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Tato prace se zabyva problematikou kombinace nativni
polyakrylamidové gelové elektroforézy pro separaci
pigment-proteinovych komplext fotosyntetického aparatu
rostlin a nasledné optimalizaci jejich Setrné extrakce z gelu
pro uc€ely strukturni analyzy pomoci transmisni
elektronové mikroskopie. Teoreticka ¢ast pojednava
o vyhodach a nevyhodach jednotlivych technik nativni
elektroforézy a zejména o bezbarvé nativni elektroforéze
(CN-PAGE). Tato technika je vynikajicim nastrojem
pro separaci proteind a proteinovych komplext v jejich
intaktnim stavu. Dale je v teoretické &asti popsano slozeni
zakladnich komponent fotosyntetického aparatu rostlin
(fotosystém | (PSI) a fotosystém Il (PSIl)), pojednavano
o elektronové mikroskopii a o metodach pfipravy vzorku
pro elektronovou mikroskopii.

Experimentalni ¢ast se zabyva optimalizaci podminek
izolace a separace PSIlI superkomplext z thylakoidnich
a granalnich membran (BBY) jeémene jarniho (Hordeum
vulgare) a optimalizaci procesu extrakce separovanych
superkomplext PSII z polyakrylamidového gelu pro ucely
elektronové mikroskopie. Jelikoz byl kladen ddraz
na zachovani intaktnosti separovanych superkomplexa,
tak jako Setrny zplsob extrakce byla testovana samovolna
eluce proteind z gelu do pufru. Vyznamnym vysledkem
experimentalni prace je Uspésna separace superkomplexu
PSIl z BBY membran, které se z hlediska vytéZnosti PSII
komplext osvédCily lépe, nez thylakoidni membrany.
Proces eluce separovanych superkomplexad PSli
z polyakrylamidového gelu byl monitorovan pomoci
méfeni 77K fluorescenénich emisnich spekter, ktera
vypovidaji jednak o koncentraci a dale pak o intaktnosti
eluovanych superkomplexd PSIl. Z obdrzenych vysledu
vyplyva, ze dvouhodinova eluce superkomplext PSII byla
optimalni pro podminky elektronové mikroskopie.
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This work deals with a combination of native polyacrylamide gel
electrophoresis for separation of pigment-protein complexes
of photosynthetic apparatus of plants and a subsequent
optimization of their gentle extraction from a gel for aims
of structural analysis using transmission electron microscopy.
The theoretical part deals with advantages and disadvantages
of various techniques of native electrophoresis, especially
about the clear-native electrophoresis (CN-PAGE). This technique
is an excellent tool for the separation of proteins and protein
complexes in their intact state. Furthemore, there is described
a composition of essential components of the photosynthetic
apparatus of plants (photosystem | (PSI) and photosystem I
(PSII), electron microscopy in the theoretical part and methods
of specimen preparation for the electron microscopy are
introduced.

The experimental part is focused on an optimization of conditions
of isolation and separation of PSIl supercomplexes from thylakoid
and grana membranes (BBY) of spring barley (Hordeum vulgare)
and an optimization of extraction process of separated PSII
supercemplexes from polyacrylamide gel for the aims
of the electron microscopy. Since an emphasis on maintaining
of intactness of the separated supercomplexes was put,
a spontaneous elution of proteins from gel into buffer was tested
as gentle method of extraction. A successful separation of PSII
supercomplexes from BBY membranes was an important result
of the experimental work. It was proven that BBY membranes give
a higher vyield of PSIl complexes compared to thylakoid
membranes. The process of a spontaneous elution
of the separated PSIl supercomplexes from polyacrylamide gel
was monitored by a measurement of 77K fluorescence emission
spectra, which reflex both a concentration and an intactness
of eluted PSII supercomplexes. The obtained results show that
two-hour elution of PSIlI supercomplexes was optimal
for conditions of electron microscopy.
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Cile prace

Cilem prace bhylo vypracovat prehled o problematice nativni elektroforézy,
zejména CN-PAGE (,clear-native polyacrylamide gel electrophoresis®), o slozeni
a funkci zakladnich komponent fotosyntetického aparatu rostlin (fotosystém |
a fotosystéem Il) a o transmisni elektronové mikroskopii. Cilem experimentalni ¢asti byla
kombinace a optimalizace dvou metod, nativni gelové elektroforézy a transmisni
elektronové mikroskopie, ve studiu struktury proteinovych komplext fotosyntetického
aparatu rostlin. Nativni gelova elektroforéza je biochemicka separacni metoda uréena
pro separaci intaktnich proteinovych komplexu. Takto separované proteinové komplexy
byly z polyakrylamidového gelu extrahovany a pouzity pro strukturni analyzu pomoci
transmisni elektronové mikroskopie. Dlraz byl kladen pfevazné na optimalizaci kroku

extrakce separovanych proteinl z gelu pro podminky elektronové mikroskopie.
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1 Uvod

Vynikajicim nastrojem pro separaci a analyzu pigment-proteinovych komplexu
fotosyntetického aparatu rostlin v jejich intaktnim stavu je biochemicka separacni
metoda nativni polyakrylamidova gelova elektroforéza. Protoze jde o separaci
na gradientovém gelu, proteiny se v gelu zastavi v misté, kde velikost porl gelu
odpovida velikosti proteinového komplexu (Wittig et al.,, 2007b; Wittig & Schagger,
2005). Nasledna extrakce protein pomoci elektroeluce muze byt pfilis nasilna a mize
vést k poruseni struktury proteinovych komplexi/superkomplext. Z tohoto ddvodu byla
zkoumana moznost extrakce separovanych proteini pomoci samovolné eluce z gelu,
ktera byla optimalizovana pro ucely strukturni analyzy prostfednictvim transmisni

elektronové mikroskopie.

2 Porovnani nativnich elektroforetickych technik

Mezi nativni elektroforetické techniky se fadi modra nativni elektroforéza (BN-PAGE),
bezbarva nativni elektroforéza (CN-PAGE) a ,high-resolution” bezbarva nativni
elektroforéza (hrCN-PAGE). VSechny uvedené techniky se liSi ve sloZeni katodového
pufru (viz tab.1) a jsou vyuzivany pro izolaci membranovych proteinovych komplexd
a superkomplexu. Spravné slozeni katodového pufru znaéné ovliviiuje schopnost
zachovani detergent-stabilnich a dokonce i detergent-labilnich protein-proteinovych
interakci (Wittig & Schagger, 2009).

Tabulka 1 - Slozeni katodovych pufrd uréujici rtzné varianty nativnich
elektroforetickych technik. Katodové pufry se li§i pfitomnosti &i nepfitomnosti
barviva Coomassie, neutralniho detergentu dodecylmaltosidu nebo Tritonu X-100
a aniontového detergentu deoxycholatu. Tricin nebo imidazol udrzuji stabilni pH.

Prevzato z Wittig & Schagger, 2009, upraveno.

CNE BNE hrCNE-1 hrCNE-2 hrCNE-3

Tricin (mM) 50 50 50 50 50
Imidazol (mM) 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5
Dodecylmaltosid (%) - - 0,02 - 0,01
Deoxycholat (%) - - 0,05 0,05 0,05
Triton X-100 (%) - - - 0,05 -
Barvivo Coomassie (%) - 0,02 nebo 0,002 - - -

pH ~70 ~7,0 ~7,0 ~7,0 ~7,0




2.1 Modra nativni elektroforéza

V roce 1991 byla poprvé popsana modra nativni elektroforéza, jejiz cely nazev zni
modra nativni polyakrylamidova gelova elektroforéza - BN-PAGE (Schagger & von
Jagow, 1991). Modra nativni elektroforéza byla plvodné vyvinuta pro izolaci
proteinovych komplexd nachazejicich se v membranach mitochondrii. Prvni analyza
proteinovych komplext thylakoidnich membran pomoci BN-PAGE byla popsana v roce
1997 (Kagler et al.,, 1997). Pro solubilizaci membran se pouziva jemny neutralni
detergent (napfiklad digitonin, Triton X-100 nebo dodecylmaltosid). K udrzeni
stabilniho pH v rozmezi 7,0-7,5 se pouziva Bis-tris (2-[bis(2-hydroxyethyl)amino]-2-
hydroxymethyl)-1,3-propandiol) nebo imidazolovy pufr a k zavedeni negativniho naboje
barvivo Coomassie brilliant blue G-250, které se adsorbuje na povrch proteinl. Tato
zmeéna naboje vede k redukci agregace proteind, jelikoZz se negativné nabité proteiny
vzajemné odpuzuji, coz je zejména dulezité pro hydrofobni proteiny v membrané.
Barvivo se vSak neadsorbuje na hydrofilni proteiny s pl > 7. VSechny membranové
proteiny, na které se barvivo Coomassie adsorbuje, migruji k anodé nezavisle na jejich
isoelektrickém bodu. Jsou separovany podle poméru naboj/hmotnost a na zakladé
klesajici velikosti péra gradientového polyakrylamidového gelu, tzn. dle jejich velikosti.
Modfe obarvené nativni proteinové pasy jsou detekovany jiz v pribéhu BN-PAGE
a usnadnuji vyfezani pasul pro naslednou elektroeluci €i elektroblotting. Nevyhovujicim
aspektem BN gelu je, Ze barvivo interferuje se stanovenim fluorimetrické a katalytické
aktivity. Pro fluorescencni detekci nejsou vhodné 1-D BN gely, protoZze barvivo zhasi
okolo 95 % fluorescence. Naproti tomu, barvivo mGze byt odstranéno 2-D SDS gely
a fluorescencni detekce je tak umoznéna. BN-PAGE slouzi k purifikaci proteinovych
komplext z biologickych membran, k uréeni molekulové hmotnosti a oligomerniho
stavu proteinovych komplexu. Také bylo prokazano, Ze nativni-PAGE musi byt
optimalizovana pro kazdy biologicky systém (Wittig & Schagger, 2009; Jarvi et al.,
2011; Wittig & Schagger, 2008; Wittig et al., 2007b).

2.2 Bezbarva nativni elektroforéza

Jako tzv. ,druha volba“ byla vroce 1994 uvedena bezbarva nativni
polyakrylamidova gelova elektroforéza — CN-PAGE (Schagger et al., 1994). Oproti BN-
PAGE proteiny u CN-PAGE migruji v zavislosti na hodnoté pl vzhledem k hodnoté pH
systému, a proto se kyselé proteiny (pl < 7) mohou pohybovat smé&rem k anodé.
Nevyhodou je, ze bazické proteiny (pl > 7) migruji ke katodé, nevstoupi do gelu
a nemohou byt elektroforeticky separovany. Nicméné stanoveni katalytické aktivity

a detekce fluorescenné znacenych proteind jsou vyhody, jezZ CN-PAGE nabizi. Vyuziti
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jednorozmémé CN-PAGE spociva hlavné v separaci nativnich komplexu

a superkomplext (Wittig & Schagger, 2009).

Jak jiz bylo konstatovano, CN-PAGE mi{ize byt pouzita ke stanoveni nativni
hmotnosti, pokud je isoelektricky bod proteinu nizSi nez hodnota pH, pfi niz je
elektroforéza provadéna. Toto pH se pohybuje v rozmezi 7,0-7,5. V praci Schagger
a kol. (Schagger et al., 1994) je uvedeno, Ze linearni zavislost migracni vzdalenosti
na logaritmu relativni molekulové hmotnosti proteinovych komplext byla zjisténa jen
u BN-PAGE, kdezto u CN-PAGE dochazelo k odchylkam. Pouze kyselé proteiny s pl
niz§im nez 5,4 vykazovaly linearni zavislost, zatimco bazické proteiny migrovaly
ke katodé, a proto nemohly byt detekovany. Dale ve své praci Schagger a kol.
(Schagger et al.,, 1994) uvadi, ze CN-PAGE nedosahovala takovych rozliSovacich
schopnosti jako BN-PAGE a pfi pouziti CN-PAGE byla migrace proteinovych komplex
pomalejsi. K rychlejSi separaci proteinti pomoci BN-PAGE dochazi diky dodateénému
zapornému naboji, ktery proteiny ziskaji po adsorpci barviva Coomassie. Z vySe
uvedenych dlavodu je pro standardni analyzu vice vyhovujici BN-PAGE, ponévadz bylo
nesnadné u CN-PAGE stanovit molekulovou hmotnost proteint. AvSak pouziti barviva
Coomassie ma své nevyhody (viz kapitola 2.1) a kromé toho muze také naruSovat
nékteré velmi labilni protein-proteinové interakce. Tudiz je CN-PAGE interesantnim

nastrojem pro funkéni proteomicky vyzkum (Wittig & Schagger, 2005).
2.3 ,High-resolution” bezbarva nativni elektroforéza

K eliminaci nevyhod a zachovani vyhod BN-PAGE a CN-PAGE byla vyvinuta CN-
PAGE s vysokym rozliSenim (hrCN-PAGE), u niz se rozliSuji tfi varianty hrCN-PAGE1-
3 (viz tab. 1). Zachovani vyhod obou elektroforetickych technik je umoznéno zaménou
barviva Coomassie v katodovém pufru, jeZz je u BN-PAGE, za bezbarvou smés
aniontového a neutralniho detergentu. Stejné jako barvivo, tak tato smés detergentu
obali membranovy protein nabitou micelou, coz podstatné zlepsi jeho migraci k anodé
a rozpustnost béhem elektroforézy. Prvni pokusy o nedenaturujici solubilizaci
membran a elektroforetické separaci fotosyntetickych proteinovych komplexd byly
uskuteénény jiz nékolik let pfed uvedenim modré a bezbarvé nativni elektroforézy.
Autofi Reinman a Thornber se snazili (Reinman & Thornber, 1979) solubilizovat
a elektroforeticky separovat membranové proteinové komplexy pouzitim aniontového
detergentu dodecylsiranu sodného (SDS) pfitomného v nizké koncentraci. Protoze
vétSina analyzovanych fotosyntetickych komplexti méla zelené zbarveni, stala se tato
separace znama pod oznacenim ,zelené gely“. Misto béZné& pouZivaného aniontového

detergentu SDS u zelenych gelud, byl pro hrCN-PAGE Zzadouci jemny neiontovy
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detergent. Jemny neiontovy detergent dodecyl-p-D-maltosid nebo Triton X-100 je podle
poddruht této techniky pfitomen v katodovém pufru spolu s aniontovym detergentem
deoxycholatem sodnym. Je dulezité, aby oba, jak neutralni detergent (0,01% nebo
0,02% v/v DDM anebo 0,05% v/v Triton X-100), tak aniontovy detergent (0,05% v/v
deoxycholat), byly soucasti katodového pufru, protoze jejich zasluhou dochazi k tvorbé
smiSenych micel a ke zménam kritickych micelarnich koncentraci (KMK) ve srovnani
s KMK samotnych detergentd. KMK povrchové aktivni latky oznacuje koncentraci,
pfi niz povrchové aktivni latka zacne tvofit micely, agregaty molekul detergentd
dispergované v kapalném prostiedi. Pokud je tato koncentrace vy$Si, v3echny
pfidavané molekuly asociuji do micel, vaZzou k sobé ionty, které jsou tudiz v roztoku
malo pohyblivé a elektricka vodivost klesa. Pod touto koncentraci jsou micelarni
koloidy v systému pouze ve formé& unimernich molekul a ionty jsou v roztoku volné
pohyblivé. Kdyby nebyl pfitomen neutraini detergent, byla by koncentrace
deoxycholatu (0,05% v/v) podstatné nizsi nez KMK samotného detergentu. Z tohoto
divodu se samotny deoxycholat nemuze vazat k proteinim. Z vysledkd uvedenych
v praci autort Wittigové a Schaggera (Schagger & Wittig, 2009) plyne, ze nejSetrnéjSim
podtypem je hrCN-PAGE-3 (s vy$Sim pomérem neutralniho detergentu k aniontovému
detergentu) a nejhorSim je hrCN-PAGE-2. Diky vdem vyhodam a hlavné vysokému
rozliSeni hrCN-PAGE je tato technika velmi vhodna pro funk&ni proteomickou analyzu
(Wittig & Schagger, 2009; Wittig et al., 2007a, Wittig et al., 2007b).

1D hrCN-PAGE gely mohou byt ihned vyuzity pro stanoveni katalytické aktivity
pfimo vgelu a pro detekci a kvantifikaci proteint, které byly pfedem oznaceny
fluorescenCnimi  znackami, jako jsou fluorescenéni proteiny nebo reaktivni
fluorescencni barviva. ZnaCeni proteinu reaktivnim barvivem je zvlasté uziteCné
pro kvantitativni analyzu nizkomolekularnich proteind. Dal$im zajimavym pozitivem
této techniky je moznost sekvencniho znaceni proteinu celou fadou reaktivnich barviv
v ruznych stadiich solubilizace (membrana, superkomplex, individualni komplex,
subkomplex a individualni podjednotka). Pfistupnost ¢i nepfistupnost reaktivniho
barviva ke specifickému proteinu v urCitém kroku poukazuje na pfistupné Cci
nepfistupné proteinové domény, jez mulze pomoct k charakterizaci propojeni
jednotlivych komplexti v superkomplexech a ke zkoumani vySSich fyziologickych

supramolekularnich struktur biologickych membran (Wittig et al., 2007b).
2.3.1 Detergenty pouzivané pro solubilizaci biologickych membran

Pro izolaci intaktnich membranovych proteinli a proteinovych komplexu

Z biologickych membran jsou nepostradatelné detergenty. Hlavnim cilem je dosahnout
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optimalni extrakce a separace proteinovych komplexid z membrany a zaroven
zachovani jejich nativni struktury a funkce. Mezi nejastéji pouzivané detergenty patfi
neiontové surfaktanty, jako napfiklad maltosidy, polyoxyethylenglykoly a alkylglukosidy.
Neiontové detergenty naruSuiji lipid-lipidové a lipid-proteinové interakce, ale nenaruduji
protein-proteinové interakce, coz je dllezité pro solubilizaci membranovych proteina.
Proto jsou povazovany za jemné detergenty. Mimo to plati, ze detergenty z jedné
homologické fady s delSim alkylovym fetézcem a vétsi hydrofilni ¢asti jsou jemnéjsi
nez ty skratSim alkylovym fetézcem. DalSim vyznamnym faktorem membranové
solubilizace je KMK detergentu (viz kap. 2.3). Koncentrace detergentu nad KMK

umoznfuje solubilizaci hydrofobnich a amfipatickych molekul.

Pfed nativni elektroforézou jsou thylakoidni membrany solubilizovany s jemnym
neiontovym detergentem pfitomnym v nizké koncentraci. Timto detergentem muize byt
dodecylmaltosid (DDM), tridecylmaltosid (TDM), digitonin, eventualné Triton X-100.
TDM ma delSi alifaticky fetézec nez DDM. S rostouci délkou fetézce roste
hydrofobicita, tedy schopnost penetrace detergentu do membrany a schopnost

detergentu zachovat proteinové komplexy v intaktnim stavu.

Charakteristickym rysem solubilizace thylakoidi digitoninem je vysoka
koncentrace PSI v supernatantu, kdy znaéna cCast thylakoidni membrany zlstane
po centrifugaci nesolubilizovana v peletu. Patrné je jeho molekula pfili§ velka, coz brani
pronikani digitoninu do granalnich thylakoid(. Celkové vzato je solubilizace thylakoidni
membrany digitoninem selektivni a vétSinou je zaméfena na komplexy ve stromalnich
thylakoidech a na okrajich gran. Z toho vyplyva, Ze digitonin je naprosto vyhovujici
pro analyzu PSI-LHCIl (fotosystém | s navazanymi svétlosbérnymi komplexy
fotosystému 1l) a dalSich labilnich megakomplexi ve stromalnich thylakoidech Ci
okrajich gran, avSak neni vhodny pro kvantitativni analyzu thylakoidnich proteinovych

komplext vyssich rostlin (Pagliano et al., 2012; Jarvi et al., 2011).
2.3.1.1 Dodecyl-a-D-maltosid versus dodecyl-p-D-maltosid

Do tfidy detergentl obsahujicich maltosid (surfaktant s velkou hydrofilni hlavickou
slozenou ze sacharidu a s nenabitym alkylovym fetézcem s 12 uhliky) patfi
dodecylmaltosid (DDM). Existuji dva anomery této molekuly liSici se konfiguraci
alkylového fetézce na anomernim centru hydrofilni ¢asti — maltosy, axialni u dodecyl-a-
D-maltosidu a ekvatorialni u dodecyl-p-D-maltosidu. Dale se liSi rozdilnymi
interakcemi/penetracemi do membrany. Tyto strukturni rozdily zméni jejich fazové

chovani ve zfedénych vodnych roztocich (napf. odliSny tvar micel, sféricky u a-DDM,
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zplostély elipsoid u B-DDM; niz§i KMK a nizSi agregacni Cislo pro a-DDM neZ pro -
DDM).

KMKO(—DDM = 1,5 ' 10_4 mOl.I_l KMKB—DDM = 2,0 ' 10_4 mOl.I_l
agregacni Cislo a-DDM = 75 agregacni Cislo p-DDM = 132

Vybér surfaktantu a jeho koncentrace maze vyrazné ovlivnit mnozstvi a oligomerni
stav, vnémz mohou byt proteinové komplexy z thylakoidni membrany izolovany.
Pokud je pouzita nejnizSi koncentrace (napf. 5 mM) DDM, dojde jen k &astecné
solubilizaci thylakoidu. V tomto pfipadé jsou separovany pouze proteinové komplexy
PSI ve smési s membranovymi fragmenty PSI a nejsou pfitomny Zadné superkomplexy
PSII. Zatimco pouzitim vy3Si koncentrace (nad 30 mM) dojde k uplné solubilizaci a jsou
také separovany PSII proteinové komplexy a superkomplexy, identifikovany jako dimer
PSIl, PSI-LHCI (fotosystém | s navazanymi svétlosbénymi komplexy fotosystému 1)
a PSII-LHCII (fotosystém Il s navazanymi svétlosbérnymi komplexy fotosystému II)
superkomplexy. U biologickych membran solubilizovanych a-DDM byla znacna
koncentrace PSII-LHCIlI superkomplexi a nizSi koncentrace PSI-LHCI intermediatd,
coz odrazi jemnost a-DDM v porovnani s jeho p-anomerem. B-DDM uc&innéji odpojuje
LHCIl monomery ze superkomplex(l. Prestoze je dodecyl-B-D-maltosid jemny
detergent, nemlze zachovat nékteré labilni hydrofobni protein-proteinové interakce.
Atak mlze byt k membranové solubilizaci, pokud se jedna o izolaci labilnich
fyziologickych proteinovych komplexd, pouzit jeden z jemnéjSich detergentl. Kromé a-
DDM patfi mezi jemnéjSi detergenty digitonin a neiontovy detergent N,N'-bis(3-D-
glukonamidopropyl)cholamid (BigCHAP), jenz se v posledni dobé napfiklad vyuziva
k izolaci oligomerni ATP synthasy (Pagliano et al., 2012; Wittig et al., 2007b; Wittig &
Schagger, 2009).

V praci z roku 2012 autofi Pagliano a kol. (Pagliano et al., 2012) rozdélili jednotlivé
proteinové pasy dle jejich molekulové hmotnosti do sedmi skupin na zakladé
pfedchozich studii a interpretace denaturujicich druhych rozméra (2D BN/SDS-PAGE)
thylakoidd solubilizovanych 70 mM a-DDM a 70 mM B-DDM:

» >669 kDa nékolik proteinovych pasu slozenych z PSII-LHCII superkomplexu;

» okolo 600 kDa intenzivné zeleny proteinovy pas PSI-LHCI komigrujici s jadrem PSII
dimeru v dusledku jejich podobné molekulové hmotnosti;

» okolo 480 kDa ostry proteinovy pas PSI viditelny zejména u membran
solubilizovanych B-DDM, pravdépodobné pfedstavuje pfechodné stavy PSI-LHCI

komplex(;
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» okolo 300-250 kDa tfi proteinové pasy ATP synthasy (280-300 kDa), jaderny PSII
monomer (okolo 280 kDa) a dimerni komplex cytochromu bg/f (okolo 250 kDa);

» okolo 140 kDa zelené zbarveny proteinovy pas obsahujici LHCIl podjednotky,
nejspise trimery;

» okolo 120 kDa monomerni komplex cytochromu bg/f;

» okolo 70 kDa LHCII podjednotky, s velkou pravdépodobnosti monomery.
2.3.1.2 Interakce detergentu s fosfolipidy

Studium interakci detergentl s fosfolipidy vedlo k vytvoreni tfi stadii pro detergent-
lipid-proteinové interakce. Pocatecni a koncové body solubilizace popisuje stadium |
alll. Ve stadiu | jsou molekuly detergentl zaclenény do fosfolipidové dvojvrstvy,
zatimco ve stadiu Il jsou v micelach detergentu solubilizovany vSechny lipidy.
Koexistence molekul detergentu inkorporovanych v lipidové dvojvrstvé s molekulami
lipidd zaclenénymi v micelach detergentu je charakteristicka pro stadium II. Tudiz
solubilizace lipid{ je ovlivnéna jejich zastoupenim v membrané. Thylakoidni membrana
rostlin obsahuje nizky podil fosfolipidu fosfatidylglycerolu (PG) a vysoky podil
glykolipidd  monogalaktosyldiacylglycerolu  (MGDG), digalaktosyldiacylglycerolu
(DGDG) a sulfochinovosyldiacylglycerolu (SQDG). Membranova ¢ast grana thylakoidu
je ze 75 % obsazena proteiny. Lze pfedpokladat, Ze v prvnim stadiu detergent zaujme
nemicelarni formu, dale nasleduji interakce detergent-detergent vedouci k destabilizaci
dvojvrstevné struktury a membranové fragmentaci. DalSi pfidavek detergentu by
zpusobil tvorbu smiSenych micel lipidu a detergentu. Membranové proteiny by byly
vystaveny pusobeni micel detergentu a doSlo by k jejich solubilizaci (Pagliano et al.,
2012).

2.3.2 Priprava vzorku pro elektroforetickou separaci

U nativni elektroforetické separace aplikovanym vzorkem, ktery je nanaSen
do jamek gelu, mlze byt smés solubilizovanych membranovych proteini, nebo
CasteCné purifikované membranové proteiny anebo ve vodé rozpustné proteiny.
Nejprve se ze suspenze 0znamé koncentraci proteini odebere mnozstvi proteinu
v fadech pg. Kazdy ztéchto tfi vzorkd (smés solubilizovanych membranovych
proteinl, ¢astecné purifikované membranové proteiny a ve vodé rozpustné proteiny) se
vSak rozpousti v rozdilnych slou€eninach ¢i jejich koncentracich. Pokud jsou tyto ffi
vzorky separovany pomoci BN-PAGE, tak se barvivo Coomassie pfidava jen ke vzorku
smési solubilizovanych membranovych proteind a do katodového pufru v odliSnych
koncentracich u jednotlivych vzorkd. Napfiklad membranové proteiny jsou

solubilizovany v koncentracich niz§ich nez 2 % detergentu a v aminokapronoveé
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kyseliné, naopak nejsou solubiliovany v solich, hlavné draselnych a s dvojmocnymi
kationty, protoZe by po pfidani barviva Coomassie u BN-PAGE doSlo k jeho precipitaci
a znecCisténi proteind. Kromé& toho se u BN-PAGE pfidava ke vzorku detergent
a Coomassie v poméru 4/1 (g/g), ke katodovému pufru do suspenze do 2/3 gelu 0,02%
Coomassie a na posledni tfetiné gelu 0,002% Coomassie pro lepSi vizualizaci
proteinovych pasu. V koncentracich nizSich nez 0,2 % detergentu a soli maximalné
do 200 mM NaCl jsou rozpustény Castecné purifikované membranové proteiny.
V tomto pfipadé katodovy pufr u BN-PAGE obsahuje 0,002% barvivo Coomassie.
NejvysSi koncentrace barviva Coomassie (0,02 %) v katodovém pufru u BN-PAGE se
vyskytuje u ve vodé rozpustnych proteinu. Tyto proteiny mohou byt rozpustény v 15%
glycerolu, 50 mM Bis-tris/HCI, pH 7,0. Po solubilizaci, dopInéni vzniklé smési reakénim
pufrem a po urCité dobé& inkubace je odstranén nesolubilizovany material centrifugaci
pfi pfetizeni 18 000-100 000 g (zavisi na typu vzorku) a pfi 4 °C. Vzorky jsou
elektroforeticky separovany pfi nizké intenzité svétla a rovnéz pfi 4 °C (Schagger et al.,
1994; Jarvi et al., 2012).

2.3.3 Nativni polyakrylamidova gelova elektroforéza

Jak BN-PAGE, tak CN-PAGE i hrCN-PAGE pouziva linearni gradientovy
polyakrylamidovy gel s 4% zaostfovacim gelem pro separaci proteinovych komplexu.
Koncentra¢ni rozsah 5-13 % tohoto gelu umoziuje separaci proteind v hmotnostnim
rozmezi 10°-10° Da. Pokud by se jednalo o rozli§eni mensich protein(i, upfednostriuje
se 5-18% gradientovy délici gel. U CN-PAGE se doporuCuje zacit v rozsahu
koncentraci 4-20 %, jelikoz je u ni elektroforeticka pohyblivost proteint zaloZena
na vnitfnim naboji a je tedy pomalejSi nez u BN-PAGE. Oproti uniformnimu délicimu
gelu ma gradientovy gel ur€itou pfednost. Poté, co proteinovy komplex dosahne dané
hustoty gelu, jeho dalSi pohyb se ,zastavi® a tim je dosazeno lepSiho rozliSeni
(Schagger et al., 1994).

Elektroforeticka separace musi probihat pfi 4-7 °C, vétSinou pfi 4 °C. Teplota ma
velky vliv na stabilitu proteinovych komplex(, proto je dllezité dodrzovat tyto teplotni
podminky. Na elektrodach je po dobu, neZ vzorek projde zaostfovacim gelem,
udrzovan proud 15 mA a limit napéti je nastaven na 100 V. Separace probiha v délicim
gelu za téchto podminek: proud nastaven na 30 mA a limit napéti 500 V. Tyto hodnoty
proudu a napéti vSak nejsou pevné dané a elektroforéza muze byt uskuteénéna
i za postupného zvySovani napéti. Cela separace nebyva delSi nez 3 hodiny (Schagger
et al., 1994; Wittig et al., 2007b; Jarvi et al., 2011).
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3 Fotosynteticky aparat

Fotosynteticka produkce kysliku a asimilace oxidu uhli€itého jsou dva vyznamné
procesy, jez zajistuji podminky pro pfeziti vSech forem zivota. U vySSich rostlin
probihaji fotosyntetické reakce uvnitf chloroplastu v thylakoidni membrané. Fotosystém
| (PSI) a fotosystém Il (PSIl) spolu se svétlosbérnymi komplexy (LHCI a LHCII),
cytochrom bg/f komplex a ATP synthasa jsou kliCové proteinové komplexy thylakoidni
membrany katalyzujici oxygenni fotosyntézu. Aby byla umoZnéna oxidace vody, PSII
funguje jako oxidaéni Cinidlo s dostateéné vysokym redoxnim potencialem. Naopak
nejnegativnéjsi redoxni potencial v pfirodé je generovan PSI (Nelson & Yocum, 2006;
Pagliano et al., 2012).

3.1 Fotosynteticka membrana

Mistem primarnich fotosyntetickych reakci je thylakoidni membrana, ktera
v chloroplastu obklopuje prostor zvany lumen. Prostor vné thylakoidni membrany se
nazyva stroma. Thylakoidni membrany vytvafi grana, skupiny tésné na sebe
pfilehajicich thylakoidl, ktera jsou vzajemné propojena stromalnimi thylakoidy. Bylo
Zjisténo, ze v granalnich thylakoidech se vyskytuji zejména PSIl a LHCII, zatimco
ve stromalnich thylakoidech se nachazi pfevazné PSl a ATP synthasa. Cytochrom bg/f
komplex je rovhomérné distribuovan mezi témito dvéma typy thylakoidd. Na okrajich
gran se nachazi prevazné PSI komplex, PSIl dimery a monomery i LHCIl komplex
(Pagliano et al., 2012; Dekker & Boekema, 2005; Jarvi et al., 2011).

Zajimavé je to, ze grana obsahuji vétSinu pigmentd a to 82-84 %, zatimco
zbyvajicich 16-18 % chlorofyll je lokalizovano ve stromalnich lamelach. Je
pozoruhodné, Ze vice chlorofylu je asociovano s PSI nez s PSIl, asi o 14-20 %
(Albertsson, 2001).

3.1.1 Lipidy v thylakoidni membrané

Lipidy, jeZ jsou soucasti thylakoidni membrany, ji ¢ini jedineénou ve srovnani
s ostatnimi biologickymi membranami. Konkrétné thylakoidni membrana ma vysoky
podil glykolipidd monogalaktosyldiacylglycerolu (MGDG), digalaktosyldiacylglycerolu
(DGDG) a sulfochinovosyldiacylglycerolu (SQDG) a nizky podil fosfolipidu
fosfatidylglycerolu (PG). Na koextrakci lipidd s proteiny je zavisla aktivita a intaktnost
solubilizovanych proteinovych komplexu. Pfiéemz napfiklad PG hraje kliCovou roli
ve spravné funkci a strukturni integrité fotosyntetickych komplext. Uginkem fosfolipas

by mohlo dojit k potlaceni aktivity PSIl, coz demonstruje dulezitost lipidu PG v jeho
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funkci. Navic, molekula PG je nezbytna pro stabilizaci fotosyntetickych komplexd,
protoZze svou pfitomnosti zvySuje vytvareni PSIlI dimer( ataké PSI trimerd u sinic.
Krystalograficky bylo zjisténo, Ze se v krystalické struktufe PSI vyskytovala jedna
molekula MGDG a tfi molekuly PG, kdeZto kazdy monomer krystalické struktury PSII
celkové obsahoval dvacet molekul lipidi - 6 MGDG, 5 DGDG, 5 PG a 4 SQDG
(Pagliano et al.,2012).

3.2 Funkce fotosyntetického aparatu

PSIl a PSI hraji kliCovou roli v linearnim a cyklickém pfenosu elektronl
v thylakoidni membrané. Poskozené komplexy PSIl se dale ucastni opravného cyklu
(Jarvi et al., 2011).

Pfi linearnim transportu jsou elektrony uvolnéné z vody pieneseny prostfednictvim
PSIl a PSI na NADP®. Svétlem pohanéna oxidace vody, jez poskytuje elektrony PSI
pfes plastochinon, cytochrom bg/f komplex a ve vodé rozpustny pfenasec elektrond —
plastocyanin, je katalyzovana PSIl. PS| katalyzuje svétlem pohanény transport
elektroni z plastocyaninu na vnitini strané membrany (lumen) na ferredoxin
nachazejici se na vnéjSi strané membrany (stroma). Poté je redukovany ferredoxin
pouZzit pro tvorbu NADPH, redukéniho Cinidla konverze oxidu uhliCitého na organické
molekuly. Pfenos elektronl je spojen s generovanim transmembranového
elektrochemického gradientu protond, ktery vyuziva ATP synthasa k fosforylaci ADP
na ATP (Dekker & Boekema, 2005; Amunts et al., 2010).

K cyklickému transportu okolo PSI dochazi pfedevSim ve stromalnich lamelach.
Pfi tomto transportu jsou elektrony z PSI pfenaseny na Cyt bg/f komplex a pres
plastocyanin zpét na PSI. Zaroven dochazi k pfenosu protonu prfes thylakoidni

membranu, které se vyuzivaji na tvorbu ATP (Dekker & Boekema, 2005).

Na pfesném prostorovém uspofadani proteinovych podjednotek a relativni poloze
kofaktorli je u fotosystému znaéné zavisla schopnost pfemény slune¢ni energii.
U zelenych rostlin jsou nezbytné obé cesty pfenosu elektrond. V blizkosti okraju gran
dochazi k linedrnimu transportu diky vyuziti PSIl a cytochromu bg/f komplexu z gran
a diky komplexim PSI vyskytujicich se pobliz (Dekker & Boekema, 2005; Amunts et
al., 2010).

V granalni membrané se nachazi predevsim PSIl superkomplexy, ale monomery
jadernych komplexd PSII mohou byt lokalizovany i ve stromatu. S ohledem na PSII

opravny cyklus ma vyskyt monomeru PSII ve stromatu thylakoidd fyziologicky vyznam.
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Nejcitlivéjsi k oxidativnimu poSkozeni radikaly a aktivnimi formami kysliku, které vznikly
uCinkem svétla, je ze vSech fotosyntetickych proteinovych komplexd PSII, jmenovité
jeho D1 podjednotka (viz kapitola 3.4.1). Ztohoto duvodu maji zelené rostliny
pro poSkozeny D1 protein rychly a ucinny opravny mechanismus probihajici
ve stromalnich membranach. Ktomu je nutny pfesun PSIl superkomplexu
s poSkozenym D1 proteinem z grana do stromatu, kde dojde k ¢asteCnému nebo
uplnému rozdéleni komplexu na jednotlivé podjednotky, proteolyze poSkozeného D1
proteinu, inzerci nascentniho D1 fetézce do membrany a nakonec nasleduje pfesun

zpét do grana a vznik PSII-LHCII superkomplexu (Dekker & Boekema, 2005).
3.3 Fotosystém |

PSI je povazovan za jeden z nejucinnéjSich biologickych makromolekularnich
komplex s kvantovym vytéZkem blizkym 1,0. Je tvofen 14 podjednotkami
monomerniho jaderného komplexu, podjednotkami svétlosbérného komplexu Lhca1-4
(LHCI), 173 molekulami chlorofylt, 15 karotenoidy, 2 fylochinony a 3 klastry Fe,S..
Také ma tento fotosystém vazebna mista pro LHCIl komplexy (Kargul et al., 2012;

Amunts et al., 2010). Na obr. 1 je zobrazena celkova struktura PSI.
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Lhca1 , ;1]

Lhca4 Lhca2

Obrazek 1 - Struktura fotosystému |. Na obrazku je znazornén pohled
ze stromalni strany. Molekuly chlorofyld v jaderném komplexu jsou zobrazeny zelené,
molekuly chlorofyli ve svétlosbérném komplexu LHCI modfe, molekuly chlorofyld
mezi témito komplexy Cervené, karotenoidy oranzové a ostatni molekuly chlorofylt
a karotenoidu jsou Sedé. Jednotlivé proteinové podjednotky jsou odliSeny barevné.
Pozice podjednotek PsaG, PsaH, PsaK, Lhcal-4 jsou znazornény. Prevzato z Amunts
etal., 2010.

3.3.1 Jaderny komplex PSI

PSI jaderny komplex je evolu¢né pfibuzny s PSIl jadernym komplexem. Jiz
zminovany jaderny komplex je slozen ze dvou velkych membranovych podjednotek
(PsaA a PsaB), ¢ty externich podjednotek (PsaC-E a PsaN), péti malych (PsaF, Psal-
L), a tfi vétSich internich podjednotek (PsaG, PsaH a PsaO). PsaN je jediny externi
protein PSI, jenz je vystaven thylakoidnimu lumenu. U zelenych rostlin a zelenych fas
se PSI jaderny komplex (~310-356 kDa) vyskytuje pravdépodobné jen jako monomer,
kdezto u sinic a prochlorofyt mize tvofit trimery. Napfiklad u Spenatu byly pozorovany
dimery a velké agregaty PSI. Jenomze strukturni analyza pomoci EM ukazala, ze tyto
agregaty byly vytvofeny uméle po solubilizaci membrany a nejednalo se tedy o nativni
komplex. Dulezitou roli v trimerizaci PSI u sinic hraje PsaL podjednatka. Trimery

u zelenych rostlin nemohou byt tvofeny kvuli navazani PsaH podjednotky na PsalL
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(Dekker & Boekema, 2005; Nelson & Yocum, 2006). Jednotlivé interakce

mezi proteinovymi fetézci a povrchovou strukturu PSI znazoriiuje obr. 2.

PsaF

Obrazek 2 - Schematicky diagram interakci mezi proteinovymi fretézci
a povrchova struktura PSI. Celkova struktura je znazornéna ze stromalni strany.
V levé &asti obrazku jsou zobrazeny individualni podjednotky jako koule, jejichz velikost
je umérna velikosti povrchu daného proteinového fetézce. V pravé &asti jsou jednotlivé

podjednotky odliSeny barevné. Pfevzato z Amunts et al., 2010.
3.3.2 Svétlosbérny komplex PSI

PSI zelenych rostlin a zelenych fas vaze membranové vazanou periferni anténu,
zvanou LHCI. Lhca jsou proteiny vazajici chlorofyl a/b a formuji LHCI do tvaru
pUlmésice. Tento svétlosbérny komplex se sklada ze C¢&tyf odliSnych polypeptidu
znacenych jako Lhca1-4 s hmotnostmi okolo 25 kDa. Heterodimery tvofi podjednotky
Lhcal a Lhca4d i Lhca2 a Lhca3. Podjednotky LHCI obsahuji rizné mnozstvi chlorofylu.
15 molekul chlorofylll vaze Lhca1, 14 chlorofyll Lhca2, 17 chlorofyll Lhca3 a 15
chlorofylll obsahuje Lhca4. Coz vede celkové k 61 molekulam chlorofylll asociovanych

s LHCI. LHCI se vazou na PSI a vytvafi superkomplex PSI-LHCI s molekulovou

-21 -



hmotnosti ~600-770 kDa. Kromé toho, ze ma komplex LHCI svétlosbérnou funkci
a absorbuje svételné zareni i nad 700 nm, hraje dulezitou roli ve fotoprotekci. Tento
komplex je jedineCny jen pro rostliny a zelené fasy (Dekker & Boekema, 2005; Amunts
et al., 2010; Kargul et al., 2012).

3.4 Fotosystém I

PSIl je pigment-proteinovy supramolekularni komplex v thylakoidni membrané
rostlin, fas a sinic. Sklada se z 20 podjednotek, jejichZ celkova molekulova hmotnost je
350 kDa. Celkova struktura PSIl je zobrazena na obr. 3. V membranach je pfitomen
v dimerni formé. Kazdy PSIl monomer obsahuje 19 proteinovych podjednotek, 35
molekul chlorofyll, 2 molekuly feofytinu, 11 molekul B-karotenu, vice nez 20 molekul
lipidd, 2 plastochinony, 2 atomy hemového Zeleza, atom nehemového zeleza, 4 atomy
manganu, 3 nebo 4 atomy vapniku (jeden z nich je v klastru Mn,Ca) a 3 chloridové
ionty (z nichz dva jsou v blizkosti Mn,Ca klastru). Rovnéz bylo u kazdého monomeru
PSII zjisténo vice nez 1 300 molekul vody, coz by odpovidalo 2 795 molekuldm vody
na dimer. Molekuly vody jsou organizovany do dvou vrstev nachazejicich se
na povrchu stromalni a luminalni strany. Nékteré z nich se dokonce vyskytuji uvnitf
membrany, kde ma vétsina funkci ligandd pro chlorofyly (Caffarri et al., 2009; Umena et
al., 2011).

-22.-



Obrazek 3 — Celkova struktura dimeru fotosystému Il. Na obrazku je znazornén
pohled ve sméru kolmém na rovinu membrany. Jednotlivé monomery jsou oddéleny
pferuSovanou Carou. Na pravé strané jsou barevné zachyceny individualni podjednotky
a na levé strané jsou tyto podjednotky zbarveny svétle Sedé. Naproti tomu jsou
kofaktory na levé Casti obrazku zobrazeny barevné a na pravé Casti svétle Sedou
barvou. Molekuly vody pfedstavuji oranZové kulicky. Pfevzato z Umena et al., 2011,

upraveno.
3.4.1 Jaderny komplex PSII

PSIl jaderny komplex (~256 kDa) je slozen ze ¢&tyf velkych internich
membranovych podjednotek (PsbA-D), tfi externich membranovych podjednotek
(PsbO-Q: jedna se o kyslik vyvijejici komplex, kde dochazi ke $tépeni vody) a z mnoha
malych podjednotek. Zelené rostliny navic obsahuji dva malé proteiny (PsbR a PsbW),

ale neni zfejmé, kde jsou tyto proteiny lokalizovany.

Sest molekul chlorofylt a a dva feofytiny a se vazou na PsbA (~38,8 kDa) neboli
D1 protein a PsbD (~38,4 kDa) neboli D2 protein, zatimco podjednotky PsbB (CP47;
~56,3 kDa) a PsbC (CP43; ~51,8 kDa) vazou 16 a 14 molekul chlorofyll a a maji
funkci antén. Fotochemické rekéni centrum, v némz probihaji primarni reakce
elektronového pfenosu, je tvofeno PsbA a PsbD. Naproti tomu PsbB a PsbC maji

svétlosbérnou funkci, coz znamena, Ze absorbuji svételnou energii a pfenasi excitacni
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energii do reakéniho centra. Jesté dulezitéjSi je, ze ony rovnéz pfijimaji excitaéni

energii z periferni antény a pfenasi ji opét do reakcniho centra.

Bylo prokazano, ze PSII monomery mohou byt zcela aktivni a Zze uspofadani
dimer( je velmi podobné u sinic a zelenych rostlin. Jestlize dimery opusti granalni
membranu, rozpadaji se spontanné na monomery, a tim usnadnuji uskuteénéni PSII

opravného cyklu ve stromalnich ¢astech membrany (Dekker & Boekema, 2005).
3.4.2 Svétlosbérny komplex PSII

Periferni anténa PSIl vySSich rostlin a eukaryotickych fas se sklada z nékolika
pigment-proteinovych komplexd. U zelenych rostlin mohou byt rozliSeny dva druhy
perifernich anténnich protein asociovanych s PSIl. Nejhojné&ji zastoupenym
komplexem je tzv. LHCII anténni komplex vyskytujici se v trimernim stavu. Je tvofen
riznymi kombinacemi tfi velmi podobnych protein(, které jsou kdédovany lhcbl, Ihcbh2
a Ihcb3 geny vyskytujicich se v poméru pfiblizné 8:3:1. Druhy druh pfedstavuji tfi
mensi anténni komplexy - Lhcb4 (CP29), Lhcb5 (CP26) a Lhcb6 (CP24), které se
obvykle vyskytuji v monomerni formé (Dekker & Boekema, 2005).

3.4.3 Superkomplexy PSII

Diky asociaci perifernich anténnich komplext s dimery jadernych komplexu PSII
dojde k vytvofeni PSII-LHCII superkomplextd (obr. 4). Fotosynteticky vykon je
optimalizovan uspofradanim PSII a LHCII do superkomplext. Aby byly superkomplexy
PSII schopné se aklimatizovat na rizné podminky, mély by byt modularni a flexibilni.
Superkomplexy byly poprvé rozpoznany elektronovym mikroskopem po solubilizaci
granalnich membran jemnym detergentem vzhledem k jejich typickému obdélnikovému
tvaru. Tento obdélnikovy tvar se oznacuje jako ,standard“ nebo C,S, superkomplex
obsahujici témér vSechny PSIl jaderné proteiny, av8ak z periferni antény byly
detekovany jen Lhcb1, Lhcb2, Lhcb4 a Lhcb5 genové produkty. Na jednu stranu
monomeru PSII jaderného komplexu se vaze Lhcb4 (CP29), na druhou stranu se vaze
Lhcb5 (CP26), kdezto LHCII trimer se odividné vaze k obéma, jak k Lhcb4, tak
k Lhcb5. Otazkou je, jestli (obdélnikovy) PSII-LHCII pfedstavuje nativni uspofadani

PSII v granalnich membranach.
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Obrazek 4 — EM analyza superkomplexti PSIl. Na obrazku jsou znazornény rGzné
komponenty a superkomplexy PSIl. CS: monomerni jaderny komplex s S-
LHCII trimerem a anténou CP26, C: jaderny komplex, S: silné vazany LHCII trimer, M:
stfedné silné vazany LHCII trimer. Molekulové hmotnosti kazdé komponenty jsou
vypolteny na zakladé obsahu proteinu a stanoveny EM a SDS-PAGE. Prevzato

z Caffarri et al., 2009, upraveno.

Obdélnikovy superkomplex obsahuje dva trimery LHCII komplexd na dimer
jaderného komplexu PSII. Pomoci elektronové mikroskopie byla zjisténa dalSi dvé
vazebna mista v dimerech jadernych komplext PSIl pro trimery. Tedy az se &tyfmi
perifernimi LHCII trimery muzZe byt asociovan dimerni jaderny komplex, C,. Tato
vazebna mista byla oznacena ,S* (,strongly“ vazany LHCII trimer) a ,M“ (,moderately®
vazany LHCII trimer) podle Cetnosti jejich vyskytu. U PSIl superkomlexu izolovanych ze
Spenatu bylo zjisténo jesté dalSi vazné misto pro trimer LHCII, ktery je oznacovan jako
L-trimer (,loosely®). Kromé toho pfipadaji na jeden dimer jaderného komplexu PSII

jesté dalsi dva LHCII trimery, které jsou volné v membrané.

V souhrnu lze Fici, ze k dimernimu jadernému komplexu PSIl se mohou vazat dva
S-trimery a vytvofit tak superkomplex oznacovany jako C,S,. Dale se pak k nému
mohou vazat dva M-trimery, které mohou spolu s S-trimery vytvofit superkomplex
C,S,M,, jenZ je znazornén na obr. 5. Jeho hmotnost je zhruba 1,1 MDa a vaze asi 190
chlorofyli a, 80 chlorofyld b a 75 molekul karotenoidl. Superkomplexy Spenatu
C,S,M,L., se vyskytuji ojedinéle. Obecné se uvadi, ze celkové mnozstvi trimert LHCII

v thylakoidni membrané na jeden dimer jaderného komplexu PSIl muze byt az osm.

Z Lhcb1 a Lhcb2 genovych produktt je predevS§im slozen S-LHCII trimer,
ponévadz jen nasledujici produkty byly detekovany v C,S, superkomplexech. Naopak
M-LHCII trimer je s nejvétdi pravdépodobnosti tvofen Lhcb1 a Lhcb3 genovymi

produkty, protoZe genovy produkt Lhcb3 je pfitomen u velkych superkomplexd. Genovy
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produkt Lhcb4 zaujima jedine¢né postaveni v PSIl makrostruktufe, jelikoZz jeho

pfitomnost je nezbytna k vytvofeni PSII-LHCII superkomplexu.

V monomernim jaderném komplexu PSII jsou dvé hlavni drahy pfenosu energie, {j.
z CP47 do reakéniho centra a z CP43 do reakéniho centra. Dvé hlavni drahy pfenosu
energie do jaderného komplexu PSII jsou rovnéz v superkomplexu. Prvni draha je z S-
LHCII a/nebo CP26 do CP43 a pfilehlého monomerniho jaderného komplexu PSII
adruha vede z M-LHCIl a CP24 pfes CP29 do CP47 a vedlejSiho monomerniho
jaderného komplexu PSII. Na pfenosu energie mezi sousednimi (super)komplexy

v membrané se pravdépodobné v mensi mife podili chlorofyly b oproti chlorofylim a.

Prostfednictvim specifickych drah, které vyzaduji jen molekuly chlorofyld a obzvlasté
v nizkoenergetickych formach, je pFfenesena excitaéni energie z periferni antény
do jaderného  komplexu. Vazba mezi M-trimerem asuperkomplexem je
zprostfedkovana Lhcb3, coz je monomerni jednotka naproti CP24 a hlavni komponenta
M-trimeru. Na interakci mezi CP24 a Lhcb3 je zavislé navazani M-trimeru, zatimco
na stabilni navazani S-trimeru ma velky vliv CP26 (Dekker & Boekema, 2005; Koufil et
al., 2012; Caffarri et al., 2009, Croce & van Amerongen, 2011).

, LHCII-M

Obrazek 5 - Navazani S-LHCIl a M-LHCIl trimerti k dimernimu jadernému
komplexu. Na obrazku je znazornén superkomplex C,S;M,. Proteiny jaderného
komplexu jsou zobrazeny tmavé purpurové, LHCIl &ervené, CP24 Zluté, CP29

oranzové a CP26 modrozelené. Pfevzato z Croce & van Amerongen, 2011, upraveno.
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3.4.4 Klastr Mn,CaOs

Zatimco superkomplexy jsou tvofeny PSI anebo PSIl s navazanymi
svétlosbérnymi proteiny (LHCI, LHCII), tak navic PSI vytvaii komplexy se solubilnimi
donory a akceptory elektrond. PSII netvofi zadné komplexy se solubilnimi proteinovymi
donory &i akceptory elektrond, ponévadz vyuziva k oxidaci H,O vazany anorganicky
iontovy klastr slozeny ze &tyf atomd Mn, jednoho Ca®" a jednoho CI iontu a produkuje
elektrony pro redukci plastochinonu. VeSkeré kovové atomy klastru Mn,CaOs byly
spolu se viemi jejich ligandy lokalizovany z mapy elektronové hustoty. Pét kyslikovych
atomU v klastru slouzi jako kyslikové mustky, jez spojuji pét kovovych atomda.
Ke klastru Mn,CaOs byly vazany i ¢tyfi molekuly vody, z nichz nékteré mohou slouzit
jako substraty pro tvorbu molekularniho kysliku. Klastrem Mn,Ca je katalyzovana
svétlem indukovana oxidace vody. Po Stépeni dvou molekul vody na &tyfi elektrony

a Ctyfi protony, dochazi k vytvoreni jedné molekuly molekularniho kysliku.

Kyslik vyvijejici komplex je u vysSich rostlin tvofen tfemi podjednotkami PsbO,
PsbP a PsbQ. Tyto proteinové podjednotky se nachazeji na luminalni strané
membrany a podili se na stabilizaci Mn klastru potfebného pro efektivni vyvoj kysliku
(Nelson & Yocum, 2006; Umena et al., 2011; Caffarri et al., 2009).

4 Elektronova mikroskopie

Pro studovani proteinovych a membranovych struktur je Siroce pouzivana
elektronova mikroskopie (EM), ktera je v8ak stale méné rozSifena nez difrakce
rentgenového zareni, kde feSeni 3D struktury proteinu se stalo témér rutinou. Na druhé
strané, rentgenova difrakce ma dvé nevyhody: zaprvé musi byt ziskany spravné
uspofadané a dostateCné velké krystaly. Rentgenova analyza vyuziva vzorky
o tloustce pohybujici se v fadech mikrometrl. Diky tomu, Ze interakce elektrond
s hmotou jsou silngj8i neZz srentgenovym zafenim, je EM uZitetha metoda
pro obrazovou analyzu jednovrstevnych 2D krystalll nebo jednotlivych proteinovych
molekul. Druhou nevyhodou je, Ze jsou ziskany pouze difrakéni obrazce, kdezto EM

poskytuje pfimo informace o struktufe ve formé snimka.

Kontrast u elektronového mikroskopu je zplsoben rozptylem elektron. Rozptyl
elektronu je umérny atomovému Cislu. Proto kontrast snimkd biologickych vzorkd neni
pfilis vysoky. Navic jsou biologické vzorky citlivé k radiaCnimu poskozeni, ale to Ize
minimalizovat snizovanim davky elektrond. Jelikoz je nizka intenzita elektronového

svazku, dojde k zhorSeni detekce a snizeni poméru signal/Sum. Problém snimku
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biologickych vzorkd s nizkym pomérem signalu ku Sumu je feSen jednocasticovou
analyzou. Prdmérovanim stovek nebo, je-li to mozné, tisicd projekci vyrazné zlepSime
pomér signalu ku Sumu a diky tomu ziskdme informaci o studovaném vzorku
(Boekema et al., 2009; Knispel et al., 2012). Tedy pro strukturalni studie biologickych
vzorkll pomoci EM je stale jedna z nejdulezitéjSich metod, jednoCasticova analyza.
Oproti jinym metodam (X-ray krystalografii nebo nuklearni magnetické rezonanci) ma
jednocasticova analyza dvé hlavni vyhody. Prvni, poZadované mnoZzstvi vzorku je jen

5-10 ng. Druha vyhoda je, Ze muze tolerovat urcity stuper heterogenity vzorku.
4.1 Priprava vzorku konvenéni metodou

Pro pfipravu vzorku pro EM byva standardné pouzivana metoda negativniho
barveni. U této metody je kontrast zvySen vlozenim biomolekul do roztoku soli tézkych
kovl. PFisuSeni soli téchto kovu vyplni dutiny a prostory kolem molekul a naopak
nepronikaji do hydrofobnich ¢asti proteinl. Jako alternativa k negativnimu barveni byla
vyvinuta kryo-EM, ktera vizualizuje proteiny v amorfni vrstvé ledu bez kontrastujici
latky. Kontrast je pomérné nizky v porovnani s negativhim barvenim, ponévadz je
pouze zplsoben rozdilem hustoty mezi amorfnim ledem a proteinem, rozliSeni je vSak
lepSi. Je zfejmé, Ze kryo-EM je vhodna napfiklad pro symetrické molekuly vir(, ale ne
pro heterogenni proteinové komplexy (napf. vysokomolekularni, pfechodné

membranové komplexy).

Membranové proteiny maji nevyhodu v tom, Ze zlstavaji monodisperzni v roztoku
uvnitf neusporadané vrstvy detergentu. Tato vrstva zplspobuje rozmazani projekce
po obvodu proteinu. Aby byl povrch uhlikového filmu, kterym je potazena
elektronmikroskopicka médéna sitka, vice hydrofilni, musi byt upraven doutnavym
vybojem. Tato jednoducha Uprava zlepSuje adsorpci proteint na film a poskytuje lepSi
pozadi. Uprava filmu doutnavym vybojem je zvla$té vhodna pro membranové proteiny,
ponévadZz se skladaji z hydrofobnich &asti. PFiblizné 5 pl vzorku je naneseno
na médénou sitku potazenou uhlikem. Poté je sitka polozena na kapku
kontrastovaciho €inidla 2% octanu uranylu a zhotoveny preparat se necha zaschnout
na vzduchu. Octan uranylu tvofi kolem ¢astic amorfni vrstvu, ktera je stabilizuje

a zlep3uje jejich kontrast (Boekema et al., 2009).
4.2 Alternativni metoda pripravy vzorku - ,,blotting sitkou*

Pro purifikaci proteinu a pfipravu vzorku pro elektronovou mikroskopii mize byt
pouzita metoda ,blotting sitkou“ (grid blotting). Blotting je jednoducha a standardni

metoda pro pfimy pFfenos proteinovych komplext, které byly separovany nativni
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gelovou elektroforézou, na elektronmikroskopické sitky. Postup je zaloZzen na separaci
proteint v polyakrylamidovém gelu. Z gelové matrice jsou separované proteiny
pfeneseny na elektronmikroskopickou sitku a to nasledujicim zpusobem: gel je
rozfezan na dvé Casti, referencni a blotting (pfenosnou). Referenéni je obarvena
barvivem Coomassie a poté odbarvena. Mezitim je €ast pro blotting stale uchovavana
(maximalné 30 min.) pfi 4 °C ve vlhkém prostfedi. Nasledné jsou obé cCasti gelu
spojeny a neobarvené proteinové pasy jsou lokalizovany manualné extrapolaci z poloh
obarvenych proteinovych pasi. Nakonec jsou proteinové komplexy pFeneseny
umisténim elektronmikroskopické sitky pfimo na gel, 5 ul elektroforetického pufru je
naneseno mezi sitku a gel, po dvou minutach je sitka z gelu odstranéna a dale
nasleduje bud negativni barveni, nebo prudké zmrazeni. Nicméné je tzv. blotting
sitkou pfijatelny jen pro urCité rozmezi molekulovych hmotnosti. Dolni mez je
stanovena dle rozmezi jednoc€asticové analyzy, tedy nad 200 kDa. Horni mez
molekulové hmotnosti je stanovena na zakladé primeérné velikosti péra nativniho gelu
(do 1,5 MDa). Ackoli byly u vySSich molekulovych hmotnosti na snimku
Z elektronového mikroskopu pozorovany koncentraéné zavislé agregaty, bylo i pomoci
této metody pozorovano dostate¢né mnozstvi vétSich komplext (napf. 2,5 MDa)
v intaktnim stavu. A proto je ,blotting sitkou® pouzitelny pro celou fadu proteinovych
komplexh a ma potencial, aby se stal standardnim postupem pfipravy biologickych
vzorkll pro elektronovou mikroskopii. Potfebné zafizeni je levné a dany postup
nevyzaduje zadné specialni dovednosti, takze i nezkuseni mohou pfipravit vysoce
kvalitni vzorky pro elektronovou mikroskopii. Dokonce je vhodny pro naroné aplikace,
v nichZz je mnoho komplext studovano jednoCasticovou analyzou a identifikovano

hmotnostni spektrometrii (Knispel et al., 2012).
4.3 Transmisni elektronovy mikroskop

Transmisni elektronovy mikroskop (TEM) je vyznamny nastroj pro studium
struktury biologickych makromolekul a jejich proteinovych komplexd. Zdrojem elektront
je elektronové délo obsahujici termoemisni zdroj (nap¥. wolframové vlakno nebo krystal
LaBs), ze kterého jsou elektrony tepelné emitovany. Na zakladé prichodu elektrického
proudu dojde k zahfati vlakna a uniku elektrond. Elektrony jsou urychlovany
elektrickym polem a leti smérem ke kondenzoru. Kondenzor fokusuje elektronové

paprsky na preparat, promita ,kfizisté“ (Wehneltv valec v elektronovém délu sméfuje

ozarfeni. DalSim optickym systémem, jenz je viazen do cesty elektronu, je systém
elektromagnetickych Cocek, které pracuji jako spojky a jsou fokusovatelné. Srdcem

mikroskopu je objektivova ¢ocCka. RozliSuji se dva rezimy méfeni, svétlé pole, coz je
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standardni rezim zobrazeni, a temné pole. U metody svétlého pole tvofi obraz paprsky
pfimo prochazejici preparatem a ostatni paprsky jsou odclonény aperturni clonou.
U metody temného pole je aperturni clona vysunuta tak, aby propustila jen paprsky
prochazejici difrakénimi maximy. Za objektivem je projektiv tvofeny dalSimi CoCkami,
které uréujici vysledné zvétSeni TEM. Diky nému je obraz promitnut na fluorescenéni
stinitko, kde vznikne pozorovatelny obraz studovaného objektu. Dany obraz muze byt
zachycen na fotograficky film nebo zaznamenan digitalné pomoci CCD kamery.
Ziskané snimky jsou vyhodnoceny obrazovou analyzou. Na obr. 6 je zobrazeno

zjednodusené schéma drahy elektronl v transmisnim elektronovém mikroskopu.

A
\

elektronové délo

kondenzor

vzorek

objektiv

— B aperturni

\ clona
projektiv

o fluorescencni stinitko nebo
film nebo CCD kamera

Obrazek 6 — Zjednodusené schéma drahy elektronti v transmisnim elektronovém
mikroskopu. Na obrazku jsou popsany a schematicky znazornény zakladni Casti
elektronového mikroskopu. Cervena $ipka symbolizuje objekt, ktery je mikroskopem
zvétSen a zobrazen na fluorescencni stinitko nebo film nebo zaznamenan CCD

kamerou.
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EXPERIMENTALNI CAST
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5 Material a metody

5.1 Rostlinny material

Rostlinnym materialem byl je€men jarni (Hordeum vulgare), ktery byl péstovan
hydroponicky v Knopové zivném roztoku na inertnim nosici, perlitu. Rostliny byly
kultivovany ve fytokomofe Microclima 1750 (Snijders Scientific, Tilburg, Nizozemi)
pfi intenzité fotosynteticky aktivniho zafeni 100 umol fotond m? s, teploté 25 °C
a relativni vihkosti 60-65 %. Pokusné rostliny byly péstovany po dobu 8 dni v rezimu

16 hodin svétlo, 8 hodin tma a pravidelné zalévany kultivaénim Zivhym roztokem.
5.1.1 Knopuv zivny roztok

Pro kultivaci byl pouzit Knoplv roztok. Jeho pfiprava spocivala ve smichani 950 ml
destilované vody, 10 ml od kazdého z péti zasobnich roztok( (viz tab. 2) a 3 kapek

50% roztoku chloridu Zelezitého.

Tabulka 2 — Slozeni zasobnich roztokii a jejich hmotnostni koncentrace

pro pfipravu Knopova roztoku.

Chemikalie Mnozstvi chemikalie (g/l zasobniho roztoku)
KCI 7,1

KH,PO, 14,3

KNO; 14,3

Ca(NO3),-4H,0 57,2

MgSO, 14,3

5.2 Pouzité chemikalie

2-Amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3,-diol Biorad
2-[bis(2-hydroxyethyl)amino]-2-hydroxymethyl)-1,3-propandiol Fluka
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina Sigma-Aldrich
Akrylamid Biorad
Aminokapronova kyselina Sigma-Aldrich
Askorbat sodny Sigma-Aldrich
Bisakrylamid Biorad
Benzamidin Sigma-Aldrich
BSA Sigma-Aldrich
Deoxycholat sodny Sigma-Aldrich
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Dihydrogenfosfore¢nan draselny Lachema
Dodecyl-a-D-maltosid Affymetrix
Dodecyl-B-D-maltosid Applichem
Dusi¢nan draselny Lachema
Dusi¢nan vapenaty, tetrahydrat Hichem
Ethylendiamintetraoctova kyselina, sodna sul Sigma-Aldrich
Glycerol Penta

Glycin Sigma-Aldrich
Hydroxid sodny Lachner
Hydroxid draselny Lachner
Chlorid draselny Lachema
Chlorid hofe&naty, hexahydrat Lachner
Chlorid sodny Lachema
Chlorid Zelezity Sigma-Aldrich
Kyselina chlorovodikova Lachner
N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin Biorad

Octan uranylu Sigma-Aldrich
Persiran amonny Biorad
Sacharosa Lachema
Siran hofec¢naty Lachema
Tricin Biorad

Triton X-100 Sigma-Aldrich

5.3 lIzolace thylakoidnich membran

Pro vlastni experiment byly pouZity pouze listy je€mene jarniho. Kombinaci
protokold uvedenych v pracich autord Dau a kol. a Hideg (Dau et al., 1995; Hideg,
1994) byly pfipraveny thylakoidni membrany. Listy je€mene (50 g) byly vlozeny
do pfedem vychlazené homogeniza¢ni nadoby, pfelity pufrem Al (~200 ml) neboli
homogenizaénim pufrem vychlazenym na 0 °C, jehoz slozeni je uvedeno v tab. 3.
Nasledné byly rozstfihany na co nejmenSi kousky a homogenizovany v Sesti
pétivtefinovych intervalech pfi otackach 13 500 min™ pomoci homogenizatoru T25basic
(IKA Labortechnik, Staufen, Némecko). Po celou dobu homogenizace byla
homogeniza¢ni nadoba chlazena, ponévadz pfipraci s homogenizatorem vznika
vlivem tfeni teplo. Poté byl homogenizovany rostlinny material prefiltrovan pres Ctyfi
vrstvy silonové sitky s velikosti oka 40 um. Filtrat byl rozdélen do Ctyf 50 ml

centrifugaénich kyvet a centrifugovan v centrifuze 3-30K (Sigma, Osterode am Harz,
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Némecko) po dobu 6 minut pfi 5000 g a 4 °C. Po ukonceni centrifugace byl
supernatant odlit, pelet resuspendovan pfiblizné v 20 ml vychlazeného pufru A2 (viz
tab. 3) a centrifugovan 10 minut pfi 5 000 g a 4 °C. Supernatant byl opét odlit a pelet
resuspendovan v asi 20 ml vychlazeného pufru A3 (viz tab. 3). Vznikly roztok byl
centrifugovan 3 minuty pouze pfi 200 g a 4 °C. Ugelem této centrifugace bylo
odstranéni pfipadného Skrobu, jenz ulpél na sténach kyvety. Supernatant byl pfelit
do Cistych kyvet a centrifugovan po dobu 5 minut pfi 5000 g a 4 °C. Nakonec byl
supernatant odlit a pelet resuspendovan pfiblizné v 1 ml pufru A3. U takto pfipravené
suspenze thylakoidnich membran byla zméfena koncentrace chlorofylt (viz kapitola
5.5), ktera poté byla rozpipetovana do malych mikrozkumavek a skladovana pfi -80 °C.
Veskera prace s listy i béhem izolace thylakoidnich membran probihala pfi nizké
intenzité zeleného svétla a rostlinny material byl uchovavan v ledové lazni, pfipadné

v chlazené centrifuze.

Tabulka 3 — Slozeni pufra A1, A2 a A3 pro izolaci thylakoidnich membran.

Chemikalie Koncentrace
Pufr Al Sacharosa 0,4M
pH 7,2 HEPES 35 mM
NaCl 0,4 M
MgCl, 4 mM
Askorbat sodny * 5mM
BSA* 2 mg/ml
Pufr A2 HEPES 25 mM
pH 7,5 NacCl 0,15 M
MgCl, 8 mM
Na-EDTA 1 mM
Pufr A3 Sacharosa 04M
pH 7,2 HEPES 50 mM
NaCl 15 mM
MgCl, 5mM

*PFidano tésné pred pozitim
5.4 |1zolace BBY membran

BBY membrany byly pfipraveny podle protokolu uvedeného v praci Caffarri a kol.
(Caffarri et al., 2009). Protoze BBY membrany reprezentuji vnitfni ¢asti gran, jedna se

tedy o membrany obohacené o PSIl. Nazev ,BBY* je zkratkou tfi jmen - Berthold,
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Babcock a Yocum, ktefi poprvé popsali protokol izolace thylakoidnich membran
obohacenych o PSII, a ktery byl autory Caffarri a kol. (Caffarri et al., 2009) CasteCné

modifikovan.

Pro izolaci BBY membran byly veskeré pouzité pufry (B1, B2, B3) vychlazeny
na teplotu 0 °C. 50 gramu listl jeémene bylo vloZzeno do vychlazené homogenizaéni
nadoby, pfelito pfiblizné 200 ml pufru Bl (viz tab. 4), rozstfihano na drobnéjsi kousky
a homogenizovano. Homogenizace byla provadéna pomoci homogenizatoru T25basic
(IKA Labortechnik, Staufen, Némecko) v Sesti pétivtefinovych intervalech pfi 13 500
otagkach min™. Nasledné byly homogenizované listy prefiltrovany pies &tyfi vrstvy
silonové sitky (velikost oka 40 um) a filtrat byl rovhomérné rozdélen do ¢&tyi 50 ml
centrifugacnich kyvet. Centrifugace probihala v centrifuze 3-30K (Sigma, Osterode am
Harz, Némecko) po dobu 10 minut pfi 1 400 g a 4 °C. Supernatant byl odlit a pelet
resuspendovan v pufru B2 (~20 ml, viz tab. 4). Tento roztok byl centrifugovan 10 minut
pfi 4 000 g a 4 °C. Supernatant byl znovu odlit a pelet resuspendovan v pufru B3
(~20 ml, viz tab. 4). Vznikly roztok byl tentokrat centrifugovan 10 minut pfi 6 000 g
a4 °C. Po centrifugaci byl pelet resuspendovan pfiblizné v 1 ml pufru B3.

V nasledujicim kroku byla stanovena koncentrace chlorofylll a a b (viz kapitola 5.5)

a upravena na 2 500 pg/ml. V prvni fazi izolace vzniknou thylakoidni membrany, teprve
az po inkubaci s Tritonem X-100 dojde k odstranéni stromalnich thylakoidd a okraj
gran, vzniknou tzv. BBY a to nasledujicim zpisobem: thylakoidni membrany byly mirné
michany na ledové lazni po dobu 20 minut v roztoku, kde 13/16 celkového objemu
tvofila suspenze thylakoidnich membran a zbylé 3/16 tvofil roztok 20% Tritonu X-100

(v/iv), 15 mM NaCl a 5 mM MgCl,, coz zménilo celkovou koncentraci chlorofyld a a b

na 2 100 yg/ml. Nesolubilizovany material byl odstranén 5 minutovou centrifugaci
pfi 3 500 g. Supernatant byl pak centrifugovan po dobu 30 minut pfi 40 000 g. Na zavér
byl pelet resuspendovan v pufru obsahujicim 20 mM HEPES, 0,4 M sorbitol, 15 mM
NaCl a 5 mM MgCl,, pH 7,5 (~1 ml). Ziskana suspenze BBY membran byla pomoci
pipety pfenesena do mikrozkumavek a ulozena v -80 °C v mrazicim boxu. Pfi praci
s listy a béhem izolace membran bylo tfeba pracovat pfi slabém zeleném svétle

a rostlinny material uchovavat na ledové lazni.
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Tabulka 4 — Slozeni pufra B1, B2 a B3 pro izolaci BBY membran.

Chemikalie Koncentrace
Pufr B1 Tricin/KOH 20 mM
pH 7,8 NaCl 0,4 M
MgCl, 2mM
Benzamidin 0,2 mM

Aminokapronova kyselina 1 mM

Pufr B2 Tricin/KOH 20 mM

pH 7,8 NacCl 0,15 M
MgCl, 5mM
Benzamidin 0,2 mM

Aminokapronova kyselina 1 mM

Pufr B3 HEPES 20 mM
pH 7,5 NacCl 15mM
MgCl, mM

5.5 Stanoveni koncentrace chlorofylu

Dle prace Lichtenthalera (Lichtenthaler, 1987) byla u suspenze thylakoidnich
membran a BBY membran spektrofotometricky stanovena koncentrace chlorofyl
a ab. K danému mnozstvi suspenze biologickych membran (5 a 10 pl) byly pfidany
2 ml 80% acetonu. Poté byly roztoky promichany a centrifugovany v centrifuze 3-30K
(Sigma, Osterode am Harz, Némecko). Centrifugace thylakoidnich membran i BBY
membran probihala po dobu 10 minut pfi 20 000 g a pfi 4 °C. U supernatantu
(pigmentového extraktu) byla spektrofotometrem UV550 (Thermo Spectronic,
Rochester, USA) zméfena absorbance pfi vinovych délkach 646,8; 663,2 a 750 nm.

Z hodnot absorbanci byly pomoci Lichtenthalerovych rovnic (Lichtenthaler, 1987)

vypoc&teny koncentrace chlorofylt a a b:

Ca = 12,25(Ag63,2— A7s0) — 2,79(Asss,8 — A7s0)
Cp= 21150(A646,8_ A750) - 5110(A663,2 - A750)
Ca ... koncentrace chlorofylu a v pg/ml

Cp ... koncentrace chlorofylu b v ug/ml
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5.6 Solubilizace membran a priprava vzorku pro CN-PAGE

Solubilizace membran je dllezita pro jejich elektroforetickou separaci. V pfipadé
thylakoidnich membran byl pro solubilizaci pouzivan detergent 3-DDM a v pfipadé BBY
membran byl pouzivan a-DDM. Jak thylakoidni membrany, tak BBY membrany byly
solubilizovany v rdznych hmotnostnich pomérech DDM/chlorofyl(a+b): 4 (0,6 ul DDM
na 16 pug Chl na jamku o koncentraci Chl 1 000 pg/ml), 6 (1,0 yl DDM), 8 (1,3 ul DDM),
10 (1,6 yl DDM), 12 (1,9 yl DDM), 14 (2,2 yl DDM), 16 (2,6 yul DDM), 18 (2,9 ul DDM)
a to nasledujicim zplsobem. U vzorkl thylakoidnich membran byl do mikrozkumavek
nejprve napipetovan pufr C1 (0,4 M sacharosa, 50 mM HEPES/NaOH, 15 mM Nacl,
5 mM MgCl,-6H,0, 10% glycerol, pH 7,2), poté 10% B-DDM a do tohoto roztoku byla 8-
kanalovou pipetou pfidana suspenze thylakoidnich membran, kterd byla pfedem
nafredéna pufrem C1 na koncentraci chlorofyld 1 000 pg/ml. Pouziti 8-kanalové pipety
je nutné proto, aby vSechny vzorky thylakoidnich membran byly v kontaktu
s detergentem stejné dlouhou dobu. U vzork( BBY membran byl do mikrozkumavek
nejdfive napipetovan pufr D1 (0,4 M sorbitol, 20 mM HEPES, 15 mM NaCl, 5 mM
MgCl,-6H,0, 10% glycerol, pH 7,5), nasledné 10% a-DDM a nakonec byla pfidana
suspenze BBY membran (koncentrace chlorofyld 3 000 ug/ml) pomoci 8-kanalové

pipety.

VSechny mikrozkumavky se vzniklou smési byly jemné promichany
a centrifugovany na centrifuze 3-30K (Sigma, Osterode am Harz, Némecko) po dobu
10 minut pfi 22000 g a 4 °C. Ugelem této centrifugace bylo odstranéni
nesolubilizovaného materialu. Po centrifugaci byl supernatant nanasen do jamek gelu.
K pfipravé vzorku thylakoidnich membran bylo na jednu jamku pouZito 34 pl pufru C1,
rizné mnozstvi 10% p-DDM dle poméru DDM/chlorofyl(a+b) a 16 pl suspenze
thylakoidnich membran. Pro pfipravu vzorku BBY membran bylo na jednu jamku
pouzito 44,5 ul pufru D1, potfebné mnozstvi a-DDM dle poméru DDM/chlorofyl(a+hb)
a 5,3 yl suspenze BBY membran. MnozZstvi pufru bylo zvoleno tak, aby doplnilo
suspenzi membran na objem vhodny pro nanaseni do jamek gelu. Mnozstvi suspenze
bylo navrzeno tak, aby odpovidalo 16 pg chlorofyll a a b na jamku pro optimalni

elektroforetickou separaci.
5.7 CN-PAGE

Pro elektroforetickou separaci pigment-proteinovych komplex(i byla pouzita
bezbarva nativni elektroforéza. Samotna separace probihala v 4-8% gradientovém

polyakrylamidovém délicim gelu. Nejprve byl mezi skla do vySky 65 mm nalit 8%
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nadstavovaci gel (F), jehoz ulohou je pouze vyplnéni prostoru, aby nedoSlo
pfi separaci proteinovych komplexti na celé délce gelu k rozostfeni a rozSifeni
proteinovych pasu. Dale byl nad uniformni nadstavovaci gel nalit gradientovy délici gel
(R). Vy8ka gradientového déliciho gelu byla stejné jako u nadstavovaciho gelu 65 mm.
Tento gel byl shora prekryt 4% zaostfovacim gelem (S) o vySce 5 mm. Podle tab. 5

byly namichany jednotlivé roztoky pro pfipravu jednoho polyakrylamidového gelu.

Tabulka 5 — Roztoky na pripravu jednoho polyakrylamidového gelu. 8% F: roztok
na pfipravu 8% nadstavovaciho gelu, 4% R a 8% R: roztoky na pfipravu 4% a 8%

gradientového déliciho gelu, 4% S: roztok na pfipravu 4% zaostfovaciho gelu.

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

Glycerol (ml) - - 1,30 -
Gelovy pufr (ml) 215 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

*PFidano tésné pred pouzitim

Pro pfipravu jednotlivych roztok k pfipravé gelu a pro celkovy prabéh

elektroforézy byly pfichystany nasledujici zasobni roztoky:

» Gelovy pufr, 6x koncentrovany (pH 7,0): 3 M aminokapronova kyselina a 0,3 M
Bis-tris/HCI

» 50% roztok akrylamidu (AB): 50% T, 2,6% C, tzn. na pfipravu 250 ml roztoku bylo
pouzito 122 g akrylamidu a 3,3 g bisakrylamidu, T: celkova koncentrace
akrylamidu a bisakrylamidu, C: podil dimeru vic¢i monomeru (,cross-linker)

» 10% APS: 10% roztok persiranu amonného

» Katodovy (horni) pufr, 10x koncentrovany: 0,5 M Tricin, 0,15 M Bis-tris/HCI.
Pro elektroforetickou separaci bylo fedénim zasobniho roztoku pfipraveno 350 ml
pufru, do néhoz bylo pfidano 200 mg 0,05% deoxycholatu sodného, 100 mg 0,02%
dodecyl-B-D-maltosidu (u vzorku thylakoidnich membran) nebo 100 mg 0,02%
dodecyl-a-D-maltosidu (u vzorku BBY membran) a 4 kapky koncentrované
kyseliny chlorovodikové

» Anodovy (dolni) pufr, 1x koncentrovany (pH 7,0): 0,05 M Bis-tris/HCI

V nasledujicim kroku byla sestavena aparatura pro nalévani gelu s1 mm

distanénimi pasky. Pomoci destilované vody byla ovéfena té&snost elektroforetické
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aparatury. Poté byla voda odlita a prostor mezi skly byl vysusen filtraCnim papirem.
Jako prvni byl nalit 8% nadstavovaci gel, ktery byl ihned pfevrstven vodou a ponechan
v klidu 30 minut. Po jeho polymeraci byla voda odsata a nad né&j byl nalit 4-8%
gradientovy délici gel. Gradient byl vytvofen prostfednictvim gradientové peristaltické
pumpy PCD21 (Kouiil, Kyjov, Ceskéa republika). NejdFive byla celd aparatura promyta
deionizovanou vodou. Do komory dale od vypusti byl nalit 4% délici gel a do komory
blize k vypusti 8% délici gel. Ob& komory byly neustale michany. Nasledné byl
do obou komor pfidan 10% APS a asi po jedné minut¢ michani byl kohout
mezi komorami otevien a pumpa spusténa. Po naliti byl gradientovy gel opatrné
prevrstven vodou a ponechan tuhnout minimalné 30 minut. Ze ztuhlého gelu byla voda
odsata, mezi skla byl vioZzen hiebinek a nalit promichany 4% zaostfovaci gel. Hfebinek
byl nasazen tak, aby pod nim nezustala zadna vzduchova bublina. Po 45-60 minutové
polymeraci zaostfovaciho gelu byl hfebinek z gelu vytahnut a jamky byly promyty
vodou. Diky tomuto kroku byl z jamek odstranén nezpolymerizovany akrylamid. Poté
byla zkompletovana elektroforeticka aparatura Protean Il xi Cell (Biorad, Hercules,
USA), ktera byla pfipojena k termostatu Polystat 12103-25 (Cole-Parmer, Chicago,
USA). Nakonec byl dolit anodovy a katodovy pufr a do jamek gelu byly naneseny
vzorky, jez byly pfipraveny zplsobem popsanym v kapitole 5.6. Po naneseni vSech
vzorkl byl pfipojen zdroj elektrického proudu Powerpac 1000 (Biorad, Philadelphia,
USA) a spusténa elektroforéza. Béhem elektroforézy byl anodovy (dolni) pufr stale

michan.

Elektroforeticka separace probihala za téchto podminek: elektricky proud 15 mA,
limit napéti 100 V, doba 15 minut (pro zaostfovaci gel) a elektricky proud 30 mA, limit
napéti 500 V, doba 2 hodiny (pro gradientovy délici gel). Hodnoty proudu a napéti plati
pro soucasné pouziti dvou polyakrylamidovych gell. Samotna elektroforéza probihala
potmé a pfi 4 °C. Po ukonceni elektroforézy byla elektroforeticka aparatura rozebrana,

gel vyjmut a skenovan.
5.8 Skenovani gelu

Polyakrylamidovy gel byl skenovan na bé&zném kancelaiském skeneru Canon
5600F. Z oskenovaného gelu byly vyfezany vybrané proteinové pasy, u nichZz byl
optimalizovan proces extrakce, a ktery byl monitorovan pomoci méfeni 77K

fluorescenénich emisnich spekter.

-39 -



5.9 Eluce separovanych PSIl superkomplexi z gelu

Pro zachovani intaktnosti separovanych superkomplexu byla jako Setrny zplsob
extrakce testovana samovolnd eluce proteind zgelu do pufru. Nejprve byly
Z polyakrylamidového gelu pomoci skalpelu vyfezany vybrané proteinové pasy.
U vzorku thylakoidnich membran byla testovana na jemné ,nasekaném® proteinovém
pasu ruzna doba eluce (2h, 4h, 8h a 16h) v 25 ul C2 pufru obsahujicim 0,4 M
sacharosu, 50 mM HEPES, 15 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 0,17 mM B-DDM, pH 7,2.
U vzorku BBY membran byla rovnéz testovana ¢asova zavislost doby eluce na jemné
,nasekaném® proteinovém pasu v 25 ul pufru D2 (0,4 M sorbitol, 20 mM HEPES,
15 mM NacCl, 5 mM MgCl,, 0,152 mM a-DDM, pH 7,5). BEhem vyfezavani, jemného
,nasekavani“ proteinovych paslt a pipetovani pufru bylo nutné pracovat pfi zeleném
svétle a vzorky uchovavat v chladu pfi 4 °C. V prubéhu eluce byly vzorky uloZeny
v mikrozkumavkach ve tmé a pfi 4 °C, aby bylo zabranéno znehodnoceni vzorkd.
Proces extrakce separovanych superkomplext PSIl z gelu byl optimalizovan pro ucely
elektronové mikroskopie. Po eluci byla jednak koncentrace a dale pak intaktnost
eluovanych superkomplexti PSIl ovéfena méfenim 77K fluorescenénich emisnich

spekter.
5.10 Monitorovani intaktnosti separovanych PSIl superkomplext

U jednotlivych vzorkl thylakoidnich a BBY membran byla zméfena nizkoteplotni

emisni fluorescenéni spektra za téchto podminek: 77 K, excitace pfi 436 nm (chlorofyl
a), excitace pfi 475 nm (chlorofyl b), detekce fluorescence v rozmezi vinovych délek

600-800 nm, spektralni Sitka excitatniho monochromatoru 10 nm a spektraini Sifka
emisniho monochromatoru 5 nm. Spektra byla méfena pfimo na gelu u vybranych
proteinovych pasu, na dnech jamek, u eluatli z jemné ,nasekanych® proteinovych past
a u vzorku zasobnich suspenzi thylakoidnich a BBY membran, které se nanasely
pfimo do jamek gelu. Kvdli eliminaci reabsorpce fluorescence byla spektra méfena
i u nafedénych zasobnich suspenzi thylakoidnich a BBY membran. Méfeni 77K
fluorescenénich emisnich spekter probihalo na fluorimetru F-4500 (Hitachi, Tokyo,
Japonsko) a pfi méfeni byl vzorek ponofen v tekutém dusiku ve sklenéné Dewarové
nadobé. Z eluovanych vzork( s intaktnim PSIl superkomplexem a optimalni

koncentraci byl pfipraven vzorek pro EM.
5.11 Strukturni analyza pomoci elektronové mikroskopie

Vzorky pro elektronovou mikroskopii byly pfipraveny metodou negativniho barveni.

5 pul vybraného eluovaného vzorku bylo naneseno po dobu jedné minuty
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na elektronmikroskopickou médénou sitku potazenou podpurnym uhlikovym filmem.
Tento film byl pfedem upraven doutnavym vybojem, aby byl vice hydrofilni a |épe
adsorboval PSII superkomplexy. Po minutové adsorpci nasledovalo odsati vzorku
filtracnim papirem. Poté bylo na sitku naneseno 5 pl 2% octanu uranylu a pfiblizné
pojedné a pul minuté bylo odsato. Takto pfipravené vzorky byly pozorovany
transmisnim elektronovym mikroskopem JEOL 2010 s urychlovacim napétim 100 kV,
pfi zvétSeni 40 000x a pokojové teploté. Snimky byly pofizeny CCD kamerou
KeenView ovladanou softwarem iTEM (Olympus Soft Imaging Solutions, Némecko).
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6 Vysledky a diskuze

Hlavnim cilem experimentalni ¢asti byla kombinace metod bezbarvé nativni
elektroforézy a transmisni elektronové mikroskopie. Dlraz byl kladen na optimalizaci
kroku extrakce separovanych pigment-proteinovych komplexd fotosyntetického aparatu
rostlin pro podminky elektronové mikroskopie. Ponévadz bylo dullezité, aby se
separované superkomplexy zachovaly v intakinim stavu, tak jako Setrny zplsob
extrakce byla zvolena smovolna eleuce proteini z polyakrylamidového gelu do pufru.
Pfi pfipravé vzorku pro elektronovou mikroskopii jsme vyzkouSeli i metodu ,blotting
sitkou“ (viz kapitola 4.2). Jednoducha aplikace této metody vSak neposkytla kladny

vysledek.
6.1 Stanoveni optimalni koncentrace detergentu

Aby byla elektroforeticka separace pigment-proteinovych komplext uspésna, bylo
napfed nezbytné experimentalné stanovit vhodny hmotnostni pomér detergentu

k celkovému mnozstvi chlorofyll a a b (DDM/chl). Pro solubilizaci thylakoidnich

membran byl pouzivan detergent p-DDM a pro solubilizaci BBY membran a-DDM.
Vysledky separace proteinovych komplext po solubilizaci pfi hmotnostnim poméru
DDM/chl = 4-18 jsou uvedeny na obr. 7 a 8.

Samotna separace proteinovych komplext byla provadéna na 4-8% gradientovém
polyakrylamidovém délicim gelu. Toto koncentratni rozmezi bylo zvoleno proto,
ponévadz pro Setrnou separaci proteinovych komplexi o velkych molekulovych
hmotnostech jsou vhodné fidké gely. MnoZstvi suspenze, jez je nanaSena do jamek
gelu, bylo experimentalné zvoleno tak, aby nebyly proteinové pasy malo vyrazné a aby
navzajem nesplyvaly. K pfipravé vzorku thylakoidnich membran i pro pfipravu vzorku
BBY membran bylo na jednu jamku pouzZito takové mnozZstvi suspenze, které
odpovidalo 16 pl chlorofyld a a b. Jestlize by bylo pouzito vy§Si mnozstvi chlorofylu,
byly by proteinové pasy pfili§ intenzivni a nékteré by navzajem splyvaly, tudiz by je
bylo obtizné vzdjemné odliSit. Rovnéz by také dochazelo pfi pouZiti velkého mnozZstvi
chlorofylu k tzv. ,smearingu®, kdy jsou jednotlivé proteinové pasy rozmazané kvuli
velkému mnozstvi vzorku v gelu a dochazi k narustu intenzity zabarveni pozadi gelu.
Naopak kdyz by bylo pouzito mensi mnozstvi chlorofylu, byly by proteinové pasy malo

vyrazné.

-42 -



AG = ==

PSI sc1{

PSlsc2

PSlI sc {

PSI .

CCll : g &

LHCIItr., s ——— e 3

FP T
Obrazek 7 - Stanoveni optimalniho hmotnostniho poméru detergentu

k chlorofylim po solubilizaci thylakoidnich membran g-DDM. Cisla nad jamkami
oznacuji hmotnostni pomér, ktery byl pouzit pro solubilizaci thylakoidnich membran
s B-DDM. V horni ¢€asti obrazku jsou vidét dna jamek, do nichz byl vzorek nanasen.
PferuSovana c¢ara oznaluje rozhrani mezi zaostfovacim a délicim gelem. AG:
nesolubilizovany material, jenz zustal na dnech jamek, PSI sc1: superkomplex 1
fotosystému |, PSI sc2: superkomplex 2 fotosystému |, PSIl sc: superkomplexy
fotosystému I, PSI: fotosystém | s navazanymi LHCI, CCII: fotosystém Il bez LHCII,

LHCII tr.: trimer svétlosbérného komplexu fotosystému Il, FP: volné pigmenty.
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Obrazek 8 - Stanoveni optimalniho hmotnostniho poméru detergentu

k chlorofylim po solubilizaci BBY membran «-DDM. Cisla nad jamkami oznaduji
hmotnostni pomér, ktery byl pouzit pro solubilizaci BBY membran s a-DDM. V horni
Casti obrazku jsou vidét dna jamek, do nichZz byl vzorek nanasen. PferuSovana Cara
oznaduje rozhrani mezi zaostfovacim a délicim gelem. AG: nesolubilizovany material,
jenz zlstal na dnech jamek, PSII sc: superkomplexy fotosystému Il, CCIl: fotosystém Il
bez LHCII, LHCII tr.: trimer svétlosbérného komplexu fotosystému II, FP: volné

pigmenty.

Z obr. 7 je patrné, Ze u nizSich hmotnostnich pomért DDM/chl byly pfedevsim
vyrazné proteinové pasy PSI, ale pokud se hmotnostni pomér DDM/chl zvySoval,
zacCinaly se postupné vyskytovat proteinové pasy PSIl a intenzita proteinovych pasu
PSI se sniZzovala. Z toho vyplyva, Ze s niz§im pomérem detergentu ke vzorku dochazi
k selektivni solubilizaci PSI, ponévadZz se nachazi ve stromalnich thylakoidech
a na okrajich gran, a je tedy i pro minimalni mnozstvi detergentu lépe pfistupny.
Teprve az pfi vy$§im poméru detergentu ke vzorku jsou solubilizovany proteiny

v granalnich thylakoidech, v nichzZ je lokalizovan pfevazné PSII.

Z obr. 8 vyplyva, Zze u hmotnostnich pomérti DDM/chl = 4 a 6 nebyly proteinové
pasy PSIl superkomplext pfili§ vyrazné a u hmotnostnich pomérti DDM/chl = 8-18
nebyl mezi intenzitami proteinovych pasu PSII patrny velky rozdil. Protoze se jedna
0 separaci suspenze granalnich membran, reprezentuji jednotlivé proteinové pasy

v horni ¢asti obrazku fragmenty PSIl superkomplexu, které se postupné uvolnuiji.

Pfi porovnani intenzity pasu separovanych PSIl superkomplext u rGznych
hmotnostnich poméri DDM/chl bylo zjisténo, Ze nejlepSich vysledkl bylo dosazeno

pfi pouziti hmotnostniho poméru DDM/chl = 18 pro solubilizaci thylakoidnich membran
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s B-DDM a 12 pro solubilizaci BBY membran s a-DDM. Tyto poméry byly pouzivany

pro solubilizaci danych membran v dalSich experimentech.

Z obr. 7 je dale zfejmé, ze s rostouci koncentraci -DDM ubyva nesolubilizovany
material ze dna jamek, coz znamena, Ze solubilizace thylakoidnich membran byla
ucinnéjsi. Kdezto na obr. 8 je vidét nesolubilizovany material ve vSech jamkach,
protoze a-DDM patfi mezi jemnéjSi detergenty. Jednotlivé proteinové pasy byly
pfisouzeny komplexim PSI a PSIl na zakladé udaju v literatufe, mych dosavadnich

zkusSenosti a zkuSenosti vedouciho prace.
6.2 Optimalizace procesu extrakce separovanych PSIl superkomplex

V této praci byla zkoumana moznost extrakce separovanych proteind pomoci
samovolné eluce zgelu, kterda byla optimalizovana pro ucely strukturni analyzy
transmisni elektronovou mikroskopii. Nasledna extrakce proteinl pomoci elektroeluce
by mohla byt pfili§ nasilnd a mohla by vést k poruseni struktury proteinovych

komplexd/superkomplexd.

Nejprve byly z polyakrylamidového gelu pomoci skalpelu vyfezany vybrané
proteinové pasy (viz obr. 9 a 10). U vzorku thylakoidnich membran byla testovana
na jemné ,nasekaném® proteinovém pasu rizna doba eluce (2h, 4h, 8h a 16h) v 25 ul
C2 pufru obsahujicim 0,4 M sacharosu, 50 mM HEPES, 15 mM NaCl, 5 mM MgCl,,
0,17 mM B-DDM, pH 7,2. Uvzorku BBY membran byla rovnéz testovana Casova
zavislost doby eluce na jemné ,nasekaném® proteinovém pasu v 25 ul pufru D2 (0,4 M
sorbitol, 20 mM HEPES, 15 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 0,152 mM a-DDM, pH 7,5).
Podminky eluce jsou uvedeny v kapitole 5.9. Intaktnost separovanych komplext byla

mefena pomoci 77K fluorescenénich emisnich spekter (viz kap. 6.3).
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Obrazek 9 — Vysledek elektroforetické separace pigment-proteinovych komplexu
thylakoidnich membran solubilizovanych -DDM pomoci CN-PAGE s ozna¢enim
jednotlivych pasu pouzitych pro samovolnou eluci a pro méfeni 77K
fluorescenénich emisnich spekter. Cisla nad jamkami oznaéuji hmotnostni pomér -
DDM/chl, ktery byl pouzit pro solubilizaci vzorku thylakoidnich membran. AG:
nesolubilizovany material, A1: superkomplex 1 fotosystému I, A2 a A3: superkomplexy
fotosystému |l, A4: fotosystém | s navazanymi LHCI, AS: fotosystém Il bez LHCII, AG:
trimer svétlosbérného komplexu fotosystému 1l, EA2 a EA3: proteinové pasy

superkomplext PSII pouzité pro eluci.
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Obrazek 10 - Vysledek elektroforetické separace pigment-proteinovych

komplexti BBY membran solubilizovanych o«-DDM pomoci CN-PAGE s ozna¢enim
jednotlivych pasu pouzitych pro samovolnou eluci a pro méfeni 77K
fluorescenénich emisnich spekter. Cisla nad jamkami ozna&uji hmotnostni pomér a-
DDM/chl, ktery byl pouZit pro solubilizaci vzorku BBY membran. AG: nesolubilizovany
material, B1: agregaty fotosystému Il, B2-B5: superkomplexy fotosystému I, B6:
fotosystém Il bez LHCII, B7: trimer svétlosbérného komplexu fotosystému Il, EB2-EB5:

proteinové pasy superkomplext PSII pouzité pro eluci.
6.3 Ovéreni intaktnosti elovanych PSIl superkomplexu

Po eluci byla jednak koncentrace a dale pak intaktnost eluovanych superkomplexu
PSIl ovéfena méfenim 77K fluorescencnich emisnich spekter. Méfeni spekter bylo
provedeno dle postupu, jenz je popsan v kap. 5.10. Prezentovana jsou pouze emisni

spektra pfi excitaci vzorkd pfi vinové délce 436 nm (preferenéni excitace Chl a).

Spektra byla méfena na izolovanych membranach (viz obr. 11 a 12), na separovanych
komplexech PSII v gelu (viz obr. 13 a 14) a na vzorcich eluovanych po dobu 2 hodin
(viz obr. 15 a 16). Také byla méfena spektra u vzorku, které byly eluovany po dobu 4, 8
a 16 hodin (vysledky nejsou uvedeny), ale u téchto spekter dochazelo s rostouci dobou
eluce krozpadu superkomplexu, Cili k naruSeni jejich intaktnosti. Kromé& toho se
intenzita signalu u spekter vzorkl s rostouci dobou eluce pfilis neliSila. VSechna

spektra byla normalizovana na maximalini hodnotu fluorescence jednotlivych vzorka.
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Obrazek 11 - 77K fluorescenéni emisni spektra izolovanych thylakoidnich
membran. Excitace vzorku probihala pfi vinové délce 436 nm. Spektralni Sitka
excitaniho monochromatoru byla 10 nm a emisniho monochromatoru 5 nm. 1:

thylakoidni membrany, 2: 20x nafedéné (elu¢nim pufrem C2) thylakoidni membrany.

Intenzita fluorescence [r.j.]
o
(9}
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Obrazek 12 — 77K fluorescenéni emisni spektra izolovanych BBY membran.
Excitace vzorkU probihala pfi vinové délce 436 nm. Spektralni Sifka excitacniho
monochromatoru byla 10 nm a emisniho monochromatoru 5 nm. 1': BBY membrany,

2': 20x naredéné (elu¢nim pufrem D2) BBY membrany.
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Obrazek 13 - 77K fluorescenéni emisni spektra separovanych pigment-

proteinovych komplexi po solubilizaci thylakoidnich membran. Al: superkomplex
1 fotosystému |, A2 a A3: superkomplexy fotosystému II, A4: fotosystém |
s navazanymi LHCI, A5: fotosystém Il bez LHCII, A6: trimer svétlosbérného komplexu
fotosystému Il (viz obr. 9). Emisni fluorescenéni spektra byla méfena pfimo na gelu.
Excitace vzork( probihala pfi vinové délce 436 nm. Spektralni Sitka excitaéniho

monochromatoru byla 10 nm a emisniho monochromatoru 5 nm.
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Obrazek 14 - 77K fluorescenéni emisni spektra separovanych pigment-

proteinovych komplext po solubilizaci BBY membran. B1: agregaty fotosystému I,
B2-B5: superkomplexy  fotosystému |l, B6: fotosystém Il bez LHCII, B7: trimer
svétlosbérného komplexu fotosystému Il (viz obr. 10). Emisni fluorescencni spektra
byla méfena pfimo na gelu. Excitace vzork(l probihala pfi vinové délce 436 nm.
Spektralni Sitka excitatniho monochromatoru byla 10 nm a emisniho monochromatoru

5 nm.
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Obrazek 15 - 77K fluorescenéni emisni spektra eluovanych pigment-

proteinovych komplexti po solubilizaci thylakoidnich membran. EA2 a EAS:
proteinové pasy superkomplexu PSII (viz obr. 9). Excitace vzorkd probihala pfi vinové
délce 436 nm. Spektralni Sitka excitatniho monochromatoru byla 10 nm a emisniho

monochromatoru 5 nm.
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Obrazek 16 - 77K fluorescenéni emisni spektra eluovanych pigment-

proteinovych komplext po solubilizaci BBY membran. EB2-EBS5: proteinové pasy
superkomplext PSII (viz obr. 10). Excitace vzorkl probihala pfi vinové délce 436 nm.
Spektralni Sitka excitacniho monochromatoru byla 10 nm a emisniho monochromatoru

5 nm.

Pfitomnost PSIl a intaktnost eluovanych superkomplexd PSIl je patrna
z fluorescenc¢nich emisnich spekter na obr. 15 a 16, ponévadz emisni maximum
pfi vinové délce blizké 682 nm odpovida komplexu PSIl. Emisni maximum blizké
hodnoté 735 nm patfi PSI (viz obr. 11-13). Emise pfi vinové délce okolo 678 nm
odpovida volnym LHCII trimerdm (viz obr. 13 a 14). Intenzita signalu v emisnich
spektrech vypovida o uvolnéni PSIl superkompelxu z gelu (s rostouci dobou eluce se
intenzita emise vyrazné nemeénila). Pozice emisniho maxima odpovida emisi intaktniho
PSII superkomplexu. Dulezité je to, Ze pozice emisniho maxima u eluovanych PSII
superkomplext je podobna emisi PSII u thylakoidnich, pfip. BBY membran (viz obr. 11,
12). Po 2hod eluci se neobjevuje emisni pas okolo 678-680 nm, ktery by odpovidal
odpojenym LHCII trimerdm od PSII komplexu.

6.4 EM strukturni analyza

Pfiprava vzorku pro EM je popsana v kap. 5.11. V8echny vzorky byly pozorovany
pfi zvétSeni 40 000x a urychlovacim napéti 100 kV. Vysledky pozorovani eluovanych

superkomplexd PSIl pod transmisnim elektronovym mikroskopem jsou znazornény
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naobr. 17 a 18. Kritériem hodnoceni bylo mnozstvi identifikovanych PSII

superkomplexu, pfipadné mnozstvi degradacnich produktd.

U vzorku thylakoidnich membran solubilizovanych s [(B-DDM byla mensi
koncentrace eluovanych PSIlI superkomplexut, nékteré byly rozpadlé, napfiklad bez
LHCII a také se zde vyskytovalo mnoho degradacnich produktd (obr. 17) a artefaktd
(obr. artefakt( nejsou zobrazeny). U vzorku BBY membran solubilizovanych s a-DDM
byl vysoky vytézek PSIl superkomplexd, hlavné tzv. ,side view“ a mensi vyskyt
artefaktdl (obr. 18). Pro EM analyzu je dulezitym faktorem koncentrace studovaného
vzorku. Z tohoto diivodu se BBY membrany osvédcily 1épe pro ucely strukturni analyzy

pomoci transmisni elektronové mikroskopie.
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Obrazek 17 — Snimky A-C z EM - PSII superkomplexy izolované z thylakoidnich
membran solubilizovanych s B-DDM. Barevné Sipky nazorné ukazuji typy projekci
proteinovych komplext. Obdelnikové tvary PSII (,top-view): Cervené Sipky, tzv. ,side-
view* PSII: Zluté Sipky, men3i objekty (pravdépodobné predstavuji degradaéni

produkty): modré Sipky.

-54 -



Obrazek 18 — Snimky A-C z EM - PSII superkomplexy izolované z BBY membran
solubilizovanych s a-DDM. Barevné Sipky nazorné ukazuji typy projekci proteinovych
komplext. Obdelnikové tvary PSII (,top-view"): ¢ervené Sipky, tzv. ,side-view* PSII:
Zluté Sipky, mensi objekty (pravdépodobné predstavuji degradacni produkty): modré
Sipky.
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Zaver

V této praci byly optimalizovany podminky izolace a separace PSII superkomplex
z thylakoidnich membran a granalnich membran (BBY) je€mene jarniho a zejména byl
optimalizovan krok extrakce separovanych PSII superkomplext z polyakrylamidového
gelu pro ucely EM. Pro separaci pigment-proteinovych komplext byla pouzita CN-
PAGE. U nasledujici separacni techniky byl nalezen optimalni hmotnostni pomér
detergentu k chlorofylim a a b, ktery vedl ksolubilizaci a separaci PSII
superkomplextl. Pfi pouziti vétS§iho mnozstvi detergentu dodecylmaltosidu doslo k lepSi
solubilizaci thylakoidnich i BBY membran, coz vedlo nejen k objeveni se proteinovych
past PSIl superkomplexd, ale rovnéz k rozpadu PSI superkomplexi. Vyznamnym
vysledkem experimentalni prace byla uspé&sna separace PSIlI superkomplexti z BBY
membran, které se z hlediska vytéznosti PSIl komplex( osvédcily 1épe pro naslednou

strukturni analyzu, nez thylakoidni membrany.

Dale byl optimalizovan proces extrakce separovanych PSIlI superkomplexd
Z polyakrylamidového gelu pro analyzu pomoci elektronové mikroskopie. Ponévadz byl
kladen duraz na zachovani intaktnosti separovanych superkomplext, tak jako Setrny
zpusob extrakce byla zvolena samovolna eluce proteind z gelu do pufru. Tento postup
byl zvolen jako alternativa k extrakci protein pomoci elektroeluce, ktera mize byt pfilis
nasilna a mohla by vést k poruSeni struktury proteinovych komplexud/superkomplexd.
Z obdrzenych vysledk(l vyplyva, zZze dvouhodinova eluce PSIl superkomplext byla
z hlediska jejich koncentrace a intaktnosti optimalni pro podminky EM. Optimalizovany
zpusob eluce PSII superkomplext z gelu muze byt vyuzit v dalSich experimentech,
napf. pfi studiu vlivu teplotniho stresu na strukturu PSII, pfipadné pro ucely strukturni

analyzy dalSich pigment-proteinovych superkomplexu jako napf. PSI superkomplex.
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Seznam pouzitych zkratek

2D BN/SDS-PAGE

AB
BBY

Bis-tris
BN-PAGE
BSA
CN-PAGE
DDM/chl
DGDG
HEPES
KMK
MGDG
LHCI
LHCII

PG

PSI

PSili

SC

SDS
SDS-PAGE
SQDG
TEMED

Triton X-100

dvourozmérna elektroforéza, ktera v prvnim rozméru vyuziva
modrou nativni elektroforézu a ve druhém rozméru
elektroforézu s dodecylsiranem sodnym

vodny roztok akrylamidu a bisakrylamidu

Berthold, Babcock a Yocum, ktefi poprvé popsali protokol
izolace thylakoidnich membran obohacenych o PSII

2-[bis(2-hydroxyethyl)amino]-2-hydroxymethyl)-1,3-propandiol
modra nativni elektroforéza

hovézi sérovy albumin

bezbarva nativni elektroforéza

hmotnostni pomér dodecylmaltosidu k chlorofylim a a b
digalaktosyldiacylglycerol
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina
kriticka micelarni koncentrace
monogalaktosyldiacylglycerol

svétlosbérny komplex fotosystému |

svétlosbérny komplex fotosystému |l

fosfatidylglycerol

fotosystém |

fotosystém |l

superkomplexy

dodecylsiran sodny

polyakrylamidova elektroforéza s dodecylsiranem sodnym
sulfochinovosyldiacylglycerol
N,N,N’,N-tetramethylethylendiamin

polyethylenglykol-p-(1,1,3,3-tetramethylbutyl)-fenylether
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