhich mechanismt
prekrocena, dochazi u fotosyntetického aparatu k posSkozeni. Toto poSkozeni
ma za nasledek snizeni efektivity fotosyntézy, které je pfimo spojené se
snizenim asimilace oxidu uhli¢itého. Za urcitych podminek v§ak mutize dojit
k posSkozeni fotosyntetického aparatu i plsobenim svétla o nizké intenzité

(Tjus et al., 1998; Yordanov & Velikova, 2000).
3.2.1. Fotoinhibice PSI

O poskozeni PSI vlivem svétla o vysoké intenzit€ neni mnoho informaci.
Jiz dlouho je ale znamo, ze PSI je (ve srovnani s PSII) vii¢i pltisobeni svétla o
vysoké intenzité velmi odolny a ze je naopak velmi nachylny k poSkozeni za
podminek, kdy je vystaven nizkym teplotam a osvétlovan svétlem o nizké
intenzité. Po§kozeni PSI vlivem svétla mtize byt tedy rozdéleno do dvou
kategorii: poSkozeni PSI vlivem svétla o nizké intenzité za nizkych teplot a

poskozeni PSI vlivem intenzivniho svétla.

U rostlin, které jsou citlivé na chlad, ¢asto dochazi za chladovych
podminek k poskozeni PSI vlivem svétla o nizké intenzité. Predpoklada se, ze
poskozeni je zplisobovano superoxidem nebo singletovym kyslikem, které jsou
produkovany samotnym PSI. Za chladovych podminek totiz klesa rychlost
asimilace oxidu uhlic¢itého, ktera ma za nasledek akumulaci redukovanych
elektronovych pfenasSect na akceptorové strané PSI. Mechanismus samotného
posSkozeni PSI spociva v oxidativni destrukci FeS klastri Fa, Fg a Fx, muze
vSak dojit i k poSkozeni elektronovych pfrenaSecli, které v elektronovém
transportnim fetézci stoji pfed Fa. Dochazi rovnéz k destrukci samotného
chlorofylového dimeru P700. Poté dochazi k degradaci proteinovych
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podjednotek PSI. S destrukci FeS klastri Fa a Fs je totiz nasledné spojeno
odpojeni podjednotky jaderného komplexu PsaC, ktera tyto klastry vaze a poté
jesté dalSich dvou stromalnich podjednotek PsaD a PsaE. Jaderny komplex
bez téchto podjednotek pak podléha dalsi degradaci. Po odstranéni
stromalnich podjednotek dochazi k disociaci LHCI od zbytku jaderného
komplexu a nasledné k degradaci samotnych podjednotek PsaA a PsaB

(Scheller & Haldrup, 2005; Tjus et al., 1998).

Hlavnimi komponentami, které jsou 2za nizkych teplot zdrojem
poskozeni a nasledného rozpadu u PSI, jsou reaktivni formy kysliku. Mezi né
patfi predevsim superoxid (Oz), peroxid vodiku (H202) a hydroxylové radikaly
(OH). Ze superoxidu, ktery vznika nejcastéji pfimou redukci molekuly kysliku,
naslednymi reakcemi vznikaji dalSi reaktivni kyslikaté slouceniny. Pfimou
reakci dvou molekul superoxidu, pfipadné enzymem superoxiddismutasou
(SOD) katalyzovanou reakci superoxidu s kyslikem vznika peroxid vodiku.
Peroxid vodiku nasledné reaguje se svétlem redukovanymi FeS klastry za
vzniku hydroxylového radikalu, ktery je extrémné reaktivni slouceninou
atakujici veskeré bunécné komponenty a je také hlavnim zdrojem poskozeni
PSI. Fotoinhibi¢ni poSkozeni PSI je tedy silné zavislé na aerobnich podminkach
a také na pfisunu elektronti z PSII. Rostliny vSak disponuji mechanismy, které
vznik raznych forem reaktivnich kyslikatych radikald eliminuji. Je to
predevSim enzym askorbatperoxidasa (APX), ktery je pfitomen ve stromatu
chloroplastii v blizkosti PSI. Tento enzym katalyzuje reakci, ktera pfrevadi
peroxid vodiku na vodu. Nemutze tak dochazet k destrukéni oxidaci FeS
klastra a vzniku hydroxylovych radikala. Mezi protektivni enzymy patii i SOD,
ktery pfevadi superoxid na peroxid vodiku. Jeho funkce je vSak vazana na
pfitomnost funkéniho enzymu APX. APX je vSak casto cilem po§kozeni u
rostlin citlivych na chlad a pravdépodobné tak zodpovida za vysokou citlivost
PSI k poskozeni za nizkych teplot (Scheller & Haldrup, 2005; Yordanov &
Velikova, 2000).

Poskozeni PSI vystaveného vysoké intenzité svétla za bézné pokojove
teploty bylo dlouho opomijeno. V thylakoidnich membranach vystavenych
vysoké intenzité svétla totiz rychle dojde k inhibici PSII a tim je zastaven
pfisun elektront pro PSI. Nedochazi tedy k redukci kysliku na akceptorové

strané PSI a vzniku §kodlivych, vysoce reaktivnich kyslikatych radikalu.
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U rostlin dochazi k obnoveni funkce svétlem poskozeného PSI. VétSina
degradovanych podjednotek PSI je syntetizovana de novo a pouze nékteré
podjednotky LHCI jsou recyklovany. Opravami vSak neni obnoveno puvodni
mnozstvi poSkozenych PSI komplexti, v thylakoidnich membranach je
nevyvazeny pomeér PSI:PSII a musi dojit k Gpravé mnozstvi PSII, aby byla
zajiSténa rovnovaha v prenosu elektronti mezi obéma fotosystémy (Powles,

1984; Rajagopal et al., 2003; Hui et al., 2000).
3.2.2. Fotoinhibice PSII

Fotosystém II slouzi jako svétlem pohanéna oxidoreduktasa, ktera je
schopna oxidovat vodu na molekularni kyslik a redukovat plastochinon, ktery
nasledné poskytuje elektrony pro PSI. Oxidace vody v PSII v§ak vyzaduje
pfitomnost velmi silného oxidantu. Pritomnost takto silného oxidantu a
neustaly pfisun excitacni energie, ktery vytvari stale nové oxidanty, muze veést
u PSII k fotooxidac¢nimu po§kozeni. Hlavnim mistem poskozeni je chlorofylovy
dimer P680 a podjednotka jaderného komplexu D1. Dochazi u nich k
ireverzibilnim zménam a k nasledné inhibici fotosyntézy. Protoze se rostliny
nemohou dostat z dosahu pusobeni stresového faktoru, vyvinuly

specializovany opravny mechanismus, ktery PSII navraci do funkéniho stavu.

Mechanismus poskozeni chlorofylového dimeru P680 a D1 podjednotky
spoc¢iva v zastaveni prenosu elektronti z feofytinu na primarni akceptor
elektront Qa. Za normalnich podminek, kdy je svételna energie absorbovana
PSII bez problému zuzitkovana, je vétSina pfitomnych molekul primarniho
akceptoru Qa oxidovanych. Svétlem excitovany chlorofylovy dimer P680 tedy
preda elektron feofytinu (polocas 3 ps), ktery nasledné predava elektron
oxidovanému primarnimu akceptoru Qa (200 ps). Elektron z Qa je dale predan
na sekundarni akceptor elektront Qs (400 — 600 us) a zné€j je elektron
nasledné prenaSen dalSimi elektronovymi pfenaSe¢i az do PSI. Elektron
odebrany z excitovaného P680 je doplnén elektronem ziskanym z molekuly
vody oxidované v Mn-klastru komplexu vyvijejiciho kyslik (Melis, 1999).
Schéma prenosu elektrontl v PSII v pripadé, ze Qa je oxidovany, ukazuje obr.
7:
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P680* Ph Qa Qs
!

P680* Ph- Qa Qs
!

P680* Ph Qa Qs

!
P680* Ph Qa Qp-

Obrazek 7 - Schéma pfenosu elektronu za stavu oxidovaného Qa. P680*:
excitovany chlorofylovy dimer, Ph: feofytin, Qa, Qg: primarni stabilni a

sekundarni chinonovy akceptor elektront PSII. Upraveno podle Melis, 1999.

Je-li vSak komplex PSII vystaven svétlu o vysoké intenzit€, neni
absorbovana energie dostatecné rychle spotfebovana a dochazi k nahromadéni
redukovanych molekul Qa. Redukovany primarni akceptor elektront Qa tak
nemuze prijimat dalsi elektrony. V PSII tedy dochazi ke stavu, kdy excitovany
P680 preda elektron feofytinu, ale ten jej jiz nemutize pfedat dal Qa. V tomto
stavu vedle sebe po relativhé dlouhou dobu (fadoveé desitky ns) koexistuji
oxidovany P680 a redukovany feofytin a muze mezi nimi dochazet k nabojové
rekombinaci. To poté muze vést az ke vzniku P680 v tripletnim stavu.
Pritomnost tripletniho P680 je vSak efektivné eliminovana jeho interakci
s kyslikem, ¢imz ovSem vznika vysoce reaktivni kyslik v singletnim stavu. Jeho
zivotnost je odhadovana na desitky us, coz je dostateécné dlouha doba na to,
aby zreagoval bud se samotnym P680, nebo s D1 podjednotkou jaderného
komplexu PSII za vzniku ireverzibilnich zmén (Melis, 1999). Schéma pfenosu

elektrontl uvnitf PSII pfi redukovaném Qa ukazuje schéma na obr. 8:

P680* Ph Qa-
l
P680+* Ph- Qa-
!
35P680 Ph Q-

!
3P680 + 302 — P680 + 10,
10, + P680, D1 — ireverzibilni modifikace P680, D1
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Obrazek 8 - Schéma pfenosu elektronu za stavu redukovaného Qa.
Rovnice ukazuji mechanismus vzniku tripletniho chlorofylového dimeru, ze
kterého naslednou nabojovou rekombinaci vznika vysoce reaktivni singletni
kyslik. 3P680: chlorofylovy dimer v tripletnim stavu, 30,: molekula kysliku
v bézném, tripletnim stavu, 102: molekula kysliku v singletnim stavu.

Upraveno podle Melis, 1999.

Poté, co dojde k fotooxidacnimu poskozeni D1 podjednotky, je PSII
rozvolnén a D1 podjednotka proteolyticky degradovana. Je vSak nasledné
znovu syntetizovana, zpétné vlozena do jadra PSII a je tim obnovena jeho
funkénost. Rychlost celého opravného procesu, ktery trva priblizné 60 minut,
je silné zavisla na rychlosti degradace D1 podjednotky. Pokud je vSak rychlost,
s jakou dochazi ke vzniku poskozenych PSII vys$si nez rychlost, s jakou jsou
tyto komplexy opravovany, dochazi k poklesu mnozstvi funkénich PSII a k

celkovému poklesu fotosyntetické aktivity (Melis, 1999; Aro et al., 1993).
3.3. Teplotni stres

Fotosyntéza je jednim =z nejvice termosenzitivnich fyziologickych
procesu, které v rostlinach probihaji. U fotosyntetického aparatu rostlin, které
jsou vystaveny vysoké teploté, dochazi vlivem zvySujici se teploty k mnoha
strukturnim i funkénim zménam. VIiv teploty na strukturu a funkci
fotosystémti byl studovan mnoha metodami. Patfi mezi né napfiklad
infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (FT-IR), méfeni
fluorescencnich emisnich spekter pfi teploté 77K a také nativni elektroforéza

(Hu et al., 2004; Hu et al., 2005; Lipova et al., 2010; Shi et al., 1998).
3.3.1. Vliv zvySené teploty na PSII

Prvni zména pozorovana u PSII pfi zahfivani vzorku thylakoidnich
membran je ztrata jeho schopnosti vyvijet kyslik. Tato funkéni zména nastava
uz pfi nizkych teplotach v rozmezi od 38 do 43°C a jak uvadi Shi a kol. (Shi et
al., 1998), tato zména nesouvisi s tepelnou denaturaci zadného proteinu.
Pravdépodobné vSak souvisi s teplem-indukovanymi zménami v interakci

proteinti komplexu vyvijejiciho kyslik.
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K prvnim strukturnim zmeénam, které u PSII nastavaji v souvislosti se
zvySenou teplotou, dochazi pfi teplotach okolo 40°C. Dochazi zde k odpojovani
LHCII od jadra PSII. Pokud neni PSII vystaven vysSSim teplotam, jsou tyto
zmeény reverzibilni (Sundby & Andersson, 1985). Dalsi strukturni zmény
nastavaji u PSII po vystaveni teplotam blizkym 50°C. Dochazi zde postupné
k disociaci dimert jadra PSII a disociace dimertl je dokoncena pfi teploté 57°C.
Tyto zmeény jsou patrné z obr. 9, ktery ukazuje postupnou degradaci pigment-
proteinovych komplexti pfi linearné se zvysujici teploté (Lipova et al., 2010)
pomoci nativni Deriphat-PAGE. Dochazi zde k poklesu intenzity pasu
s dimernim PSII (v obrazku oznacen jako CCII) ve prospéch pasu s monomerni
formou jadra (pas oznacen jako RC-47). Po zahtrati vzorku thylakoidnich
membran na teplotu 60°C dochazi postupné k degradaci podjednotek jadra
PSII (patrné na obr 9 jako ubytek pasu RC-47). Tyto strukturni zmeény
koresponduji s nartistem intenzity fluorescence, ktera souvisi s ireverzibilnimi
zménami ve struktufe PSII souvisejicimi s inhibici prenosu elektronti v PSII.

Pti teplotach vyssSich nez 70°C uz dochazi k uplné degradaci PSII.

Teplem-indukované zmény v kompozici PSII souviseji se strukturnimi
zménami proteint. Shi a kol. (Shi et al., 1998) uvadi, ze s rostouci teplotou,
které je PSII vystaven, dochazi ke zméné sekundarni struktury proteinu.
Proteiny PSII jsou v nativnim stavu pfitomny ve formé a-helixti, ale vlivem
rostouci teploty postupné dochazi ke zméné a-helikalni struktury na
strukturu B-listu. Proteiny ve formeé (-listu mohou navic snadnéji opoustét
hydrofobni proteinovy komplex, vstupovat do vodného prostredi a je tim
podpofen rozpad komplexni struktury proteinovych komplext. K témto
zménam dochazi v nejveétsi mife v teplotnim rozmezi od 55 do 75°C, coz je
v souladu s vysledky prezentovanymi v praci Lipové a kol. z roku 2010 (Lipova
et al., 2010). Pri teplotach nad 70°C, kdy je jadro PSII zdegradovano, dochazi
také k destrukci proteintt LHCII (Lipova et al., 2010).

3.3.2. Vliv zvySené teploty na PSI

Fotosystém I vystaveny zvySené teploté podléha podobné jako PSII
mnoha strukturnim zménam. Patfi mezi né€ nejen zmény ve strukture vyssiho
fadu, ale také zmény sekundarni struktury proteinti. PSI je vSak ve srovnani

s PSII termostabilné&jsi.
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Mezi prvni zmény, které u PSI nastavaji v souvislosti se zvysSenou
teplotou, patfi odpojovani svétlosbérného komplexu LHCI od jaderného
komplexu. Tyto zmény nastavaji postupné pfi teplotach v rozmezi od 40 do
S50°C a byly pozorovany pomoci méfeni emisnich fluorescen¢nich spekter. Pti
zahrivani vzorku dochazi k nart@istu intenzity fluorescence pfi 680 nm, coz
odpovida emisnimu maximu volnych komplexti LHCI (Hu et al., 2004). V tomto
teplotnim rozmezi vSak nedochazi k zadnym vyraznym zménam v sekundarni
struktufe proteint, o ¢emz svéd¢i minimalni zmény v zastoupeni a-helikalnich
a B-listovych struktur méfené pomoci FT-IR (Hu et al., 2004) a také analyza
pigment-proteinovych komplexti pomoci méfeni cirkularniho dichroismu (CD).
Technika méfeni CD spekter umoznuje detekci zmén pozice pigmentovych
molekul v ramci proteinovych komplexti a je proto vyuzivana i pfi studiu
strukturnich zmén pigment-proteinovych komplexti thylakoidnich membran

(Hu et al., 2005).

K vyraznym zménam u PSI dochazi po zahfati na teplotu 60°C, kdy
dochazi ke znacéné redukci intenzity pasu s PSI (patrné na obr. 9). Pfi této
teploté dochazi také ke tvorbé agregatti PSI, které zustavaji na dné jamky a
nevstupuji béhem elektroforézy do gelu (viz obr. 9) (Lipova et al., 2010). Pri
této teploté také dochazi k poklesu mnozstvi a-helikalni struktury proteinu a
k nartstu mnozstvi B-list. Rovnéz z méfeni CD spekter vyplyva, ze pfi této
teploté dochazi k pozvolnému uvoliiovani pigmentovych molekul z jejich

puvodnich vazebnych pozic (Hu et al., 2004; Hu et al., 2005).

K nejvétsim zménam vSak dochazi po zahtati PSI na teplotu 70°C, kdy
dochazi k rozpadu PSI az na heterodimer tvofeny podjednotkami PsaA/B.
Vlivem zahfivani na teplotu 80°C dochazi k dalSimu ubytku mnozstvi
heterodimeru PsaA/B a po zahtati na 90°C dochazi k uplné degradaci téchto
proteinu (Lipova et al., 2010). I z méfeni spekter pomoci infracervené
spektroskopie a cirkularniho dichroismu vyplyva, Zze pfi zahfivani vzorku s PSI
pii teplotach prevySujicich 70°C dochazi k velmi dramatickym zménam.
Dochazi ke znacnému nartistu mnozstvi proteinti v konformaci 3-listu na tukor
a-helikalni struktury a dochazi rovnéz ke znacnému uvolnovani pigmentovych

molekul z jejich puvodnich vazebnych pozic (Hu et al., 2004; Hu et al., 2005).
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PSI+CCII(2)—-
cci(1)— .
RC-47 —

LHCIIt -
LHClIm —

FP—

Obrazek 9 - Elektroforetogram pigment-proteinovych komplexu
thylakoidnich membran separovanych pomoci nativni Deriphat-PAGE.
SC: superkomplexy, PS1+CCII(2): fotosystém I s dimerem jadra fotosystému II,
CCI(1): jadro fotosystému I, RC-47: jadro fotosystému II tvofené
podjednotkami D1, D2 a CP47, LHCIIt, LHCIIm: trimerni, resp. monomerni
forma LHCII, FP: volné pigmenty, AG: agregaty, PSIA/B: heterodimer jadra

fotosystému I. Prevzato z Lipova et al., 2010.
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EXPERIMENTALNI CAST
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4. Pouzity material
4.1. Rostlinny material

Jako rostlinny material, ze kterého byly ziskany thylakoidni mambrany,
byly pouzity mladé rostliny jecmene jarniho (Hordeum vulgare). Rostliny byly
pé€stovany hydroponicky na inertnim nosic¢i perlitu a byly zalévany Knopovym
roztokem. Rostliny byly péstovany ve fytokomofe Microclima 1750 (Snijders
Scientific, Tilburg, Nizozemi) v pé€stebnim rezimu 16 hodin svétlo, 8 hodin tma.
Ozarenost byla 100 umol fotont m-2 s-! fotosynteticky aktivniho zareni (rozsah
vlnovych délek 400 — 700 nm). Péstovani probihalo po dobu 5 dnt pfi teploté
25 °C a relativni vlhkosti 60 — 65 %. Pro izolaci thylakoidnich membran byly

pouzity pouze koncové ¢asti neposkozenych listu.
4.2. Knopuv roztok

Pro zalévani rostlin byl pouzivan Knopuv roztok, ktery byl pfipraven
nasledujicim zptsobem: do 950 ml deionizované vody bylo pfidano 10 ml od
kazdého z péti zasobnich roztokl (viz tab. 2) a nakonec byly pfidany jesté 3

kapky 50 % roztoku FeCls.

Tabulka 2 — SloZeni zasobnich roztoku pro pfipravu Knopova roztoku.

Chemikalie Mnozstvi chemikalie (g/1 zasobniho roztoku)
KCl1 7.1

KH>PO. 14.3

KNOs3 14.3

Ca(NOs3).4H,O 57.2

MgSO4 14.3
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5. Pouzité chemikalie

2-Amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol

2-Bis(2-hydroxyethyl)amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-

propandiol

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

Akrylamid

Aminokapronova kyselina
Askorbat sodny

Bisakrylamid

BSA

Coomassie brilliant blue G-250
Deoxycholat sodny
Diethyldithiokarbamova kyselina, sodna sul
Dihydrogenfosfore¢nan draselny
Dithiothreitol

Dodecylsiran sodny
Dodecyl-p-D-maltosid

Dusi¢nan draselny

Dusi¢nan vapenaty, tetrahydrat
Ethylendiamintetraoctova kyselina, sodna sul
Glycerol

Glycin

Hydroxid sodny

Chlorid draselny

Chlorid hotec¢naty, hexahydrat
Chlorid sodny

Chlorid zelezity

Jodacetamid

Kyselina chlorovodikova
Methanol

Mocovina

Mravenci kyselina
N,N,N‘,N*-Tetramethylethylendiamin
Octova kyselina

Persiran amonny

Sacharosa

Siran amonny

Siran hofe¢naty

Tricin

Trifluoroctova kyselina
Trihydrogenfosfore¢na kyselina
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Fluka

Sigma
Biorad
Sigma
Sigma
Biorad
Sigma
Biorad
Sigma
Sigma
Lachema
Biorad
Fluka
Applichem
Lachema
Hichem
Sigma
Penta
Sigma
Lachner
Lachema
Lachner
Lachema
Aldrich
Sigma
Lachner
Lachema
Fluka
Merck
Biorad
Lachema
Biorad
Lachema
Lachner
Lachema
Biorad
Merck
Lachema



6. Pouzité metody

6.1. Izolace thylakoidnich membran

Thylakoidni membrany byly izolovany podle protokoltt uvedenych
v pracich autord Dau a kol., 1995 a Hideg, 1994 (Dau et al., 1995; Hideg,
1994). Vysledny pouzity protokol vznikl kombinaci obou pfedchozich. Listy
je¢mene byly vlozeny do vychlazené homogenizacni nadoby, prelity
homogeniza¢nim pufrem (viz tab. 3) vychlazenym na teplotu O °C, rozstrihany
nuzkami na drobnéj§i kousky a homogenizovany. Homogenizace byla
provadéna pomoci homogenizatoru T25basic (IKA Labortechnik, Staufen,
Némecko) v neékolika pétivtefinovych intervalech pfi 13500 otackach min-!.
Homogeniza¢ni nadoba s homogenizovanym materialem byla béhem prace
ponofena v ledové lazni a mezi jednotlivymi homogenizaénimi intervaly byl
nastavec homogenizatoru ponofen v chlazené homogenizované smési, aby bylo
zabranéno nezadoucimu zahftivani homogenizovaného materialu.
Homogenizovany rostlinny material byl nasledné prefiltrovan pfes ¢tyfi vrstvy
silonové sitky s velikosti oka 40 um. Filtrat byl poté rozdélen do 50 ml
centrifugacnich kyvet a centrifugovan v centrifuze 3-30K (Sigma, Osterode am
Harz, Némecko). Centrifugace probihala po dobu 6 minut pfi 5000 g a pri 4 °C.
Supernatant byt odlit a pelet resuspendovan ve vychlazeném resuspendacnim
pufru I (viz tab. 3). Resuspendovany pelet byl znovu rozdélen do 50 ml
centrifugacnich kyvet a centrifugovan 10 minut pfi 5000 g a 4 °C.
Supernatant byl po centrifugaci odlit a pelet resuspendovan ve vychlazeném
resuspendaénim pufru II (viz tab. 3), rozdélen do centrifugacnich kyvet a
centrifugovan po dobu 3 minut pfi 200 g a 4 °C, aby doSlo k odstranéni
pfipadného Skrobu, ktery ulpél na sténach kyvety. Supernatant byl prelit do
¢istych kyvet a centrifugovan 5 minut pfi 5000 g a 4 °C. Supernatant byl odlit
a pelet resuspendovan v minimalnim mozném mnozstvi vychlazeného
resuspendacniho pufru II (pfiblizné 1-2 ml). U ziskané suspenze thylakoidnich
membran byla zméfena koncentrace chlorofyli a a b, poté byla rozdélena do
malych mikrozkumavek a uloZena v - 80 °C v hlubokomrazicim boxu. Tésné
pfed pouzitim byla suspenze thylakoidnich memran nafedéna
resuspendac¢nim pufrem II na koncentraci chlorofyli 1000 pg/ml. VesSkera
prace probihala pfi slabém zeleném osvétleni a rostlinny material byl

uchovavan v ledové lazni.
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Tabulka 3 - SloZeni pufru pro izolaci thylakoidnich membran

Chemikalie Koncentrace
Homogenizacni pufr Sacharosa 400 mM
HEPES 35 mM
(PH 7.2) NaCl 400 mM
MgCl, 4 mM
Askorbat sodny* 5 mM
BSA* 2 mg/ml
Resuspendacni pufrI HEPES 25 mM
NaCl 150 mM
(PH 7.5) MgCl, 8 mM
Na-EDTA 1 mM
Resuspendacni pufr II Sacharosa 400 mM
HEPES 50 mM
(PH 7.2) NaCl 15 mM
MgCl, 5 mM

*Pridano tésné pred pouzitim

6.2. Urceni koncentrace chlorofyla

V suspenzi thylakoidnich membran byla stanovena celkova koncentrace
chlorofyli. a a b. To bylo provedeno spektrofotometricky podle prace
Lichtenthalera z roku 1987 (Lichtenthaler, 1987). Vhodné mnozZstvi suspenze
thylakoidnich membran (5 — 10 pl) bylo v mikrozkumavce smichano se 2 ml 80
% acetonu (v/v) a centrifugovano v centrifuze 3-30K (Sigma, Osterode am
Harz, Némecko) pfi laboratorni teploté po dobu S5 minut pfi 5000 g.
U supernatantu (pigmentového extraktu) byla pomoci spektrofotometru UV550
(Thermo Spectronic, Rochester, USA) zméfena absorbance pfi vlnovych
délkach 646.8, 663.2 a 750 nm a ziskané absorbance byly pouzity k vypoctu
koncentraci chlorofyltl podle Lichtenthalerovych rovnic (Lichtenthaler, 1987):

Ca = 12.25(A663.2— A750) — 2.79(A646.8 — A750)
cb = 21.50(A646.8 — A750) — 5.10(A663.2 — A750)
Ca ... koncentrace chlorofylu a v ug/ml

Cb ... koncentrace chlorofylu b v ug/ml
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6.3. Teplotni a svételny stres

Pro elektroforetickou separaci pigment-proteinovych komplexti pomoci
CN-PAGE byly pouzity thylakoidni membrany  vystavené  bud

vysokoteplotnimu, nebo svételnému stresu.
Vysokoteplotni stres

Do mikrozkumavek bylo napipetovano primérené mnozstvi suspenze
thylakoidnich membran o koncentraci chlorofylt 1000 ug/ml, mikrozkumavky
byly vodotésné uzavieny parafilmem a na 5 minut ponofeny ve tmé do vodni
lazné JulaboED F12 (Julabo Labortechnik, Seelbach, Némecko) vyhraté na
pfislusnou teplotu. Thylakoidni membrany byly postupné zahfivany bud pfi
teplotach 25, 30, 35, 40, 45 a 50 °C, nebo pfi teplotach 40, 50, 35, 60, 70, 80
a 90 °C a takto pripravené thylakoidni membrany byly pfimo pouzity

k pfipraveé vzorku.
Svételny stres

Vystaveni thylakoidnich membran svételnému stresu probéhlo nékolika

zpusoby:

1. 16 ul suspenze thylakoidnich membran o koncentraci chlorofyld 1000
ug/ml bylo v ¢iré prihledné mikrozkumavce zfedéno resuspendacnim
pufrem II (viz tab. 3) na celkovy objem 1 ml. Mikrozkumavka byla uchycena
do drzaku a pomoci svételného zdroje KL1500 electronic (SCHOTT, Mainz,
Némecko) 5 minut osvétlovana ,studenym“ bilym svétlem o stanovené
intenzité. Intenzita svétla byla presné nastavena pomoci meéfidla Li-cor LI-
189 (LI-COR Biosciences, Lincoln, USA) a jeho intenzita byla postupné 100,
200, 400, 800, 1600 a 3200 pmol fotoni m=2 s-!. Osvétleny vzorek byl
zcentrifugovan na centrifuze 3-30K (Sigma, Osterode am Harz, Némecko)
po dobu 5 minut pfi 5000 g a 4 °C, supernatant byl odlit a pelet
resuspendovan v 15 ul resuspendac¢niho pufru II (viz tab. 3). Cely objem
vzorku po konec¢né resuspendaci byl pouzit pro pfipravu vzorku uréeného

k naneseni do jedné gelové jamky.

2. Vhodné mnozstvi suspenze thylakoidnich membran o koncentraci
chlorofyli 1000 ug/ml bylo nasato do sklenéné kapilary o wvnitinim
pruméru 1 mm a umisténo ve vodorovné poloze do specialni podomacku

sestavené aparatury, ktera kapilarou otacela rychlosti priblizné 1 otacka za
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sekundu. Suspenze v kapilafe byla osvétlovana po dobu 5 minut zptsobem
popsanym v predchozim odstavci a poté byla pouzita k pfipravé finalniho
vzorku. Byla pouzita A) Cista suspenze thylakoidnich membran B) suspenze
thylakoidnich membran s pfidavkem diethyldithiokarbamatu (DDC)
v celkové koncentraci 5 mM, ktery slouzil jako inhibitor enzymu

superoxiddismutasy (SOD).

3. Suspenze thylakoidnich membran o koncentraci chlorofyld 1000 pg/ml
s pfidavkem DDC v celkové koncentraci 10 mM byla nasata do sklenéné
kapilary a kapilara byla vlozena do stojanku ve vodorovné poloze. Takto
bylo pfipraveno 6 kapilar. VSechny kapilary byly osvétlovany soucasné tak,
ze se nachazely v razné vzdalenosti od svételného zdroje. Vzdalenosti od
zdroje svétla byly zvoleny tak, aby intenzita svétla dopadajiciho na kapilary
odpovidala hodnotam 100, 200, 400, 800, 1600 nebo 3200 umol fotont m-2
s-1. Doba osvitu byla 3 hodiny. Takto pripravené suspenze thylakoidnich

membran byly nasledné pfimo pouzity pro pfipravu vzorku.
6.4. Solubilizace thyl. membran a pfiprava vzorku pro CN-PAGE

Pro solubilizaci thylakoidnich membran nutnou pro jejich
elektroforetickou separaci byl pouzivan detergent dodecyl-B-D-maltosid (DM)
v ruznych hmotnostnich pomérech DM:chlorofyl(a+b). Do mikrozkumavky byl
nejdfive napipetovan C-pufr (400 mM sacharosa, 5 mM MgCl,.6H,0O, 50 mM
HEPES/NaOH, 15 mM NacCl, 10 % glycerol, pH 7.2) a poté 10 % dodecyl-B-D-
maltosid a do tohoto roztoku byla nasledné napipetovana suspenze
thylakoidnich membran. Pipetovani suspenze thylakoidnich membran do

smeési pufru a detergentu probihala dvéma zpusoby:

1. Do rady pripravenych mikrozkumavek s pufrem a detergentem byla

postupneé pipetovana suspenze thylakoidnich membran.

2. Do rady pripravenych mikrozkumavek s pufrem a detergentem byla
pfidana suspenze thylakoidnich membran pomoci 8-kanalové pipety tak,
aby vSechny vzorky thylakoidnich membran byly v kontaktu s detergentem

stejné dlouhou dobu.

Cela smés byla jemné promichana a nasledné zcentrifugovana na centrifuze
3-30K (Sigma, Osterode am Harz, Némecko). Centrifugace probihala 10 minut
pii 22000 g a pifi 4°C a jejim ucelem bylo odstranéni nesolubilizovaného
materialu. Supernatant po centrifugaci byl nanesen do jamek gelu.
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Pro pfipravu vzorku na jednu jamku bylo pouzito 16 ul suspenze
thylakoidnich membran o koncentraci chlorofyld 1000 pg/ml. Mnozstvi
suspenze bylo zvoleno tak, aby odpovidalo vhodnému mnozstvi chlorofylt
potfebnému pro optimalni elektroforetickou separaci. Mnozstvi C-pufru bylo
vzdy 34 ul a bylo zvoleno tak, aby doplnilo suspenzi thylakoidnich membran
na objem vhodny pro nanaseni do jamek gelu. Mnozstvi 10 % DM bylo zvoleno

tak, aby odpovidalo potfebnému poméru DM:chlorofyl(a+b).
6.5. CN-PAGE

Pro elektroforetickou separaci pigment-proteinovych komplext v prvnim
rozméru byla pouzita bezbarva nativni elektroforéza. Samotna separace
probihala v 4 — 8 % gradientovém polyakrylamidovém délicim gelu, ktery byl
odspodu nastaven uniformnim 8 % nadstavovacim gelem a zhora prekryt 4 %
zaostfovacim gelem. Ulohou nadstavovaciho gelu bylo pouze vyplnéni
prostoru, protoze pfi separaci proteinovych komplextli na celé délce gelu by
doslo k rozsifeni a rozostreni proteinovych pasu. Nadstavovaci gel byl nalit do
vysky 65 mm, vySka gradientového déliciho gelu byla rovnéz 65 mm a vyska
zaostfovaciho gelu nad délicim gelem byla 5 mm. Pro pfipravu jednoho gelu

byly namichany roztoky podle tab. 4.

Tabulka 4: Roztoky pro pfipravu jednoho gelu pro prvni rozmér
elektroforézy. 8 % F: roztok pro pfipravu nadstavovaciho gelu, 4 % R, 8 % R:
roztoky pro pfipravu gradientového déliciho gelu, 4 % S: roztok pro pfipravu

zaostfovaciho gelu.

8%F 4%R 8%R 4%S

Glycerol (ml) - - 1.30 -

Gelovy pufr (ml) 2.15 1.10 1.10 0.85
Voda (ml) 865 485 3.00 3.70
50 % roztok akrylamidu (ml) 2.10 0.50 1.05 0.40
TEMED (ml) 0.013 0.007 0.007 0.005
10 % APS* (ml) 0.065 0.033 0.025 0.025

* pridava se tésné pred pouzitim

Pro pfipravu roztoki pro pripravu gelu a pro samotny prubéh elektroforézy

byly pripraveny tyto zasobni roztoky:
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e Gelovy pufr, 6 x koncentrovany (pH 7.0): 3 M aminokapronova kyselina,
0.3 M Bis-tris/HCI1

e 50 % roztok akrylamidu (50 % T, 2.6 % C): na pfipravu 100 ml roztoku
pouzito 122 g akrylamidu a 3.3 g bisakrylamidu. T: celkova koncentrace

akrylamidu a bisakrylamidu, C: koncentrace bisakrylamidu
e 10 % APS: 10 % roztok persiranu amonného

e Katodovy pufr, 10 x koncentrovany: 0.5 M Tricin, 0.15 M Bis-tris/HCI. Pro
elektroforézu bylo fedénim zasobniho roztoku pripraveno 350 ml pufru, do
kterého bylo pridano 100 mg dodecyl-pB-D-maltosidu, 200 mg deoxycholatu

sodného a 4 kapky koncentrované kyseliny chlorovodikové

e Anodovy pufr, 1 x koncentrovany (pH 7.0): 0.05 M Bis-tris/HCI1

Byla sestavena aparatura pro nalévani gelu s 1 mm distan¢nimi pasky,
jejiz tésnost bylo nutné ovéfit pomoci deionizované vody. Voda byla odlita,
prostor mezi skly vysuSen a nasledné nalit 8 % nadstavovaci gel. Gel byl
opatrné prevrstven vodou a ponechan 30 minut v klidu, aby probéhla
polymerace. Poté byla voda odsata a nad nadstavovacim gelem nalit 4 — 8 %
gradientovy délici gel. Gradient byl vytvofen pomoci gradientové peristaltické
pumpy PCD21 (Koufil, Kyjov, Ceska republika). Cela aparatura byla nejprve
promyta vodou, nasledné byl do komory dale od vytoku nalit 4 % délici gel, do
komory blize k vytoku 8 % délici gel, otevien kohout mezi komorami a
spusténa pumpa. Gradientovy gel byl po naliti pfevrstven vodou a ponechan
30 minut spontanni polymeraci. Po polymeraci byla odlita voda, mezi skla
vlozen hfebinek a nalit zaostfovaci gel. Poloha hfebinku byla upravena tak,
aby pod nim neztstala zadna vzduchova bublina. Po polymeraci zaostfovaciho
gelu byl opatrné vyjmut hfebinek a jamky promyty vodou. Nasledné byla
sestavena elektroforeticka aparatura Protean II xi Cell (Biorad, Hercules, USA),
ktera byla napojena na termostat Polystat 12103-25 (Cole-Parmer, Chicago,
USA). Poté byl nalit katodovy a anodovy pufr a do jamek gelu naneseny vzorky
pfipravené zpuUsobem popsanym v kap. 6.4. Po naneseni vSech vzorkl byl
pfipojen zdroj elektrického proudu Powerpac 1000 (Biorad, Philadelphia, USA)

a spusténa elektroforéza.

Prvni rozmeér elektroforézy probihal pfi 4 °C a v pfitmi za téchto
podminek: Dokud solubilizované proteinové komplexy neprosly zaostfovacim
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gelem a nevstoupily do déliciho gelu, byl na elektrodach udrzovan elektricky
proud 15 mA a limit napéti nastaven na 100 V. Tento proces trval 15 minut.
Poté byl elektricky proud zvySen na 30 mA a limit napéti nastaven na 500 V.
Separace proteinovych komplextl v gradientovém délicim gelu trvala 2 hodiny.
Hodnoty proudu a napéti plati pro soucasné pouziti dvou gelti. Poté byla

elektroforeticka aparatura rozebrana, gel vyjmut a skenovan.
6.6. Skenovani gelu po prvnim rozméru

Gel po prvnim rozméru byl skenovan na obycejném kancelarském
skeneru. Oskenovany gel po prvnim rozméru byl bud rozfezan na jednotlivé
pasky a pouzit ve druhém rozméru, nebo z ného byly vyfezany vybrané

proteinové pasy, u kterych byla méfena fluorescenéni emisni spektra.

6.7 Méfeni fluorescencénich emisnich spekter

Z gelu po prvnim rozméru byly pomoci skalpelu vyfezany vybrané
proteinové pasy a ulozeny v mikrozkumavce na ledové lazni, aby bylo
zabranéno znehodnoceni vzorku. U jednotlivych vzorkll byla nasledné zméfena
emisni fluorescenc¢ni spektra pfi 77 K na fluorimetru F-4500 (Hitachi, Tokyo,
Japonsko). Pro excitaci byla pouzita vilnova délka 436 nm (excitace chlorofylu
a). Detekce fluorescence probihala v rozmezi vlnovych délek 600 — 800 nm.
Spektralni §itka excitacniho monochromatoru byla nastavena na 10 nm a
spektralni Sitka emisniho monochromatoru na 5 nm. Méfeny vzorek byl

béhem méfeni ponofen v tekutém dusiku v prihledné Dewarové nadobé.
6.8. SDS-PAGE

Pigment-proteinové komplexy separované v prvnim rozmeéru
elektroforézy byly rozdé€leny na své podjednotky ve druhém, denaturujicim
rozméru. Pro elektroforézu byl pouzit 12 - 19.5 % gradientovy délici gel
prekryty 5 % zaostfovacim gelem. Roztoky pro pfipravu gelt byly namichany
podle rozpisu v tab. 5. Pro naliti gelu a pro samotnou elektroforézu byly

pouzity stejné postupy a zafizeni, jako u prvniho rozmeéru.
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Tabulka 5: Roztoky pro nalévani jednoho gelu pro druhy rozmér. 12 % R,
19.5 % R: roztoky pro pripravu gradientového déliciho gelu, 5 % S: roztok pro

pfipravu zaostfovaciho gelu.

12% R 19.5% R 5%S

Sacharosa (g) - 1.8 -

Mocovina (g) 7.7 7.7 -

Gelovy pufr (ml) 4.20 4.20 1.20
Voda (ml) 3.90 - 3.25
50 % roztok akrylamidu  4.45 7.20 0.50
TEMED 0.009 0.009  0.005
10 % APS* (ml) 0.090 0.090 0.025

*pridava se té€sné pred pouzitim

Pro pfipravu roztokll pro nalévani gelu a pro samotny prubéh elektroforézy

byly pfipraveny tyto zasobni roztoky:
e Gelovy pufr (pH 8.6): 2.8 M Tris/HCI

e 50 % roztok akrylamidu (50 % T, 2.6 % C): na pfipravu 100 ml roztoku
pouzito 122 g akrylamidu a 3.3 g bisakrylamidu. T: celkova koncentrace

akrylamidu a bisakrylamidu, C: koncentrace bisakrylamidu
e 10 % APS: 10 % roztok persiranu amonného

e Katodovy pufr, 10 x koncentrovany: 0.25 M Tris, 1.92 M glycin, 0.035 M
SDS

e Anodovy pufr, 20 x koncentrovany (pH 8.3): 0.5 M Tris/HCIl

e SDS pufr (pH 7.5): 0.025 M Tris/HCI, 0.035 M SDS, 0.030 M dithiothreitol

Z gelu po prvnim rozmeéru byly vyrezany pasky, které odpovidaly vzorku
z jedné jamky. Tyto pasky byly po dobu 20 minut inkubovany pfi laboratorni
teploté v SDS pufru. Mezitim byla zkompletovana elektroforeticka aparatura
Protean II xi Cell (Biorad, Hercules, USA), nalit anodovy a katodovy pufr a cela
aparatura pfripojena na termostat Polystat 12103-25 (Cole-Parmer, Chicago,
USA). Po dokonceni inkubace byly gelové pasky z prvniho rozméru opatrné
vlozeny na 5 % zaostrovaci gel a jejich poloha upravena tak, aby mezi pasky a

zaostfovacim gelem neztstaly zadné vzduchové bubliny. Poté byla aparatura
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pripojena ke zdroji elektrického proudu Powerpac 1000 (Biorad, Philadelphia,

USA) a spusténa elektroforéza.

SDS elektroforéza probihala za téchto podminek: Dokud proteiny
nevstoupily z pasku z prvniho rozmeéru do zaostfovaciho gelu druhého
rozmeéru a timto gelem neprosly, byl na elektrodach udrzovan elektrocky proud
20 mA a napéti nastaveno na limit 200 V. Tento proces trval 30 minut. Poté
byla hodnota elektrického proudu zvySena na 40 mA a limit napéti nastaven
na 350 V. Separace proteint v gradientovém délicim gelu probihala po dobu
11 hodin. Hodnoty proudu a napéti plati pro soucasné pouziti dvou gelu.
Béhem celé doby separace byla udrzovana teplota 22 °C. Po ukonceni
elektroforézy byla elektroforeticka aparatura rozebrana, gel vyjmut, obarven a

skenovan.
6.9. Barveni gelu po SDS-PAGE

Gel byl po druhém rozmeéru barven pomoci barviva Coomassie brilliant
blue. Po vyjmuti gelu z elektroforetické aparatury byly proteiny v gelu nejprve
po dobu 2 hodin fixovany v roztoku obsahujicim 40 % ethanolu a 10 %
kyseliny octové. Po fixaci byl gel proplachnut ve vodé a vloZen do barviciho
roztoku a ponechan v ném pfes noc. Na pfipravu 250 ml barviciho roztoku
bylo pouzito 205 mg Coomassie brilliant blue G-250, 20 g (NH4)2SO4, 2.35 ml
85 % HsPO4 a 50 ml methanolu. Po inkubaci v barvicim roztoku byl gel promyt
2 x 10 minut ve 20 % roztoku methanolu, poté 2 x hodinu ve vodé a nasledné

skenovan.
6.10. Skenovani gelu po druhém rozméru

Obarveny gel po druhém rozméru byl skenovan pomoci 2D skeneru
Image scanner Powerlook 1120 USG (Amersham Biosciences, Uppsala,
Svédsko) s pouzitim cerveného filtru. Po oskenovani byly z gelu vyfezany

vybrané proteinové body pro identifikaci pomoci techniky MALDI-TOF.
6.11. Pfiprava vzorku pro MALDI-TOF

Proteiny pfitomné v gelu po druhém rozméru byly identifikovany pomoci
techniky MALDI-TOF. Pro identifikaci byla pouzita metoda tzv. ,peptide mass
fingerprinting“, kdy je nutné proteiny nastépit na peptidy enzymem se znamou

Stépnou specifitou. Jako enzym byl pouzit trypsin, ktery $tépi proteiny na C-
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konci bazickych aminokyselin. Analyza probihala na hmotnostnim
spektrometru Bruker Microflex MALDI-TOF LRF20 (Bruker Daltonics, Brémy,

Némecko).

Z obarveného gelu byly vyfezany vybrané proteinové body a jednotlivé
vlozeny do mikrozkumavek. Do mikrozkumavky s gelem obsahujicim proteiny
bylo pfidano 150 ul acetonitrilu, ¢imz doSlo k vysuSeni gelu. Acetonitril byl
nasledné odebran a do mikrozkumavky bylo pfidano 50 ul redukéniho
roztoku. Vzorky s redukénim roztokem byly po dobu 30 minut inkubovany pfi
56 °C, poté redukéni roztok odebran a gely opét vysuSeny 150 ul acetonitrilu.
Acetonitril byl odebran a gel v mikrozkumavkach rehydratovan v 50 ul
alkyla¢niho roztoku. Alkylace probihala 20 minut ve tmé, alkylacni roztok byl
nasledné odebran a gely vysuSeny 150 pl acetonitrilu. Vysuseny gel po redukci
a alkylaci vzorku pfitomného v gelu byl nasledné odbarven pfidavkem 200 ul
odbarvovaciho roztoku. Ten byl po 30 minutach odebran, gely vysuSeny 150 ul
acetonitrilu a gely rehydratovany v roztoku trypsinu. Po 90 minutach
inkubace vzorku v roztoku trypsinu, ktera probihala pfi 0°C, byl zbyly roztok
trypsinu odebran a ke vzorku do mikrozkumavky pridano 20 ul Stépiciho
roztoku. Takto pfipraveny vzorek byl vlozen do inkubatoru a ponechan pres
noc pfi 37 °C, ¢imz doslo k roz§tépeni proteint pfitomnych v gelu na peptidy.
Po inkubaci byly vzorky zmrazeny, nebo pouzity k méfeni hmotnostnich

spekter.

Pred mérenim spekter bylo nutné nanést vzorky na ocelovou desticku,
na které byly méfené vzorky vkladany do hmotnostniho spektrometru. Na
oznacené pozice na desticce bylo nejprve napipetovano 0.8 ul vzorku (kapalina
vznikla po inkubaci) a jeSté nez kapicka vzorku na desti¢ce zaschla, bylo do ni
pfidano 0.8 ul roztoku matrice. Nanesené vzorky byly ponechany

samovolnému vysusSeni a teprve poté vlozeny s destickou do pristroje.
Pri enzymatickém §té€peni vzorka byly pouzivany tyto roztoky:

e Redukéni roztok: 0.01 M dithiothreitol v 0.1 M hydrogenuhli¢itanu

amonném

e Alkylaéni roztok: 0.055 M jodacetamid v 0.1 M hydrogenuhli¢itanu

amonném

e Odbarvovaci roztok: acetonitrii a 0.1 M hydrogenuhli¢itan amonny

v pomeéru 1:1
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e Roztok trypsinu: 2 uM trypsin v 0.05 M hydrogenuhli¢itanu amonném
e Stépici roztok: 0.025 M hydrogenuhli¢itan amonny

e Roztok matrice: 2 mg a-kyano-4-hydroxyskoricové kyseliny rozpusSténo ve

smeési 660 ul acetonitrilu, 322 ul vody a 8 ul trifluoroctové kyseliny.
6.12. Pfiprava vzorku pro LC-MS/MS

Priprava vzorku pro analyzu technikou LC-MS/MS probihala shodnym
zpusobem jako pfiprava vzorku pro analyzu technikou MALDI s nékolika
rozdily. Jako Stépici enzym byla misto trypsinu pouzZivana elastasa a po
rozStépéni proteintl pritomnych v gelu na peptidy probéhlo jejich precisténi
extrakci na pevné fazi metodou ZipTip. Pfi tomto zplisobu preciSténi jsou
peptidy navazany na hydrofobni adsorbent, zbaveny nezadoucich soli a
nasledné z adsorbentu zpétné uvolnény. Po pfeciSténi byl roztok, ve kterém
byly peptidy rozpusStény odpatren, peptidy rozpustény v 20 ul 0.1% kyseliny
mravenc¢i a vlozeny do pristroje. Analyza probihala na pristroji nanoLC-nESI-

UHR-Q-TOF (Bruker Daltonics, Brémy, Némecko).
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7. Vysledky a diskuze

Tato prace je zameéfena na pouziti 2D-CN/SDS-PAGE pro studium vlivu
teplotniho a svételného stresu na slozeni pigment-proteinovych komplexu
thylakoidnich membran. Metoda 2D-CN/SDS-PAGE byla optimalizovana pro
separaci velkych pigment-proteinovych superkomplexti s molekulovou
hmotnosti nad 500 kDa. Tyto komplexy byly v gelu pfitomny v relativné

velkém mnozstvi a jejich zastoupeni se snizovalo s rostouci mirou stresu.

7.1. Stanoveni optimalni koncentrace detergentu

Pro Gispé€Snou separaci pigment-proteinovych komplext z thylakoidnich
membran bylo nejprve nutné experimentalné stanovit vhodny hmotnostni
pomér detergentu k chlorofylim a + b (DM/chl). Pro solubilizaci pigment-
proteint thylakoidnich membran byl pouzivan detergent dodecyl-B-D-
maltosid. Detaily metodiky CN-PAGE jsou popsany v kap. 6.5. Vysledky
separace pigment-proteinovych komplexti po solubilizaci pfi hmotnostnim

pomeéru DM /chl=2 - 9 jsou uvedeny na obr. 10.

PSI s - 3 R — S
superl
SC
PSI \ - d  Antied
super2 ’ - _—
P PSIIsuper{ ) i

i

Obrazek 10 - Stanoveni optimalniho hmotnostniho poméru detergentu k
chlorofylim. Cisla nad jamkami oznacuji hmotnostni pomér DM/chl, ktery
byl pouzit pro solubilizaci thylakoidnich membran. V horni ¢asti obrazku jsou
vidét dna jamek, do kterych byl nanaSen vzorek. PferuSovana cara oznacuje

rozhrani mezi zaostfovacim a délicim gelem. AG: nesolubilizovany material,
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ktery zGstal na dnech jamek, SC: pigment-proteinové superkomplexy

fotosystému I, PSI: fotosystém I, PSII super: superkomplexy fotosystému II.

Elektroforeticka separace pigment-proteinovych komplext byla
provadéna na gradientovém polyakrylamidovém gelu s 4 - 8 % rozsahem
koncentraci. Toto koncentraéni rozmezi bylo zvoleno z toho duvodu, ze pfi jeho
pouziti dochéazelo k dobré separaci pigment-proteinovych komplext o velkych
molekulovych hmotnostech, které byly pfitomny v celé horni poloviné gelu. U
ostatnich  pigment-proteinovych komplexi o nizS§ich molekulovych
hmotnostech v§ak pfi pouziti tohoto koncentraéniho rozmezi k dobré separaci
nedochazelo. To ovSem nebylo na §kodu, protoze tyto mensi komplexy nebyly
cilem zajmu této prace. Na pripravu vzorku na jednu jamku bylo pouzito
takové mnozstvi suspenze thylakoidnich membran, které odpovidalo 16 ug
chlorofyli a + b. Optimalni mnozstvi chlorofylu bylo zvoleno jednak
experimentalné a jednak na zakladé porovnavani vysledkt rtiznych praci. Pri
pouziti mensiho mnozstvi chlorofylu byly proteinové pasy malo vyrazné. Pri
pouziti vysSiho mnozstvi chlorofylu byly proteinové pasy naopak prilis
intenzivni, nékteré navzajem splyvaly a bylo obtizné je vzajemné odliSit. Pri
pouziti velkého mnozstvi chlorofylu také dochazelo k tzv. ,smearingu“, kdy
jsou jednotlivé pasy s pigment-proteiny kvuli velkému mnozstvi vzorku v gelu

rozmazané a dochazi k nartstu intenzity zabarveni pozadi gelu.

Z obr. 10 je patrné, ze u nizSich hmotnostnich poméra DM/chl (2 - 4)
nebyly pfitomny téméfr zadné superkomplexy a vétSina pigment-proteint
zlstala na dné jamek. Uspokojivé vysledky poskytlo pouziti hmotnostnich
poméri DM/chl 5, 6 a 7. U vSech tfi poméru byly pfitomny vyrazné pasy
s pigment-proteiny v oblasti vysokych molekulovych hmotnosti, které jsou na
obr. 10 oznaceny jako PSI superl a PSI super2. U vysokych hmotnostnich
poméra DM/chl (8 a 9) naopak dochazelo k pfiliSnému rozpadu
superkomplexti PSI superl a PSI super2 a objevily se dal§i pasy s pigment-
proteiny oznacené jako PSII super. Pfi pouziti hmotnostnich poméra
DM/chl>9 dochazelo k podobné separaci pigment-proteinovych komplexu,
jako v pripadé pouziti hmotnostniho poméru DM/chl=9 s tim rozdilem, Ze
doslo k zintenzivnéni denzity past oznacenych na obr. 10 jako PSII super. Pii
porovnavani intenzity pasti u ruznych hmotnostnich pomérd DM/chl bylo
zjisténo, ze nejlepSich vysledkt bylo dosazeno pfi pouziti hmotnostniho

poméru DM/chl=6 a tento pomér byl pouzivan pro solubilizaci thylakoidnich
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membran pouzitych v dalSich experimentech. UspéSné separace pigment-
proteinovych komplext thylakoidnich membran bylo dosazeno také pfi pouziti
hmotnostniho poméru DM/chl=5, ale rizna opakovani separace pigment-
proteinovych komplexti pfi pouziti tohoto hmotnostniho poméru DM/chl

neposkytovalo pokazdé stejné vysledky (data neukazana).

Z obr. 10 je dale vidét, Ze s rostoucim hmotnostnim pomérem DM/chl
ubyva nesolubilizovany material ze dna jamek. Ubytek souvisi s pouzitym
mnozstvim detergentu, ktery ma vliv na miru solubilizace materialu. Pfi
posuzovani vlivu mnozstvi detergentu na denzitu pasu vyvstala domnénka, ze
pasy pritomné v gelu v oblasti nejvyssich molekulovych hmotnosti (oznacené
na obr. 10 jako PSI superl a PSI super2) nalezi superkomplextim fotosystému
I, které pochazeji ze stromalnich thylakoidt a z okraji gran. V pripadé zvySeni
mnozstvi detergentu pravdépodobné doslo i k solubilizaci proteinti pfitomnych
uvnitt gran a zaroven doslo k rozpadu pigment-proteinovych superkomplexu
pfitomnych v gelu voblasti nejvySSich molekulovych hmotnosti, coz
korespondovalo s objevenim se dalSich pasu v oblasti niz§ich molekulovych
hmotnosti. Tyto dal$§i pasy oznacené na obr. 10 jako PSII super byly na
zékladé dosavadnich zkuSenosti a také na zakladé vysledki prezentovanych

v moji bakalarské praci (Nosek, 2010) pfisouzeny komplextiim fotosystému II.
7.2. Identifikace pigment-proteinovych komplexu

Pro identifikaci podjednotkového slozeni jednotlivych pasu s pigment-
proteiny byla provedena separace podjednotek ve druhém rozméru pomoci
SDS-PAGE. Pro elektroforetickou analyzu ve druhém rozméru byly pouzity
vzorky separované v prvnim rozméru pomoci CN-PAGE solubilizované pfi dvou
riznych hmotnostnich pomérech DM /chl=6 a 10. Po elektroforetické separaci
ve druhém rozmeéru byly vybrané proteinové ,spoty“ vyfezany a identifikovany
pomoci techniky MALDI-TOF. Kviili metodickym problémtm v§ak nemohly byt
identifikovany veSkeré spoty, hlavni podjednotky nalezejicim jadrdm obou
fotosystémti se vSak identifikovat podafilo. Byla také provedena analyza
podjednotkového slozeni past s pigment-proteiny pomoci techniky LC-
MS/MS. Pro tuto analyzu byly podobné jako v pripadé SDS-PAGE pouzity
vzorky solubilizované pfi dvou rtznych hmotnostnich pomérech DM/chl.
Prvnim pomérem byl hmotnostni pomér DM/chl=6, u kterého byly v nejvétsi

mife zastoupeny pigment-proteinové superkomplexy o velkych molekulovych
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hmotnostech, druhym pomérem byl hmotnostni pomér DM/chl=12, u kterého
byly hojné zastoupeny superkomplexy s fotosystémem II. Vysledky separace a

identifikace shrnuji nasledujici kapitoly.
7.2.1. Identifikace pomoci SDS-PAGE a MALDI-TOF

Hm. pomér DM/chl=6 Hm. pomér DM/chl=10

—
—
w
=]

)
2.
3
7]

Obrazek 11 - Elektroforetogram se separovanymi podjednotkami
komplexu separovanych pomoci CN-PAGE. PsaA/B: podjednotky jadra PSI,
LHCI: proteiny svétlosbérného komplexu fotosystému I, LHCII: proteiny
svétlosbérného  komplexu  fotosystému II, FNR: ferredoxin:NADP+-
oxidoreduktasa, ATPaf3: a a B podjednotka ATP synthasy, ATPy: y podjednotka
ATP synthasy. Identifikace vybranych ,spott“ byla provedena technikou
MALDI-TOF, ktera je popsana v kap. 6.11.
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Obrazek 11 wukazuje vysledek elektroforetické separace pigment-
proteinovych komplexti thylakoidnich membran solubilizovanych pfi dvou
riznych hmotnostnich pomérech DM/chl=6 a 10. Z obrazku 11 je patrné, ze
pigment-proteinové pasy oznacené v gelu po prvnim rozmeéru jako PSI superl
a PSI super2 (pfitomné u vzorkl thylakoidnich membran solubilizovanych pfi
hmotnostnim poméru DM/chl=6 i 10), skutecné obsahovaly fotosystém I.
V gelu druhého rozméru byla totiz u té€chto pasu PSI superl a PSI super2
prokazana prfitomnost podjednotek jadra fotosystému I PsaA a PsaB.
V hlavnim pasu, ktery je v gelu po prvnim rozméru vzorku solubilizovaného pfi
hmotnostnim poméru DH/chl=6 oznacen jako PSI (pfitomen pfiblizné
uprostred), nebyly pfitomny podjednotky fotosystému II. Z toho plyne, ze pas
oznaceny jako PSI neobsahoval dimer jadra fotosystému II, ktery je v tomto
pasu prfi separaci pigment-proteinovych komplexti thylakoidnich membran
technikou nativni elektroforézy bézné pritomen (viz napt. Lipova et al., 2010,
Nosek, 2010). Lipova a kol. ve své praci pouzila pro separaci pigment-

proteinovych komplexti techniku Deriphat-PAGE.

Z vysledku elektroforetické separace podjednotek pigment-proteinovych
komplexti ve druhém rozméru na obr. 11 také vyplyva, ze pasy oznacené jako
PSII super (pfitomny v gelu po prvnim rozméru u vzorku thylakoidnich
membran solubilizovanych pfi hmotnostnim poméru DH/chl=10), jsou
skutecné tvoreny fotosystémem II. Analyza gelu po druhém rozmeéru v téchto
pasech totiz prokazala pritomnost podjednotek D1, D2, CP43, CP47 a takeé
podjednotek LHCII. Podjednotky fotosystému II byly pfitomny také v hlavnim
pasu (oznacen jako PSI+CCII(2)), kde byly pfitomny spolecné s podjednotkami
fotosystému I. To koresponduje s vysledky prezentovanymi v pfedchozim
odstavci, protoze pfi zvySeni mnozstvi detergentu doSlo k dukladnéjsi
solubilizaci thylakoidnich membran, ¢astecnému rozpadu fotosystému II a

k objeveni se dimeru jadra fotosystému II v pasu oznaceném jako PSI+CCII(2).

Na obr. 11 v gelu druhého rozméru je u obou vzorkl z prvniho rozmeéru
patrna pritomnost enzymu ferredoxin:NADP+-oxidoreduktasy (FNR). Tento
enzym je v thylakoidnich membranach v blizkosti fotosystémemu I a zajiStuje
redukci NADP+ na NADPH (Malkin & Niyogi, 2000). Neni tedy ni¢im
neobvyklym, Ze tento enzym byl pfitomen pravé v pasech s fotosystémem I (na

obr. 11 oznaceny jako PSI a PSI+CCII(2)).
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7.2.2. Identifikace podjednotek pomoci LC-MS/MS

6 12
107 .

Obrazek 12 - Vysledek elektroforetické separace pigment-proteinovych
komplexu thylakoidnich membran pomoci CN-PAGE s oznacenim
jednotlivych pasa pouzitych pro analyzu podjednotkového sloZeni
technikou LC-MS/MS. Cisla nad obrazkem oznacéuji hmotnostni pomér
DM /chl, ktery byl pouzit pro solubilizaci vzorku thylakoidnich membran. Cisla
po stranach obrazku oznacuji jednotlivé pasy pouzité pro analyzu
podjednotkového slozeni pigment-proteinovych komplex1i technikou LC-

MS/MS.
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Tabulka 6 - Vysledky analyzy sloZeni jednotlivych pasu separovanych
pomoci CN-PAGE (viz obr. 12) technikou LC-MS/MS. NHD:
NAD(P)H:chinon-oxidoreduktasa, Psa: podjednotky fotosystému [, Lhca:
podjednotky LHCI, Lhcb: podjednotky LHCII. Priprava vzorkll pro analyzu
technikou LC-MS/MS je detailn€ji popsana v kap. 6.12. Tabulka obsahuje
pouze vybrané nalezené proteiny, kompletni vysledky analyzy jsou uvedeny

v dodatku na konci prace.

Cislo pasu Podjednotkové slozeni

1 PsaA,B,C,D,E, F, G, H, K, L, N, CP47, D2
Lhcal, Lhca2, Lhcb1, Lhcb3
NDH podj. H, K

2 PsaA, B, D, E, F, G, K, L, CP47, D2
Lhcal, Lhcbl, Lhcb3
NDH podj. 1, H, I, J, K, M

3 PsaA,B,C,D,E, F, G, H, K, L, N, CP43, CP47, D2, D1
Lhcal, Lhca2, Lhcb1, Lhcb2, Lhcb3, Lhcb4, Lhcb6

4 CP43, CP47, D2, D1, PsbL, R, W,
Lhcb1l, Lhcb2, Lhcb3, Lheb4, LhecbS

5 CP43, CP47, D2, D1, PsbH, L, W, PsaA

6 PsaA,B,C,D,E, F, G, H, K, L, N, CP43, CP47, D2
Lhcal, Lhca2, Lhcb1, Lhcb2, Lhcb3

7 PsaA,B,C,D,E,F,G,H,K,L, N
Lhcal, Lhca2, Lhcb3

8 CP43, CP47, D2, D1

9 CP43, CP47, D2, PsbR, S, PsaN, V
Lhcal, Lhcbl, Lheb2, Lheb3, Lheb4, Lheb5, Lheb6

10 CP43, CP47, D2, D1, PsbR, PsaA, B, D
Lhcal, Lhcbl, Lhcb2, Lheb3, Lheb4, Lheb5, Lhceb6
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Vysledky analyzy pasu s pigment-proteinovymi komplexy technikou LC-
MS/MS potvrdily drivéjsi vysledky ziskané analyzou gelti po druhém rozméru
prezentované v kap. 7.2.1. Diky vysoké citlivosti této techniky byly v pasech
oznacenych na obr. 12 ¢isly 1 a 2 kromé podjednotek fotosystémt a
sveétlosbérného komplexu nalezeny i podjednotky enzymového komplexu
NAD(P)H:chinon-oxidoreduktasy. Toto zjiSténi ale neni ni¢im prekvapujicim,
protoze tento enzymovy komplex skutecné tvofi spolecné s fotosystémem I
velky superkomplex zajistujici cyklicky elektronovy transport a chlororespiraci.
Tento velky superkomplex je vSak znacné nestabilni (Peng et al., 2009; Peng et
al., 2011; Iwai et al.,, 2010; Jarvi et al.,, 2011). Jeho pritomnost v gelu po
prvnim rozmeéru doklada, ze mnou pouzita separacni technika je velmi Setrna.
Podobné superkomplexy s fotosystémem I a NDH se podafilo separovat i
autorum Jarvi a kol (Jarvi et al.,, 2011). Tito autofi pro separaci pigment-
proteinovych komplexi pouzili techniku CN-PAGE i BN-PAGE a obé techniky
poskytly podobné vysledky. Presto, Ze tito autofi pouzili relativné ridky délici
gel (3,5%), nebyly superkomplexy s enzymem NDH od ostatnich pigment-
proteinovych komplexti dobfe rozseparovany a nemohla tedy posouzena
ucinnost obou technik (Jarvi et al., 2011). V pasech 1 a 2 byly také pritomny
podjednotky fotosystému II D2 a CP47. Pravdépodobné se jedna o proteiny,
které byly v thylakoidnich membranach pfitomny na okrajich gran a ve
stromalnich thylakoidech, kde dochazi k opravam poskozeného fotosystému II.
V pasu ¢. 3 byly nalezeny podjednotky fotosystému I, vSechny podjednotky
jadra fotosystému II D1, D2, CP43 a CP47 a také proteiny svétlosbérného
komplexu LHCI a LHCII. Pfitomnost vSech téchto podjednotek svédci o tom, ze
v tomto pasu byly pravdépodobné pritomny komplexni struktury obou
fotosystémuti. Pasy oznacené na obr. 12 ¢isly 4 a 5 obsahovaly témér vyhradné
podjednotky fotosystému II a proteiny LHCII, coz doklada, ze tyto pasy byly
tvofeny fotosystétmem II a tyto vysledky jsou v souladu s vysledky
prezentovanymi v kap. 7.2.1. Pas oznaceny na obr. 12 cCislem 6 obsahoval
podjednotky fotosystému I, podjednotky jadra fotosystému II D2, CP43 a CP47
a proteiny svétlosbérnych komplexti LHCI a LHCII. Vpasu ¢ 7 byly
identifikovany jen podjednotky fotosystému I spolecné s proteiny
sveétlosbérného komplexu LHCI. Tyto vysledky opét koresponduji s vysledky
analyzy gelu po druhém rozméru. Pas ¢. 8 obsahoval pouze podjednotky jadra
fotosystému II, coz doklada, ze v tomto pasu byl pfitomen monomer jadra

fotosystému II. Pas ¢. 9 obsahoval pfedevSim proteiny LHCI. Tento pas
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obsahoval také nékteré podjednotky fotosystému II, které v ném byly
pravdépodobné pritomny v samostatné formé a nebyly tudiz soucasti zadné
komplexngjsi struktury. Na dné jamky u vzorku thylakoidnich membran
solubilizovanych pfi hmotnostnim poméru DM/chl=6 (vzorek oznaceny na obr.
12 ¢. 10) byly pfitomny predevSim podjednotky fotosystému II spolecné
s proteiny LHCII. To doklada, ze u fotosystému II nedoS§lo pfi solubilizaci
pomérem DM/chl=6 k fadné solubilizaci a proto fotosystém II ztstal na dné
jamky (to se projevilo jako zelené zabarveni horni ¢asti zaostrovaciho gelu). U
vy§§iho hmotnostniho poméru DM/chl toto zelené zabarveni zaostfovaciho
gelu zmizelo, coz koresponduje s tim, ze se pasy s fotosystémem II objevily

v gelu po prvnim rozmeéru.
7.3. Vysokoteplotni stres

Thylakoidni membrany izolované z jeCmene jarniho (Hordeum vulgare)
byly vystaveny vysokoteplotnimu stresu zpusobem, ktery je popsany v kap.
6.3. (ohfev po dobu 5 minut pfi dané teplote), thylakoidni membrany byly
nasledné solubilizovany zptisobem popsanym v kap. 6.4. a pigment-proteinové
komplexy elektroforeticky separovany technikou CN-PAGE. Vysledky

experimentd jsou shrnuty v nasledujicich podkapitolach.

7.3.1. Teplotni rozmezi od 25 do 50°C

Vzorky thylakoidnich membran byly nejdfive vystaveny teplotnimu
stresu v teplotnim rozmezi od 25 do 50°C a pigment-proteinové komplexy
v nich obsazené elektroforeticky separovany technikou CN-PAGE. U
elektroforeticky separovanych pigment-proteinovych komplexi byl poté
studovan vliv zvySujici se teploty na jejich kompozici. Vysledky elektroforetické

separace ukazuje obr. 13:
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Obrazek 13 - Elektroforetogram separace pigment-proteinovych

komplexu thylakoidnich membran vystavenych teplotnimu stresu
v rozmezi teplot 25 - 50°C. Teploty, kterym byly po dobu 5 minut vystaveny
jednotlivé vzorky, jsou uvedeny v zahlavi obrazku. K: kontrolni vzorek, ktery
nebyl vystaven zvySené teploté SC: superkomplexy fotosystému I PSI superl a
PSI super2, PSI: fotosystém I, PSII: jadro fotosystému II, LHC: soucasti
svétlosbérného komplexu, FP: volné pigmenty. PreruSovana c¢ara oznacuje
rozhrani mezi zaostfovacim a deélicim gelem. Jednotlivé pasy byly

identifikovany na zakladé srovnani s vysledky prezentovanymi v kap. 7.2.

Na obrazku 13 je vysledek elektroforetické separace pigment-
proteinovych komplexti thylakoidnich membran vystavenych teplotnimu
stresu v rozmezi teplot 25 — 50°C. Z obr. 13 je patrné, ze u pasu pigment-
proteinovych superkomplexti PSI superl a PSI super2 pfitomnych v horni
poloviné obrazku nedochazelo se zvySujici se teplotou k zadnym vyraznym
zménam, které by vypovidaly o negativnim vlivu teploty na jejich kompozici.
Presto je mozné si povSimnout poklesu denzity horniho pasu PSI superl u
teploty S0°C. Soucasné s timto poklesem je viditelny narast intenzity spodniho
superkomplexového pasu PSI super2. Zdvojeni pasu PSI pfi teplotach 25 a

50°C nebylo zpusobeno tepelnym rozkladem pigment-proteinovych komplexti
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obsazenych v téchto pasech, ale ©bylo pravdépodobné zplsobeno

nehomogenitou polyakrylamidového gelu.

Pii celkovém posouzeni vysledktl elektroforetické separace pigment-
proteinovych komplexti prezentovanych na obr. 13 neni s rostouci teplotou
zietelny zadny vyrazny nartst ¢i ubytek intenzity nékterého z pasu a toto
teplotni rozmezi (25 — 50°C) bylo vyhodnoceno jako nedostacujici pro studium
vlivu teplotniho stresu na kompozici pigment-proteinovych komplext. Proto
bylo pfrikroceno k experimenttim, pfi kterych byly elektroforeticky separovany
pigment-proteinové  komplexy z thylakoidnich membran vystavenych

tepelnému stresu v SirSim rozmezi teplot.

7.3.2. Teplotni rozmezi od 40 do 90°C

Poté, co bylo teplotni rozmezi od 25 do 50°C, kterému byly vystaveny
thylakoidni membrany, vyhodnoceno jako nedostacujici pro studium vlivu
tepelného stresu na kompozici pigment-proteinovych komplexti thylakoidnich
membran, byla provedena elektroforeticka separace pigment-proteinovych
komplexti izolovanych z thylakoidnich membran vystavenych teplotam

v Sir§im rozmezi od 40 do 90°C. Vysledky ukazuje obr. 14.

K 40 50 55 60 70 80 90°C B
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Obrazek 14 - Elektroforetogram zobrazujici vysledky separace pigment-

proteinovych komplexu thylakoidnich membran vystavenych

vysokoteplotnimu stresu v rozmezi teplot 40 — 90°C. Teploty, kterym byly
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vystaveny thylakoidni membrany, jsou uvedeny v zahlavi obrazku. K: kontrolni

nezahftivany vzorek, B: slepy vzorek. Oznaceni jednotlivych past viz obr. 15.

Na obr. 14 je ztetelné vidét, Ze teplotni rozmezi od 40 do 90°C, kterému
byly thylakoidni membrany vystaveny, mélo na pigment-proteinové komplexy
mnohem vét§i vliv, nez teplotni rozmezi pouzité v pripadé predchoziho
experimentu (viz obr. 13). Na vysledky této elektroforetické separace vSak méla
znacny vliv tzv. ,postupna solubilizace“. Tento jev je nejvice patrny u
kontrolniho a slepého vzorku na proteinovych pasech oznacenych Sipkou.
Jednotlivé vzorky byly pfipraveny podle postupu, ktery je popsan v kap. 6.4.
pod ¢. 1. Do fady mikrozkumavek s pfipravenym roztokem detergentu byly
postupné pipetovany jednotlivé vzorky thylakoidnich membran, které tedy byly
vystaveny pusobeni detergentu po ruzné dlouhou dobu. U slepého vzorku
(oznacen v obr. 14 pismenem B), ktery byl pripravovan nejdfive, doSlo ve
srovnani s kontrolnim vzorkem (oznacen vobr. 14 pismenem K)
pfipravovanym nejpozdéji k narustu intenzity oznaceného pasu, coz svédéi o
znatelném vlivu doby solubilizace. Kontrolni vzorek byl pfipraven
z thylakoidnich membran, které nebyly vystaveny teplotnimu stresu, na
pfipravu slepého vzorku byly pouzity rovnéz thylakoidni membrany, které
nebyly vystaveny teplotnimu stresu. Slepy vzorek byl pouzit pouze na zaplnéni
krajni jamky, protoze krajni jamky nebyly pouzivany pro separaci
hodnocenych vzorkti. Casto u nich totiz dochazelo k nezadoucimu staceni
pasu s proteiny. Vysledek této elektroforetické separace pigment-proteinovych
komplext tedy nebyl z davodu mozZného zkresleni zplisobeného odliSnou

dobou solubilizace dale hodnocen.

V nasledujicim experimentu byla zopakovana elektroforeticka separace
pigment-proteinovych komplexti thylakoidnich membran vystavenych
vysokoteplotnimu stresu v rozmezi 40 — 90°C, jejichZ solubilizace vSak byla
provedena zpusobem popsanym v kap. 6.4. pod ¢. 2. Pri tomto zplisobu
solubilizace byly pomoci multikanalové pipety do fady pripravenych
mikrozkumavek s roztokem detergentu napipetovany jednotlivé vzorky
thylakoidnich membran, ¢imz byla zajiSténa stejna doba solubilizace u vSech
vzorku soucasné. Vysledek této elektroforetické separace ukazuje obr. 15. U
vybranych proteinovych past byla poté zméfena fluorescencéni emisni spektra

zpusobem popsanym v kap. 6.7.
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Obrazek 15 - Elektroforetogram separace pigment-proteinovych

komplexu thylakoidnich membran vystavenych vysokoteplotnimu stresu
v rozmezi teplot 40 — 90°C po dobu 5 minut. U vSech vzorkll byla zajiSténa
stejna doba solubilizace. Teploty, kterym byly vystaveny jednotlivé vzorky
thylakoidnich membran, jsou uvedeny v zahlavi obrazku. K: kontrolni vzorek
pfipraveny z thylakoidnich membran, které nebyly vystaveny zvysené teploté,
B: slepy vzorek. PreruSovana c¢ara oznacuje rozhrani mezi zaostfovacim a
délicim gelem. AG: agregaty proteinovych komplexu, které nevstoupily do gelu,
SC PSI: superkomplexy fotosystému I, PSI: fotosystém I s navazanymi LHCI,
CCII+CCI: monomerni jadro fotosystému II bez LHCII a fotosystém I bez LHCI,
LHC: komponenty svétlosbérného komplexu, FP: volné pigmenty, CCI:
fotosystém I bez navazaného LHCI, PsaA/B: podjednotky jadra fotosystému I
PsaA/B. Sipky oznacuji pigment-proteinové pasy, podle kterych byl posuzovan
vliv doby solubilizace, viz obr. 14. Cervena ¢isla oznaéuji jednotlivé vzorky,

které byly podrobeny fluorescenc¢ni identifikaci.

Na obr. 15 u proteinovych past kontrolniho a slepého vzorku
oznacenych Sipkami je dobfe patrné, ze pouzitim jiného postupu pfi
solubilizaci thylakoidnich membran byl vliv postupné solubilizace eliminovan.
Pro pripravu kontrolniho i slepého vzorku byl stejné jako v pripadé
pfedchoziho experimentu pouzit stejny vzorek thylakoidnich membran

(vysledky prezentovany na obr. 14).
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Pfi posouzeni vysledktl elektroforetické separace pigment-proteinovych
komplexti prezentovanych naobr. 15 je zfejmé, ze zvySujici se teplota
zpusobila u pigment-proteinovych komplexti postupny rozpad. U teplot do
60°C vcetné je rozpad patrny zejména u superkomplexti fotosystému I
pfitomnych v horni poloviné gelu, u teplot prevysujicich 70°C nebyly v gelu
pritomny zadné superkomplexy, protoze doslo k rozpadu vSech komplexnich

struktur a v gelu zlstaly pouze zbytky fotosystému I.

Pro lepsSi orientaci ve slozeni jednotlivych proteinovych past s pigment-
proteinovymi komplexy thylakoidnich membran vystavenych teplotnimi stresu
byla u vybranych pasti zméfena fluorescenéni emisni spektra. Méfeni spekter
bylo provedeno podle postupu, ktery je popsan v kap. 6.7. Excitace vzork
byla provadéna pfi vinové délce 436 nm (preferencni excitace chl a) a vSechna
spektra byla normalizovana na maximalni hodnotu fluorescence jednotlivych
vzorku. Vysledky méfeni fluorescenc¢nich spekter jsou zobrazeny na
nasledujicich grafech na obr. 16 — 28. Z gelu byly také vyfezany vybrané celé
pasy se separovanymi pigment-proteinovymi komplexy odpovidajici vzorktim
z jedné jamky a byla u nich provedena elektroforeticka separace podjednotek
pigment-proteinovych komplexti ve druhém rozméru technikou SDS-PAGE.
Vysledky separace podjednotek pigment-proteinovych komplexti ve druhém

rozméru jsou zobrazeny na obr. 29.
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z elektroforetického déleni pigment-proteinovych komplexu, viz obr. 15.
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z elektroforetického déleni pigment-proteinovych komplexu, viz obr. 15.
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Vzorky 13-15
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Obrazek 18 - Emisni fluorescencni spektra vzorka 13 - 15
z elektroforetického déleni pigment-proteinovych komplexu, viz obr. 15.
Excitace vzorku probihala pfi vlnové délce 465 nm. Spektralni Sitka

excitaéniho monochromatoru byla 10 nm a emisniho monochromatoru 5 nm.
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Obrazek 19 - Emisni fluorescenéni spektra vzorku 16 a 17
z elektroforetického déleni pigment-proteinovych komplexu, viz obr. 15.
Excitace vzorku probihala pfi vinové délce 465 nm. Spektralni Sitka

excitacniho monochromatoru byla 10 nm a emisniho monochromatoru 5 nm.
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Vzorky 18 a 19
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Obrazek 20 - Emisni fluorescenéni spektra vzorku 18 a 19
z elektroforetického déleni pigment-proteinovych komplexu, viz obr. 15.
Excitace vzorku probihala pfi vlnové délce 465 nm. Spektralni Sifka

excitacniho monochromatoru byla 10 nm a emisniho monochromatoru 5 nm.

Vzorky 20, 21,22 a 24
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Obrazek 21 - Emisni fluorescenéni spektra vzorku 20, 21, 22 a 24
z elektroforetického déleni pigment-proteinovych komplexu, viz obr. 15.
Excitace vzorku probihala pfi vlnové délce 465 nm. Spektralni Sitka

excitacniho monochromatoru byla 10 nm a emisniho monochromatoru 5 nm.
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Vzorky 23 a 25
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Obrazek 22 - Emisni fluorescencéni spektra vzorku 23 a 25
z elektroforetického déleni pigment-proteinovych komplexu, viz obr. 15.
Excitace vzorku probihala pfi vinové délce 465 nm. Spektralni Sitka

excitaéniho monochromatoru byla 10 nm a emisniho monochromatoru 5 nm.

Vzorky 26 a 27
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Obrazek 23 - Emisni fluorescenéni spektra vzorku 26 a 27
z elektroforetického déleni pigment-proteinovych komplexu, viz obr. 15.
Excitace vzorku probihala pfi vlnové délce 465 nm. Spektralni Sitka

excitacniho monochromatoru byla 10 nm a emisniho monochromatoru 5 nm.

- 63 -



Vzorky 28 a 30
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spektra vzorku 28 a 30

z elektroforetického déleni pigment-proteinovych komplexu, viz obr. 15.

Excitace vzorku probihala pfi vlnové délce 465 nm. Spektralni Sitka

excitacniho monochromatoru byla 10 nm a emisniho monochromatoru 5 nm.

Vzorky 32 a 33
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z elektroforetického déleni pigment-proteinovych komplexu, viz obr. 15.

Excitace vzorku probihala pfi vinové délce 465 nm. Spektralni Sitka

excitacniho monochromatoru byla 10 nm a emisniho monochromatoru 5 nm.
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Obrazek 26 - Emisni fluorescenéni spektra vzorku 34 - 36

z elektroforetického déleni pigment-proteinovych komplexu, viz obr. 15.

Excitace

vzorkll probihala pfi vlnové délce 465 nm. Spektralni Sitka

excitacniho monochromatoru byla 10 nm a emisniho monochromatoru 5 nm.
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Obrazek 27 - Emisni fluorescenéni spektra vzorka 29 a 31.

z elektroforetického déleni pigment-proteinovych komplexu, viz obr. 15.

Excitace vzorku probihala pfi vinové délce 465 nm. Spektralni Sitka

excitacniho monochromatoru byla 10 nm a emisniho monochromatoru 5 nm.
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Vzorky 37 a 38

=
(=}

Intenzita fluorescence (r.j.)
o
wv

0,0 T T
650 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780 790 800

ViInova délka emise (nm)

Obrazek 28 - Emisni fluorescenéni spektra vzorka 37 a 38.
z elektroforetického déleni pigment-proteinovych komplexu, viz obr. 15.
Excitace vzorku probihala pfi vinové délce 465 nm. Spektralni Sitka

excitaéniho monochromatoru byla 10 nm a emisniho monochromatoru 5 nm.
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Obrazek 29 - Separace podjednotek pigment-proteinovych komplexu ve
druhém rozméru. V levé c¢asti obrazku je vysledek elektroforetické separace
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pigment-proteinovych komplexti pomoci CN-PAGE (viz obr. 15). Cisla na levé
strané obrazku oznacuji teploty, kterym byly po dobu 5 minut vystaveny
vzorky thylakoidnich membran, K: elektroforeticka separace pigment-
proteinovych komplexti thylakoidnich membran nevystavenych zvySené
teploté. Cervena ¢&isla oznacuji pasy podrobené fluorescencni identifikaci (viz
obr. 15). V pravé c¢asti obrazku je vysledek elektroforetické separace pigment-
proteinovych komplexi ve druhém rozméru pomoci SDS-PAGE. PsaA/B:
podjednotky PsaA a PsaB, ATPaf: a a f podjednotka ATP synthasy, ATPy: y
podjednotka ATP synthasy, FNR: ferredoxin:NADP+-oxidoreduktasa, LHCI:
podjednotky LHCI, LHCII: podjednotky LHCII.

Pro snazsi vyhodnoceni vysledku bylo celkové teplotni rozmezi rozdéleno
na dva uzsi celky. Prvnim je teplotni rozmezi do 60°C (kontrolni vzorek, 40, 50,
55 a 60°C) a druhym je teplotni rozmezi nad 70°C (70, 80 a 90°C). Samostatné

hodnocena jsou dna jamek.

Teplotni rozmezi do 60°C:

Mezi prvni zmény, které jsou z vysledkt elektroforetické separace
pigment-proteinovych komplexi na obr. 15 patrné, patifi mizeni past
oznacenych ¢isly 9 — 12. Tyto pasy byly identifikovany jako superkomplexy
fotosystému I (viz kap. 7.2.). Pritomnost fotosystému I je patrna i
z fluorescen¢nich emisnich spekter na obr. 17, protoze emisni maximum pfi
vlnové délce blizké 735 nm patfi komplexu jadra fotosystému I a LHCI. Emisni
maximum blizké hodnoté 682 nm patii proteinim svétlosbérného komplexu
LHCI. Emise pfi vlnové délce 682 nm by mohla nalezet i fotosystému II, ale
vzhledem k tomu, Zze podjednotky fotosystému II nebyly v tomto pasu nalezeny
(viz kap. 7.2.), ma emise pfi této vlnové délce ptvod pravdépodobné v LHCI
(Petr Ilik, osobni sdéleni). Pasy se superkomplexy fotosystému I, které
s rostouci teplotou postupné mizi, jsou v gelu pritomny pouze do teploty S0°C.
U vzorkl zahfivanych na vy$si teploty tyto pasy jiz nejsou, coz svédc¢i o jejich
termolabilité. V praci Lipové a kol. (Lipova et al., 2010), ktera se také zabyva
separaci tepelné stresovanych pigment-proteinovych komplext technikou
nativni elektroforézy, dochazi rovnéz vlivem zvySujici se teploty k ubytku
nespecifikovanych superkomplexti. Z vysledktl jeji prace je patrné, ze po
zahtati vzorku na teplotu pfevysujici 50°C doS§lo u pasu se superkomplexy
k jejich vymizeni.
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Soucasné s postupnym mizenim past se superkomplexy fotosystému I
v oblasti nejvysSich molekulovych hmotnosti (PSI superl) je na obr. 15 patrny
narust intenzity pasti se superkomplexy fotosystému I v oblasti nizSich
molekulovych hmotnosti (pasy PSI super2 oznacené cisly 13 — 16). Pritomnost
fotosystému [ v téchto pasech plyne i z méfeni fluorescencnich emisnich
spekter na obr. 18 a 19. Narust intenzity pasti 13 — 15 patrné souvisi s tepelné
indukovanym postupnym rozpadem superkomplexti PSI superl pfitomnych
v gelu nad témito pasy. Na obr. 15 je pod pasem ¢. 16 zfetelny dalsi pas
oznaceny ¢. 17. Z fluorescenéniho emisniho spektra na obr. 19 je patrné, Ze je
stejné jako pas ¢. 16 nad nim tvofen fotosystémem [ (emisni maximum pfi
vlnové délce 735 nm). Posun fluorescenc¢niho emisniho spektra k nizSim
vlnovym délkam u vzorku ¢. 17 oproti vzorku ¢. 16, ktery je zfetelny na obr.
19, byl zpusoben dezintegraci komplexu fotosystému I a LHCI. V linii pasu se
superkomplexy oznacenych cisly 13 — 16, u kterych dochazelo vlivem rostouci
teploty k nartistu jejich intenzity, je u vzorku zahfivaného pfi teploté 60°C
pfitomen pas, u kterého doslo ve srovnani s pfedchozimi pasy k poklesu jeho
intenzity (pas ¢. 18). To pravdépodobné svéd¢i o urcitém ,druhém stupni®
rozkladu superkomplext, kdy dochazi k rozpadu i mensSich superkomplexti.
Pri teplotach do 50°C totiz dochazelo pfedevSim k rozpadu velkych
superkomplexti pfitomnych v gelu v oblasti nejvySSich molekulovych
hmotnosti. Pri teploté 60°C, kdy vgelu jiz nebyly pritomny velké
superkomplexy, doslo i k rozpadu mensich superkomplexti. Pod pasem ¢. 18 je
pfitomen dal$i pas oznaceny ¢islem 19, u kterého doslo podobné jako u pasu
¢. 17 k dezintegraci komplexu fotosystému I s LHCI (viz posun fluorescen¢niho
emisniho spektra k nizSim vlnovym délkam na obr. 20). Pfitomnost
podjednotek fotosystému I i proteini LHCI je u vSech dosud diskutovanych
pasu dobfe patrna i na gelu po druhém rozméru na obr. 29. Vzhledem k tomu,
ze se dosud nikomu nepodaftilo tyto superkomplexy fotosystému I podobnym
zpusobem separovat, neni mozné ziskané vysledky s ni¢im porovnat. Autoriim
Jarvi a kol. a Lipové a kol. (Jarvi et al., 2011; Lipova et al., 2010) se sice
pigment-proteinové komplexy o vysokych molekulovych hmotnostech
separovat podafilo, ale tyto komplexy byly v gelu pritomny v jeho horni oblasti

a byly od sebe vzajemné nedostatec¢né separované.

U nejintenzivnéjSich pasu, které jsou na obr. 15 oznaceny ¢&isly 20, 21,
22 a 24, nedochazelo se zvySujici se teplotou k zadnym viditelnym zménam.
Urcité zmény v kompozici téchto past vSak byly odhaleny pomoci méfeni
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fluorescencnich emisnich spekter a analyzou gelu po druhém rozmeéru.
Z fluorescenc¢nich emisnich spekter téchto past na obr. 21 plyne, ze byly
tvofeny prevazné fotosystémem I (emisni maximum pfi vlnovych délkach
vetSich nez 735 nm). U pasu ¢. 20 (kontrolni vzorek) a pasu ¢. 21 (vzorek
zahrivany pfi teploté 40°C) se vyskytlo i dalSi emisni maximum pfi vlnové
délce blizké 685 nm, které svéd¢i o pfitomnosti proteinti LHCI (Petr Ilik, osobni
sdéleni). Emisni maximum pfi 685 nm u vzorku zahfivanych na vysS§i teploty
mizi, coz bylo pravdépodobné zapfi¢inéno vymizenim proteinia LHCI. Z gelu po
druhém rozmeéru (viz obr. 29) vSak vyplyva, Ze se zvySujici se teplotou doslo
v téchto pasech nejprve k objeveni a poté k naslednému vymizeni podjednotek
jadra fotosystému II. V pasu ¢. 20 kontrolniho vzorku tyto podjednotky
fotosystému II pritomny nebyly, k jejich objeveni doS§lo az u vzorku zahiatého
na teplotu 50°C a u vzorku zahfivanych na vySsSi teploty poté dochazelo
k jejich postupnému mizeni. U vzorku zahratého na 60°C tyto podjednotky
fotosystému II jiz zcela zmizely. DlGivod, pro¢ se pritomnost fotosystému II
neprojevila na fluorescenc¢nich emisnich spektrech, je pravdépodobné
reabsorbce fluorescence. Podobné vysledky souvisejici s podjednotkami
fotosystému II jsou prezentovany i v praci Lipové a kol., 2010 (Lipova et al.,
2010). Vjeji praci vSak byly podjednotky jadra fotosystému II pfritomny i
v pase nalezejicim fotosystému [ u kontrolniho vzorku, coz svédéi o

pfitomnosti dimeru jadra fotosystému II v tomto pasu.

DalSimi pasy, které se objevily vlivem zahfivani vzorkdl thylakoidnich
membran, jsou pasy oznacené na obr. 15 Cisly 23 a 25 pfitomné u vzorku
zahtivanych na teplotu 55 a 60 °C. Z méfeni jejich fluorescenc¢nich spekter (viz
obr. 22) plyne, ze jak pas ¢. 23, tak i pas ¢. 25 byl tvofen heterodimerem jadra
fotosystému I PsaA/B, jemuz nalezi emisni maximum pod hodnotou 720 nm.
Na obr. 22 je u fluorescen¢nich emisnich spekter obou past pfitomno dalsi
emisni maximum blizké vinové délce 680 nm. Na spektru pasu ¢. 23 ma toto
maximum hodnotu 682 nm a pochazi pravdépodobné =z dimeru jadra
fotosystému II, spektrum pasu ¢. 25 ma toto maximum pod 680 nm, coz
sveéd¢éi o pravdépodobné pritomnosti dezintegrovaného chlorofylu (Petr Ilik,
osobni sdéleni). Tyto vysledky plynou i z analyzy gelu po druhém rozméru, kde
jsou u obou pasu zfetelné viditelné podjednotky fotosystému I PsaA a PsaB a u

pasu ¢. 23 rovnéz podjednotky fotosystému II (viz obr. 29).
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Mezi dalsi pasy, u kterych dochazelo vlivem zvySené teploty ke zméné
intenzity, patfi pasy oznacené na obr. 15 ¢isly 32 a 33 a dalsi pasy ve stejné
urovni pfitomné u vzorku zahfivanych na teplotu 50, 55 a 60°C. Jak
fluorescencni emisni spektra (emisni maximum blizké hodnoté 682 nm), tak i
druhy rozmér elektroforézy potvrdil, Ze se jednalo o fotosystém II. S rostouci
teplotou dochazelo nejprve k nartistu intenzity téchto pasti a u vzorku
zahtivaného pfi 60°C tento pas zmizel. Postupny nartGst intenzity pasu
s fotosystémem II a jeho zmizeni koresponduje s objevenim a zmizenim
podjednotek fotosystému II v hlavnich pasech (pasy oznacené ¢isly 20, 21, 22
a 24). Zmizeni fotosystému II pfi teploté 60°C ze vSech past svéd¢i o tom, ze
podjednotky fotosystému bud zdegradovaly, nebo zGstaly ve formé agregatti na

dnech jamek (viz také Lipova et al., 2010).

DalSimi pasy pfitomnymi v gelu po prvnim rozméru byly pasy
sveétlosbérného komplexu (oznacené na obr. 15 cisly 28 a 30). Pritomnost
sveétlosbérného komplexu v téchto pasech byla potvrzena jak meéfenim
fluorescencnich emisnich spekter (emisni maximum pfi vlnové délce 678 nm
na obr. 24), tak i analyzou gelu po druhém rozmeéru (viz obr. 29). Z gelu po
prvnim i druhém rozméru je patrné, ze vlivem zahtivani jednotlivych vzorkt

nedochazelo ke znatelnym zménam v intenzité ani sloZeni téchto pasu.

Poslednimi pasy pfitomnymi v gelu po prvnim rozméru na obr. 15 byly
pasy s volnymi pigmenty, u kterych dochazelo vlivem zahfivani k postupnému
narustu intenzity. Znacny narust mnozstvi volnych pigmenti sveéd¢i o
skutecnosti, ze vlivem zvySujici se teploty dochazelo k destrukci pigment-
proteinovych komplexi a tim k uvolnéni pigmentovych molekul z jejich
puvodnich vazebnych pozic. Fluorescen¢ni emisni spektrum na obr. 27
potvrzuje pfitomnost volného chlorofylu a (emisni maximum blizké hodnoté
675 nm).

Teplotni rozmezi nad 70°C:

Oblast gelu po prvnim rozméru se vzorky vystavenymi teplotam 70, 80 a
90°C obsahovala ve srovnani se vzorky zahfivanymi pfi nizSich teplotach jen
velmi malo pastl s pigment-proteiny. Vice nez cela horni polovina gelu
neobsahovala zadné proteinové pasy, coz svédci o znacném degradac¢nim vlivu
vysokych teplot na pigment-proteinové komplexy. Pasy oznacené na obr. 15
Cisly 26 a 27 (spolu s dalSim neoznacenym pasem pfitomnym ve stejné tirovni)
a pasy ¢. 34 — 36 byly podle méfeni fluorescenc¢nich emisnich spekter (viz obr.
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23 a 26) tvoreny heterodimerem jadra fotosystému I PsaA/B (emisni maxima
pfi 717 a 718 nm). V pfipadé hornich pasti ¢. 26 a 27 se vSak jednalo o jadro
fotosystému [ bez navazanych LHCI, v pfipadé dolnich pasti se jednalo o
heterodimer jadra fotosystému I tvofeny podjednotkami PsaA/B. Pritomnost
proteini jadra fotosystému I v téchto pasech potvrdil i druhy rozmér
elektroforézy (obr. 29). V praci Lipové a kol. (Lipova et al., 2010) jsou v gelu po
prvnim rozméru u vzorkll zahfivanych pfi teplotach nad 70°C pritomny pouze
pasy s heterodimerem jadra fotosystému [ a tyto pasy navic u vzorku
zahtratého na 90°C zcela zmizely. Pasy s fotosystémem I bez LHCI nebyly v gelu

techniky v praci Lipové a kol. (Lipova et al., 2010).

Pod témito pasy byly pfitomny pasy se svétlosbérnymi komplexy. U
vzorku zahratého na 70°C doSlo ve srovnani se vzorky zahfivanymi na nizsi
teploty (teplotni rozmezi do 60°C) ke sniZzeni intenzity tohoto pasu a u teplot
prevysSujicich 70°C tento pas Uplné zmizel. To svéd¢i o Gplné tepelné degradaci
téchto proteint. Podobné vysledky jsou publikovany také v praci Lipové a kol.
(Lipova et al., 2010) kde u vzorku zahfivanych pfi teplotach nad 70°C doslo

rovnéz k vymizeni proteint svétlosbérného komplexu.

Poslednimi jsou pasy s volnymi pigmenty, u kterych dochazelo stejné
jako v pripadé vzorkti zahfivanych pii teplotach do 60°C k postupnému
narustu intenzity. Fluorescenéni emisni spektrum na obr. 28 potvrzuje

pfitomnost chlorofylu a (emisni maximum okolo hodnoty 675 nm).

U tohoto teplotniho rozmezi je mozno si povSimnout zajimavého jevu.
Zatimco u teplotniho rozmezi do 60°C dochazelo s postupnym zahfivanim
vzorku k rozpadu urcitych past a k nartistu intenzity pasti pod rozpadajicimi
se pasy, v pfipadé teplotniho rozmezi nad 70°C k nartistu nékterého pasu,

ktery by souvisel s rozpadem jiného pasu, nedochazelo.

Na gelu druhého rozméru na obr. 29 je dobre vidét, ze u vzorku
zahratétho na 70°C doSlo ke znacnému narustu intenzity pasu, ktery
obsahoval enzym ferredoxin:NADP+-oxidoreduktasu. Je znamo, ZzZe tento
enzymovy komplex je asociovany s fotosystémem [ a proto neni jeho
pritomnost v pasu s fotosystémem I nic¢im prekvapujicim (Malkin & Niyogi,

2000).
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Dna jamek:

Podle vyrazného zeleného zbarveni jamek gelu prvniho rozmeéru na obr.
15 je zretelné, ze v jamkach ulpély agregaty pigment-proteinovych komplext,
které do gelu nevstoupily. Proteinové slozeni téchto agregati nemohlo byt
analyzovano pomoci druhého rozmeéru elektroforézy, protoze zaostrovaci gel, ze
kterého byly jamky tvofeny, byl prili§ fidky a bylo obtizné s nim jakkoli
manipulovat. Z fluorescenc¢nich emisnich spekter na obr. 16 je ale patrné, ze u
vzorku zahfivanych na nizsi teploty (do 60°C) byl v agregatech na dnech jamek
pritomen fotosystém I (emisni maximum pfi 735 nm) i fotosystém II (emisni
maximum pfi 682 nm). U vzorka zahfivanych na vySsi teploty do§lo v oblasti
vetSich vinovych délek k posunu emisniho maxima pod hodnotu 720 nm, coz
svéd¢i o odpojeni proteintt LHCI od jadra fotosystému I. U fotosystému II takeé
dochazelo se zvysujici se teplotou k postupnému rozpadu. U teplot do 50°C je
na fluorescen¢nim emisnim spektru na obr. 16 patrné emisni maximum pfi
vlnovych délkach nad 680 nm, coz sveéd¢i o pritomnosti fotosystému II
s navazanym LHCII. Se zvySujici se teplotou se u vzorkll thylakoidnich
membran zahfivanych pfi 60 a 70°C objevuje dal§i emisni maximum pfi 695
nm, které nalezi volné vnitini anténé fotosystému II CP47. To svédci o rozpadu
fotosystému II. U teplot 80 a 90°C se objevuje emisni maximum pfi vlnovych
délkach pod hodnotou 680 nm, coz svédéi o pfitomnosti volnych proteint

LHCII (Petr Ilik, osobni sdéleni).

Z vysledkt prezentovanych v pfedchozim odstavci vyplyva, ze v jamkach
gelu zlstavalo znac¢né mnozstvi nesolubilizovaného materialu, predev§im
fotosystém II. V vysledkt prezentovanych kapitolach 7.1. a 7.2. také plyne, ze
zvySenim hmotnostniho poméru DM/chl pouzitétho pro solubilizaci
thylakoidnich membran dochazi k lepSi solubilizaci membran a k uvolnéni
komplext s fotosystémem II. Za ucelem zjiSténi, jakou ,odezvu“ budou mit
komplexy fotosystému II na zvySenou teplotu, tedy byla provedena separace
pigment-proteinovych  komplexti thylakoidnich =~ membran  vystavenych

teplotnimu stresu solubilizovanych pfi hmotnostnim poméru DM/chl=10.
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Obrazek 30 - Elektroforetogram separace pigment-proteinovych

komplexu thylakoidnich membran pomoci CN-PAGE vystavenych
teplotnimu stresu solubilizovanych hmotnostnim pomérem DM/chl=10.
V zahlavi obrazku jsou uvedeny teploty, kterym byly vystaveny vzorky
thylakoidnich membran. K: kontrolni vzorek. PSI superl: superkomplexy
fotosystému I, PSII super: superkomplexy fotosystému II, PSI+CCII(2):
fotosystém I a dimer jadra fotosystému II, CCII+CCI: jadro fotosystému II
s jadrem fotosystému I, LHC: komponenty svétlosbérného komplexu, FP: volné
pigmenty. PferuSovana cara oznacuje rozhrani mezi zaostfovacim a délicim
gelem. Oznaceni jednotlivych pasti probéhlo na zakladé srovnani s vysledky

identifikace v kap. 7.2.

Na obrazku 30 je vysledek elektroforetické separace pigment-
proteinovych komplexti thylakoidnich membran, které byly solubilizovany pfi
hmotnostnim poméru DM/chl=10. V literatufe je zminovano, ze pfi zahtati
vzorku thylakoidnich membran na teplotu blizkou 50°C dochazi k rozpadu
komplexni struktury fotosystému II (Lipova et al., 2010). To je dobte zfetelné i
na obrazku 30, protoze vlivem zahfati vzorku thylakoidnich membran
skutecné doSlo ke zmizeni past s fotosystémem II. Pfi srovnani
elektroforetické separace na obr. 30 svysledky elektroforetické separace
pigment-proteinovych komplexti thylakoidnich membran solubilizovanych pfi
hmotnostnim poméru DM/chl=6 (viz obr. 15) je patrné, ze superkomplexy

fotosystému II jsou ve srovnani se superkomplexy fotosystému I
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termolabilnéjSi. Superkomplexy fotosystému II se rozpadly pfi teplotach
prevysSujicich 40°C, zatimco superkomplexy fotosystému I byly v gelu pfitomny
i u vzorkll thylakoidnich membran zahfivanych pfi teploté 60°C. Obé
elektroforetické separace se liSi také v oblasti dna jamek, kde pfi pouziti
vét§iho mnozstvi detergentu neztstalo zadné viditelné zelené zabarveni. Da se
tedy usuzovat, ze pfi pouziti vét§iho mnozstvi detergentu doslo ke kompletni
solubilizaci veSkerého materialu, ktery neulpél na dnech jamek. Dalsi rozdil je
zfetelny v oblasti teplot od 70 do 90°C, kde v pfipadé pouziti vétsSiho mnozstvi
detergentu nejsou v gelu vlbec pfitomny pasy s jadrem fotosystému I, ale

pouze pasy s heterodimerem jadra fotosystému I PsaA/B.

Vysledek elektroforetické separace na obr. 30 velmi pfipomina vysledek
elektroforetické separace pigment-proteinovych komplexti thylakoidnich
membran prezentovany v praci Lipové a kol. (Lipova et al., 2010). V pripadé
obou separaci nejsou v gelu pfitomny pasy s jadrem fotosystému I, ale pouze
pasy s heterodimerem jadra fotosystému I tvofenym podjednotkami PsaA a
PsaB. V praci Lipové a kol. vSak nedosSlo k tak UspéSné separaci pigment-
proteinovych komplexti o velkych molekulovych hmotnostech jako v pfipadé

moji prace.
7.3.3. Ovéfeni pfitomnosti superkomplexu fotosystému I

V literature je také casto zminovano, Zze béhem elektroforetické separace
proteinovych komplexti mtize v gelu u téchto komplexti dochazet ke vzniku
agregatu, které jsou poté pritomny v hornich oblastech gelu. Agregace by méla
byt potlacena pfridavkem vétSiho mnozstvi detergentu pouzivaného pro
solubilizaci membran do horniho, katodového pufru. Kvtli ovéfeni, zda horni
pasy pritomné v gelu po prvnim rozméru oznacené jako superkomplexy
fotosystému I (viz kap. 7.2.) jsou opravdu tvoreny superkomplexy a nikoli
oligomery fotosystému I, byl proveden experiment, pfi kterém byly
elektroforeticky separovany pigment-proteinové komplexy thylakoidnich
membran pfi pouziti dvojnasobného mnozstvi detergentu v katodovém pufru.
Bézné bylo v pufru pouzivano takové mnozstvi detergentu dodecyl-B-D-
maltosidu, které odpovidalo konec¢né koncentraci 0,03 %. V piipadé
dvojnasobného mnozstvi byla pouzita koncentrace 0,06 %. Vysledky ukazuji

obr. 31 a 32.
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Obrazek 31 - Vysledek elektroforetické separace pigment-proteinovych

komplexu tepelné stresovanych thylakoidnich membran technikou CN-
PAGE solubilizovanych pfi hmotnostnim poméru DM/chl=6 pfi pouziti
dvojnasobného mnozstvi detergentu v katodovém pufru. Teploty, kterym
byly vystaveny thylakoidni membrany, jsou uvedeny v zahlavi obrazku. K:
kontrolni vzorek, PSI superl, PSI super2: superkomplexy fotosystému I, PSII
super: superkomplexy fotosystému II, pferuSovana cara oznacuje rozhrani

mezi zaostfovacim a délicim gelem.
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Obrazek 32 - Vysledek elektroforetické separace pigment-proteinovych

komplexu tepelné stresovanych thylakoidnich membran technikou CN-

PAGE solubilizovanych pfi hmotnostnim poméru DM/chl=10 pfi pouziti
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dvojnasobného mnozstvi detergentu v katodovém pufru. Teploty, kterym
byly vystaveny thylakoidni membrany, jsou uvedeny v zahlavi obrazku. K:
kontrolni vzorek, PSI superl: superkomplex fotosystému I, PSII super:
superkomplexy fotosystému II, pferuSovana cara oznacuje rozhrani mezi

zaostfovacim a délicim gelem.

Obr. 31 wukazuje elektroforetogram separace pigment-proteinovych
komplextl tepelné stresovanych thylakoidnich membran solubilizovanych pfi
hmotnostnim poméru DM/chl=6 s pouzitim dvojnasobného mnozstvi
detergentu v katodovém pufru. Na obrazku 32 je elektroforetogram separace
pigment-proteinovych komplexu tepelné stresovanych thylakoidnich membran
solubilizovanych pfi hmotnostnim poméru DM/chl=10 s pouzitim
dvojnasobného mnozstvi detergentu v katodovém pufru. Oba obrazky ukazuji,
ze proteinové pasy pfitomné v nejhornéjsi oblasti gelu jsou i pfi pouziti
dvojnasobného mnozstvi detergentu v katodovém pufru stabilni a Ze tedy

nejsou tvoreny agregaty pigment-proteinovych komplexu.
7.4. Svételny stres

Thylakoidni membrany izolované z je¢mene jarniho (Hordeum vulgare)
byly vystaveny pulsobeni vysoké intenzity svétla a byla provedena

elektroforeticka separace pigment-proteinovych komplext v nich obsazenych.

Vystaveni thylakoidnich membran svételnému stresu bylo nejprve
provedeno podle postupu, ktery je popsan v kap. 6.3., 1. oddil. Suspenze
thylakoidnich membran byla zfedéna pufrem, vystavena pusobeni svétla, poté
zcentrifugovana a pigment-proteinové komplexy nasledné solubilizovany.

Vysledky jsou na obr. 33.
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Obrazek 33 - Vysledek elektroforetické separace pigment-proteinovych
komplexu thylakoidnich membran vystavenych svételnému stresu.
V zahlavi obrazku jsou uvedeny intenzity svétla, kterym byly vystaveny
jednotlivé vzorky thylakoidnich membran. Hodnoty intenzity svétla jsou v umol
fotoni . m2 . sl. K: kontrolni vzorek nevystaveny svételnému stresu.
PferuSovana ¢ara oznacuje rozhrani mezi zaostfovacim a délicim gelem. SC
PSI: superkomplexy fotosystému I, SC PSII: superkomplexy fotosystému II,
PSI: fotosystém I s navazanym LHCI, CCII+CCI: jadro fotosystému II s jadrem
fotosystému I, LHC: komponenty svétlosbérného komplexu, FP: volné

pigmenty.

U kontrolniho vzorku na elektroforetogramu na obr. 33 je patrné, ze zde
doslo k neoc¢ekavanému objeveni pasti se superkomplexy fotosystému II. Pfi
porovnani tohoto vysledku s vysledky na obr. 10 a 30 je zfejmé, Ze tyto pasy
s komplexy fotosystému II byly vgelu pfitomny pifi pouziti vySSich
hmotnostnich pomérd DM/chl. Vyskyt téchto past byl pravdépodobné
zpusoben zpracovanim vzorku pfed jeho vystavenim svételnému stresu. Pfi
fedéni thylakoidnich membran, které bylo provadéno za ucelem snadnéjsi
prostupnosti svétla vzorkem, pravdépodobné doslo k ur€itému rozvolnéni
struktury thylakoidnich membran a komplexy fotosystému II mohly byt
nasledné snaze solubilizovany. Z obr. 33 je také patrné, ze se zvySujici se
intenzitou svétla nedoSlo u hornich pasti se superkomplexy k zadnym
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zménam. Urcité zmény vSak nastaly u spodnich pasu se superkomplexy, kde
doslo zde nejprve k narustu a poté k poklesu intenzity téchto pasu. Tyto
zmény byly pravdépodobné zplsobeny vlivem tzv. postupné solubilizace, o
které je pojednavano v kap. 7.3.2 a na obr. 14. U past nalezejicich jadru
fotosystému II, svétlosbérnym komplexim a volnym pigmentim nedoslo
k zadnym zmeénam.

Nasledné tedy byla provedena elektroforeticka separace pigment-
proteinovych komplexti z thylakoidnich membran, které byly vystaveny
plUsobeni svétla zpusobem popsanym v kap. 6.3., oddil 2A. a které byly
solubilizovany zptisobem popsanym v kap. 6.4., ¢. 2. Tyto vzorky byly béhem
solubilizace vystaveny puisobeni detergentu po stejné dlouhou dobu. Vysledky

jsou na obr. 34.

K 100 200 400 800 1600 3200 K

Obrazek 34 - Elektroforetogram separace pigment-proteinovych
komplexu thylakoidnich membran vystavenych svételnému stresu
separovanych pomoci techniky CN-PAGE. V zahlavi jsou uvedeny intenzity
svétla, kterym byly vystaveny vzorky thylakoidnich membran (v umol fotonu .

m-. s-1) K: kontrolni vzorek. Popis jednotlivych past viz obr. 33.

Z obrazku je patrné, ze vlivem zvySujici se intenzity svétla nedoslo

k zadnym vyraznym zménam vV intenzitach past. U pastl se superkomplexy
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sice dochazelo k nartstu i k poklesu jejich intenzity, ale tyto zmény probihaly
u jednotlivych vzorktd nepravidelné a mohly byt zptsobeny nehomogenitami

v gelu.

Byla tedy proto provedena separace pigment-proteinovych komplexti
s pridavkem diethyldithiokarbamatu (DDC), ktery slouzi jako inhibitor enzymu
superoxiddismutasy (viz kap. 6.3., 2B). Inhibice tohoto enzymu, ktery se
UcCastni procesu chranicich fotosystémy pred ucinky svételného stresu, by
méla zpusobit vySsi citlivost fotosystému k vysoké ozafenosti (Hwang et al.,

2004). Vysledky jsou zobrazeny na obr. 35.
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Obrazek 35 - Elektroforetogram separace pigment-proteinovych
komplexu thylakoidnich membran vystavenych svételnému stresu s
inhibovanym SOD. Cisla v horni ¢asti obrazku oznacuji intenzitu svétla, které
byly vystaveny jednotlivé vzorky thylakoidnich membran (v umol fotont1 . m=2.

s-1). K: kontrolni vzorek. Oznaceni jednotlivych pasu viz obr. 33.

Z obrazku 35 plyne, Ze ani po pfidavku inhibitoru enzymu SOD nedoslo
u zadného z pasu k zadnym vyraznym zménam. Horni pasy se superkomplexy
zustaly vlivem zvySujici se intenzity svétla nezménéné.
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Byla tedy provedena jeSté jedna elektroforeticka separace pigment-
proteinovych komplext z thylakoidnich membran vystavenych svételnému
stresu, u kterych byl vSak enzym SOD inhibovan pfi vétsi koncentraci
inhibitoru a thylakoidni membrany byly vystaveny ptisobeni svétla po delsi

dobu (viz kap. 6.3. oddil 3). Vysledky jsou shrnuty na obr. 36.
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Obrazek 36 - Elektroforetogram separace pigment-proteinovych
komplexu thylakoidnich membran vystavenych svételnému stresu. Cisla
v horni ¢asti obrazku oznacuji intenzitu svétla, které byly vystaveny jednotlivé
vzorky thylakoidnich membran (v umol fotonth . m-2. s-1). K: kontrolni vzorek.

Oznaceni jednotlivych pasu viz obr. 33.

Z obrazku 36 je patrné, ze dosSlo k uplnému vymizeni hornich pasu se
superkomplexy. VSechny vzorky u vSech intenzit svétla jsou uplné stejné a
nedo$§lo u nich se zvySuyjici se intenzitou svétla k zadnym zménam. U vSech
proteinovych pasti navic doSlo k jejich rozmazani. Vymizeni hornich pasu i
rozmazani ostatnich pasu bylo pravdépodobné zpusobeno vlivem DDC, ktery

podobné jako v pfipadé pfedchoziho experimentu zputsobil u proteinti jejich
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denaturaci. U vzorku ozafovaného pfi intenzité svétla 100 umol fotonti . m2. s-
1 doSlo ve srovnani s ostatnimi vzorky k vyraznému zesvétlani pozadi a
k narustu intenzity hlavniho pasu s fotosystémem I. Vzhledem k tomu, ze
k podobnému jevu u jinych vzork(i nedoSlo, nebylo k tomuto jevu nalezeno
zadné vysvétleni.

Pigment-proteinové komplexy vystavené svételnému stresu vykazovaly
ve vSech experimentech znacnou stabilitu. Protoze u nich pfes veSkerou snahu
nedoslo k vytvoreni zadné odezvy na zvySujici se intenzitu svétla, které byly
tyto komplexy vystaveny, byly veSkeré dalSi experimenty tykajici se svételného
stresu kvili metodickym problémum preruSeny. Metodické problémy
pravdépodobné plynuly 2z pouziti koncentrované suspenze thylakoidnich
membran, do které obtizné pronikalo svétlo. Pri zfedéni suspenze
thylakoidnich membran totiZ dochazelo k mizeni superkomplexti fotosystému I
a k objeveni se superkomplexti s fotosystémem II. Problémy také mohly
souviset s pouzitim sklenénych kapilar, ve kterych byla suspenze
thylakoidnich membran ozafovana. V kapilarach byl k suspenzi thylakoidnich
membran omezen pristup kysliku, ktery je pfi inhibovaném SOD nutny k

projevu fotoinhibice.
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Zaveér

V praci byla pouzita technika CN-PAGE pro separaci pigment-
proteinovych komplext1 thylakoidnich membran, ktera byla optimalizovana pro
separaci komplexti o vysokych molekulovych hmotnostech. U této techniky se
podafilo najit optimalni hmotnostni pomér detergentu k chlorofylim, ktery
vedl k separaci 2 superkomplexu s fotosystémem I. Naslednou analyzou pasu
s témito superkomplexy bylo zjiSténo, Ze obsahuji podjednotky enzymového
komplexu NAD(P)H:chinon-oxidoreduktasy. Tento enzymovy komplex tvofi
v membranach thylakoidu s fotosystémem I velky superkomplex zajistujici
cyklicky elektronovy transport. Pomoci zvySeného mnozstvi detergentu
v elektrodovém pufru béhem elektroforetické separace bylo navic ovéfeno, ze
tyto velké struktury pfisouzené superkomplextim fotosystému I nebyly pouze
artefakty vzniklymi béhem elektroforetické separace. Podjednotky enzymového
komplexu NAD(P)H:chinon-oxidoreduktasy vSak byly nalezeny pouze u vzorkt
thylakoidnich membran, které nebyly plné solubilizovany, protoze komplexy
fotosystému II ztstaly ve formé agregati na dné jamek. Pfi pouziti vétSiho
mnozstvi detergentu doslo k lepSi solubilizaci thylakoidnich membran, coz
vedlo nejen k objeveni se pasu se superkomplexy fotosystému II, ale také k
rozpadu superkomplexi fotosystému I. Pfitomnost superkomplexti
s fotosystémem II po solubilizaci thylakoidnich membran vysokym pomérem
detergentu k chlorofylim je v gelech nativni elektroforézy znama z literatury
(napf. separace pigment-proteinovych komplexi pomoci BN-PAGE).
K podobnym jevim jako pfi pouziti vysokého poméru detergentu
k chlorofylim dochazelo i pouhym fedénim vzorku thylakoidnich membran.
Pfi zfedéni suspenze thylakoidnich membran pravdépodobné doslo

k rozvolnéni nahloucenych thylakoidu, coz vedlo k jejich lepsi solubilizaci.

U pigment-proteinovych komplext thylakoidnich membran vystavenych
vysokoteplotnimu stresu doslo vlivem zvysSujici se teploty k jejich postupnému
rozpadu. Bylo zjiSténo, ze komplexni struktury obou fotosystémut jsou v gelu
prvniho rozmeéru pritomny do teploty 60°C a bylo také zjiSténo, ze
superkomplexy fotosystému [ jsou termostabiln€jSi, nez superkomplexy
fotosystému II. U pigment-proteinovych komplexti thylakoidnich membran
vystavenych vysoké intenzité svétla nedosSlo k zadnym vyraznym zménam,

které by svédcily o vlivu vysoké ozarenosti na jejich kompozici.
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Seznam pouzitych zkratek

2D-CN/SDS-

PAGE

AB

ACA

AG

APX
Bis-tris
BN-PAGE
BSA
CN-PAGE
DDC
DM/chl
DTT
HEPES
LHCI
LHCII
PPC

PSI

PSII

SC

SDS

SDS-PAGE

SOD

TEMED

Tris

Dvourozmeérna elektroforéza, ktera v prvnim rozméru vyuziva

bezbarvou nativni elektroforézu a ve druhém rozmeéru
elektroforézu s dodecylsiranem sodnym

Vodny roztok akrylamidu a bisakrylamidu
Aminokapronova kyselina
Agregaty

Askorbatperoxidasa

2-Bis(2-hydroxyethyl)amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol

Modra nativni elektroforéza

Hovézi sérovy albumin

Bezbarva nativni elektroforéza

Diethyldithiokarbamat

Pomeér dodecyl-B-D maltosidu k chlorofyliim a + b
Dithiothreitol
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina
Svétlosbérny komplex fotosystému I

Svétlosbérny komplex fotosystému II
Pigment-proteinové komplexy

Fotosystém I

Fotosystém II

Superkomplexy

Dodecylsiran sodny

Polyakrylamidova elektroforéza s dodecylsiranem sodnym
Superoxiddismutasa
N,N,N‘,N-Tetramethylethylendiamin

2-Amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol

Triton X-100 Polyethylenglykol-p-(1,1,3,3-tetramethylbutyl)-fenylether
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Dodatek

Kompletni vysledky LC-MS/MS analyzy proteinového slozeni pasu z gelu

prvniho rozmeéru na obr. 12.

Cislo pasu Proteinové slozeni pasu

1 Photosystem I P700 chlorophyll a apoprotein Al, A2
Photosystem I reaction center subunit II, III, IV, V, VI, XI
Chlorophyll a-b binding protein 1B-20, 1B-21, 3, 7, 8, P4
Chlorophyll a-b binding protein of LHCII type I
Chlorophyll a-b binding protein type 2 member 1B
Photosystem I reaction center subunit psaK, N
Photosystem I iron-sulfur center
NAD(P)H-quinone oxidoreductase subunit H, K
Photosystem II CP47 chlorophyll apoprotein
Photosystem II D2 protein

2 Photosystem I P700 chlorophyll a apoprotein Al, A2
Photosystem I reaction center subunit II, III, IV, V, XI
Photosystem I reaction center subunit psaK
NAD(P)H-quinone oxidoreductase subunit 1, H, I, J, K, M
Chlorophyll a-b binding protein 1, 1B, 1B-20, 1B-21, 3
Chlorophyll a-b binding protein type 2 member 1B
Photosystem II CP47 chlorophyll apoprotein
Photosystem II D2 protein
Oxygen-evolving enhancer protein 1
Cytochrome b559 subunit alpha

3 Photosystem I P700 chlorophyll a apoprotein Al, A2
Photosystem I reaction center subunit II, III, IV, V, VI, XI,
Photosystem I reaction center subunit N
Photosystem I reaction center subunit psakK
Chlorophyll a-b binding protein 1, 1B-20, 1B-21, 2, 3, 7, 8
Chlorophyll a-b binding protein type 2 member 1B
Chlorophyll a-b binding protein CP29.2
Chlorophyll a-b binding protein CP24 10A
Photosystem I iron-sulfur center
Photosystem II CP47 chlorophyll apoprotein
Photosystem II D2 protein
Photosystem II CP43 chlorophyll apoprotein
Photosystem Q(B) protein
Oxygen-evolving enhancer protein 1, 1-1
Ferredoxin--NADP reductase
Cytochrome b559 subunit alpha

4 Photosystem II CP43 chlorophyll apoprotein
Photosystem II CP47 chlorophyll apoprotein
Photosystem II D2 protein
Photosystem II reaction center protein L
Photosystem II reaction center W protein
Photosystem II 10 kDa polypeptide
Photosystem Q(B) protein
Oxygen-evolving enhancer protein 1
Chlorophyll a-b binding protein 1, 5, 22L, CP26, CP29.1, 151, 215
Chlorophyll a-b binding protein type 2 member 1B
Chlorophyll a-b binding protein of LHCII type I, III
Chlorophyll a-b binding protein AB80
Cytochrome b559 subunit alpha
Cytochrome b559 subunit beta
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Ferredoxin--NADP reductase

Photosystem II CP43 chlorophyll apoprotein
Photosystem II CP47 chlorophyll apoprotein
Photosystem II D2 protein

Photosystem Q(B) protein

Photosystem II reaction center protein H, L
Photosystem II reaction center W protein

ATP synthase subunit alpha, beta
Oxygen-evolving enhancer protein 1

Chlorophyll a-b binding protein 1, 3, 5, 21, CP26, CP29.2
Chlorophyll a-b binding protein type 2 member 1B
Chlorophyll a-b binding protein of LHCII type III
Cytochrome b559 subunit alpha, beta
Photosystem I P700 chlorophyll a apoprotein Al
Ferredoxin--NADP reductase

ATP synthase subunit a, b, c, alpha, beta, gamma

ATP synthase delta chain

ATP synthase epsilon chain

Photosystem I P700 chlorophyll a apoprotein Al, A2
Photosystem I reaction center subunit II, III, IV, V, VI, XI
Photosystem I reaction center subunit N

Photosystem I reaction center subunit psakK

Chlorophyll a-b binding protein 1, 1B-20, 1B-21, 3, 5, 7, 8, 21, 151
Chlorophyll a-b binding of LHCII type 1 protein
Chlorophyll a-b binding protein type 2 member 1B
Photosystem I iron-sulfur center

Photosystem II CP47 chlorophyll apoprotein
Photosystem II CP43 chlorophyll apoprotein
Photosystem II D2 protein

Ribulose bisphosphate carboxylase large chain
Ferredoxin--NADP reductase

Oxygen-evolving enhancer protein 1

Cytochrome b559 subunit alpha

ATP synthase subunit b, c, alpha, beta, gamma
ATP synthase delta chain

ATP synthase epsilon chain

ATP-dependent zinc metalloprotease FTSH 1
Photosystem I reaction center subunit II, III, IV, V, VI, XI
Photosystem I reaction center subunit N
Photosystem I reaction center subunit psakK
Photosystem I iron-sulfur center

Photosystem I P700 chlorophyll a apoprotein Al, A2
Chlorophyll a-b binding protein 1B-20, 1B-21, 3, 7
Ribulose bisphosphate carboxylase large chain

ATP synthase subunit b

ATP-dependent zinc metalloprotease FTSH 1, 2
Photosystem II CP47 chlorophyll apoprotein
Photosystem II CP43 chlorophyll apoprotein
Photosystem II D2 protein

Photosystem II reaction center protein H
Photosystem II reaction center W protein
Photosystem Q(B) protein

Oxygen-evolving enhancer protein 1, 1-2, 2, 3
Plastocyanin

Apocytochrome f

Cytochrome b559 subunit alpha, beta
Cytochrome b6-f complex iron-sulfur subunit
Cytochrome b6-f complex subunit 4
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Fructose-bisphosphate aldolase

Chlorophyll a-b binding protein 1, 1B-21, 2, 5, 21, 22L, 22R, 25,
CP24, CP24 10A, CP26, CP29.1, 151

Chlorophyll a-b binding protein type 2 member 1B
Chlorophyll a-b binding protein AB80

Chlorophyll a-b binding protein of LHCII type I, III
ATP synthase epsilon chain

ATP-dependent zinc metalloprotease FTSH 1, 2, 8
Photosystem II CP43 chlorophyll apoprotein
Photosystem II CP47 chlorophyll apoprotein
Photosystem II D2 protein

Photosystem II 10 kDa polypeptide

Photosystem II 22 kDa protein

Oxygen-evolving enhancer protein 1, 2, 3
Plastocyanin

Apocytochrome f

Cytochrome b559 subunit alpha

Cytochrome b6-f complex iron-sulfur subunit
Cytochrome b6-f complex subunit 4
Ferredoxin--NADP reductase

Photosystem I reaction center subunit V
Photosystem I reaction center subunit N

Probable plastid-lipid-associated protein 3

10

Photosystem II CP43 chlorophyll apoprotein
Photosystem II CP47 chlorophyll apoprotein
Photosystem II D2 protein

Photosystem Q(B) protein

Photosystem II reaction center W protein
Photosystem II 10 kDa polypeptide

Oxygen-evolving enhancer protein 1

Chlorophyll a-b binding protein 1, 1B-20, 21, 22L, CP24, CP24 10B,
CP26, CP29.1, 151

Chlorophyll a-b binding protein of LHCII type I, III
Photosystem I P700 chlorophyll a apoprotein A1, A2
Photosystem I reaction center subunit II
Cytochrome b559 subunit alpha, beta
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