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Abstrakt

Ciel'om bakalarskej prace bola optimalizacia podmienik gianovenie obsahu enzymu
Rubisco metédou SDS-PAGE a stanovenie vhodného upostextrakcie proteinov
z rastlinného pletiva. Taktiez bolo stanovené apredzie koncentracii Rubisco, v ktorych je
dand metdda linearna. Preely optimalizicie bolo testované delenie proteimavgéloch
réznej hustoty pri pésobeni roznd’kého napatia. V ramci prace boli otestované ajrGzae
typy extrakcie proteinov s niekoymi modifikdciami a to priama extrakcia do TRISfiou
a extrakcia metédou TCA/aceton.

NajlepSie vysledky boli dosiahnuté pri separacelkovin na 8% géle a napati 90V,
pokid’ bolo na gél davkovanych (B vzorky. Za tychto podmienok bola zénalkej
podjednotky enzymu Rubisco dostate oddelena od ostatnych zén, takze pri
denzitometrickom hodnoteni poskytovala kvalitnéypskdobrou zakladnou liniou. Linearita
metody za tychto podmienok bola v rozmedzi konéeitr0,125-1,0 mg enzymu v 1 ml
vzorky.

Priama extrakcia enzymu do TRIS pufru bola men#yna ako vyzrdZzanie bielkovin
kyselinou trichléroctovou v acetone s naslednym pustenim zrazeniny. Rozpustenie
zrazeniny proteinov bolo vSak obtiazne, najlep&iprdéom osvedl tiomocovinovy vzorkovy
pufer poda Amalraja et al. [17].

Abstract

The aim of the bachelor thesis was to optimize dbeditions of the Rubisco enzyme
guantity determination by the SDS-PAGE method amel determination of appropriate
protein extraction method from plant tissue. Al$® tconcentration range for which the
method is linear was determined. Gels with differdansity ran under different voltages
during the electrophoresis were tested for the aifmgptimization. Also two different protein
extraction methods were used. These were direcaadn to TRIS buffer and extraction
with TCA/acetone method.

The best results were obtained with protein sejpsran 8% gel and voltage of 90 V,
while the volume of loaded sample wasl5Under these conditions was the Rubisco great
subunit band enough separated from the other prdiands, so that the densitometric
evaluation provided better quality peaks with gd@deline. The linearity of method under
these conditions was in concentration range 0,1.25mf) of enzyme in 1 ml of sample.

Direct extraction of the enzyme with TRIS buffeasMess effective than the precipitation
of proteins with trichloracetic acid in acetonddaled with dissolution of the precipitate. The
best buffer for the protein pellet dissolution vihe thiourea buffer prepared according to
Amalraj et al. [17]..
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1 Uvod

Enzym Rubisco je IKicovym z Hadiska fotosyntézy nakko prave tento enzym fixuje
CO, zo vzduchu, ktory zabudovava do molekul sachariddechadza pritom k prevodu
uhliku z jeho najviac oxidovanej formy na reduko&darmy préom sa fixuje fotochemicka
energia. Tym padom tvori zaklad potravinovéhtarea zoho vyplyva, Ze¢i uz priamo,
alebo nepriamo, nigom zavisi vSetok Zivot na Zemi.

Napriek svojej dblezitosti ma vSak tento enzyrfinviemall katalytick( aktivitulca: = 2 az
12 s%. Ta je v8ak vykompenzovana mnoZstvom enzymistech tvori totiz pota druhu
rastliny az 50 % zo vSetkych proteinov. Jeho dfdeZiz H’adiska vyZivy z neho spravila
najStudovanejSi rastlinny protein ¢agnosti. Vyskum tohto enzymu smeruje jednak
k vytvoreniu efektivnejSej formy enzymu genetickoanipulaciou, ale taktiez sa zameriava
na zistenie vplyvu stasnych klimatickych zmien, hlavne zvySeného obsa@giv atmosfére,
na aktivitu a mnozstvo tohto enzymu. DoterajSiali&ipoukazuju prave na to, Ze sa sice pri
vysSich koncentraciach oxidu wiého zvysi aktivita enzymu, no zaraveoklesne jeho
mnozstvo. Naktko sa tento enzym v listoch vyskytuje v aktivnepapktivnej forme, nie je
mozne jeho mnoZstvo d&if priamym meranim aktivity. Preto je nutné jeho nsted ucit
vhodnou analytickou metodou.

Pre stanovenie mnoZstva Rubisca bolo pouzZitychkofi® metdod s réznymi
modifikaciami. Patria medzi ne imunologické metodiAPLC, kapilarna a gélova
elektroforéza. NajpouzivanejSou je prave gélovktedéoréza na polyakrylamidovom géle
s pouzitim dodecylsiranu sodného. Okrem metodyraegabielkovin v skimanej vzorke je
v3ak dblezitd aj samotn& extrakcia a priprava tyghoriek z rastlinného tkaniva.

Ciel'om tejto prace bolo jednak porovn&tinnog’ réznych spdsobov extrakcie Rubisco
z rastlinného materialu atiez optimalizacia podrole elektroforézy tak, aby bolo mozné
z6nu zodpovedajucu Vieej podjednotke Rubiscén najlepSie denzitometricky kvantifikotza
Vzhradom ktomu, Ze metdda by malatbyutinne pouzivana k spracovaniul'kého
mnozstva vzoriek, bola v celej praci kladena Argéelnak na &innog’ jednotlivych metéd,
ale aj na jednoduchts transparentnésch prevedenia.



2 Teoreticka éast’

2.1 Fotosyntéza

Fotosyntéza je zakladnym fotochemickym procesdiaka ktorému je prevedeny uhlik zo
svojej najviac oxidovanej, nizko energetickej formgxidu uhltitého, na redukované
produkty, sacharidy. Redtha sila na zabudovanie oxidu utého do sacharidov pochadza
u vysSich zelenych rastlin z vodiku vody. Dochadeda k sprazeniu redukcie €O
s oxidaciou HO:

CO, +2H,0 0 - (CH,0)+0, +H,0
pri reakcii vznika kyslik a monosacharidova jedmoffCHO) molekuly sacharidu, ktorej
vznik mozno zjednoduSene zapisa
6CO, +124, 000" - C,H,,0O, +60, +6H,0

Pozndme vSak aj anoxygénnu fotosyntézu, pri ktanegdochadza k u¥aovaniu
O, nakd’ko su donormi vodiku namiesto vody inécdainy ako HS, H, alebo aj jednoduché
organické kyseliny. Tento druh fotosyntézy prebielinizSich fotosyntetizujicich
organizmov, ktoré fotosytetizuju za anaerobnychnpiedok.

U fosyntetizujacich eukaryotickych buniek vySSichstlin arias prebieha fotosyntéza
v chloroplastoch dbr. 2.1). Tieto organely su ohratené dvoma membranami a obsahuju
mnoho sploStenych vezikdl, tylakoidov, zoskupenylth v&Sich celkov, gran. Vnuatorny
priestor tylakoidov byva ozgavany ako lumen. V membranach tylakoidov su umessén
vSetky zl&eniny nutné pre priebeh svetelnej fazy fotosynt@2gtria medzi ne pigmenty
zachytavajuce svetlo, na pigmenty bohaty fotosydtarti s reaknymi centrami fotosyntézy
P680 a P700, prend®aelektronov, ATP-syntetasydalSie enzymatické komplexy. Oproti
tomu stroma obsahuje enzymy potrebné pri syntgtiéze [1,2].

Ll A
o

dutina thylakoidu

Obr. 2.1 Schematicky nakres chloroplastu. Prevz4#}



2.1.1 Svetelna faza fotosyntézy

Priebeh fotosyntézy je uskuimvany v dvoch oddelenych, ale na seba nadvéazujucich
fazach. Prvou je svetelnd faza,cps ktorej sa zachytava a preirdeenergia fotbnov na
energiu chemickd. Energia excitovanych elektrénavps tom vyuZiva, prostrednictvom
oxidoreduktas, na produkciu makroergickych¢eldin ako ATP a NADPH. Tuto fazu mozno
rozdelt na Styri hlavné procesy a to:

a) Fotochemicka excitacia fotoreceptorugize zachytenie sld@ého Ziarenia
chlorofylom, vysledkongoho je presun elektrénu do vysSich energetickyaldihl

b) Fotolyza vody poskytujuca redukujici vodik.

c) Fotoredukcia NADP pri ktorej sa na redukciu vyuZivaji excitované keteny
chlorofylu a vodik z predchadzajuceho kroku.

d) Fotofosforylacia, ktora dava vznik ATP
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A e
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+ 4H*
Obr. 2.2 Z-schéma svetelnej fazy fotosyntézyzatéw [11].

2.1.2 Temnéa faza fotosyntézy — Calvinov cyklus

Druhou fazou, ktora prebieha paralelne zo svetelfptemné faza fotosyntézy. Tato faza
prebieha v strome chloroplastov a v cytosole Ub®som enzymovych reakcii prebiehajucich
v cyklickych sledoch, vysledkom ktorych je redukd@O, na sacharidy. NajznamejSou
metabolickou cestou ich vzniku je Calvinov cykla$. [



Tento cyklus je metabolickou drahou, pri ktorejsgmtreblvaju produkty svetelnej fazy,
ATP a NADPH, na zabudovanie G@o sacharidov. Produkciu zakladného substratu pre
vznik ostatnych produktov, glyceraldehyd-3-fosfatnpzno rozdeti do dvoch faz ato
syntetickej a regenetae;.

2.1.2.1 Synteticka faza

V syntetickej faze dochadza k samotnej fixacii Q1 ribulosa-1,5-bisfosfat gom vznika
nestaly Sedihlikovy medziprodukt ihng Stiepeny na dve molekuly 3-fosfoglyceratu. Toto
prevedenie nereaktivneho €@a aktivovanu formu je katalyzované enzymom ribald, 5-
bisfosfatkarboxylasou. 3-Fosfoglycerat je nasledma spotreby NADPH a2 ATP
zredukovany na glyceraldehyd-3-fosfat (GAP) cezlis3osfoglycerat. GAP je prekurzorom
pre vznik glukosa-1-fosfatu ainych biosyntetickygnoduktov. Sumérnu stechiometriu
Calvinovho cyklu mozno zapitaasledovne:

3CO, +9ATP+6NADPH - GAP+9ADP+8P + 6NADP*
Primérny produkt fotosyntézy, ktorym je GAP, je @uot premi&any rdznymi metabolickymi
drdhami na rbéznorodé produkty. Napriklad dochadil@ou kondenzaciou k tvorbe
fruktosa-6-fosfatu a ten méze tbyenzymaticky d’alej konvertovany na glukosu-1-fosfat
(G1P). G1P je prekurzorom pre rozne iné vysSie araaty ako napriklad sacharosu, ktora je
hlavhym transportnym sacharidom pre nefotosytelizejbunky. Z G1P takisto vznikaju
polysacharidy ako napriklad zasobny Sktolrelulosa, ako primarna Struktara bunkovych
stien. GAP je vSak prekurzorom aj pre vznik amirggtin a mastnych kyselin [1,2].

2.1.2.2 Regenerd&na faza

Aby sa mohol cyklus obnowije potrebna regeneracia ribulosa-5-fosfatu, naykda mozu
viaza® d’alSie molekuly CQ To zabezp&je zlozZity rad transglykozidaych reakcii
znazornenych na obrazk&i2 Pri tychto reakciach nedochadzal’&Sej spotrebe Voej
energie vo forme ATP, ani k spotrebe rethdhocinidla vo forme NADPH, ako to vyplyva
aj zo schemy. Tuto fazu mozno zjednoduSene zhioEtyroch skupin reakcii:

6. G+G— Gy

8. G+G—-C+G

9. G+CG— G

11.G+G—->G+G
Cislovanie reakcii zodpovedidslovaniu na obrazk@.3 a sumarne mozno teda stechiometriu
tychto rovnic napisanasledovne:

5G—-3G
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Obr. 2.3 Calvinov cyklus: petdiar v Sipkach naznaje pa‘et molekul reagujacich v jednom
kroku pri jednom prebehnuti cyklu, ktory premenirtolekuly CQ na jednu molekulu
GAP. Pre zachovanie préddnosti su vSetky cukry uvedené v linearnej forme,
v skut@nosti sa vSak hexosy a heptosy vyskytuju hlaegklickej forme. Prevzaté z
[2]
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2.1.3 Kontrolné mechanizmy Calvinovho cyklu

Za nepristupu svetla vyuZzivaja rastliny, rovnako aié organizmy, svoje nutné rezervy
pre tvorbu ATP a NADPH. NaKko su v strome obsiahnuté rovnako enzymy pre gighol
ako aj enzymy zastiujuce sa Calvinovho cyklu, majua rastliny svetlaeitl mechanizmus
reguldcie Calvinovho cyklu, aby sa zabrénilo spmdrekatabolicky vytvoreného ATP
a NADPH. Aktivita Rubisco je v suhrne regulovangnta svetelne zavislymi faktormi:

1. Rubisco ma ostré pH optimum pri pH 8. Prave prii@eni sa meni pH strémy
z pévodného pH okolo 7 na pH 8 v dbsledku toho tEdpy su prepumpované do
tylakoidov.

2. Dalsim faktorom, ktory zvySuje aktivitu enzymu jeitpmnos horenatych ionov.
Prave presun proténov do tylakoidov spdsobuje ZEIgd iény prestvaju do strémy.
Tie sa potom stavaju &ag’ou aktivneho miesta enzymu.

3. 2-karboxyarabintol-1-fosfat, ktory je mnohymi raséimi syntetizovany len v tme, silno
inhibuje Rubisco pevnym naviazanim sa na jeho aktimiesto. Jeho uVoenie potom
katalyzuje Rubisco aktivasa, ktord je okrem tohaponvedna aj za karbamylaciu
enzymu [2].

2.2 Ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa

Ako uZ bolo spomenuté fixaciu GOna ribulosu-1,5-bisfosfat, ako ini¢iay krok
v Calvinovom cykle, katalyzuje enzym Rubisco. Népdme je preto tento enzym
najdolezitejSim enzymom na Zemi, n#ko nanom zavisi,ci uz priamo alebo nepriamo,
skoro vSetok Zivot. Zarovige aj najrozSirenejSim enzymom padiruhu rastliny méze tvari
az 50% z vSetkych listovych proteinov, jeho hojhdstiz vyrovnava jeho Jni mall
katalytick( efektivitu k.a= 2—12 §%). Raine pri tom tento enzym fixuje priblizne 1@ COy,
pre porovnanie, kme sa spotrebuje priblizne 30 t ropy [2].

2.2.1 Historia

Asi prvym vyznamnym krokom pri Zeatkoch Stadia enzymu Rubisco bola jeho izolacia
Wildmanom a Bonnerom v roku 1947. Pri frakciondistiovych proteinov siranom amonnym
izolovali ve’mi hojny protein, ktory nazvali Frakcia |. Kym vSabkla objavena biologicka
funkcia Rubisca uplynulo skoro 10 rokov [3]. V rok@65 Horeckerove laboratoria izolovali
takmer cisty enzym zo Spenatu. Vyskumy s tymto enzymom gedaine preukazali, Ze
katalyzuje vznik GAP naviazanim G@a RuBP. Po tomto objave Horeckcer prehlasil Ze bo
identifikované vsSetky enzymy Calvinovho cyklu, gmm enzym nazval ako enzym
karboxyléacie naproti Calvinovmu nazvu, karboxydisana. Calvinova skupina v roku 1963
dokazala zvySenie aktivity enzymu po inkubacii ssboatymi i6nmi a CQ, presny
mechanizmus zvySenia aktivity bol vSak popisanywagku 1976 Lorimerom et al. [12].
Stadie s enzymom Rubisco izolovanym zo séje a jettobicie v pritomnosti @ boli
uskut@nené vroku 1971 Ogrenom a Bowsomdaka tomu sa zistilo Ze je Rubisco
zodpovedné za fotorespiraciu a odmieneskér Hageman objavil, Ze Rubisco katalyzuje
fixaciu O, na RuBR:o vedie ku vzniku fosfoglykolatu [4].
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Obr. 2.4 Prva elektronova mikroskopicka fotogra®iabisco vo vysokom rozliSeni (Haselkorn
et al., 1965). Prevzaté z [4].

2.2.2 Struktira

Z hradiska Struktiry rozoznavame dve zakladné, Straktar odliSné, formy enzymu
Rubisco. U fotosyntetizujlcich baktérii sa stretdeas jednoduchSou formou IlI, ktor4 sa
skladad z dvoch J&ych podjednotiek. Tieto baktérie s dimérnou Stiukti enzymu vSak
nedokazu prefi za normalnych atmosférickych podmienok, r&ko je enzym silne
inhibovany pritomna®u O, PrispdsobivejSie druhy maju vSak vyvinuty mechanis,
vd’aka ktorému su schopné prechadzeedzi syntézou Struktarnej formy 1l a | [6].

Monomeér podjednoky L sa sklada z dvoch domén aé&m3® N-terminalnej domény
a v&sej C-terminalnej domeény. Aktivne miesto enzymupsiéom nachéadza vzdy medzi
dvoma doménami. Z toho vyplyva Ze pri Himérnej forme obsahuje enzym dve aktivne
miesta medzi C-terminalnou doménou jednej podjddnatN-termindlnou doménou druhej
podjednotky [7].

Struktarna forma I, ktora je pritomna u zelenyaisra vy3sich rastlin, sa sklada z 6smych
vel’kych arovnakého mtu malych podjednotiek. \r&& podjednotka (L) je kodovana
gendémom chloroplastov a jej Rkog’ je priblizne 53 kDa. Maléd podjednotka (S) m&kas’
priblizne 14 kDa a koduje ju skupina génov v jadumky. Syntéza podjednotky S prebieha
v cytosoéle a prenos do chloroplastov je uskibeany pomocou ATP dependentnej reakcie.
U nezelenych rias je vSak L aj S podjednotka kédavagendémom chloroplastov [5].
Katalyticku funkciu pri tom vykazuje len L podjedka nakdko je schopné katalyzy aj bez
S podjednotky [2]. S podjednotky ale svojou interakl s L podjednotkami zvySuju afinitu
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aktivneho miesta k substratu a ryclilgsho premeny, aj ki2 priamo neovplyiuju Struktaru
aktivneho miesta. Takisto zvySuju celkovl stabiiizymu IsSg [6]. Tvar formy |,¢iZze LgSs,
ma symetriu Stvorbokého hranoldo demonStrujd aj rentgenové snimky zhotoveneé
Haselkornom et al. [4].

Najnovsie bol, pri uz spominanych dvoch Struktémyormach, popisany aj novy typ
Rubisco lll, ktory bol izolovany z archeérithermococcus kodakaraen#{©D1. Tento typ
je komplexom piatich dimérov Vkej podjednotky zoradenych do kruhw)d[8].

Obr. 2.5 R6zne druhy usporiadania kvartérnej stinkiRubisco znazéujuce symetriu
molekuly. (A) kS, jednotka z typu | izolovana zo Spenatu. (B, Chedzhly poliadov
na cely IS hexadekamér. (D) dimérna jednotkatypu Il izolovana z Rhodospirillum

rubrum. (E, F) r6zne uhly péadov na (L)s Rubisco typu Il z Thermococcus
kodakaraensis. Prevzaté z [10].

2.2.3 Syntéza

Syntéza a posttransktipé Upravy Rubisco prebiehaju u prokaryotickych oigaov
v cytoplazme bunky po transkripcii jediného géne prpodjednotku, pri type Il, alebo po
prepise operdnu kédujaceho obe podjednotky, L Zr8vei, u formy LgSs [9] .

U eukaryotickych organizmov su gény pre syntézuo@ednotky, oznsované akorbcS
gény, umiestnené v jadrovom genome. Predstavuja maltigénnu rodinu obsahujucu 2 az
12 ¢lenov. rbcS gény obsahuju z¥8a jeden az tri introny a kéduju bielkoviny d’kesti
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priblizne 120 aminokyselin. Nakko je rbcS mRNA transkribovana na ribozomoch
v cytoplazme je potrebné dopréiolypeptidovy prekurzor S podjednotky do chlorapla
kde prebieha jeho finalna Uprava na feémk protein. To sa deje prostrednictvom tranzitného
peptidu s N-terminalom gfdm sa pri prenose spotreblva ATP. Po prenoserjeitng peptid
v chloroplaste odstraneny a za pomoci chaperonavedeny polypeptid do fudkého stavu.

Na druhej strane, su gény pre L podjednotiacl, uloZzené u vySSich rastlin priamo
v chloroplastovom gendme vzdy v jednej kopii. NEda vSak chloroplasty obsahuju
nieka’ko kopii gendému, mozno v kazdom z nich identifikbuwaiekd’ko zhodnychrbcL
génov. S malymi vynimkamribcL neobsahuju introny a kéduju priblizne 475 aminatiys
rbcL gény su svojou Struktirou Krai podobné prokaryotickym génonCo dokazuje
napriklad nepritomndsintrénov, podobnas transkrignych promotorov s bakterialnymi,
translacia v strome na 70S chromozomodaie znaky.

Po importe S podjednotiek do chloroplastu aichraue je mozné ich spojenie
s chloroplastmi nasyntetizovanymi L podjednotkaroi lgSg holoenzymu. Tomuto procesu
napomahaju chaperény. Nevyhnutnym pri tomto progeseghaperonin cpn60 (molekulova
hmotnos priblizne 60kDa). Pred zloZzenim do holoenzymuZztotznika binarny komplex
prave medzi cpn60 a L podjednotkou, ktory nasladnezni pripojenie S podjednotky [6].

2.2.4 Aktivacia enzymu

Pred samotnym dosiahnutim katalytickej aktivity potrebné Rubisco aktivova
Aktivacia, ktord prebieha hde potom, ako su vSetky polypeptidy spravne poskladan
spaiiva v naviazani molekuly GO(karbamylacia) a koordinacii Mg i6nu k aktivnemu
miestu. Pri karbamylacii sa molekula ¢€Qriaze na s-aminoskupinu Lys-201. Na
karbamylované aktivne miesto sa uZ nasledne ryohidaze M@" i6n, &m sa dosahuje
celkova stabilita enzymu. Molekula GQuyuzita pri karbamylacii vSak nie je totozna
s molekulou CQ ktor& sa viaZze gas procesu karboxylacie [5].

2.2.4.1 Rubisco aktivasa

V prirode je Rubisco w&inou vysoko aktivované pri normalnych koncentréci&£Q
a dostatbnom oZiareni listov. Napriek tomu pin vitro analyzach kinetiky Rubisco bolo
zistené Ze rovnovazna karbamylacia dosahuje mekeej28% za rovnakych podmienok
prostredia aké su u vitalnych chloroplastov [12].

Ako bolo neskor zistené, aktivadiuvivo ur'ahiuje d’alsi protein, a to Rubisco aktivasa. Ta
sa po hydrolytickom rozstiepeni molekuly ATP akje/ua je moZné jej naviazanie na
Rubisco. Ulohou aktivasy je potom uvenie inhibitoru, waka ¢omu sa umozni
karbamylacia enzymu. Tymto procesom sa teda otaféti@ne miesto, aktivasa vSak nehra
Ziadnu ulohu v samotnej karbamylacii aktivneho tai¢$3].

2.2.5 Karboxylacia a oxygenéacia

Rubisco katalyzuje prave ini¢iay krok Calvinovho cyklu. Pésobi ako promotor
kovalentného naviazania molekuly g€@a p&uhlikaty sacharid RuBP, rovnako ako rozpadu
nestaleho Seshlikatého medziproduktu na dve molekuly GAP.

Mechanizmus Kkatalytickej karboxylacie RuBP prehietpiatich na seba navzajom
nadvazujucich krokoch. Prvym je vytvorenie medzifuktu, enediolu, zo substratu RuBP bez
Gcasti druhého substratu, GQ@O,). Behom karboxylacie reaguje prave vzniknuty C2,C3
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enediol s molekulou Cna pozicii C2¢im sa vytvori nestabilny Sashlikaty medziprodukt
hydrolyticky rozstiepeny na dve molekuly GAP [6].

Nanesgastie vS8ak enzym Rubisco nieje Uplne Specificky(e,Gale je schopny vyuZiva
ako substrat aj 9 Vysledkom naviazania e potom jedna molekula GAP a jedna molekula
2-fosfoglykolatu. Naktko je vSak 2-fosfoglykolat metabolicky nevyuZig, vstupuje do
glykolatovej drahy. Reakcie tejto drahy prebiehjapnak v samotnej strdme chloroplastu, ale
aj v peroxizémoch a mitochondrialnom matrixe. V{slem je v podstate reakcia dvoch
molekul 2-fosfoglykolatu za vzniku jednej molek@D, a jednej molekuly GAP, ktora mbéze
byt zapojena do Calvinovho cyklu. Tymito reakciami\&ak spotrebuje mnoho energie.
Oxygenécia, katalyzovana Rubiscom, je teda pre bbumr@nym procesom, spotrebou
substratu vyuZitného na karboxylaciu totiz dochadza k energetickgmnmetabolickym
stratam. Naktko je tento proces podobny mitochondrialnej resgiréspotrebiva sa O
a vznika CQ, je tiez nazyvany fotorespiraciou [14].

2.3 Metddy stanovenia obsahu enzymu Rubisco

2.3.1 HPLC

HPLC je druh kvapalinovej chromatografie, pri lgplje separacia zloziek skimanej
vzorky urychlenéacerpanim eltného cinidla pod vé&kym tlakom. Metdda je zaloZzena na
vzniku interakcii medzi zloZzkami mobilnej fazy, k#oobsahuje vzorku, a pevnej fazy,
tvorenej naplou kolony. Mobilna faza je v tomto pripade kvapalenstacionarnu fazu tvori
film prisluSnej latky zakotveny na povrchu nsi alebo pevny adsorbent. ZloZzky analytu
s pevnou fazou interaguju rbézne I'kgmi silami v zavislosti na réznych chemickych
a fyzikalnych vlastnostiach interagujucej dvojice.

Pri aplikacii HPLC k stanoveniu Rubisco sa pouzjétova kolona, ktora deli jednotlivé
zlozky pod’a vea’kosti ¢astic, a to tak, Ze najrychlejSie prechadzajitkéeanolekuly a najviac
zadrzované su malé molekuly. V porovnani s nasieilmj metédami sa metdéda HPLC
k stanoveniu mnozstva enzymu Rubisco pouziva v ejen&re [19].

2.3.2 Immunologické metody

2.3.2.1 ELISA

Tato metdda patri medzi velmi citlivé imunochendiaketddy a je schopna detego\g
vel'mi nizke koncentracie antigénu a protilatky, ktosumozuja vznik precipitatu. Nazov
metody je skratkou pre anglicky ndzov Enzyme-Linkachuno Sorbent Assay.

Stanovenie imunokomplexu mozZzno spfaveste citlivejSim naviazanim vhodného
znakovata na jeden z imunoreaktantov eSte pred samotnytratkam ich interakcie.
Ktomuto zné&eniu sa pouzivaju niektoré enzymy, ktoré umga bezpéne, citlivé
a jednoduché stanovenie. Finalna kvantifikacia pofwebieha meranim zmeny absorbancie
realkného roztoku, ktort spdsobuje produkt enzymovekaiea NagastejSie pouzivanymi
enzymami su pri tejto reakcii peroxidasa a alkaiébsfatasa. NajcitlivejSie modifikacie tejto
met6dy umo#ujd utenie analytu v mnozstve 16-10° g [18].

Pre stanovenia mnoZstva enzymu Rubisco je tat@daejednou z najcitlivejSich. Tuto
metodu vyuZili vo svojej praci napriklad Metodieamiremvska-Kepova [21]. Taktiez bola

16



pouzita Besfordom [22], ktory vyuZil elektroforekic prenos bielkovin z PAGE gélu na
nitrocelulézovy nosi. Na tomto nosi d’alej ugil obsah pomocou peroxidasovej aktivity.

2.3.2.2 Radioimunozrazacia metéda

Pri tejto metode je enzym najskor aktivovany inkecibu v pritomnosti hot@atych ionov
a HCO;, radioaktivne zn#enéhoC 2-karboxyarabintol-1,5-bisfosfatu a protilatkovédéra

so Specifickou afinitou k enzymu Rubisco. Tym vzmkzrazenina komplexu Rubisco
14C 2-karboxyarabintol-1,5-bisfosfat-protilatka. T& jpotom odstranena filtrdciou cez
polysulfénovy filter a premyta od nadbytkdC 2-karboxyarabintol-1,5-bisfosfatu. Urdve
radiacie vyZzarovanej premytou zrazeninou je prigimmerna mnozstvu Rubisco [23].

2.3.3 Gélova elektroforéza

Standardnov metédou pre Stadium chloroplastovycbtefnov je SDS-PAGEgize
elektroforéza na polyakrylamidovom géle v pritonthdsdecylsiranu sodného. Tato metéda
umoziuje rozdelenie molekdl na principe t®gého efektu a zaroie elektroforetickej
pohyblivosti delenych latok. Pri metdde SDS-PAGHlsdecylsiran sodny viaze na molekuly
bielkovin, tym im uduje uniformny valcovity tvar a jednotny zaporny nalve’kost’ tohto
naboja je umerna Vkosti molekuly. SDS sa viaze na molekuly v pomatibligne 1,4 g na
1 g bielkoviny. Na takto vzniknuté i6ny, pohybujusa konstantnou rychltsu amernou
vel’kosti ich nadboja, pésobi elektricka sila:

Fc =qE
pricom g je naboj iénu & je sila elektrického pola pdésobiaceho na i6ony.p&aom smere
pdsobi na idony odporova sila:
F. =-3mdv
kdey je viskozita prostredial je priemercastice av je rychlog ¢astice.

Polyakrylamidovy, gél pouzivany pri elektroforéze, inertny, mechanicky dostdtoe
pevny, prieliadny a dava mozntisvzniku nosta r6znych dopredu &éenych vlastnosti.
Vznika kopolymerezaciou dvoch monomeérov, akrylamidiN,N'-metylénbisakrylamidu.
Kopolymerizécia prebieha v roztoku pufru za pritastn peroxodisiranu aménneho ako
inicidtora. Na svetle ziniciatora vznikaju Ive radikaly, ktoré davaju vznik samotnej
polymerizacii. Struktira polyakrylamidového géluzpetava z otvorenych poérov ditej
velkosti, ktoré obsahuju kvapalinu s pufrom. Molekds pri priechode gélom delia na
zéklade svojej Mikosti v dosledku odporu, ktory vznikd pri priechodeolekdl pdérmi
s porovnaténou vekos’ou, ako je ich vlastna.

Jednou z variant elektroforézy, ktord pouziva dedy réznej hustoty, je diskontinualna
elektroforéza. Pri tomto postupe sa vysledny gildskzo sepataého gélu a zaostrovacieho
gélu s vékymi pérmi. V zoéne so zaostrovacim gélom dochadaakéncentracii bielkovin
a v separenom geéle prebieha samotné delenie bielkovim@adolekulovej hmotnosti. Zony
bielkovin vzniknuté na géle pri elektroforéze je 2mé zviditelni’ farbenim v alkoholovom
roztoku s obsahom farbiva Coomasie blue. Tymtodpd@® sa vytvoria komplexy bielkovina
farbivo. Prebytok farbiva je potom odstraneny obiéaanim v kyslom roztoku. Koncentracia
proteinu je potom priamo Umerna intenzite sfarbgdaotlivych zon [18].

Stanovenie mnozstva enzymu Rubisco metédou SDSEP&@Zili vo svoji pracach
napriklad Damervalova et al. [24] a Rogers et28].
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2.3.4 Kapilarna elektroforéza

Podobne ako metéda SDS-PAGE je aj kapilarna elfektza zaloZzena na rovnovahe
elektrickej a odporovej sily, ktoré pésobia v eteiéom poli na elektricky nabitdasticu. Na
separované zlozky taktiez posobi elektroosmotiaky tize neselektivna sila, ktora unasa
ibny smerom ku katdde a trecia sila, ktora p6sobfi pohybu i6nov a jej Mo’ je imerna
velkosti castic. Ak sa pouzije tato elektroforéza v zési@anom prostredi, kde je kapilara
naplnena gélom alebo je ako sepagapufer pouzity roztok linearnych polymérov, zvgsi
sila odporu prostredia [19].

Tato metddu vyuZili napriklad Warren et al. [20f ptanovovani enzymu v eukalypte.
Elektroforéza prebiehala pri napati 15 kV atepl@@°C v kapilare o priemere 5pn,
celkovej dzke 24 cm s 19,4 cm efektivnejzly. Kapilara bola naplnena SDS pufrom
a bielkoviny boli detegované pri 220 nm s nastrekararky pri 10 kV pdas 5 s. kapilara
bola medzi jednotlivymi stanoveniami vyplachnutd ™M NaOH, 0,1 M HCI a SDS pufrom,
rovnakym, aky bol pouzivany pri elektroforéze.
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3 Experimentalna ¢ast’

Cielom experimentalnejasti bolo jednak poroviiakinnog’ r6znych spésobov extrakcie
enzymu Rubisco z rastlinného materialu, jednaknoglizova’ podmienky elektroforézy tak,
aby bolo mozné zo6nu zodpovedajucu I'keg podjednotke Rubisco¢o najlepSie
denzitometricky kvantifikova Dalej bolo utené rozmedzie koncentracii enzymu, pre ktoré
kvantifikacia vé&kej podjednotky Rubisco vykazuje linearitu.

3.1 Extrakcia enzymu Rubisco

3.1.1 Pristroje

Analytické vahy HR-120-EC od firmy HELAGYVZ Hradec Kralové. Parametre: najmensi
diel 0,0001 g, kapacita 120 g, at€$fiL

Termoblok TDB-100 firmy BIOSAN, Riga (LotySsko)

Centrifuiga MLW T52,1

3.1.2 Chemikalie

2-Merkaptoetanol; Sigma-ALDRICH

Acetén Chromasofy; Seidel-de-Haén

Amfolyt pH 3-10; Fluka analytical

Bromfenolovd modra Na $pSERVA

DTT — ditiotreitol; Sigma —ALDRICH

Glycerol; Sigma-ALDRICH

CHAPS - 3-[(3-cholamidopropyl)dimetylamonio]-1-pésulfonat; Sigma-ALDRICH
Mocovina, Sigma-ALDRICH

Sacharéza; Sigma-ALDRICH

SDS - dodecylsiran sodny; Sigma-ALDRICH

TCA — kyselina trichléroctova; Lachema

Tiomocovina, Sigma-ALDRICH

TRIS — tris(hydroxymetyl)aminometan; Sigma -ALDRICH

3.1.3 Priprava vzoriek

Pri priprave vzoriek boli otestované dva spbsokiracie proteinov z ihfia: priama
extrakcia proteinov do TRIS pufru a extrakcia pomokyseliny trichloroctovej rozpustenej
v acetone. Po vyzrdZani bielkovin metédou TCA/atetibla otestovana rozpustiios
vzniknutej zrazeniny v niek&ych pufroch rézneho zlozZenia.

3.1.3.1 Priama extrakcia proteinov do TRIS pufru

Priblizne 60 mg ihlic bolo vtrecej miske rozdryeh s pridanim malého mnoZstva
morského piesku. K vzorke boli pridané 2 ml TRISrpus naslednou asi 30 sekundovou
homogenizaciou. Suspenzia po homogenizacii boldiapgedo centrifugénej skimavky
a odstredena 2 minuty pri 2500 ot./min. Po odstretielo zo ziskaného extraktu odobratych
0,5 ml do mikroskiimavky Eppendorf a bolo k nej prigich 0,5 ml vzorkového pufru. Takto
vzniknutd zmes bola premieSana na vortexe a 5 nviar@na v termobloku. Po vychladnuti
bola vzorka uchovavana v mrazkeé pri teplote —18 °C.
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3.1.3.2 Extrakcia proteinov metddou TCA/acetdn

Bolo navazenych 0,3 g vzorky itila atato vzorka bola zhomogenizovana spolu
s morskym pieskom a 10 ml TRIS pufru vtrecej misk® homogenizacii nasledovalo
preliatie vzorky do centrifugaej skimavky a jej odstredenie pri 2500 ot./mikgs2 minut.
Po centrifugacii bolo odobranych 5 rsireho extraktu daistej centrifugénej skamavky
abolo knemu pridanych 5ml roztoku 10% (w/v) TCwacetone s 0,07% (v/v)
merkaptoetanolu. Roztok v skimavke bol pretrepampyoteiny sa nechali hodinu zréiza
v mrazntke pri teplote —18 °C. Po ukdeni zrazania bielkovin bola skimavka umiestnena do
centrifagy a odstredend pri 2500 ot./min. po dobmigut. Zrazenina na dne skimavky bola
zbavena supernatanu a trikrat premyta 5 ml roz®R07% (v/v) merkaptoetanolu v aceténe.
Po kazdom pridavku premyvacieho roztoku bol obdalmavky dokladne premieSany na
vortexe a znovu scentrifugovany. Po kémam premyti bielkovin bola zrazenina v skimavke
opatrne vysuSena dusikom. Po dbkladnom vysuSemi tralzenina rozpustena pri prvych
pokusoch v 5 ml vzorkového pufru.

TaktieZ bol otestovany protokol péad Niea et al. [16]. Zrazenina po extrakcii bola
rozpustena v 8 ml TRIS pufru s pH 8 so zlozenimM,Iris, 5% (w/v) SDS, 58 mM DTT,
30% (w/v) sacharosa. Vzorka bola inkubovana piiote0 °C 6 minut.

A napokon bol vyskuSany postup s rozpustenim miaygev 2 ml pufru s tiom&ovinou
pod’a Amalraja et al. [17] o zloZeni 7 M (w/v) &avina, 2 M (w/v) tiom@ovina, 4% (w/v)
CHAPS, 2% (v/v) amfolyt pH 3-10, 0,3% (w/v) DTT. d&ka bola hodinu inkubovana pri
teplote 37 °C s dvojmindtovym vortexovanim po kazd$5 minutach.

3.2 Stanovenie obsahu enzymu Rubisco metédou SDS-PAGE

3.2.1 Pristroje

Analytické vahy HR-120-EC od firmy HELAGYVZ Hradec Kralové. Parametre: najmensi
diel 0,0001 g, kapacita 120 g, at€$fiL

pH Meter HI 221 Calibration Check, HANNA instrumsrftJSA)

Aparatura pre elektroforézu Mini-PROTEAN 3 od firByO-RAD (USA)

3.2.2 Chemikélie

Akrylamid; SERVA
Brilantna modra G 250 — Coomasie; SERVA
Bromfenolovd modra Na $pSERVA
Butanol; Lachema
D-ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa — Standard Reidni Sigma-ALDRICH
DTT — ditiotreitol; Sigma-ALDRICH
Etanol; Lachema
Glycerol; Sigma-ALDRICH
Glycin; SERVA
Kyselina chlorovodikova; Penta
Kyselina octov4; Lachema
Metanol CHROMASOLY?, Seidel-de-Haén
N,N"-metylénbisakrylamid; SERVA
Peroxodisiran amonny; SERVA
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SDS - dodecylsiran sodny; Sigma-ALDRICH
TEMED - N,N,N",N’-tetrametyletylendiamin; SERVA
TRIS — tris(hydroxymetyl)aminometan; Sigma-ALDRICH

3.2.3 Roztoky pre pripravu gélov

Roztok A: 30 g akrylamidu a 8 g bisakrylamidu beotzpustenych v 100 ml vody. Roztok
bol d’alej uchovavany pri teplote 4 °C.

Roztok B: 18,16 g TRIS bolo rozpustenych v 50 mdly, po rozpusteni bolo upravené pH
pomocou koncentrovanej HCI na pH 8,8. Roztok bolipoave pH doplneny na
100 ml a uchovavany pri teplote 4 °C.

Roztok C: 18,16 g TRIS bolo rozpustenych v 50 milwopo rozpusteni bolo upravené pH
pomocou koncentrovanej HCI na pH 6,8. Roztok bolipcave pH doplneny na
100 ml a uchovavany pri teplote 4 °C.

Roztok D: 10 g SDS bolo rozpustenych v 100 ml vdRiyztok bol uchovavany v temne.

Roztok E: 0,1 g peroxodisiranu amonneho bolo rasmysh v 1 ml vody. Na kazdé
stanovenie bol pripraverigrstvy roztok.

Roztok F: V1 ml vody bolo rozpustenych 10 mg brendlovej modrej. Roztok bol
uchovavany pri teplote 4 °C.

TEMED Kometne dodavany roztok

3.2.4 Roztoky pufrov

Elektrédovy pufer: 6 g TRIS, 2 g SDS a 18,8 g giycbolo rozpustenych v 1000 ml vody.
Roztok bol pouzivany opakovane a uchovavany ptotepg! °C.

TRIS pufer: 3,76 g TRIS, 10 g SDS, 5,2 g DTT a SQyiycerolu bolo rozpustenych
v 450 ml vody. pH pufru bolo nasledne upravené r& Bomocou
koncentrovanej HCI. Roztok bol uchovavany pri latornej teplote.

Vzorkovy pufer:  Bolo zmieSanych 4,8 ml roztoku Cmd roztoku D, 0,2 ml roztoku F,
6 ml glycerolu, 4,8 ml vody al ml merkaptoetanoRoztok bol
uchovavany pri teplote 4 °C.

3.2.5 Roztoky k zviditelneniu bielkovin

Stabilizany roztok: Bolo zmieSanych 400 ml vody a 100 m|maeblu.

Farbiaci roztok: Bolo zmieSanych 450 ml metanol00 Inl koncentrovanej kyseliny
octovej, 450 ml vody a 0,5 g Coomasie Blue G 250.

Odfarbovaci roztok: Bolo zmieSanych 250 ml metandlQ0 ml koncentrovanej kyseliny
octovej a 650 ml vody.

3.2.6 Priprava gélov

Elektroforetické skla boli najprv dékladne umytédou a odmastené, potom oplachnuté
v destilovanej vode avyleStené htinou s etanolom. Skla boli upevnené v stojane
a dokladne zatteené na gumovu podloZzku aby sa zabranilo dgnes gélu. Po dékladnom
upevneni mohli bymedzi skl naliate roztoky gélov.

21



3.2.6.1 Separane gely

Gély bol pripraveny napipetovanim jednotlivyctztakov pomocou automatickych pipiet

pod’a tab. 3.1.

Tab. 3.1 Objemy roztokov k priprave jednotlivychoyé

Objemy na| Objemy na | Objemy na

Roztok 8% gél 10% gél 12% gél

[ml] [ml] [ml]

A 2,700 3,300 4,000

B 2,500 2,500 2,500

D 0,100 0,100 0,100
Destilovand voda 4,600 4,000 3,300

E 0,100 0,140 0,140

TEMED 0,006 0,004 0,004

Roztoky E a TEMED boli pridavané ako posledné tegmed naliatim gélu medzi
elektroforetické skla. Hotovy roztok gélu bol n&jiazdy priblizne 2 cm pod okraj skiel, aby
bolo mozné nalia zaostrovaci gél. Po naliati bol roztok prevrstvémfanolom, ktory sluzi

ako ochrana proti vysychaniu.

3.2.6.2 Zaostrovaci geél

Po stuhnuti sepamého gélu bol zliaty butanol a gél premyty desaloou vodou.

Napokon bol n& naliaty zaostrovaci gél pripraveny fadab. 3.2.

Tab. 3.2 Objemy roztokov pre pripravu zaostrovazigélu

Objemy na
Roztok 8% gél
[mi]

A 1,000

C 0,380

D 0,030

Destilovana voda 2,100

E 0,030
TEMED 0,003

Roztoky E a TEMED boli opapridané az tesne pred naliatim medzi skla. Rogtdk bol
naliaty az po okraj skiel aihdebol medzi skla vlozeny elektroforeticky hrebienok.
Hrebienok bol z gélu odstrdneny az pred samotnymé$enim vzoriek. Gél mdze tbyo
priprave uchovavany v chladke maximalne 24 hodin.

3.2.7 Priprava Standardov

V mikroskimavke Ependorf boli rozpustené 2 mgiliddosa-1,5-bisfosfatkarboxylasy
v 1 ml vzorkového pufru. Zmes bola premieSana rmdexe a 5 minut varena v termobloku.
Vhodnym nariedenim boli nasledne pripravené aj tonétakoncentracie Standardov:
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1,5 mgmr*, 1,0 mgmt*, 0,75 mgmi*, 0,5 mgml, 0,25 mgml*, 0,125 mgml*. Roztoky
Standardov boli po schladnuti uchovavané v megenpri teplote —18 °C.

3.2.8 Elektroforéza

Pripravené elektroforetické skla z akrylamidovyngélogn boli vybrané zo stojanu
a aistené od zvySkov gélu. Spomedzi skiel bol opatodstraneny hrebienok a skla boli
vioZené do stojanu pre elektroforézuesian sklom smerom von. Stojan zo sklami bol potom
vloZeny do elektroforetickej nadoby. Najskér bolpimeny elektrédovym pufrom priestor
medzi sklami, pre kontroldi su skla dobre uchytené a stojan tesni, a potola pofrom
naplnena aj samotna nadoba asi do polovice. Vzbdtydo jamiek davkované pomocou
automatickej pipety. Pri tovani linearity bolo davkovanych na jednotlivé gé&yul a 5ul
roztoku Standardov. Pri nanaSani extrahovanychiekar ihlicia bolo na gély nanaSanych
5ul roztoku vzorky a pre porovnanie a vy do jednej jamky %l roztoku Standardu
Rubisco.

Po naneseni vzoriek bola aparatira pripojena ng mtinosmerného prudu s moztios
nastavenia M&osti konstantného napétia. Pri 12% géle bolo nepetstavené na 120 V, pri
10% na 100 V a napétie u 8% gélu bolo 90 V. Eld&tara prebiehala az kywelo vzorky
nedostupilo asi 2 cm nad spodny okraj gélu, tj.1&B-minat, v zavislosti na koncentracii
gélu.

3.2.9 Vizualizéacia bielkovin

Po skoseni elektroforézy bola nadoba odpojena od pradwlial nej vybraté
elektroforetické skla. Skla boli ponorené do miskgestilovanou vodou menSim sklom
smerom dole. Pomocou Spachtle bolo opatrne od gddielené vrchné sklo a prevratenim
malého skla pod vodou sa gél od neho odlepil. Zngtého gélu bola zliata voda a bol
prevrstveny stabilizanym roztokom. Gél bol stabilizovany na trépa 5 minat. Po zliati
stabilizaného roztoku bol gél prevrstveny farbiacim roztoka@nfarbeny 30 minut na
trepake. Po farbeni nasledovalo prevrstvenie odfarbowamztokom, s ktorym bol gél
pretrepavany 90 minut. Po dokemi farbenia bol gél premyty destilovanou vodoabateny
s elektroforetickym sklom do potravinarskej folieprd ho chranila pred vysychanim. Takto
pripravené gély boli skladované do vyhodnotenialadnicke pri teplote 4 °C.

3.2.10 Vyhodnotenie gélov

Hotové gély boli naskenované a vyhodnotené pomgmmitacového programu Science
Lab 2006 Multi Gauge, ver3.1, fy FUJIFILM. Pomoctminto programu boli zény Vkych,
popripade malych, podjednotiek enzymu Rubisco mlewné na piky a integraciou bola
vypccitana ich plocha. Porovnanim Ikesti plochy a koncentracie Standardu s plochou
vzorky bola utena koncentracia enzymu vo vzorke, atak porovigimdogs’ jednotlivych
metod.
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4 Vysledky a diskusia

4.1 Linearita

Pokusy pre overenie linearity boli uskétené so Standardmi ribulosa-1,5-bisfosfatkarbo-
xylasy (Sigma-Aldrich) na géloch s koncentracia®%,8.0% a 12%. Na tychto géloch boli
spresnené aj mnoZstva davkovanej vzorky a napéatiegoom elektroforéza prebiehala.

Na 10% gél boli nanesené Standardy jednotlivychckatracii po 1Qul. Dané mnoZstvo
nanasSanej vzorky sa vSak ukazalo ako prilikégeco viedlo k zhorSeniu kvality bandov.
ZhorSena kvalita bandov spOsobila zhorSenie kvatiéikladnej linie pikov vzniknutych
denzitometrickym vyhodnotenim géldp viedlo k nepresnostiam pri agni ich plochy.
LepsSie vysledky boli dosiahnuté pri nanasanjl5roztoku Standardu na gél. Tym sa zvysila
kvalita bandov, ktord vSak stéle nebola ideélnaoh® dévodu bolo znizené aj napétie, pri
ktorom elektroforéza prebiehala, zo 120V na 100Nato modifikacia sice viedla k
predZeniu celkovéhotasu, poas ktorého elektroforéza prebiehala, z necelej hodia
hodinu a pol az dve hodiny, na druhej strane viestla k zngnému skvalitneniu bandov na
géle. Tato skuttnog’ viedla aj k zn&nému Wahteniu ugenia presnej plochy pikov po
denzitometrickom vyhodnoteni. Vzorové vysledkyc¢amia plochy pikov su uvedené
v tabu’ke 4.1 a ich grafické zndzornenie na obraHiu

Tab. 4.1 Plochy Standardov na 10% géle

E(;g;:riﬁtrama plocha 1| plocha 2
2,000 281302 273056
1,500 232437 220509
1,000 234051 228116
0,750 221086 201965
0,500 136772 135978
0,250 87856 77506
0,125 48399 42496
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plocha piku

300000+
250000+
200000+
150000+
100000+

50000+

Linerita 10% gél

¢ gél 1 mgél2

0

0,75 1

125 1,5

koncentracia [mg/mil]

1,75

Obr. 4.1 Zavislosplochy pikov na koncentracii Standardu.

Na 12% gél boli vzorky nanaSané, po predoslycteaiach, po 5ul. Napatie elektroforézy
bolo pre vé&Siu hustotu gélu ponechané na 120 V. Tento gébbotity hlavne z toho dévodu
aby bolo mozné dit aj plochu malej podjednotky enzymu. Po prevedeamidbv gélu na
piky sa vSak ukézalo, Ze piky malej podjednotkysmi@atdko kvalitné, ako piky Jikej
podjednotky. Napriek tomu aj data ziskané z tygbitcov vykazuju linearitu v rovhakom
koncentrgnom rozmedzi ako pri Viej podjednotke. Vzorové vysledkyagnia plochy pikov
su uvedeneé v talfike 4.2 a ich grafické znazornenie na obra&ld.

Tab. 4.2 Plochy Standardov na 12% géle

koncentracig plocha vékej | plocha malej
[mg/ml] podjednotky | podjednotky
2,000 216508 63075
1,500 190067 51833
1,000 176507 51321
0,750 146502 41744
0,500 100461 22819
0,250 50371 11123
0,125 31598
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Linearita 12% gél
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Obr. 4.2 Zavislogplochy pikov na koncentréacii Standardu.

Ako najvhodnejSi pre kvantifikaciu Vieej podjednotky Rubisco sa ukazal gél koncentrécie
8% pri napati 90 V. Na géle bola zachovana linegris koncentraciu 1 mg ml Navyse na
tomto géle doslo, pri stanovovani enzymu zo vzahkigia, k oddialeniu rusivych zén inych
bielkovin od zony vikej podjednotky enzymu. daka tomu bolo mozné lepSieditt jej
plochu. Vzorové vysledky genia plochy pikov su uvedené v téke 4.3 aich grafické
znazornenie na obrazku3,

Tab 4.3 Plochy Standardov na 8% géle

koncentracia
plocha 1 plocha 2

[mg/ml]

0,125 21419 19193
0,250 39458 37196
0,500 86778 81094
0,750 129299 122541
1,000 165620 155329
1,500 158480 148592
2,000 187185 172633
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Linearita 8% gél
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Obr. 4.3 Zavislosplochy pikov na koncentracii Standardu.

Pre lepSiu ndzornésoli z nameranych hodnét vynechané datalalugimi hodnotami.

Takto upravené grafy boli doplnené aj regresnoanpkiou. Upravené grafy linearity su na
obrazkoch.4, 4.5a4.6.

Linerita 10% gél
& gél 1 mgél2

300000+ R? = 0,9608
250000+

% 200000 M R?=0,9808
% 150000+
=2 100000-
50000

0 ‘ ‘ ‘ !
0 0,25 0,5 0,75 1
koncentracia [mg/ml]

Obr. 4.4 Upraveny graf s regresnou priamkou pre 1§t
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Linearita 12% gél
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Obr. 4.5 Upraveny graf s regresnou priamkou pre 128k

Linearita 8% geél
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Obr. 4.5 Upraveny graf s regresnou priamkou pre @8l

Je teda zrejmé Ze metdda stanovenia mnozstva enRubisco metédou SDS-PAGE je
linedrna v rozmedzi koncentracii Rubisco 0,125-1,08g m*. NajlepSie vysledky,
z otestovanych gélov, poskytuje 8% gél pri 90 V|4 Banesenej vzorky. Pri tomto postupe
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bola najlepSie zachovana linearita, plochy zorkyeh podjednotiek boli za tychto
podmienok ostro ohratgné, Waka ¢comu boli ziskané kvalitné piky s dobrou zékladnou
liniou.

4.2 Extrakcia enzymu Rubisco

V druhom kroku bola porovnan&idnog’ jednotlivych druhov extrakcie proteinu Rubisco
zo vzoriek ihltia. Po extrakcii metddou TCA/aceton bolo nemoznézeninu proteinov
rozpusti’ v klasickom vzorkovom pufre, a to aj prid&ich zriedeniach. Preto boli vyskiSané
aj iné pufre ato LBT pufer péd Amalraja et al. [16] a TRIS pufer gadNiea et al. [17].
Nasledujuci obrazold.6 znazotiuje porovnanie &innosti extrakcie jednotlivych metod po
vyjadreni obsahu extrahovaného proteinu Rubiscdigramoch enzymu na gramierstvej
vzorky.

Uginnost’ réznych druhov extrakcii
12,0
= 10,5
2 2
ES 90
cE 75
22 60
N2
o8 45
£ 2
(@]
g 3,0
15
0,0
ODLB B TCA/LB OTCA/LBT

Obr. 4.6 Winnog’ jednotlivych druhov extrakcie proteinov. (DLB -igma extrakcia do TRIS
pufru, TCA/LB — extrakcia proteinov metédou TCAaTes naslednym rozpustenim vo
vzorkovom pufre, TCA/LBT — extrakcia proteinov mhetiéT CA/acetdn s naslednym
rozpustenim v pufre s tiommvinou).

Na obrazku nieje zahrnuty vysledok po extrakaiteinov s TRIS pufrom pdid Niea [16]
pretoze po elektroforéze takto pripravenej vzorky gbsahoval priliS W& ruSivych zon
a nebolo z neho mozné &t
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4.3 Separacia a kvantifikacia enzymu Rubisco

Cielom pri kvantifikdcii enzymu Rubisco bolo ziskani® najlepSich zon Véej
podjednotky na polyakrylamidovom géle. To znameliwhieovanie rozmazavania zoén na
okrajoch a&o najlepSie oddialenie zén ruSivych zo6n inych pgrode. Tym sa ziskaju po
denzitometrickom vyhodnoteni dobre ohemmé piky s dobrou zakladnou liniou. Tieto
podmienky spioval 8% gél pri napéti 90 V a nanaSanom objemekyzol.

e
—

—
| —

Obr. 4.7 Gél po elektroforéze bielkovin rozpustbny@RIS pufre pdd Niea et al. [16].
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Obr. 4.8 Oddialenie ruSivych zon. A — 8% gél, 9M, B — 10% gél, 120 V, pl.

Obr. 4.9 odstranenie rozmazavanie zon znizenimtizap®bjemu nanasSanej vzorky. A —
8% gél, 90 V, &l; B — 8% gél, 120 V, 10I.

Naobr. 4.8mozno vidi€ oddialenie zén ostatnych bielkovin od zénykeg podjednotky
Rubisco pri pouZiti 8% gélu @br. 4.9 znazotiuje odstranenie rozmazavania zér’ke
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podjednotky Rubisco zniZzenim napatia a objemu raa@&¥zorky. Prave vplyv rusivych zén
bol problémom aj pri extrakcii TRIS pufrom pg@dNiea [16]¢o mozno vidi€ naobr. 4.7
Tieto modifikacie maju za nasledok zlepSenie kyatitikladnej linie pikov a takisto ich
ohrantenia pri denzitometrickom vyhodnoteni. Porovnan@no vidi¢’ na obrazkocH.10

a4.11l

Obr. 4.10 Chromatogram 10% gélu. Na chromatograme zsejmé ruSivé zény inych
bielkovin, ktoré znemauju presné ufenie plochy piku viej podjednotky Rubisco.

i

Obr. 4.11 ZlepSenie ohraténia piku vékej podjednotky Rubisco a jeho zakladnej linie

pri pouziti 8% geélu.
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5 Zaver

K stanoveniu obsahu enzymu Rubisco sa pouzivalikekmetod. NajastejSou z nich je
separdcia listovych proteinov vertikalnou elektréfmu na polyakrylamidovom géle s SDS
(SDS-PAGE) a nasledna kvantifikacialkej podjednotky Rubisco. Pri denzitometrickej
kvantifikacii ved’kej podjednotky enzymu vSak vznikaju 'ké nepresnosti plynace
z nedostattného oddelenia a zlého ohréemia zony vekej podjednotky Rubisco
a nekvalitnej zakladnej linie. Giem tejto prace bola minimalizacia uvedenych nepmssn
experimentalne overenie postupu extrakcie listovyehteinov arozmedzie koncentracii
enzymu, pre ktoré je tato metdda linearna.

Bolo zistené, Ze metéda je linearna® @R0,9979) vrozmedzi koncentrécii 0,125
1,000 mg mil* &tandardu ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasy (Sighigrich). Najlepsie
oddialenie zény vi&kej podjednotky Rubisco od ostatnych zén bolo dusidéé na 8% géle.
NajkvalitnejSia zéna, a teda aj pik, bol ziskanynaipati 90 V a davkovaniB vzorky.

NajinnejSi extrakny postup spéival vo vyzrazani listovych proteinov zmesou kyseli
octovej a acednu (TCA/acetonova metéda) s nasledroapustenim zrazeniny proteinov
v pufre poda Amalraja et al. [17]. Tato metdda je vSak &meapracna, preto mozno pre
rutinné stanovenie doptif jednoduchd extrakciu listovych proteinov do TRISfrp
s nalednou separaciuo proteinov SDS-PAGE za podiiemedenych v predchadzajucom
odstavci a denzitometrickym vyhodnotenintkej podjednotky enzymu Rubisco.
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7 Zoznam pouzitych skratiek

ATP
CHAPS
DTT
ELISA
G1P
GAP
HPLC
LB

LBT
NADPH
Rubisco
RuBP
SDS
TEMED
TCA
TRIS

adenozintrifosfat
3-[(3-cholamidopropyl)dimetylamonio]-1-prosatfonat

ditiotreitol

Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay
glukosa-1-fosfat

glyceraldehyd-3-fosfat

vysokotlaka kvapalinova chromatografia

vzorkovy pufer

tiomocovinovy vzorkovy pufer
nikotinamidadenindinukleotidfosfat
ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa
ribulosa-1,5-bisfosféat

dodecylsiran sodny
N,N,N",N"-tetrametyletylendiamin

kyselina trichléroctova
tris(hydroxymetyl)aminometan
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