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1. UvOD



Fotosinteza je visoko regulirani slozeni bioloski proces koji omogucava zivot na Zemlji.
Asimilacija ugljikova dioksida u organski spoj je klju¢na reakcija u biosintezi ugljikohidrata,
medutim proces fotosinteze se sastoji od brojnih reakcija. One ukljucuju prikupljanje svjetlosne
energije, pretvorbu svjetlosne energije u energiju kemijskih veza, prijenos pobudenih elektrona
od vode do NADP", sinteza ATP-a te brojne druge reakcije (1). Fotosinteza se u vaskularnim
biljkama odvija u specijaliziranim stani¢nim organelima kloroplastima. Kloroplasti posjeduju
vlastiti genom (cpDNA), ali su koordinirani s ekspresijom gena jezgre stanice u kojoj se nalaze
(2). Fotosintezu mozemo podijeliti na dvije skupine reakcija: svjetlosne reakcije i Calvinov
ciklus. U svjetlosnim reakcijama na tilakoidnim membranama dolazi do sinteze ATP-a i NADPH
koji se u Calvinovom ciklusu, u stromi, koriste kao izvori energije i redukcijski agensi u procesu
fiksacije ugljika. Proteinski kompleksi koji sudjeluju kao glavni posrednici u transportu elektrona
na tilakoidnim membranama su fotosustav | (PSI), fotosustav Il (PSII) i citokrom bgf kompleks
(3). S obzirom da su biljke sesilni organizmi, svaka promjena okolisnih uvjeta zahtjeva

prilagodbe pri ¢emu cijeli sustav mora biti dinamicki i energetski uskladen.

Biljka Arabidopsis thaliana (A. thaliana) pripada porodici Brassicaceae, a rasprostranjena je u
Sjevernoj Americi, Aziji te Europi. Zbog malenog genoma od svega 5 kromosoma i oko 25498
gena (4) te kratkog Zivotnog ciklusa postala je modelni organizam, a sekvenciranjem genoma ove

biljke omogucena su detaljna istrazivanja 1 identifikacija gena i njihovih produkata.

Protein TROL sudjeluje u dinami¢kom vezanju proteina FNR na stromalnu stranu tilakoidnih
membrane i time u regulaciji linearnog toka elektrona i stvaranja NADPH (5). TROL je
transmembranski protein Ciji je C-terminalni zavrSetak smjeSten u stromi 1 karakterizira ga
hidrofobna ITEP domena. Neaktivna domena RHO (rodanazna domena) smjestena je u lumenu.
Izmedu ITEP i rodanazne domene nalazi se transmembranska regija te strukturno vazna domena
bogata prolinima nazvana PEPE (6). Zbog brojnih prolina koji poti¢u zakretanje polipeptidnog
lanca omoguceno je izvijanje 1 okretanje C-terminalne regije koja tako sudjeluje u dinamickom

vezanju i otpustanju FNR-a te u regulaciji toka elektrona.

FNR je flavoenzim koji katalizira reverzibilni neciklicki prijenos elektrona s reduciranog
feredoksina (Fd) na NADP" pri ¢emu nastaje NADPH. Nalazi se u fotosintetizirajuéim tkivima
slobodan u stromi ili vezan na tilakodinu membranu, a prisutan je i u nefotosintetskim plastidima.

FNR je kodiran s jednim do tri gena koji dijele 80% sli¢nosti u primarnom nukleotidnom slijedu.



Dinamicka interakcija proteina FNR i TROL omogucuje sintezu NADPH u linearnom toku
elektrona koji je neophodan u fiksaciji ugljika. Kao poveznica svjetlosnih reakcija na tilakoidima
i kemijskih reakcija u stromi, interakcija proteina FNR i TROL usmjerava elektrone na NADP™, a
dode li do narusavanja dinamike interakcija, elektroni se dalje prenose alternativnim putevima.
Istrazivanjem ove interakcije mozemo do¢i do vaznih evolucijskih spoznaja, ali i otvoriti
mogucnost za razvoj biljaka koje ¢e biti otpornije na susu, svjetlosni stres 1 poviSeni salinitet te

proizvoditi ve¢u biomasu.

Cilj ovog doktorskog rada je istraziti i razjasniti ulogu interakcije FNR-TROL u fotosintetskom

prijenosu elektrona :
a) Kvantitativnom i kvalitativnom analizom jacine interakcija FNR-TROL

Interakcije proteina FNR1 iz kukuruza oznacenog biljezima FLAG i HA (ZmFNR1) i FNR1 iz
graska (PSFNR1) s proteinom TROL bit ¢e ispitane pomocu sustava dvaju hibrida kvasca te alfa
galaktozidaznog i beta galaktozidaznog testa.

b) Konstrukcijom mutantnih linija biljke A. thaliana koje sadrze protein TROL s
izmijenjenim ili uklonjenim aminokiselinama u domeni RHO i egzogeni ZmFNR1 iz

kukuruza.

Krizanjem biljaka koje sadrze kukuruzni FNR1 oznacen biljezima FLAG i HA i ne eksprimiraju
protein TROL (linija ZMFNR1FLAGHA) te mutantnih linija koje sadrze izmijenjen protein
TROL u domeni RHO konstruirat ¢e se krizanci koji ¢e sadrzavati endogeni FNR1 i egzogeni
ZmFNR1 te izmijenjen TROL u RHO domeni. Uspjesnost krizanja i selekcija ovih dvostrukih
mutanti ispitivat ¢e se Plant Phire metodom lan¢ane reakcije polimerazom, \Westernskom

metodom otiska i kemiluminiscencijom.
c) Ispitivanjem utjecaja izmijenjene domene RHO na interakciju FNR-TROL

Na konstruiranim krizancima ZmFNRIWT, ZmFNR1D207E, ZmFNR1D207N te
ZMFNR1ARHO Westernskom metodom otiska i kemiluminiscencijom istrazit ¢e se prisutnost

proteina ZmFNR1 na tilakoidnim membranama.



d) Analizom ultrastrukture kloroplasta, anatomske strukture lista i sastava pigmenata

krizanaca u odnosu na divlji tip A. thaliana (WT)

Anatomska struktura lista krizanaca u odnosu na WT ispitat ¢e se pomocu poludebelih
prereza listova dok ¢e se ultrastruktura kloroplasta istraziti transmisijskim elektronskim
mikroskopom. Takoder, bit ¢e odreden sastav pigmenata krizanaca uzgojenih na svjetlosti sa i

bez UV komponente.
e) Ispitivanjem utjecaja interakcija FNR-TROL na kloroplastni metabolizam

Elektronskom paramagnetskom rezonancijom (EPR) analizirat ¢e se utjecaj interakcije FNR-
TROL na kloroplastni metabolizam, odnosno stvaranje superoksidnog radikala kod WT

biljaka i linije koja pojacano eksprimira protein TROL (TROL OX).



2. LITERATURNI PREGLED



2.1. Fotosinteza

Fotosinteza je jedinstven i slozen bioloSki proces koji omoguéava aerobni zivot na Zemlji.
Sakupljanje svjetlosne energije i prijenos elektrona transportnim lancem na tilakoidima
omogucuje nastanak NADPH i ATP-a. Oni se zatim koriste u Calvinovom ciklusu kao izvori
energije i redukcijski agensi kojima se CO,, asimiliran pomoc¢u enzima Rubisco, reducira do
ugljikohidrata (1).

Prema fosilnim nalazima starim 3,5 milijardi godina, smatra se da su organizmi sli¢ni
cijanobakterijama najraniji fotosintetski oblici Zivota (7). No, Sire prihvacena teorija zastupa tezu
da su anoksigene fotosintetske bakterije prvi fotosintetizirajuci oblici zivota te su koristile vodik
kao izvor elektrona u fiksaciji ugljika. Kod prokariotskih organizama samo cijanobakterije
provode oksigenu fotosintezu, a sadrze dva fotosustava: tip I (Fe-S) i tip Il (kvinonskog tipa).
Anoksigenu fotosintezu provode proteobakterije ili purpurne bakterije (sadrze samo
pojednostavljeni tip PSI), zelene ne-sumporne bakterije (sadrze pojednostavljeni PSII),
heliobakterije (pojednostavljeni PSI) te zelene sumporne bakterije (sadrze pojednostavljeni PSI).
Te Dbakterije apsorbiraju svjetlost razlic¢itih frekvencija s obzirom da posjeduju razliciti

bakterioklorofil, dok cijanobakterije sadrze klorofil a (8).

Istrazivanja evolucije reakcijskih centara rezultiralo je razvojem dvaju teoretskih modela: model
fuzije te model selektivnog gubitka (9). Model selektivhog gubitka se temelji na postojanju
fotosintetskih organizama sli¢nih cijanobakterijama koji su sadrzavali oba reakcijska centra.
Evolucijskim razvojem doslo je do postupnog gubitka jednog reakcijskog centra i do razvoja
anoksigenih fotosintetskih bakterija koje sadrze jedan reakcijski centar. Model fuzije ukazuje na
neovisan razvitak rekacijskih centara u razli¢itim linijjama prije nego su presli u jednu liniju koja
sadrZi oba centra (9). Prilagodbom iskori$tavanja vode kao donora elektrona i proizvodnje kisika
kao nusprodukta dogodio se vrlo vazan korak u evoluciji fotosintetskih organizama i to prije

otprilike 2,45 milijardi godina.



2.2. Fotosintetski proteinski kompleksi

Svjetlosne reakcije na tilakoidnim membranama kloroplasta odvijaju se putem cetiri glavna
proteinska kompleksa: PSI, PSII, Cyt bef te ATP sintaze (Slika 1). PSI i PSII sadrze pigmente
pomocu kojih se apsorbira svjetlosna energija koja dovodi do pobude klorofila u reakcijskom
sredistu i transporta elektrona putem prijenosnika duz tilakoidne membrane. Donor elektrona je
voda koja oksidacijom pomoéu PSII daje molekularni kisik i 4H". Elektroni se prenose pomoéu
plastokinola (PQ) i Cyt bgf kompleksa do plastocijanina (PC) te preko PSI do Fd, pri ¢emu se

stvara elektrokemijski potencijal koji omogucéava sintezu ATP-a pomo¢u ATP-sintaze (10).

2.2.1. Fotosustav I

PSII se sastoji od Cetiri velike integralne membranske podjedinice PsbA (D1), PsbB (D2), PsbC i
PsbD, tri izvan membranske PsbO, PsbP i PsbQ te velikog broja malih podjedinica (11) (Slika 1).
D1 i D2 ¢ine rekacijsko srediSte okruzeno antenama. Ovi proteini posjeduju poseban par
molekula klorofila a P680 koji maksimalno apsorbira crvenu svjetlost valne duljine 680 nm te
dvije molekule feofitina a koje sudjeluju u prijenosu elektrona. Na ovaj reakcijski centar vezani
su periferni antenski kompleksi LHCII te manji Lhcb4, Lhcb5 i Lhch6. Nakon pobude P680
elektroni se prenose sa feofitina na PQ, koji nakon §to primi dva elektrona prelazi u PQH..
Prijenosom elektrona na feofitin a P680 postaje jak oksidans i prima elektrone koji nastaju
cijepanjem molekula vode u lumenu tilakoida pomocu specijaliziranog kompleksa proteina
(water-splitting complex). Cetiri elektrona iz molekule vode tvore dva PQH2, a etiri protona
ostaju u lumenu tilakoida i doprinose formiranju gradijenta protona koji sluzi za pokretanje ATP

sintaze.
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Slika 1. Fotosintetski aparat vi$ih biljaka.a) Tilakoidna membrana s glavnim proteinskim
kompleksima svjetlosnih reakcija. b) PSII. ¢) LHCII, zeleno: klorofil a, plavo: klorofil b, Zuto:
karotenoidi. Slika preuzeta i prilagodena iz (12).



2.2.2. Fotosustav |

PSI se sastoji se od dvije velike podjedinice PsaA i PsaB, izvan membranskih podjedinica PsaC,
PsaD, PsaE i PsaN te integralnih membranskih podjedinica PsaF, Psal, Psal, PsaK te PsaL. LHCI
je periferni antenski kompleks koji se sastoji od 4 polipeptida, a sadrzi klorofile a i b te ksantofile
(11). Nakon $to se svjetlost apsorbira pomocu sustava antenskih pigmenata, pobudna energija se
prenosi u reakcijsko srediste PSI koje sadrzi klorofil a koji maksimalno apsorbira na valnoj
duljini od 700 nm.

2.2.3. Citokrom bgf kompleks

Citokrom bgf je integralni membranski kompleks proteina graden od ukupno 8 podjedinica (11),
od Cega su 4 velike (podjedinica IV, cyt f, cyt b6, Rieske Zeljezo sumporni protein), a 4 male
(PetG, PetL, PetM, PetN). Citokrom bef katalizira prijenos elektrona sa PQH, na PC koji zatim

prenosi elektrone na PSI.

2.2.4. ATP sintaza

F-ATPaza ili ATP sintaza koristi energiju transmembranskog gradijenta iona H* za sintezu
ATP-a iz ADP-a i fosfata. Nalazi se u tilakoidnim membranama kloroplasta, unutarnjim
membranama mitohondrija i u plazma membrani bakterija (13). Gradena je od dvije podjedinice
FO i F1. FO se nalazi na strani visokog elektrokemijskog potencijala protona (prema tilakoidnom
lumenu), a F1 na strani niskog elektrokemijskog potencijala protona (prema stromi). Protok H se
odvija u FO podjedinici dok se u podjedinici F1 odvija sinteza ATP-a uz rotaciju heksamernog

rotora kojeg Cine tri katalitiCke B-podjedinice i 3 a-podjedinice bez kataliticke aktivnosti (11,13).



2.2.5. Transportni lanac elektrona

Ovisno o redoks stanju i energetskim potrebama biljke, razlikujemo linearni i ciklicki tok
elektrona svjetlosnih reakcija. Linearni tok karakterizira stvaranje NADPH i ATP-a prijenosom
elektrona putem tri ve¢a kompleksa fotosintetskog lanca: PSII, Cyt bgf i PSI (14), dok se cikli¢ki
prijenos odvija putem PSI i Cyt bsf (14) bez sinteze NADPH (Slika 2). U stabilnim uvjetima uz
prisustvo CO, zastupljeniji je linearni tok elektrona. Smatra se da je glavna funkcija ciklickog
toka elektrona povecanje koncentracije ATP-a koji limitira Calvinov ciklus nakon razdoblja tame
(16) te prilagodbe biljaka na stresne uvjete (17). PC je univerzalni donor elektrona za PSI kod
vaskularnih biljaka. Vezno mjesto za PC promjenjivo je ovisno o vrsti, a kod vaskularnih biljaka
je visoko konzervirano i nalazi se na podjedinici PsaF smje$tenoj u blizini P700. Vezno mjesto za
Fd se nalazi na stromalnoj strani tilakoidne membrane. Fd (red) pomocu enzima FNR reducira
NADP", tioredoksin pomo¢u tioredoksin reduktaze te sluzi kao donor elektrona enzimima poput

nitrit reduktaze i glutamat sintaze (18).
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Slika 2. a) Ciklicki tok elektrona u kojem sudjeluje samo PSI i nastaje ATP. Preuzeto i
prilagodeno iz: (Web izvor 1) b) Linearni (neciklicki) tok elektrona u kojem sudjeluju oba
fotosustava pri ¢emu nastaju ATP i NADPH. Preuzeto i prilagodeno iz: (Web izvor 2).

10



2.2.6. Protein FNR

FNR je flavoenzim koji katalizira posljednji korak u fotosintetskom lancu transporta elektrona, tj.
reverzibilni necikli¢ki prijenos elektrona s reduciranog feredoksina na NADP™ koriste¢i FAD

kofaktor pri cemu nastaje NADPH prema reakciji:

2Fd(red) + NADP* + H*— 2Fd(ox) + NADPH

FNR se nalazi i u nefotosintetskim plastidima gdje sudjeluje u fiksaciji i redukciji dusSika,
desaturaciji masnih kiselina te oksidaciji metana (19). Moze biti vezan u proteinske komplekse na
tilakoidnoj membrani ili topljiv u stromi. Molekularna masa FNR-a je od 35-45 kDa, a graden je
od dvije domene koje su medusobno povezane petljom. Tako razlikujemo FAD vezuju¢u domenu
na N-terminalnom zavrsetku proteina te NADP" vezuju¢u domenu na C-terminalnom zavrsetku.
Prisutan je u tkivno specificnim izoformama (20), a glavne funkcije su mu osigurati reducirane
donore elektrona u reakcijama fiksacije CO,, N, reakcijama oksidativnog stresa (21) i biosintezi
izoprenoida, a ukljucen je i u regulaciji ciklickog transporta elektrona (22). Takoder sudjeluje u
obrani biljaka od oksidativnog stresa regeneracijom reduciranog glutationa pomocu glutation
reduktaze ovisne o NADPH (23).

Mutante A. thaliana koje su eksprimirale ZmFNR1 vezan za membranu te one koje su
eksprimirale ZmFNR3 koji je primarno u topljivom obliku, pokazale su da vezani FNR ima veci
utjecaj na otpornost biljaka na stres, a kod obje je mutante zabiljezen i utjecaj na gensku
ekspresiju te pojacana otpornost na visok intenzitet svjetlosti (24). Naime, povecana
koncentracija vezanog FNR-a kod ZmFNR1 mutanti, a ne$to manje kod ZmFNR3 mutanti je
znacajno smanjila nastanak O, i uzrokovala vecu redukciju NADP(H) i glutationa. Dodavanjem
topivog FNR-a fnrl mutantama koje ne eksprimiraju FNR1 doslo je do znacajnog povecanja
nastanka O, (24). Mutante trol kojima nedostaje protein TROL imaju i smanjen udio vezanog
FNR-a, a stvaraju manje O, radikala (5). Dakle, vecu uéinkovitost u sprjeCavanju nastanka Oy
ima FNR otpuSten sa tilakodnih membrana jer se elektroni se vrlo efikasno prenose i na

alternativne akceptore.
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FNR se u proteinskim kompleksima na tilakoidnoj membrani moze na¢i vezan u obliku dimera na
dva proteina: Tic62 i TROL (25, 26, 6). FNR-vezuju¢a domena je identi¢ne grade kod oba
spomenuta proteina, a karakteriziraju ju brojni serinski i prolinski ostaci. Interakcija s proteinom
TROL ima vaznu fotosintetsku funkciju jer omogucuje linearan transport elektrona i nastanak

NADPH (6), dok ona s proteinom Tic62 ima funkciju stabilizacije FNR-a (26).

Kloroplasti biljke A. thaliana sadrze dvije izoforme FNR-a: AtFNR1 i AtFNR2, dok kloroplasti
kukuruza imaju tri izoforme ZmFNR1, ZmFNR2 i ZmFNR3. AtFNRL1 je izoforma vezana za
membranu dok se za AtFNR2 smatra da sudjeluje u retrogradnoj signalizaciji (27). ZmFNR1 je
izoforma vezana za tilakoidnu mebranu, ZmFNR3 je topljivi protein, a ZmFNR2 je izoforma
prisutna i u vezanom i slobodnom obliku. Kukuruz pripada C4 biljkama i posjeduje dva tipa
fotosintetskih stanica: stanice mezofila i Stapicaste stanice (28). Stanice mezofila provode linearni
transport elektrona, a Stapicaste ciklicki transport elektrona pri kojem ne nastaje NADPH.
ZmFNRI1 izoforma je jednako zastupljena i u Stapicastim i u stanicama mezofila, dok je u
Stapi¢astim zastupljeniji topljivi oblik FNR-a, $to odgovara fotosintetskim potrebama stanice.
Izoforme se razlikuju po strukturoj gradi N-terminalnog kraja proteina koja omogucuje ili

onemogucuje vezanje na membranu (29).

Vezani FNR pokazuje vecéu aktivnost u redukciji NADP* nego slobodni FNR (30), a s obzirom da
je FNR oksidoreduktaza, reakcija moze i¢i i u smjeru oksidacije NADPH, sto je pokazano na
cijanobakterijama (31) kod kojih topljivi FNR reducira koriste¢i NADPH u heterotrofnim
uvjetima. Takoder, nije svaki membranski vezan FNR ukljucen u transport elektrona, a najbolji

primjer za to je proteinski kompleks sa proteinomTic62 (26).
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2.3. Plastidi

Plastidi variraju u svojim funkcijama i smjesStaju unutar biljnih tkiva i organa. Tako razlikujemo
kromoplaste koji daju boju plodovima i cvjetovima, a karakterizira ih snazna proizvodnja
karotenoida te varijacije u stupnju obojenosti. Funkcija im je spremanje pigmenata i obojenje
tkiva (32). Amiloplasti ne sadrze pigmente, imaju skladisnu funkciju u korijenju i nesintetskim
dijelovima biljke, a sluze i kao statoliti u stanicama korijenove kape i usmjeravaju rast korijena
(33). Etioplasti se nalaze u kotiledonima sjemenki uzgajanih u mraku i vaZzan su prijelazni oblik
prema razvoju kloroplasta. Ne sadrze klorofil, ali imaju jako puno protoklorofilida i prolamelarno
tijelo koje je oblik skladiStenja membranskih lipida. Pod utjecajem svjetlosti dolazi do procesa
prelaska prolamelarnog tijela u tilakoide. Kloroplasti su fotosintetski aktivni, morfoloski ih
karakteriziraju tilakodine membrane, a strukturne i funkcionalne varijacije ovise o tipu
fotosinteze (C3/C4, CAM) (34).

2.3.1. Razvoj i teorija nastanka plastida

Nastanak plastida objaSnjava endosimbiotska teorija Ciji su zacetnici ruski biolog Constantin
Mereschkowsky, a kasnije 1 americka biologinja Lynn Margulis. Prema teoriji plastidi potjeCu iz
prokariota sli¢nih cijanobakterijama i nefotosintetskog domacina koji je imao jezgru, citoskelet i
mitohondrije (35). Za prve endosimbionte je karakteristicna dvostruka membrana koja potjece od
gram negativnih cijanobakterija, a pronadena je u glaukofitama te crvenim i zelenim algama.
Uspostavljanje stabilne endosimbioze bio je dug proces prilagodbe u kojem je doSlo do
horizontalnog prijenosa gena iz prokariota sli¢nih cijanobakterijama u jezgru domacina.
Visokokonzervirani manji set gena se zadrzao u genomu plastida (36) dok je vecina proteoma
plastida kodirana u jezgri i mora se unijeti u organel (37). Istrazivanjem genoma plastida je
pokazano da je transfer gena bio skoro zavrSen prije nego Sto je dosSlo do divergencije
endosimbionta u crvene i zelene alge te glaukofite (38). Postoji nekoliko teorija koje objasnjavaju
zas$to plastidi uopc¢e imaju genom 1 zasSto su zadrzani bas odredeni geni. Jedna od teorija predlaze

da se neki proteini ne bi mogli transportirati u organel. Druga predlaze da su geni zadrzani zbog
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ucinkovite regulacije redoks reakcija (39), a treca da bi se prijenosom gena u jezgru izgubio
regulatorni mehanizam sinteze 1 formiranja tilakoidnih membrane te da su geni sacuvani u

organelu modifikacijom kodona koji su bili barijera u funkcionalnom prijenosu gena.

2.3.2. Razvoj i dijeljenje kloroplasta te unos proteina u kloroplaste

Kod biljke A. thaliana, kao i velike vecine kritosjemenjaca, plastidi se nasljeduju uniparentalno
citoplazmom jajne stanice u obliku prekursora- proplastida. Pocetna faza razvoja sjemena u tami
je skotomorfogeneza (34), a karakterizira ju razvoj eoplasta u etioplaste u kotiledonima, a oni se u
hipokotilu i korijenu razvijaju u razliite tipove bezbojnih leukoplasta. Etioplasti predstavljaju
meduoblik u biogenezi kloroplasta. Pod utjecajem svjetlosti dolazi do aktivacije fotomorfogeneze
pomocu fotoreceptornih proteina fitokroma i kriptokroma koji dovode do ekspresije gena u jezgri
koji kodiraju kloroplastne proteine. Paralelno dolazi do formiranja tilakoidnih membrana i
indukcije sinteze klorofila. U slucaju klijanja na svjetlu, preskace se proces skotomorfogeneze i

eoplasti kotiledona se diferenciraju direktno u kloroplaste.

Kloroplasti se dijele samostalnom diobom formiranjem unutrasnjih i vanjskih kontraktilnih
prstena, ali njihov broj ovisi o veliini stanice pa tako stanica mezofila A. thaliana moze
sadrzavati vise od 100 kloroplasta (41). Dijeliti se mozZe i razvijeni kloroplast, no ipak se najcesce
dijele proplastidi, etioplasti i mladi kloroplasti. Razvijeni kloroplast ¢ine unutrasnja i vanjska
membrane te sustav tilakodinith membrana smjeStenih u stromi kloroplasta. Tilakoidne membrane
mogu biti u obliku plosnatih i sabijenih grana tilakoida ili stroma tilakoida koji medusobno
povezuju grana tilakoide (Slika 3). Prostor omeden tilakoidnim membranama potpuno je odvojen

od kloroplastne strome, a naziva se tilakoidni lumen.

Unos proteina u kloroplaste je nuzan proces ve¢ kod same biogeneze. Vecina proteina unosi se
pomocu Toc (Translocon at the outer envelope membrane of chloroplasts) i Tic (Translocon at
the inner envelope membrane of chloroplasts) kompleksa smjestenih na vanjskoj, odnosno
unutraSnjoj membrani kloroplasta. Komponente ovih kompleksa su veéinom supstratno
specificne, a regulirane su svjetlos¢u. Da bi doSlo do uspjeSnog unosa proteina, vazno je da

protein sadrzi N-terminalni tranzitni peptid koji ga usmjerava prema organelu, ali i da ne dode do
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preranog smatanja proteina. Tranzitni peptid uklanja peptidaza tijekom ili nakon unosa

proteina (2).

Stroma

S Stroma
Grana tilakoidi
, tilakoidi
Dvostruka
membrana
1um

Stroma

Unutrasnja
membrana

Grana
tilakoidi

Tilakoidna Tilakoidni
Vanjska membrana lumen
b) membrana

Slika 3. Grada kloroplasta. a) Elektronska mikrografija kloroplasta s prikazanom dvostrukom
membranom, stromom te grana i stroma tilakoidima. b) Shematski prikaz grade kloroplasta. Slika

preuzeta i prilagodena iz: (Web izvor 3).
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2.3.3. Protein Tic62

Tic62 je podjedinica Tic kompleksa koji omogucava unos prekursora proteina kodiranih u jezgri
zajedno sa Toc kompleksom preko dvostruke membrane organela (25). Uz Tic55 i Tic32 spada u
redoks aktivne podjedinice i u obitelj dehidrogenaza (42, 43). Tic62 se smatra redoks senzorom
zato $to povezuje stromu i unutra$nju ovojnicu ovisno o NADP'/NADPH omijeru, ali i zbog
redoks ovisne interakcije s FNR-om. Sastoji se od dvije podjedinice: konzervirane N-terminalne
regije koja sadrzi dehidrogenaznu domenu i C-terminalne regije koja sadrzi ponavljanja bogata
serinom i prolinom te interagira sa FNR-om. Tilakoidni Tic62-FNR kompleksi su ukljuéeni u
dinamicke procese regulirane svjetlos¢u i1 stromalnim pH, ali ne sudjeluju u transportu
elektrona (26).

2.3.4. Biogeneza tilakoida i klorofila

Tilakoidne membrane iznimno su bogate galaktolipidima koji su neophodni za izgradnju
tilakoida, a sintetiziraju se u membranama kloroplasta (44). Proplastidi sadrze protilakoide koji su
ishodiste sinteze tilakoida. Do diferencijacije na grana 1 stroma tilakoide dolazi kasnije u razvoju
kloroplasta tako da mladi kloroplasti sadrze perforirane tilakoide koji nisu zbijeni ni slozeni kao u
grana tilakoidima (39). PSII i LHCII najc¢es¢e nalazimo na membranama grana tilakoida, a PSI i
ATP-azu u membranama stroma tilakoida dok je cyt bsf kompleks jednoliko rasporeden (11).
Grana tilakoidi sadrze viSe klorofila, oko 80%, gdje PSI i PSII vrSe linearni transport elektrona,
dok je oko 20% klorofila zastupljeno u stroma tilakoidima gdje PSI sudjeluje u ciklickom
transportu elektrona. Veliki broj procesa u biogenezi kloroplasta je medusobno ovisan. Na
primjer, LHCII se sastoji od nekoliko LHC-vezuju¢ih proteina koji se unose u kloroplast i
pravilno smataju samo uz prisutnost klorofila sintetiziranog na unutrasnjoj membrani. Nadalje,
svaki nedostatak u biosintezi masti ugroZava zastupljenost klorofila i1 proteinskih kompleksa koji

sudjeluju u prijenosu elektrona jer nije moguce pravilno formiranje tilakoidnih membrana (45).

Biogeneza klorofila se oslanja na biosintezu tetrapirola, a zapocinje sa d-aminolevulinskom

kiselinom koja nastaje iz L-glutamata. Klju¢ni korak je nastajanje Mg-protoporfirina IX u ¢iji se
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prsten kelatazom ugraduje magnezijev atom 1 time omogucava daljnje korake sinteze
protoklorofilida a. On se kod kritosjemenjac¢a reducira do klorofila a reakcijom koja je ovisha o
svjetlosti, dok se kod golosjemenjaca i algi reducira neovisno o svjetlosti. Dalje esterifikacijom
dolazi do sinteze klorofila a, dok se klorofil b sintetizira iz klorofila a prevodenjem metilne u
formilnu skupinu (39). Klorofil a maksimalno apsorbira svjetlost na 430 i 662 nm, a klorofil b na
4531 643 nm.
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2.4. Genom kloroplasta i komunikacija s jezgrom

U biljci A. thaliana ¢ak 2100 kloroplastnih proteina kodirano je u jezgri, a 117 u kloroplastnom
genomu. Kao posljedica endosimbioze doslo je do razvoja kontrole ekspresije kloroplastnih gena
preko gena u jezgri odnosno razvoja anterogradnog signalnog puta. Kasnije je doslo i do razvoja
retrogradnih signala kojim kloroplasti, ovisno o razvojnim i metaboli¢kim stanjima, mogu
regulirati ekspresiju gena u jezgri koji kodiraju proteine lokalizirane u kloroplastu (46). Ako
sjemenke tretiramo kemijskim inhibitorom biogeneze kloroplasta, razina transkripcije gena u
jezgri je smanjena Sto ukazuje da retrogradni signal sprjecava ekspresiju gena u slucaju kad je
kloroplast oSteCen (47). Retrogradne signale mozemo podijeliti u dvije kategorije: biogeni i
operacijski signali. Biogeni iz plastida koordiniraju ekspresiju fotosintetskih gena vezanih za
sazrijevanje organela u zreli fotosintetski aktivan kloroplast izbjegavajuci tako oksidativnu Stetu
(47). Operacijski signali koriste se za signaliziranje stresa i omogucavaju fotosintetski aktivnim
kloroplastima odgovor na promjene u okoliSu kao §to su jak intenzitet svjetlosti i visoke
temperature. Ovakvi stresni uvjeti dovode do inhibicije transportnog lanca elektrona i nakupljanja
viska elektrona §to uzrokuje nastanak H,O, i 'O, na PSI i PSII, a nakupljanje tih reaktivnih

jedinki dovodi do ostecenja DNA, proteina i lipida (48).
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2.4.1. Reaktivni kisikovi oblici

Glavni izvor reaktivnih kisikovih radikala (reactive oxygen species, ROS) u biljkama je
fotosintetski transportni lanac elektrona, a nastaju pod utjecajem razli¢itih okolisnih stresova.
Biljke su razvile mehanizme kojima izbjegavaju stvaranje ROS-a ili ga uéinkovito uklanjaju.
Nefotokemijsko gaSenje/utiSavanje (non-photochemical quenching, NPQ) je mehanizam
sprjeCavanja nastanka ROS rasipanjem viska pobudne energije u obliku topline pomocu zastitnih
pigmenata ksantofila. Nakon nastanka ROS-a dolazi do aktivacije antioksidativnih enzima
katalaze, peroksidaze, askorbat-peroksidaze, glutation-reduktaze, a vaznu ulogu u uklanjanu

ROS-a imaju i metaboliti askorbat, glutation, karotenoidi i tokoferol.

Tiol-disulfidni sustav koristi se za koordinaciju omjera NADPH i ATP i udjela iskoristivosti
NAPDH i ATP u asimilaciji ugljika preko tioredoksina (TRX). Reducirani oblix TRX-a reducira
disulfidne mostove ciljanih proteina Calvinova ciklusa (49). Redukcija TRX-a moze ic¢i
Fd-ovisnim putem ili NADPH-ovisnim putem. Fd-ovisni put pokrece reducirani Fd, a aktivira
fruktoza-1,6-bisfosfatazu, ribuloza-5-fosfat kinazu, gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazu (51), ali
regulira i ATP sintazu (52), enzime koji sudjeluju u skladistenju $kroba (48) te biosintezu
klorofila (53). NADPH-ovisni put takoder aktivira enzime Calvinova ciklusa, a oba sustava
zajedno djeluju s 2-cistein peroksiredoksinom (2-CYSPRX) kao dvokomponentni sustav
detoksifikacije vodikovog peroksida (H202) (54). Nakupljanje H2O; u kloroplastima se sprjecava
sloZzenim sustavom koji ukljucuje enzime TRX i 2-CYSPRX, ali i askorbat-peroksidazu (APX) te

antioksidans askorbat koji provodi signale i kontrolira akumulaciju ROS-a (55).

O, jedinke se prevode u H,O, pomocu superoksid dismutaze (SOD), a H,0; se dalje moze
reducirati u vodu kloroplastnim APX i peroksidazama (PRX). Proces je poznat kao Mehlerova
reakcija u kojoj se troSe dva elektrona za proizvodnju molekule H,O, i dva elektrona za
prevodenje H,O, u H,O uz rasipanje viska pobudne energije. Mehlerova reakcija takoder
omogucava ciklicki tok elektrona kad nema drugih slobodnih primatelja elektrona, ali i Stiti PSII

od ostecenja (56).

Mehlerova reakcija je signalni mehanizam kod kojeg je H,O, mjera aktivnosti transporta
elektrona, ali i signalni put jer se H,O, prenosi stromulima do jezgre kao retrogradni signal (57).

Takoder, nakupljanje H,O, je mjera viska pobudne energije (58) i smatra se signalnom
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molekulom za aktivaciju aklimatizacije na visok intenzitet svjetlosti utjecuci na redoks stanje
jezgre i transkripciju gena (59). S obzirom na to, konstrukcija biljaka s povecanim
antioksidativnim kapacitetom moze povecati otpornost na visok intenzitet svjetlosti i druge oblike

stresa.

B-karoten, askorbat, tokoferol i glutation su vrlo efiksani u uklanjanju *O,. Radikali O, i H,0,
najvise nastaju na stromalnoj strani PSI, dok kod PSII na grana tilakoidima nastaje 10,. H,0, i
0, su neovisni redoks signali i pokreta¢i ekspresije gena u jezgri. Suvisak svjetlosti dovodi do
pobude tripletnog stanja klorofila u antenama i reakcijskim centrima PSII i klorofil kao takav
moze reagirati s kisikom pri emu nastaje 'O,. Prekomjerna akumulacija O, dovodi do stani¢ne i
kloroplastne degradacije i stani¢ne smrti (60). Priroda O, kao signalne molekule pokazana je na
flu mutanti A. thaliana koja u tami akumulira fotoosjetljivi intermedijer klorofila protoklorofilid
(61). Naime, pojavom svjetlosti protoklorofilid prelazi u tripletno stanje i dovodi do akumulacije
10, koji inducira retrogradni signal za zaustavljanje rasta ili stani¢nu smrt (62). S obzirom da je
polu-zivot 'O, kratak, potrebni su mu sekundarni signali EXECUTERL i EXECUTER2,
homologni proteini koji se nalaze u tilakoidima (60).

Neki od najvaznijih kloroplastnih antioksidansa su karotenoidi na tilakodnim membranama te
tokoferoli koji su takoder bitni u procesu NPQ i lipidne peroksidacije (63). Ciklus askorbat-
glutation je jedan od puteva ograni¢avanja nakupljanja H,O, pri ¢emu dolazi do proizvodnje
monodehidroakskorbatnih radikala koji se reduciraju pomoc¢u Fd ili reduktaze koriStenjem
NADPH. Monodehidroaskorbatni radikali takoder mogu spontano disocirati u askorbat i

dehidroaskorbat koji se reciklira pomo¢u reduciranog glutationa (63).
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2.4.2 ldentifikacija i kvantifikacija reaktivnih Kisikovih radikala elektronskom
paramagnetskom rezonancijom (EPR)

Reaktivni kisikovi radikali u biljnoj stanici sudjeluju u mnogim stani¢nim procesima i
odgovorima biljke na abioticki 1 bioticki stres (53). S obzirom da sadrze nesparene elektrone,
mogu se detektirati elektronskom paramagnetskom rezonancijom (EPR). EPR je spektroskopska
metoda kojom se detektiraju paramagnetski centri i predstavlja iznimno osjetljiv sustav za
detekciju slobodnih radikala. S obzirom da radikale karakterizira izrazita reaktivnost i kratak
poluzivot, kod detekcije i identifikacije EPR-om koriste se takozvane klopke (spin traps). Klopke
su dijamagneti¢ne i stabilne, a s radikalima stvaraju stabilne produkte (spinske adukte) puno
duzeg poluzivota koji se mogu detektirati EPR-om (40). Najc¢esce koristene klopke su nitroni i
nitrozo spojevi kao na primjer DMPO (5,5-dimetil-1-pirolin-N-oksid) i PBN (N-tert-butil-a-
fenilnitron) koji s radikalima tvore nitrokside. EPR myjerenjima oslobadanja superoksidnog
radikala na trol liniji biljke A. thaliana pomo¢u DMPO-a pokazano je stvaranje manje O, u
odnosu na divlji tip u trima testiranim uvjetima: biljkama prilagodenim na normalno osvjetljenje,

na tamu i na jak intenzitet svjetlosti (5).

2.5. Ucinkovitost C4 tipa fotosinteze

C4 biljke imaju otprilike 50% vecu fotosintetsku ucinkovitost nego C3 biljke (64), a glavnu
razliku ¢ini mehanizam fiksacije ugljika. Kod C3 fotosinteze biljke za fiksaciju CO, u stanicama
mezofila koriste Calvinov ciklus uz djelovanje enzima ribuloza-1,5-bisfosfat karboksilaze
oksigenaze (Rubisco). Kod C4 biljaka je fotosintetska aktivnost podijeljena u dvije vrste stanica,
a to su stanice mezofila i Stapicaste stanice. Fiksacija ugljika odvija se u Stapi¢astim stanicama
pomocu fosfoenolpiruvat karboksilaze (PEPC) te nastaje oksaloacetat (OAA) iz CO, i fosfoenol
piruvata. OAA se dalje prevodi u malat koji se u Stapicastim stanicama dekarboksilira i oko
Rubisco-a stvara poveéanu koncentraciju CO; §to smanjuje fotorespiraciju i gubitak energije ¢ime

se postize veca efikasnost fotosinteze u odnosu na C3 biljke (65).

Istrazivanja na metabolickim modelima C3 i C4 biljaka pokazala su da povecanjem intenziteta

svjetlosti kod C4 biljaka dolazi do brzeg povecanja biomase i fiksacije CO, (66). Takoder,
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povecéanje biomase i fiksacije CO, uz povecéanje koncentracije CO; brze je kod C4 nego kod C3
biljaka (58). Dakle, C4 biljke su manje osjetljive na visok intentitet svjetlosti i smanjenu

koncentraciju CO, §to im omogucuje bolje iskoristavanje CO; i raspolozive svjelosti (67).

2.5.1. Anatomske i funkcionalne promjene lista ovisno o tipu fotosinteze

Zbog niza biokemijskih promjena pri evoluciji C4 metaboli¢kog puta, doSlo je do promjena
anatomije lista u odnosu na C3 pretka koje ukljucuju radijalno postavljene stanice mezofila u
odnosu na povecane Stapicaste stanice Sto zajednicki nazivamo Kranzova anatomija (68) (Slika
4). Kod C4 biljaka doslo je do smanjenja broja stanica mezofila u odnosu na C3 biljke i to na
nacin da svaka fotosintetski aktivna stanica mezofila ili dodiruje Stapicastu stanicu ili je jednu
stanicu udaljena od nje (69). U Sstapicastim stanicama je doSlo do povecanja broja i veli¢ine
kloroplasta, a C4 listovi imaju svjetlo zeleno tkivo mezofila jer je u njima manje kloroplasta nego
u Stapicastim stanicama (70). Smatra se da su mnoge funkcionalne promjene mogle utjecati na
smanjen broj kloroplasta u mezofilu. Kloroplasti stanica mezofila C4 biljaka vise ne sudjeluju u
karboksilaciji, pa mjesto karboksilacije viSe nije stroma kao kod C3 biljaka nego citosol i smatra

se da veliki broj kloroplasta moze utjecati na difuziju CO, (71).
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Slika 4. Razlika u anatomiji izmedu a) C3 biljke Oryza sativa L. i b) C4 biljke Setaria viridis L.
Kod C3 biljke (Oryza sativa L.) oko 90% kloroplasta nalazi se u stanicama mezofila, dok kod C4
biljke (Setaria viridis L.) kloroplaste nalazimo i u Stapi¢astim stanicama i stanicama mezofila.

Slika preuzeta i prilagodena iz (72).
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2.6. Rodanaze

Reduktivna asimilacija sumpora biljkama omogucuje sintezu cisteina, stvaranje sulfitnih 1
sulfidnih intermedijera te sintezu metionina i glutationa (GSH) (73). Sumpor koji se nalazi u
klju¢nim stani¢nim elementima, kao §to su vitamini, zeljezo-sumporni klasteri, molibden kofatori
(Moco), ima razli¢ito podrijetlo.Tako se, na primjer, sumpor koji nastaje degradacijom
zeljezo-sumpornih Klastera koristi u procesu biosinteze vitamina (74). Transport sumpora
primarno obavljaju enzimi sumporne transferaze (STR) koji posjeduju jednu ili viSe rodanaznih
domena koje obi¢no sadrze kataliticki cistein (75, 76). STR su Siroko rasprostranjeni enzimi koji
kataliziraju prijenos sumpora od donora do nukleofilnog primatelja stvaranjem meduprodukta
protein persulfida na katalitickom cisteinu. Njihova ucinkovitost i specifi¢nost ovisi o tipu
sumpornih akceptora. Smatra se da su neke od funkcija STR-a detoksifikacija cijanida, izgradnja

prostetickih skupina u zeljezo-sumpornim proteinima te metabolizam selena (77).

Najbolje je opisana mitohondrijska rodanaza govede jetre (bovine liver rhodanase). Sastoji se od
dvije domene povezane vezuju¢im slijedom. N-terminalna domena je neaktivna, dok je
C-terminalna domena kataliticki aktivna. Aktivno mjesto C-terminalne domene karakterizira Sest
aminokiselina od kojih je najvazniji cistein koji je ukljuéen u kataliticke procese (Slika 5). U
neaktivnoj N-terminalnoj domeni mjesto cisteina zauzima aspartat (77).

Enzim moze biti fosforiliran i defosforiliran, a prema kaskadnom modelu u dva koraka rodanaze
fosforilacijom prelaze u konformacijski oblik u kakvom mogu preuzeti slabo vezane sulfide iz
zeljezo-sumpor centara i formirati meduprodukt.. Tada dolazi do smanjene sinteze ATP-a i
smanjenja toka elektrona na unutrasnjoj memmbrani mitohondrija. Nakon §to se sumpor prenese
na primatelja, dolazi do otpustanja fosfatne skupine.i rasta mitohondrijske aktivnosti. Humani
enzimi Cdc25A i Cdc25B fosfataze koje sudjeluju u kontroli stani¢nog ciklusa imaju istu gradu i
kataliti¢ki aktivan cistein. Smatra se da oba enzima imaju istog molekularnog pretka (78).
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a)

b)

Slika 5. Struktura rodanaze iz govede jetre. Slika prikazuje neaktivnu N-terminalnu domenu
a) koja je sa aktivnom domenom b) povezana vezuju¢om petljom. Narancasto je oznacena

rodanazna domena i pripadajuci cistein. Slika preuzeta iz: (Web izvor 4).

STR se medusobno razlikuju prema primarnom aminokiselinskom slijedu, arhitekturi domena,
strukturi i duzini petlje aktivnog mjesta (79) te ih mozemo podijeliti u tri skupine.

U prvu skupinu spadaju STR s jednom rodanaznom domenom koja uklju¢uje Cdc25 fosfatazu i
tiosulfat transferazu. Siroko su rasprostranjene, a posebice kod bakterija. Na razini gena, proteini
s jednom rodanaznom domenom su povezani s odredenim stresnim uvjetima.

Cdc25 u aktivnom mjestu ima 7 ostataka aminokiselina i Siru kataliticku domenu §to omogucuje
vezanje fosfora koji ima veci van der Waalsov radijus od sumpora. Drugu skupinu ¢ine STR sa
dvije rodanazne domene, ali sa samo jednim kataliticki aktivnim cisteinom. Supstrat im je 3-
merkaptopiruvat iz ¢ega se izvodi i njihov naziv 3-MP-STR. Trec¢u skupinu ¢ine STR koje sadrze

RHO domenu ¢iji je aktivni cistein vezan za domenu koja ima specifi¢énu ulogu kao sto su MAPK
fosfataze (79).
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Kod biljke A. thaliana STR formiraju devet razli¢itih klastera. Najbolje istrazene su STRS i
STR17 povezane s mehanizmima tolerancije na arsen, STR13/CNX5 u Moco biogenezi kod
enzima koji u aktivnom mjestu sadrze molibden i sudjeluju u tio modifikacijama citosolnih tRNA
te STR1 vazan za degradaciju cisteina i stvaranje H,S (80).

Pronadene su i kataliticki neaktivne rodanazne domene u cijem je aktivhom mjestu cistein
zamijenjen nekom nepolarnom ili kiselom aminokiselinom i to u fosafatazama i nekim enzimima
ukljuc¢enim u ubikvitinaciju (79). Receptor za kalcij kod biljke A. thaliana na C-terminalnom
zavrSetku sadrzi neaktivnu rodanaznu domenu za koju se pretpostavlja da ima signalnu ulogu u
kontroli otvaranja i zatvaranja puci-procesu u kojem sudjeluje kalcij. Takoder, neaktivna
rodanazna domena nadena je i kod proteina TROL te se za nju smatra da je dio signalnog puta

odgovornog za vezanje i otpustanje proteina FNR i usmjeravanje fotosintetskih elektrona (6, 81).
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2.6.1. Protein TROL

TROL (Thylakoid rhodanase-like protein) je transmembranski protein veli¢ine 66 kDa koji je u
biljci A. thaliana kodiran genom At4g01050 smjestenom na 4. kromosomu. Dvojno je lokaliziran
i nalazi se na unutarnjoj membrani ovojnice kloroplasta u obliku pretproteina sa signalnom
sekvencom te u stroma tilakoidima i rubnim dijelovima grana tilakoida u zrelom obliku (6).
Graden je od dvije transmembranske uzvojnice te od neaktivne domene RHO smjestene u lumenu
tilakoida (81, 82) (Slika 6). U katalitickom mjestu neaktivne domene RHO umjesto cisteina
nalazi se aspartat. Na C-terminalnom zavrSetku proteina nalazi se ITEP regija karakteristi¢na

samo za vaskularne biljke, a funkcija joj je vezanje proteina FNR.

a) 01 MEALKTATFS PMSVLSEKRS EPRKPFSLPN LFPPKSQRPI SQESFLKRFN
51 GGLALLTSVL SSATAPAKSL TYEEALQQSM TTSSSFDSDG LIEGISNFVT

101 LNKKPKSW GVESA YT KLGTDDNAQI
151 LDIRATADFR OVGSPNIKGL GF
201 TTLYILDKFI ELV Al NSSLPWIE
251 PKKTLSLDLS SLTDSISGVF EIETI
301 LQLLGSAALV QLAGKKLLFA EDRKQTLKQV DEFLNTKVAP KELVDELKEI
351 GKALLPQSTS NKALPAPATV TAEAESATAT TTTVDK
401 I EAAVAAQVIT EPTETEAKPK PHSRPLSPYA
451 SYPDLKPPSS PMPSQP

b)

Stroma N Prolinom bogata
regija
Tilakoidna
membrana
Lumen
RHO

Slika 6. a) Aminokiselinski slijed i domene proteina TROL. Crno-signalni slijed, Zuto-
transmembranske domene, crveno-RHO domena, zeleno-prolinom bogata regija, plavo-ITEP

regija. b) Predlozeni model proteina TROL. Slika preuzeta i prilagodena iz: (82).
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Uzvodno od regije ITEP smjestena je regija PEPE karakteristina po ponavljaju¢im sljedovima
prolin-valin-prolin koji ju ¢ine fleksibilnom. TROL je naden u nekoliko proteinskih kompleksa
od 110-120 kDa koji upuéuju na vezanje manjih liganda sa TROL domenama, dok kompleks sa
proteinom FNR ima veli¢inu oko 190 kDa (6). Protein TROL i Tic62 imaju gotovo identi¢nu

domenu kojom vezu FNR.

Predlozeno je nekoliko modela vezanja proteina FNR i TROL u komplekse. U prvom je
predlozeno da je vecina kloroplastnog FNR-a vezana za tilakoide pomocu proteina Tic62 i TROL
tijekom perioda tame, dok pod utjecajem svjetlosti dolazi do otpuStanja FNR-a u stromu gdje
katalizira fotoredukciju NADP" i omogucava efikasan linearan transport elektrona (26). No,
prijasnja istrazivanja su pokazala da je fotoredukcija NADP" neefikasna u uvjetima kada enzim

nije vezan za membranu (30).

Model dinamickog vezanja predlaze da TROL veZze i stabilizira FNR tijekom no¢i i sprjecava
oduzimanje elektrona iz NADPH. U uvjetima normalnog osvjetljenja vezanje FNR-a na TROL
omoguéuje prijenos elektrona sa reduciranog Fd na NADP® pri ¢emu nastaje NADPH. U
uvjetima jakog intenziteta svjetlosti, smatra se da TROL otpuSta FNR pod utjecajem signala iz
RHO domene, nastalog vezanjem reduciranog liganda te se elektroni predaju alternativnim
putevima (81,6) (Slika 7).

Posljednji model ukljucuje redoks stanje strome (omjer NADP*/NADPH), koje ovisi 0 uvjetima u

okolisu, kao odluéujuci ¢imbenik pri vezanju FNR-a za membrane (83).
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Tama
Interakcija ITEP-FNR

Psll Cyt bef TROL ) Psl
Stroma m PEPE N

I l

Lumen \ y, w P09

Niski intenzitet svjetlosti

Svijetlost
. MoPt P Calvinov ciklus
Svjetlost
\ Interakcija ITEP-FNR

Psll Cyt bef \@\‘ Ps| /
Stroma T G N

Qu

™
PQ
PQH:
\

Lumen \__ P.700

Visoki intenzitet svjetlosti

A

Svjetlost
\\\ AMy @ Nisp> Svjetlost
(Scavenger 1)

NADPH /
PSil Cyt bsf psi
)

Stroma /T G
Qs
Y
PQH)
PQH;
\

P700

Lumen \ /

Slika 7. Shematski prikaz predlozenog dinamickog modela vezanja i otpustanja proteina FNR. U
uvjetima tame TROL vezanjem stabilizira FNR. U uvjetima niskog osvjetljenja vezani FNR
uéinkovito reducira NADP” stvarajuéi NADPH. U uvjetima visokog intenziteta svjetlosti FNR se
otpusta s membrane gdje sudjeluje u alternativnim putevima prijenosa elektrona. Slika preuzeta i

prilagodena iz: (81).
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Istrazivanja interakcija FNR-a 1 ITEP domena proteina Tic62 i TROL radena simulacijom
molekularne dinamike u uvjetima razli¢itih pH vrijednosti pokazala su da su najvaznije
interakcijske regije u FNR dimeru one koje obiluju hidrofobnim van der Waalsovim
interakcijama i smjeStene su u blizini domene ITEP. Identificirano je 5 funkcionalno vaznih
vodikovih veza od kojih tri (HBN1, HBN2 i CCHH) pokazuju svojstva ovisna o pH te se smatra

da omogucavaju veée konformacijske promjene koje su posljedica promjena u okolisu (84).

Mutantne linije A. thaliana koje ne sadrze protein TROL (trol) formiraju manje rozete i sporije se
razvijaju. U odnosu na divlji tip, sadrze dvostruko vise manjih kloroplasta, ali sastav pigmenata
nije znacajno razli¢it (6). Kod dvostrukih mutanti tic62 trol primije¢en je nizak omjer
NADPH/NADP" bez fenotipskih promjena ili poremeéaja u funkcioniranju fotosustava. No,
doslo je do promjene u metabolizmu u plastidu gdje je primijeeno vece nakupljanje Skroba,

povisene razine maltozne te AGP-azne aktivnosti (85).
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3. MATERIJALI | METODE



3.1. Vektori, bakterijski sojevi, sojevi kvasca i biljni materijal

3.1.1. Plazmidni vektori
Vektori koriSteni u ovom istrazivanju su:

e pK7WG2.0 s rezistencijom na kanamicin u koji je ugraden insert ZmFNR1FLAGHA

e Prey vektor pGADT7 s rezistencijom na ampicilin u koji je ugraden insert ZmFNR1
oznacen biljezima FLAG i HA

e Prey vektor pADGal4 s rezistencijom na ampicilin u koji je ugraden FNR1 iz graska
(PSFNR1) (86)

e Bait vektor pPBDGALA4 s rezistencijom na kloramfenikol u koji su ugradeni IA2, PEPE,
ITEP i 220 (Slika 8) (86)

U vektore su ugradeni odgovarajuci inserti kako bi se mogle promatrati proteinske interakcije u

kvascima.
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P ADH1

GAL4-BD
MCS

2-micron ori

chloramphenicol-

pBD-GAL4 Cam Multiple Cloning Site Region
(sequence shown 854-992)

end of GAL4 binding domain EcoR | Sef | Sal l
|1 | \
5" CAA AGA CAG TTG ACT GTA TCG CCG GAA TTC GCC CGG GCC TCG AGC CCG GGT CGA...

T7 promoter
...CTC TAG AGC CCT ATA GTG AGT CGT ATT ACT GCA GCC AAG CTA ATT CCG GGC GAA...

...TTT CTT ATG ATT TAT GAT TTT TAT TAT TAA A 3’
STOP STOP sTOP

Slika 8. pBD-GAL4 Cam vektor. Hibrid je faga M13 i plazmida te se naziva i fagemidni vektor.
Moze biti u formi plazmida ili jednolancane DNA. Za selekciju u E. coli ima rezistenciju na
kloramfenikol i florigin jednolan¢ane DNA. Sadrzi i znak mikro za replikaciju u kvascima te

TRP1 gen za selekciju u kvascima. Slika preuzeta iz: (Web izvor 5).
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3.1.2. Bakterijski sojevi

Bakterijski soj E. coli DH5a [F— ®80lacZAM15 A(lacZY A-argF) U169 recAl endAl hsdR17
(rK-mK+) phoA supE44 A~ thi-1 gyrA96 relAl] koristen je kao domacin konstruiranim

vektorima u koje su metodama restrikcije i ligacije ugradeni odgovarajuéi inserti.

3.1.3. Sojevi kvasca

Kvas¢ev soj Saccharomces cerevisiae (S. cerevisiae) AH109 (MATa, trp 1-901, leu2-3, 112, ura
3-52, his3-200, gal4dA, gal80A, LYS2:GALIUAS-GALITATA-HIS3,GAL2UAS-
GAL2TATA-ADE2, URA3:MEL1UAS-MEL1TATA-LacZ) (Clontech, SAD) koristen je kao
domacin prey i bait vektora za ispitivanje proteinskih interakcija izmedu dva proteina sustavom
dvaju hibrida kvasca i X-alpha-galaktozidaznim testom (opisano u 3.5, 3.6.1. i 3.6.2.). Kvascev
soj S. cerevisiae Y187 (MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, leu2-3, 112, gal4A, met—,
gal80A, MELI1, URA3: GALIUAS -GAL1TATA-lacZ) koristen je kao domacin za ispitivanje

proteinskih interakcija pracenjem beta galaktozidazne aktivnosti (opisano u 3.6.3.).

3.1.4. Biljni materijal

Biljni material koriSten u ovim istrazivanjima su biljke vrste A. thaliana (L.) Heynh., ekotip
Columbia (Col-0) (WT) te sljede¢e mutantne linije:

o ZmFNR1FLAGHA (linija koja ne eksprimira protein TROL i sadrzi FNR1 iz kukuruza)

e ARHO (linija u kojoj je uklonjeno 13 aminokiselina u domeni RHO proteina TROL)

e D207E (linija u kojoj je aspartat 207 u domeni RHO zamijenjen glutaminskom

kiselinom)

e D207N (linija u kojoj je aspartat 207 u domeni RHO zamijenjen asparaginom)

e ZmFNRIWT ( linija ZmFNR1FLAGHA krizana s WT)

e ZmFNR1D207E (linija ZmFNR1FLAGHA kriZzana s linijjom D207E)

e ZmFNR1D207N (linija ZmMFNR1FLAGHA krizana s linijom D207N)

e ZmFNRIARHO (linija ZmFNRIFLAGHA krizana s linjjom ARHO)

e trol (linija koja ne eksprimira protein TROL)
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e TROL OX (linija s pojacanom ekspresijom proteina TROL) (86)

Za potrebe istrazivanja interakcija proteina FNR i TROL te ispitivanje vaznosti domene RHO
proteina TROL u transmembranskoj signalizaciji, koriStene su mutantne linije biljke
A. thaliana s obzirom na promjene u proteinu TROL. U trol liniju koja ne eksprimira TROL
protein je ugradena TROL c¢DNA sa izmijenjenom jednom aminokiselinom u RHO domeni,
aspartat u glutaminsku kiselinu (D207E) i aspartat u asparagin (D207N) te uklonjenih 13
aminokiselina u rodanaznoj domeni (ARHO), a sve pod kontrolom 35S-promotora (86). Te
mutantne linije krizane su sa biljkama koje ne eksprimiraju protein TROL, a sadrze FNRI1 iz
kukuruza oznafen sa FLAG i HA biljezima (linija ZmFNR1FLAGHA) (89) (Slika 9). U
eksperimentima pracenja oslobadanja superoksidnog radikala elektronskom paramagnetskom
rezonancijom (EPR) je koristena linija koja pojacano eksprimira protein TROL (TROL
OX) (86).
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RHO PEPE ITEP

¥ ’
Uklonjene

aminokiseline 203-
215= ARHO

RHO PEPE ITEP

‘ c)

207D—N

RHO PEPE ITEP

I :

207D—E

Slika 9. Shematski prikaz a) ZmFNR sa dodanim biljezima FLAG i HA i dodanim linkerom;
b) ARHO mutant proteina TROL s uklonjenih 13 aminokiselina RHO domene; ¢) TROL mutanta
D207N sa zamijenjenom aminokiselinom aspartatom 207 u asparagin 207; d) TROL mutanta
D207E sa zamijenjenom aminokiselinom aspartatom 207 u glutaminsku Kiselinu 207; sve

mutante sadrze ozna¢ene domene PEPE i ITEP (TP=tranzitni peptid).
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3.2. Antibiotici

Antibiotici koriSteni u ovim istrazivanjima Su:

« ampicilin (radna koncentracija 100 pg /ml; Sigma, SAD) koji sprjeGava sintezu stani¢ne
stijenke bakterija. Rezistenciju na ovaj antibiotik imaju bakterije koje sadrze bla gen koji kodira

p-laktamazu.

* kloramfenikol (radna koncentracija 34 ug/ml; Sigma, SAD) inhibira translaciju na 50S
ribosomalnoj podjedinici, a rezistentne bakterije sadrze cat gen koji kodira kloramfenikol

acetiltrasnferazu koja ga inaktivira.

* kanamicin (radna koncetracija 30 pg/ml; Sigma, SAD) utjeCe na sintezu proteina vezanjem za

30S ribosomalnu podjedinicu, a inaktivira ga neomicin fosfotransferaza kodirana genom nptll.

Navedeni antibiotici koriSteni su za uzgoj transformiranih bakterija u odgovaraju¢im medijima za
rast. Ampicilin je koristen za uzgoj transformiranih bakterija vektorima pGADT7 i pADGALA4,
kloramfenikol za transformante sa pPBDGAL4 vektorom, a kanamicin za uzgoj transformanti sa
pK7WG2.0 vektorom.

3.3. Mediji za uzgoj kvasaca i bakterija

Mediji za uzgoj bakterija sterilizirani su autoklaviranjem na 120 °C 20 minuta.

* YEB medij: 0,1% (w/v) kvasceva ekstrakta, 0,5% (w/v) glukoze, 0,5% (w/v) govedeg ekstrakta,
0,1% (w/v) bakto-peptona, 1,5% (w/v) agar, 2mM MgSO, nakon autoklaviranja- pH 7.4.

* LB medij: 1% (w/v) bakto-pepton, 0,5% (w/v) kvaS€eva ekstrakta, 1% (w/v)
NaCl, 1,5% (w/v) agar-pH 7.0.

» SOC medij: 2% (w/v) bakto-pepton, 0,5% (w/v) kvasceva ekstrakta, 10mM NacCl, 3,5 mM KCl,
10mM MgCl,, nakon autoklaviranja dodano 20 mM sterilne glukoze- pH 7.0.

Mediji za uzgoj kvasaca sterilizirani su autoklaviranjem 20 minuta na 120 °C, a u ovim

istrazivanjima koriSteni su:
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* YPD medij[ kvaséev ekstrakt 4g (w/v), pepton 8g (w/v), glukoza 8g (w/v), voda do 400 ml i

6,67 g (w/v) agara] koristen je za uzgoj kvasaca.

 Synthetic complete drop out (SC-drop out) medij [glukoza 12g (w/v), Yeast nitrogen base
without aminoacids 4g (w/v), Synthetic complete drop out mix (-Leu, -Trp-His / -Leu, -His,
-Trp, -Ade) 0,59 (w/v), 10 g agara,voda do 600 ml, pH 5,6] koristen je za selekciju

tranformiranih kvasaca.

« Plate mixture: sterilni PEG 4000 45 ml, 1M LiOAc 5 ml, 1M Tris-ClI (pH 7.5) 0,5 ml, 0,5 M
EDTA 0,1 ml.

3.4. Transformacija i priprema bakterija

Priprema kemijski kompetentnih DH5a bakterijskih stanica:

* u 100 pl glicerinske kulture stanica dodano je 3 ml LB medija i inkubirano na 37 °C i 250 rpm
preko no¢i. Nakon toga kultura je razrijedena u 30 ml LB medija i praéen je rast dok ODgy3 nije
dostigao 0,6. Zatim su stanice istalozene na 3000 x g 5 minuta na 4 °C. Pelet je resuspendiran u
15 ml ledeno hladnog 50 mM CaCl, i drzan 30 minuta na ledu. Zatim su stanice ponovno
istaloZzene centrifugiranjem na 3000 x g 5 minuta na 4 °C i resuspendirane u 3 ml ledeno hladne
otopine 100 mM CacCl,.

Transformacija kemijski kompetentnih DH5a bakterijskih stanica:

» oko 50 pl kemijski kompetentnih stanica, uzetih sa -80 °C, stavljene su 20 minuta na led, nakon
toga je dodana DNA (1-5 pul) i inkubirano je 20 minuta na ledu. Zatim je uzorak inkubiran na
42 °C 30-60 sekundi, opet vra¢eno na led 2 minute, dodan je 1 ml SOC medija i ponovna
inkubacija na 37 °C 45 minuta. Nakon toga se uzorak u Zeljenim volumenima nanosi na LB ploce

za selekciju.

DHS5a bakterijske stanice transformirane su pBDGAL4 vektorima koji sadrze regiju ITEP
(1429-P466); pBDITEP, regiju I1A2 (M263-S444); pBDIA2 proteina Tic62 koja je koristena kao
pozitivna kontrola te regije TROL-a koje ne sudjeluju u TROL-FNR interakciji 220 (N180-
VV220); pBD220 i PEPE (A379-A419); pBDPEPE te sa pADGAL4-2.1 vektorom koji sadrzi
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FNR1 iz graska; pADPsFNR1. Uzgojene su preko noc¢i na selektivnim ploCama sa
kloramfenikolom (pBDITEP, pBDIA2, pBD220, pBDPEPE) i ampicilinom (pADPsFNR1) te
nakon toga u tekuéem LB mediju sa odgovaraju¢im antibiotikom. Zatim je napravljena izolacija
plazmidne DNA prema uputama proizvodaca (Promega, SAD). Uzorci su poslani na
sekvenciranje kojim su potvrdene pravilne ugradnje inserta u vektore. Nakon toga je slijedila

transformacija kvasaca .

3.5. Transformacija kvasaca

Kvasci su uzgojeni preko no¢i na 30°C u YPD mediju. Za svaku transformaciju centrifugiran je
1 ml medija sa stanicama, ostavljeno je 50-100 pl medija u mikroepruveti za resuspenziju, a
ostatak je dekantiran. U resuspenziju je dodano 2 pl 10 mg/ml DNA lososove sperme. Zatim je
dodan 1 pg plazmida i 0.5 ml Plate mixture otopine, snazno je protreseno i na to dodano 50 pl
1M DTT-a i ponovno protreseno. Inkubirano je na sobnoj temperaturi 6-8 sati. Nakon toga su

stanice inkubirane 10 minuta na 42 °C te nanesene na SC Drop out ploce za selekciju (3.3.).

Kvasci su transformirani vektorima pBDITEP, pBDIA2, pBD220, pBDPEPE, pADPsFNR1 (86)
i pPGADZmFNR1FLAGHA u svrhu ispitivanja proteinskih interakcija i aktivnosti X-alfa i beta
galaktozidaze.
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3.6. Ispitivanje proteinskih interakcija

3.6.1. Sustav dvaju hibrida kvasaca (Y2H)

Sustav dvaju hibrida kvasaca (Yeast two hybrid, Y2H) temelji se na rekonstrukciji funkcionalnog
transkripcijskog faktora kada dva proteina ili polipeptida ostvare interakciju. Svaki od proteina
gradi hibrid sa jednim dijelom transkripcijskog faktora: ili DNA vezuju¢om domenom (DBD) ili
aktivacijskom domenom (AD). Protein vezan za DBD naziva se mamac (bait), a onaj vezan za
AD naziva se plijen (prey). Kada dode do interakcije izmedu plijena i mamca, domene
rekonstruiraju transkripcijski faktor uzvodno od reporter gena. Transkripcija zatim dovodi do

rasta stanica kvasaca na mediju za selekciju.

U okviru ovog rada kvaséev soj S. cerevisiae AH109 transformiran je sa plijen (prey) vektorima
pADPsSFNR1 i pGADZmFNR1FLAGHA svaki u kombinaciji sa pojedinim mamcem (bait)
vektorom pBDITEP, pBDPEPE, pBD220 i pBDIA2. Naneseni su na medij niske selektivnosti
SC-Drop out —Leu / -Trp i inkubirani na 30 °C. Nakon $to su kolonije narasle, prenesene su na
medij srednje selektivnosti Sc-Drop out —Leu / -Trp / -His na kojem su ponovno inkubirane.
Posljednja selekcija radena je na mediju visoke selektivnosti Sc-Drop out —Leu / -Trp / -His / -
Ade. Vektor pBDIA2 koji sadrzi C-terminalnu domenu proteina Tic62 (42) koristen je kao
pozitivna kontrola, kao negativna kontrola koristen je prazan pPBDGAL4 vektor, a koristene su i
domene proteina TROL 220 i PEPE koje ne sudjeluju u interakciji s proteinom FNR. Interakcija
je detektirana rastom kvasca.

3.6.2. X-alfa-galaktozidazni test

Transformirani kvas¢ev soj S. cerevisiae AH109 (2.6.1.) sadrzi gen MEL1 koji kodira
galaktozidazu koja hidrolizira X-alfa-GAL kromogeni supstrat pri ¢emu nastaje plavo obojenje.
Gen MELJ1 regulira GAL4 pa prilikom interakcije proteina dolazi do sinteze galaktozidaze koja
razlaze supstrat i stvara plavo obojenje. Test je napravljen pomocu komercijalnog seta kemikalija

X-alpha-galactosidase Assay Kit (Takara, Japan) prema uputi proizvodaca. Na ploce za selekciju
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naneseno je 200 ul razrijedenog X-alfa-Gal supstrata (4 mg/ml) , ploce su ostavljene da se osuse

te su nakon toga na njih nasadeni kvasci.

3.6.3. Beta galaktozidazni test

Beta galaktozidazni test je kvalitativna i kvantitativnha metoda za uspredbu jacina pojedinih
proteinskih interakcija. KoriSten je kvasc¢ev soj S. cerevisiae Y187 (transformiran istim vektorima
kao u 3.6.1.) jer sadrzi LacZ promotor koji se aktivira kod proteinskih interakcija i dolazi do
sinteze beta galaktozidaze koja hidrolizira o-nitrofenil-B-D-galaktopiranozu u o-nitrofenol i
galaktozu. To dovodi do pojave zutog obojenja koje maksimalno apsorbira na 420 nm i moze se
kvantificirati spektrofotometrom. Test je raden pomoc¢u komercijalnog seta kemikalija Yeast B-
galactosidase Kit prema uputi proizvodaca (Thermo Fischer, SAD). U mikroepruvete je dodano
50 ul pufera iz komercijalnog seta kemikalija za svaku testiranu koloniju. Sterilnom ¢ackalicom
dio kolonije je prenesen u mikroepruvetu s puferom. Mikroepruveta je lagano protresena kako bi
se stvorila homogena otopina. U otopinu je zatim dodano 250 pl 2x galaktozidaznog pufera i
zapocelo je mjerenje vremena. Uzorci su inkubirani na 37 °C do trenutka pojave Zutog obojenja
kad je dodana otopina za zaustavljanje rekacije i zaustavljeno mjerenje vremena. Mikroepruvete
su centrifugirane na 13 000 x g 30 sekundi te je mjerena apsorbancija supernatanta na 420 nm, a

zatim je raden izracun.
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3.7 Lancana reakcija polimeraze (PCR)

3.7.1. Pocetnice i DNA standard

Lancane reakcije polimerazom radene su u uredaju T100 Thermal Cycler Biorad (Biorad,
Engleska) za umnozavanje ZMFNR1FLAGHA iz pK7WG2.0 pocetnicama ZmY2HF i ZmY2HR

(Tablica 1) dok je na uredaju Thermo Scientific Piko Thermal Cycler (Thermo Fischer Scientific,

SAD) radena lan¢ana reakcija polimerazom kao provjera kriznaca te umnazanje gena TROL i

ZMFNR1FLAGHA.

Kao DNA standard koriSten je Gene Ruler DNA ladder mix (Fermentas, SAD) sa rasponom od

100 do 10000 baznih parova.

Tablica 1. KoriStene pocetnice

Pocetnice za ugradnju inserta i provjeru krizanja

ZmY2HF

5" AATTGAATTCGCCACCGTCATGGCC 3’

ZmY2HR

5" CTCCTAGGATCCGTAGACCTCCAC 3’

Pocetnice za provjeru krizanja

TROL_internalF

5" AACGGTGAAGACAAGCCTG 3’

TROL_GWAY_R

5" GGGCTGCGATGGCATCG 3’

TROL_GWAY_F

5'CACCATGGAAGCTCTGAAAACCGCA 3'

Pocetnice za odredivanje primarnog slijeda DNA

T7 PROMOTOR

5" TAATACGACTCACTATAGGG 3’

ITEP EcoRI 5" GGAATTCATCACAGAACCACCGAAAC 3’
ITEP Sal | 5" ACGCGTCGACTCAGGGCTGCGATGGCAT 3’
220 EcoRIF 5’GGAATTCAACGGTGAAGACAAGCCTGGTT 3’

ZmFNR1_EcoR

5 ATTCTTAAGTTAAGCAGCAGCGTAATCTG 3’

ZmFNR1_BamF

5" AATGGATCCATGGCCACCGTCATGGCC 3’

355_F

5" CTGACGTAAGGGATGACGCA 3’

355_R

5’AACTTGTGATATCACTAGTGC 3’
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ZMFNR1IFLAGHA u vektoru pK7WG2.0 umnozen je metodom lancane reakcije polimerazom
(PCR) pomocu pocetnica ZmY2HF i ZmY2HR (Tablica 1, 2 i 3). KoriStena je Taq DNA
polimeraza (Tag DNA Polymerase from Thermus aquaticus; Sigma Aldrich, SAD) u 10x PCR
puferu koji sadrzi MgCl, (Sigma Aldrich, SAD).

Tablica 2. Lanc¢ana reakcija polimerazom; umnozavanje ZmFNR1FLAGHA

Radna koncentracija

10x PCR pufer 1x

10 mM dNTP 200 uM
ZmY2HF 0,5uM
ZmY2HR 0,5 uM
DNA 1-5ng
Taq polimeraza 0,2 U/ul
Ukupno 25 pl

Tablica 3. Ciklusi umnazanja ZmFNR1FLAGHA

KORACI TEMPERATURA VRIJEME BROJ CIKLUSA
Pocetna 94°C 5 minuta 1
denaturacija
Denaturacija 94°C 1 minuta
Sparivanje pocetnica | 61°C 1 minuta 30
Produljivanje DNA | 72°C 1 minuta 20 sekundi
lanaca
Zavr$no 72°C 5 minuta 1
produljivanje
4°C beskonacno
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Za provjeru uspjesnosti ugradnje inserta ZmFNR1 u vektor pPGADT7 raden je Colony PCR s
pocetnicama ZmY2HF i ZmY2HR na transformantama bakterijskog soja DH5a. Individualne

transformante bakterijskog soja DH5a dodane su direktno u PCR reakcijsku smjesu (Tablica 4).

Tablica 4. Colony PCR

Radna koncentracija
10x PCR pufer 1x
10 mM dNTP 200 pM
ZmY?2HF 0,5 ul
ZmY2HR 0,5 ul
DNA 2 ul
Taq polimeraza 0,2 U/ul
Ukupno: 25 pl




3.7.2. Lan¢ana reakcija polimeraze Phire Plant metodom

Phire Plant lan¢ana reakcija polimeraze je radena koriStenjem komercijalnog seta kemikalija
Phire Plant Direct PCR Kit (Thermo Fischer Scientific, SAD), prema uputama prozvodaca, a
temelji se na umnaZanju bez prethodne izolacije DNA. Manji komadi¢ lista zgnjeCen je i
inkubiran u puferu koji se onda direktno koristi u reakcijskoj smjesi. U reakciju od kona¢nih
20 pl volumena dodano je 0,5 uM konac¢ne koncentracije pocetnica i 2x PCR pufera, 0,4 pl
Phire Hot Start II polimeraze i 5 ul pufera koji sadrzi lisni uzorak. Ciklusi su prikazani u Tablici

5, a protokol u Tablici 6. Ova metoda kori$tena je u selekciji krizanaca.

Pocetnice koristene za provjeru TROL-a su TROL GWAY_R, TROL_G WAY_F i TROL
internal F, a za provjeru ZmFNR1 su Y2HR i Y2HF.

Tablica 5. Ciklusi lan¢ane reakcije polimerazom (prema Phire Plant Direct PCR Kit)

KORACI TEMPERATURA VRIJEME BROJ CIKLUSA
Pocetna denaturacija | 98°C 5 minuta 1
Denaturacija 98°C 5 sekundi
Sparivanje pocetnica | 62°C 5 sekundi 40
Produljivanje DNA 72°C 20 sekundi
lanaca
Zavr$no produljivanje | 72°C 1 minuta 1
4°C beskonacéno
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Tablica 6. Protokol za Phire Plant PCR

Radna koncentracija

2x Phire Plant pufer

1x

Pocetnica 1 0,5uM
Pocetnica 2 0,5 uM
Phire Hot Start polimeraza 0,4 ul
DNA 1pl
ukupno 20 pl
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3.8. Restrikcijska razgradnja

Restrikcijska razgradnja vektora pGADT7 i inserta ZmFNR1 za ugradnju i provjeru ugradnje
radena je pomocu visoko ucinkovitih enzima (high fidelity, HF) EcoRIl HF i BamHI HF (New
England Biolabs, Engleska) prema preporu¢enim jedinicama u Cut Smart puferu (New England
Biolabs, Engleska). Reakcija je postavljena na 36° C preko no¢i (Tablica 7 i 8).

Tablica 7. Restrikcijska razgradnja vektora pGADT7.0

vektor 5ul
BamHI HF 0,75 pul
EcoRI HF 0,75 pl
Cut Smart pufer 1,5 ul
H,O 7 ul
ukupno 15 pl

Tablica 8. Restrikcijska razgradnja ZmFNR1

insert 10 ul
BamHI HF 0,5 ul
EcoRI HF 0,5 ul
Cut Smart pufer 1,5 ul
H.0O 2,5 ul
ukupno 15 pl

Nakon razgradnje, uzorci su procisc¢eni i razdvojeni na 1%-tnom agaroznom gelu (Slika 16) te

stavljeni na ligaciju prema NEB protokolu 10 minuta na sobnoj temperaturi (Tablica 9).
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3.9. Ligacija

Povezivanje odgovarajuce pocijepanog vektora i inserta pomoc¢u enzima T4 DNA ligaze radeno
je prema uputama proizvodaca (New England Biolabs, Engleska) 10 minuta na sobnoj
temperaturi, uz molarni omjer vektora (mase 100 ng) i inserta 1:3 (Tablica 9). Nakon toga

uslijedila je transformacija opisana pod 3.4.

Tablica 9. Ligacija PCR produkta ZmFNR1 i vektora pGADT7.0

vektor 5ul
insert 3ul
pufer 1,5 pl
T4 DNA ligaza 1l
H,0 4,5 pl
ukupno 15 pul

3.10. Procis¢avanje DNA

Za procis¢avanje i koncentriranje DNA iz agaroznog gela koriSten je komercijalni set kemikalija
Monarch DNA Gel Extraction kit (New England Biolabs, Engleska) prema uputi proizvodaca.
DNA fragment izrezan je iz agaroznog gela, stavljen u mikroepruvetu te izvagan. Nakon toga je u
mikroepruvetu dodano 4 volumena Gel Dissolving pufera te je stavljeno na inkubaciju na 50°C
dok se agarozni gel nije otopio. Uzorak je zatim prebacen na kolonu i centrifugiran na 16 000 x g
jednu minutu. Nakon toga je na kolonu dodano 200 pl DNA Wash pufera te je uzorak ponovno
centrifugiran na 16 000 % g jednu minutu. Postupak je ponovljen jo§ jednom nakon Cega je
kolona prebacena u cistu mikroepruvetu. U sljedecem koraku je na kolonicu dodano 10 pl

Nuclease free water (Promega, SAD) te je ponovnim centrifugiranjem eluirana DNA.
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3.11. Odredivanje primarnog slijeda DNA

Odredivanje primarnog slijeda DNA uzoraka radeno je na uredaju ABI PRISM® 3100-Avant
Genetic Analyzer (Thermo Fischer Scientific, SAD). Ukupan volumen reakcijske smjese bio je
15 ul, od ¢ega PCR produkta 50-500 ng, a pocetnica 1 pl koncentracije 3,2 pmol/pl.
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3.12. Krizanje biljaka

Krizanje biljaka A. thaliana radeno je pod lupom povecanja 20 puta pomocu fine pincete koja se
sterilizira 96% etanolom izmedu promjene biljne linije. Vazno je odrediti Zenskog 1 muskog

roditelja, a proces mozemo podijeliti u nekoliko koraka:

e Idealan zenski roditelj (ZmFNR1FLAGHA) je ona biljka koja je formirala pupove koji su
maksimalne veli¢ine, ali bez bijelog vrha, odnosno prije pocetka otvaranja pupova. S
takve biljke su uklonjene su sve postojece komusCice sa sjemenkama, otvoreni i
poluotvoreni cvjetovi, pupovi s bijelim vrhom te jako mali pupovi tako da je na kraju

ostalo samo 3-5 pupova odgovarajuée veli¢ine (Slika 10).

Slika 10. Pupovi vrste A. thaliana idealne veli¢ine za krizanje (otprilike 1 mm dugacki) s

prethodno uklonjenim neodgovaraju¢im pupovima.
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Zatim su uklonjene sve latice, lapovi, svi zatvoreni prasnici u pupu i pupovi koji su
sadrzavali otvorene prasnike. U pravilu pup sadrzi Sest prasnika, no postoje pupovi kod

kojih nalazimo cetiri ili pet prasnika. Nakon postupka uklanjanja ostao je samo tucak
(Slika 11).

Slika 11. Pupovi vrste A. thaliana nakon uklanjanja latica, lapova i prasnika.
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e Prasnici otvorenog cvijeta s muskog roditelja (WT, D207N, D207E, ARHO), koji je veé
poceo formirati komusc¢ice, pod lupom su prislonjeni na tu¢ak Zenskog roditelja (Slika
12). Nakon $to je na tucak prenesena pelud, pazljivo je omotan prozirnom folijom. Folija

je maknuta nakon tri dana, a pup je oznacen konci¢em. Ocekivati komus¢ice nakon 15-25
dana.

Slika 12. Tucak biljke A. thaliana nakon uklanjanja lapova, latica i prasnika te prenosenja

peludi s muskog roditelja.

Komusc¢ice su ostavljene da sazriju i poprime smedu boju pa su pazljivo skupljene u

mikroepruvete. Zatim je pincetom odvojena komuscica od sjemenki koje su se dalje koristile u
selekciji.
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Shematski prikaz krizanja prikazan je na Slici 13.

trol linija trol linija

l komplementacija

ARHO

D207N

WT

k rezultat krizanja )

ZmFNR1ARHO ZmFNR1D207E ZmFNR1D207N ZMFNRIWT

Slika 13. Shematski prikaz mutantnih linija A. thaliana. Iz trol linije komplementacijom su
dobivene linije koje sadrze: protein TROL sa uklonjenih 13 aminokiselina iz RHO domene
(ARHO), protein TROL sa izmijenjenom jednom aminokiselinom u domeni RHO (D207E,
D207N) te linija koja ne eksprimira TROL, ali sadrzi egzogeni kukuruzni protein ZmFNR1
(ZMENR1FLAGHA). Mutantne linije proteina TROL (ARHO, D207E i D207N) te divlji tip
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biljke A. thaliana krizani su sa mutantnom linijjom ZMFNR1FLAGHA. Rezultat krizanja su
biljne linije koje eksprimiraju protein TROL sa izmijenjenom domenom RHO i sadrze, uz
endogeni, i egzogeni FNRL1 iz kukuruza (ZmFNR1ARHO, ZmFNR1D207E, ZmFNR1D207N) te
linija koja sadrzi neizmijenjen protein TROL i egzogeni ZmMFNR1 (ZmFNR1IWT).

Selekcija je radena do Cetvrte generacije biljaka na kojima su zatim radeni eksperimenti. Krizanje
I selekcija mutantnih linija ZMFNR1IWT, ZmFNR1D207E, ZmFNR1D207N i ZmFNR1ARHO
bila je veoma slozena i zahtjevna, osobito zbog produzenog Zivotnog ciklusa krizanaca pa je
trebalo ¢ekati i do tri mjeseca kako bi se dobile suhe sjemenke. Radene su dvostruke kontrole
uspjesnosti krizanja: Phire Plant PCR metoda i Westernska metoda otiska kojima se svaki

krizanac kontrolirao na dva gena, odnosno dva proteina.
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3.13. Uzgoj biljaka

Biljke su uzgajane u klima komori (Kambi¢, Slovenija) na supstratu na bazi treseta i ilovace
(A400, Stender, Njemacka). Prosijani supstrat stavljen je u koSarice koje su onda slozene u
plasti¢ni podloZzak za uzgoj biljaka (Arasystem 3600 KIT, Betatech, Belgija) (Slika 14). Zemlju

zatim treba pustiti da se dobro navlazi i nakon toga posijati sjemenke.

Biljke su uzgajane na 20 °C i relativnoj vlaznosti od 60% na 8 sati tame i 16 sati svjetla. Za EPR
mjerenja koriStena su tri intenziteta svjetlosti kojima su biljke bile izlagane 48 sati prije izolacije
kloroplasta:

e Niski intenzitet osvjetljenja (Growth Light, GL): 20 umol fotona m?s™

e Visoki intenzitet osvjetljenja (High Light, HL): 300 umol fotona m?s™

e Tama (Dark, D)
U svrhu mjerenja koncentracije pigmenata, biljke su uzgajane pod Reptile Sun lampom (JBL
Gmbh & Co, Njemacka) (20 pmol fotona m™s?, 36% UV A i 8% UV B), na relativnoj vlaznosti

od 60%, 8 sati tame i 16 sati svjetla.

Slika 14. Primjer uzgoja vrste A. thaliana koristeci sustav Arasystem.
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3.14. Metode analize DNA i proteina

3.14.1. Izolacija plazmidne DNA

Sterilnim plasticnim nastavkom za automatsku pipetu jedna bakterijska kolonija sa selektivne
plo¢e nasadena je u 3 ml LB medija sa odgovaraju¢im antibiotikom koji je inkubiran na 37 °C
preko noci, na 240 rpm. Nakon toga je pomoc¢u komercijalnog seta kemikalija za minipreparaciju
prema uputi proizvodaca (Pure Yield Plasmid Miniprep System, Promega, SAD) izolirana
plazmidna DNA. U mikroepruvetu je dodana prekonoc¢na bakterijska kultura u koju su zatim
dodani 100 pl Cell Lysis pufer i 350 pl Neutralization solution. Uzorci su centrifugirani na
najvecoj brzini 3 minute, a zatim je lizat s plazmidnom DNA prebacen na Pure Yield kolonicu i
ispran s 200 pl Endotoxin Removal Wash otopine. Kolona je u sljede¢em koraku isprana
otopinom Column Wash Solution, a DNA je eluirana dodavanjem 20 pl Nuclease Free Water

(Promega, SAD) na kolonicu i centrifugiranjem na najvecoj brzini jednu minutu.

3.14.2. Izolacija ukupnih proteina iz biljnog tkiva

Listi¢ vrste A. thaliana smrznut je u teku¢em dusiku, zdrobljen do praskaste strukture i na to je
dodano 30 pl Laemmli pufera (0,13 M Tris/HCI, pH 6,8; 16% (v/v) glicerol; 0,59% (w/v) DTT,;
4,6% (w/v) SDS) te stavljeno na inkubaciju 5 minuta na 80 °C. Nakon toga je stavljeno na

centrifugiranje 10 min na 10000 x g, a za daljnja istrazivanja je kori$ten supernatant.

3.14.3. Elektroforeza na agaroznom gelu

Agarozni gel je pripremljen otapanjem agaroze (Sigma, SAD) u 1x TAE puferu (0,7% ili 1%
w/v), zatim je dodan etidij bromid (Sigma, SAD) koji sluzi za vizualizaciju DNA (kona¢na
koncentracija 1 pg/ml). Elektroforeza prosjecno traje 25-30 minuta pri 120 V, a gel je

fotografiran pomocu G:BOX sustava (Syngene, Engleska).
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3.14.4. Poliakrilamidna denaturirajuéa elektroforeza

Poliakrilamidna denaturiraju¢a elektroforeza ili elektroforeza na SDS poliakrilamidnom gelu

(sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis) omoguéava razdvajanje proteina na

temelju njihove molekulske mase djelovanjem elektricnog polja kroz dva gela: gel za sabijanje i

gel za razdvajanje (Tablica 10). SDS denaturira proteine i neutralizira razlike u naboju. Uzorci

kroz gel za sabijanje putuju pri 25 mA, a nakon $to udu u gel za razdvajanje pri 35 mA. Uz

uzorke, na gel je nanesen i marker molekulskih masa Precision plus protein dual colour
prestained standard (Biorad, SAD).

Tablica 10. Sastav gela za sabijanje i gela za razdvajanje za SDS elektroforezu

Gel za sabijanje (5%)

Gel za razdvajanje (12%)

dH,O

3,36 ml

1,98 ml

Akril amid (30%)

0,996 ml

2,4 ml

Tris-HCI pufer

1,5ml 0,5 M Tris-HCI pufer
pH 6,8

1,5ml 1,5 M Tris-HCI pH 8,8

10% SDS (w/v) 60 pl 0,1 ml
10% APS (w/v) 60 pl 0,1 ml
Temed 25 pl 15 pl

55




3.14.5. Westernska metoda otiska (Western blot) i imunodetekcija

Nakon elektroforeze, slijedi prijenos proteina na nitroceluloznu membranu (GE Healthcare Life
Sciences, SAD). Gel je slozen u poseban sendvi¢ koji omogucava prijenos proteina u puferu za
transfer (10x Transfer pufer: 0,15 M glicin; 20 mM Tris) i to redom: elektropropusni plasti¢ni
podlozak, na njega ide spuzvica namocena u pufer, tri namocena Whatmann papira, namoc¢ena
nitrocelulozna membrana, na nju namocen gel, tri namoc¢ena Whatmann papira i dvije spuzvice te
na kraju plasti¢ni podlozak. Membrana treba biti okrenuta prema katodi, a gel prema anodi. Na
dno kadice za Westernsku metodu otiska je stavljen magneti¢ koji tijekom citavog prijenosa
lagano mijesa pufer. Pufer naliti preko kasete do ruba kadice. Prijenos traje 1 h i 15 min na 200
mA.

Membrana je nakon toga isprana u otopini A (1x PBS-pufer; 1% (v/v) Tween 20; 5% (w/v)
mlijeko u prahu) 3 x 10 minuta kako bismo sprijecili nespecifi¢na vezanja, a potom je inkubirana
s primarnim antitijelom preko noé¢i na klackalici na 4 °C (anti-HA, 1:1000, Roche; anti-TROL,
1:2000, Agrisera). Idu¢i dan membrana je isprana otopinom A 3x10 minuta i inkubirana sa
sekundarnim antitijelom (anti-rat-peroksidaza 1:30000 za anti-HA i anti-goat/rabbit-peroksidaza
1:50000 za anti TROL; Sigma, SAD) sat vremena na sobnoj temperaturi. Za kontrolu tilakoida su
koriStena primarna antitijela na tilakoidne proteine AtpB (B-podjedinica ATP sintaze; 1:2000) i
na LHCII (1:2000). Zatim se membrana ispire 2 x 10 minuta otopinom B (1x PBS pufer; 1%

(v/v) Tween 20) i rezultat detektira kemiluminiscencijom (ECL).

Dva ml luminola (0,025% (w/v) luminol u 0,1 M Tris puferu-pH 8.6), 0,6 ul H20, i 200 pl
p-hidroksikumarinske kiseline (0.11% (w/v) p-hidroksikumarinske kiseline u dimetil sulfoksidu
(DMSO) pomijesano je u mikroepruveti od 2 ml. Otopina se izlije na prozirnu foliju i membrana
pazljivo uroni u otopinu. Suvisak otopine uklonjen je papirom, membrana je umotana u prozirnu
foliju i u tamnoj komori prislonjena na film (Agfa, Ortho CPG plus, Belgija) u kaseti oko tri

minute. Nakon toga je film razvijen u razvijacu i fiksirani u fiksiru (Kodak, SAD).

56



3.14.6. lzolacija kloroplasta i tilakoida

Za izolaciju kloroplasta koristene su biljke stare oko 4 tjedna. Cijeli proces izolacije potrebno je
raditi na 4 °C. Listovi su, zajedno sa puferom za izolaciju kloroplasta (5 mM EDTA, 20 mM Tris,
10 mM Na,CO3, 0,33 mM sorbitol, 0,1% BSA i 5 mM B-merkaptoetanola koji se dodaje
neposredno prije izolacije), samljeveni u mikseru i propusteni kroz dva sloja gaze te dva sloja
Miraclotha. Nakon toga su centrifugirani na 2000 x g 5 minuta. Supernatant je dekantiran, a pelet
njezno resusprendiran pomocu kista u 1-2 ml izolacijskog pufera. Uzorci su ponovno
centrifugirani pa je pelet resuspendiran u 1-2 ml pufera bez B-merkaptoetanola. Uzorak je
naslojen na gradijent Percolla (GE Healthcare, SAD) (ha dnu mikroepruvete 8 ml 80%-tnog
Percolla u izolacijskom puferu, nadslojenog sa 13 ml 40%-tnog Percolla) i centrifugiran 10
minuta na 3000 x g u swing-out rotoru bez ko¢nice za zaustavljanje. Na granici izmedu 40 i 80%-
tnog Percolla nalazili su se cjeloviti kloroplasti, a pri vrhu gradijenta oSte¢eni. Na dno
mikroepruvete prilikom centrifugiranja pao je skrob, ostaci zemlje od uzgoja i ostalo smece.
Pipetom s odrezanim vrhom pazljivo su skupljeni cjeloviti kloroplasti te su razrijedeni sa 3-4
volumena pufera za izolaciju. Uzorci su ponovno centrifugirani 5 minuta na 2000 x g pa je talog

resuspendiran u 500 pl pufera za izolaciju. Zatim je izmjerena koncentracija klorofila.

Za izolaciju tilakoida je na kloroplastni talog (oko 50 pg kloroplasta) dodano 300 pl TMK pufera
(10 mM Tris; 10 mM MgCly,; 20 mM KCI, pH 6,8) te su kloroplasti lizirani na ledu 5 minuta.
Zatim su centrifugirani 10 minuta na 10000 x g, uklonjen je supernatant, a talog resuspendiran i

dva puta ispran u 200 pl TMK pufera.
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3.14.7. Odredivanje koncentracije klorofila

Koncentracija klorofila odredena je po Arnonu (87) tako da je u 2 ml ledeno hladnog 80%-tnog
acetona dodano 20 ul uzorka izolata kloroplasta i inkubirano je na ledu 5 minuta. Nakon toga je
uzorak filtriran te mu je na spektrofotometru izmjeren ODgs,. Preko formule ODgs; x razrjedenje/

34,5 dobivena je koncentracija klorofila mg/ml.

0D652 x razrjedenje
34.5

= mg chl/ml

3.14.8. Priprema biljnih ekstrakata i odredivanje fotosintetskih pigmenata
spektrofotometrijom

Za odredivanje koncentracije fotosintetskih pigmenata po Wellburnu (88) koristeni su svjezi
listovi 3-4 tjedna starih biljaka. Listovi su izvagani te, uz dodatak CaCOs;, homogenirani u
hladnom 80%-tnom acetonu. Homogenat je zatim prebacen u mikroepruvetu i centrifugiran na
5000 x g, 4 °C, 10 minuta. Supernatant je prebacen u epruvetu i stavljen na led, a na preostali
talog dodano je oko 1 ml acetona, te je uzorak ponovno centrifugiran. Taj supernatant je takoder
spremljen u epruvetu na ledu. Apsorbancija ekstrakta izmjerena je na 470 nm, 646 nm te 663 nm.

Koncentracija fotosintetskih pigmenata izracunata je prema jednadzbama:

C.=1221A 3 — 2,81 Acac [ mLY]
Cp = 20,13 Agag — 5,03 Aggs [ug mL™]

(1000 Agyq— 3,27 ¢y — 104 ¢},)
198

C

Koncentracije pigmenata u ekstraktima treba uvrstiti u sljedecu formulu da bi rezultate izrazili u

g po Mg svjeze tvari:
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':c;){-\""as.:. 1
c=—— [rgme, ]

Ca— masena koncentracija klorofila a [pug/ml]
cp— masena koncentracija klorofila b [ug/ml]
c.— masena koncentracija karotenoida [pg/ml]
Cpig— koli¢ina pojedinog pigmenta [pg/ml]
Ay70— absorbancija pri 470 nm

Agss — absorbancija pri 646 nm
Age3 — absorbancija pri 663 nm

m — masa svjezeg tkiva [mg]

Ve p. — volumen ekstrakcijskog pufera
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3.15. Elektronska i svjetlosna mikroskopija

3.15.1.

Odredivanje ultrastrukture kloroplasta

Otopine za pripremu biljnih uzoraka:

Koraci:

1.

2.

natrijev kakodilat 0.2 M [4,28 g Na(CH3),As0, x 3H,0 u 100 ml destilirane vode]
glutaraldehid 2-4% (otopljen u kakodilatnom ili fosfatnom puferu)

2% osmij tetroksid (1g OsO4u 50 ml vode)

Spurrovo sredstvo (komponente smole: 40g ERL 4221-D; 329 DER 736; 104g NSA;
1,6 g S-1)

uranil-acetat 1-4% (vodena otopina)

olovni citrat [1,33g Pb(NO3),; 1,76g Na3(CsHs07) x 2H,0 otopiti u 30 ml redestilirane

vode]

Fiksacija

Biljno tkivo je u kapljici hladnog glutaraldehida izrezano Ziletom na sitne komadice te je
stavljeno u bocicu sa hladnim glutaraldehidom i inkubirano 1 sat na ledu. Zatim su uzorci
dva puta isprani kakodilatnim puferom i inkubirani na ledu 10 minuta. Kakodilatni pufer
je zatim zamijenjen osmijevim tetroksidom i uzorci su ponovno inkubirani na ledu 1 sat.
Nakon toga su dva puta isprani vodom, a zatim je uslijedila inkubacija na sobnoj

temperaturi 10 minuta.

Dehidracija
Destilirana voda zamijenjena je 50%-tnim etanolom. Nakon toga je uzorak po 10 minuta
inkubiran u 50%-tnom etanolu, zatim u 60%-tnom, 70%-tnom, 80%-tnom i 96%-tnom

etanolu. U 100%-tnom etanolu uzorak moze stajati nekoliko tjedana.
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3. Infiltracija prijelaznim otapalima
100%-tni etanol zamijenjen je zatim mjesavinom etanola i acetona u omjeru 1:1 i uzorci
su stavljeni na inkubaciju 30 minuta, a nakon toga su 30 minuta inkubirani u ¢istom

acetonu.

4. Uklapanje
Apsolutni aceton zamijenjen je mjesavinom aceton: Spurrovo sredstvo u omjeru 1:1 (v/v)
i uzorci su inkubirani 1 sat. Mjesavina je zatim zamijenjena Cistim Spurrovim sredstvom i
uslijedila je inkubacija 4-5 sati na 40 °C uz mijesanje iglicom svakih 30 min. U kalup za
uklapanje stavljen je listi¢ s brojem te je tkivo iglicom pazljivo preneseno u kalup koji je
zatim nadopunjen Spurrovim sredstvom do vrha. Uzorci su polimerizirani dva dana na 65
°C.

5. Kontrastiranje ultratankih prereza
Kontrastiranje je radeno pomocu uranil-acetata i olovnog citrata. Mrezice su stavljene na
kapljicu sredstva za kontrastiranje i drzane 5-10 minuta, isprane laganim mlazom

destilirane vode (42 °C) i osusene filter papirom.

Uzorci su promatrani transmisijskim elektronskim mikroskopom Zeiss EM 10A.

3.15.2. Anatomska analiza lista poludebelim prerezom

Lisno tkivo za poludebele prereze fiksirano je prema postupku opisanom u 3.15.1., a zatim
obojano otopinom 2%-tnog (w/v) toluidinskog modrila i 2%-tnog (w/v) boraksa u omjeru 1:1.
Prerezi su rezani na debljinu od 500 nm, a promatrani su invertnim mikroskopom Opton Axiovert

35 (Zeiss, Njemacka) pri ukupnom povecanju od 400X.
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3.16. Elektronska paramagnetska rezonancija (EPR)

Elektronska paramagnetska rezonancija je spektroskopska metoda kojom se detektiraju nespareni
elektroni pomocu radijacije mikrovalova uz prisutnost vanjskog magnetskog polja (Slika 15).
KoriStena je u svrhu ispitivanja oslobadanja reaktivnih kisikovih radikala u cjelovitim
kloroplastima. Mjerenja su radena na A. thaliana divljem tipu (WT) i liniji sa pojacanom
ekspresijom proteina TROL (TROL OX) kako bi pokazali utjecaj interakcije FNR-TROL na
kloroplastni metabolizam biljaka koje sadrze vise proteina TROL i samim time vise vezanog
proteina FNR. Biljke su uzgajane prema postupku opisanom u 3.13. te su izolirani cjeloviti
kloroplasti prema opisanom postupku u 3.14.6. U uzorke je dodana specifi¢na klopka za
superoksidni anion (O;) 5,5-dimetil-1-prolin-N-oksid (DMPO), a u pojedine uzorke je dodan i
herbicid metil viologen (MV). MV u osvjetljenim kloroplastima preuzima skoro sve elektrone iz
PSI, posebno od reduciranog feredoksina, kako bi formirao kationske radikale koji vrlo brzo
generiraju O, autooksidacijom. Mjerenja su radena u staklenim kapilarama na X-band Varian E-
109 spektrometru uz mikrovalnu snagu od 20 mV, modulacijsku amplitudu 0,1 mT, frekvenciju
od 100 kHz i raspon skeniranja od 8 mT (DMPO).

H
WWMW Eksperimentalni EPR spektar
J\/—M’\/_/W\‘V_A\/— Simulacija DMPO-OOH

326 328 330 332 334 336

Magnetsko polije / mT

Slika 15. Analiza EPR spektra nastanka DMPO-OOH spinskog adukta u kloroplastima A.
thaliana WT linije prethodno izlozenih fotosintetskom osvjetljenju od 100 umol fotona m? s

tijekom 30 sekundi.
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3.17. Statisticka obrada podataka

Analiza fotosintetskih pigmenata biljnih linija radena je u pet mjerenja pod osvjetljenjem sa UV
komponentom i pet mjerenja pod osvjetljenjem bez UV komponente. Rezultati su prikazani u
obliku srednjih vrijednosti s nazna¢enom standardnom devijacijom. Statisticki zna¢ajna razlika
izmedu medusobno ispitivanih linija za svaki od pigmenata odredena je koriStenjem T-testa na

razini znacajnosti od 5%.

Oslobadanje superoksidnog radikala mjereno je u 6 replika za svaki uvjet (D, L, D+MV, L+MV)
elektronskom paramagnetskom rezonancom na linijjama TROL OX i WT. Rezultati su
normalizirani u odnosu na WT te prikazani kao srednja vrijednost s oznacenom standardnom
devijacijom. Statisticka analiza rezultata radena je analizom varijance ANOVA te T-testom, a
TROL OX uzorci koji su se statisticki znacajno razlikovali od divljeg tipa oznaceni su

zvjezdicom.

Analiza morfometrije listova radena je u programu Fiji (Image J) koji, pomocu izmjerenog
referentnog predmeta poznate duljine, piksele pretvara u mm?. Rezultati su prikazani kao srednje
vrijednosti 50 replika povrsine listova pojedine linije krizanaca u mm? s oznagenom standardnom

devijacijom, a statisticka analiza je radena analizom varijance ANOVA i T-testom.
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4. REZULTATI



U okviru istrazivanja interakcija proteina FNR i TROL, istraZzene su razlike u jacini interakcija
ovih proteina kod C3 i C4 biljaka. Stvaranje mutantnih linija krizanjem ZmFNRIFLAGHA
biljaka koje ne sadrze TROL sa mutantnim biljkama sa izmjenjenom domenom RHO proteina
TROL stvorena je platforma za istrazivanje proteinskih kompleksa i u¢inka izmijenjene domene

proteina TROL na sam proces fotosinteze.

4.1. Kvalitativna i kvantitativna provjera interakcija FNR-TROL kod C3 i C4
biljaka

4.1.1. Konstrukcija vektora pPGADZmFNR1FLAGHA

Kako bi ispitali interakciju FNR-TROL kod C3 i C4 biljaka sustavom dvaju hibrida kvasaca
(4.1.3.), konstuiran je prey vektor pPGADZmFNR1IFLAGHA. ZmFNR1FLAGHA u vektoru
pK7WG2.0 umnozen je metodom lancane reakcije polimerazom (PCR) pomodu pocetnica
ZmY2HF i ZmY2HR (Tablica 2 i Tablica 3). Nakon toga je radena restrikcijska razgradnja
umnozenog ZmFNRIFLAGHA i vektora pGADT7 (Tablica 7 i Tablica 8) koji su, nakon

proc¢is¢avanja iz gela (Slika 16), stavljeni na ligaciju (Tablica 9).

_ Linearizirani vektor pGADT7.0
_ ZmFNR1FLAGHA insert (1068 nukleotida)

3000 pb

1000 pb
500 pb

Slika 16. Prikaz DNA uzoraka na 1% agaroznom gelu. Linija 1: linearizirani vektor pGADT7
(7987 pb) nakon razgradnje restrikcijskim endonukleazama BamHI HF i EcoRI HF; linija 2:
insert ZMFNR1FLAGHA nakon razgradnje restrikcijskim endonukleazama BamHI HF i EcoRI
HF; M: Marker (Gene Ruler DNA Ladder Mix).
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Kemijski kompetentne DH5a (2.4.) bakterijske stanice transformirane su produktom ligacije, a
zatim nasadene na LB selekcijske ploCe s ampicilinom. Na transformantama je zatim raden
Colony PCR kako bi potvrdili ugradnju inserta u vektor (Slika 17, Tablica 4). Insert je umnozen
pocetnicama ZmY2HF i ZmY2HR koriStenim u pocetnom umnazanju inserta (4.1.1.). Kao

dodatna provjera ugradnje radena je restrikcijska razgradnja (Slika 18).

ZmFNR1FLAGHA

T st
[

(1068 nukleotida)

3000 pb

1000 pb
500 pb

Slika 17. Prikaz DNA wuzoraka na 1% (w/v) agaroznom gelu. Linije 1-4: insert
ZMFNR1IFLAGHA umnozen pocetnicama ZmY2HF i ZmY2HR Colony PCR metodom;
N: negativna kontrola u koju nije dodan DNA kalup; P: pozitivna kontrola ZmFNR1FLAGHA u
vektoru pK7WG2.0; linije E- linije u koje nije nanesen uzorak; M: marker (Gene Ruler DNA
Ladder Mix).

Linearizirani vektor

pGADT7.0

3000 pb

1000 pb ZmFNR1FLAGHA insert
(1068 nukleotida)

500 pb

Slika 18. Prikaz DNA uzoraka na 1% (w/v) agaroznom gelu. Linije 1-4: produkti razgradnje
restrikcijskim endonukleazama BamHI HF i EcoRI HF linearizirani vektor pPGADT7.0 i insert
ZMFNR1FLAGHA; M: marker (Gene Ruler DNA Ladder Mix).
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Nakon potvrdene uspjesne ugradnje inserta ZmFNR1FLAGHA u vektor pGADT7, bakterijski soj
DH5a transformiran je i sa pBDITEP, pBDIA2, pBDPEPE, pBD220 i pADPsFNR1, vektorima

koriStenim u eksperimentima ispitivanja proteinskih interakcija.

4.1.2. Sustav dvaju hibrida kvasaca

Sojevi kvasaca S. cerevisiae AH109 i Y187 transformirani su Li-O-Ac metodom (3.5). Nasadeni
su na ploce niske selektivnosti SC-Drop out —Leu / -Trp. Ploce su zatim inkubirane 3-5 dana na
30 °C. Kvasci koji su narasli, odnosno kod kojih je interakcijom proteina omogucena ekspresija
gena koja im je omogucila rast na selektivnim plo¢ama, nasadeni su na plo¢e srednje selektivnosti
SC-Drop out — Leu / -Trp / -His, a nakon toga i na plo¢e visoke selektivnosti Sc-Drop out —Leu /
-Trp / -His /-Ade. Na svim selektivnim plocama sustav dvaju hibrida kvasca dao je jednak
rezultat (Slika 19).

pBD220  pBDITEP pBDPEPE  pBDIA2

PADPSFNR1

PGADZmFNR1FLAGHA

Slika 19. Provjera proteinskih interakcija sustavom dvaju hibrida kvasaca na selektivnim
plo¢ama SC-Drop out —Leu / -Trp / -His. Kvascev soj S. cerevisiae AH109 transformiran je s
plijen (prey) vektorima pADPSFNR1 i pGADZmFNRI1FLAGHA, svaki u kombinaciji s
pojedinim mamcem (bait) vektorom pBD220, pBDITEP, pBDPEPE i pBDIAZ2. Interakcije bait
vektora pBDIA2 (domena proteina Tic62) i pBDITEP (domena proteina TROL) s oba prey
vektora omogucile su rast kvasaca (na slici vidljivo kao bijele tocke). Interakcije izmedu
pBD220 i pBDPEPE s pADPsFNR1 i pGADZmFNR1FLAGHA nije bilo i nema rasta kvasaca
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na selektivnoj plo¢i (na slici vidljivo kao prozirne tocke). Selektivna plo¢a fotografirana je

pomoc¢u G:BOX sustava (Syngene, Engleska).

4.1.3. Kvantifikacija interakcija X-alfa-galaktozidaznim i beta galaktozidaznim testom

Dodatna provjera interakcija napravljena je semikvanititativnim X-alfa-galaktozidaznim testom
(3.6.2). Test je potvrdio rezultate dobivene sustavom dvaju hibrida na plo¢ama visoke
selektivnosti SC-Drop out —Leu / -Trp / -His / -Ade s naznakama da su interakcije izmedu
pGADZmFNRI1 sa pBDITEP i pBDIA2 jace od onih s pADPsSFNR1 (Slika 20).

Vg, pBDIA2 pBD220 pBDITEP pBDPEPE

pADPsFNR1

pPGADZmFNR1FLAGHA

Slika 20. Provjera proteinskih interakcija X-alfa-galaktozidaznim testom na plo¢ama visoke
selektivnosti SC-Drop out —Leu / -Trp / -His / -Ade. Interakcije prey i bait vektora su omogucile
rast kvasaca i razgradnju kromogenog supstrata X-Gal sto je dovelo do pojave plavog obojenja
kod interakcija pozitivne kontrole pBDIA2 (domena proteina Tic62) i pBDITEP (domena
proteina TROL) sa oba prey vektora. Interakcije izmedu negativnih kontrola pBD220 i
pBDPEPE sa pADPsSFNR1 i pGADZmFNR1FLAGHA nije bilo i nema rasta kvasaca niti pojave

plavog obojenja na selektivnoj ploci.
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Kako bi kvantificirali razlike u jacini interakcija, napravljen je beta galaktozidazni test (3.6.3)
(Slika 21).

Beta galaktozidazni test

1800,00
1600,00
1400,00
1200,00
1000,00

800,00

Beta-gal jedinice

600,00
400,00
200,00 T

0,00 I —

ZmFNR1/ITEP ZmFNR1/IA2 PsFNR1/ITEP PsFNR1/1A2

Slika 21. Odredivanje jacine proteinskih interakcija beta galaktozidaznim testom. Prikazana je
srednja  vrijednost rezultata sa standardnom devijacijom. Izmedu pBDITEP i
PGADZmMFNRIFLAGHA ostvarena gotovo 10 puta jaca interakcija nego izmedu pBDITEP i
pADPsSFNR1, a oko 6 puta jaca izmedu pBDIA2 i pGADZmFNR1 nego izmedu pBDIA2 i
pADPsFNR1.

Jace interakcije s domenama proteina TROL 1 Tic62 ostvario je protein ZmFNR1 iz C4 biljke
kukuruza u odnosu na interakcije koje s istim domenama ostvaruje protein PSFNR1 iz C3 biljke

graSka.
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4.2. Konstrukcija biljnih  mutantnih linija ZMFNR1FLAGHA Kkoje sadrze
izmijenjeni protein TROL i ZmFNR1

4.2.1. Krizanje, uzgoj i selekcija mutantnih linija

Mutantna linija ZmMFNR1FLAGHA (89) koja ne sadrzi protein TROL krizana je sa mutantnim
linijjama proteina TROL: D207E, D207N i ARHO (86) te s divljim tipom WT. Linije su uzgojene
prema postupku opisanom u 3.13. Odabrani su odgovaraju¢i zenski roditelji linije
ZmFNRI1FLAGHA i muski roditelji iz linija WT, D207E, D207N i ARHO. Biljke su krizane
(3.12.), a krizanci su kontrolirani Phire Plant lan¢anom reakcijom polimerazom (3.7.2.) (Slika

22, Tablica 5 i 6) te Westernskom metodom otiska.

Pocetnice koriStene za umnazanje TROL-a su TROL_GWAY_R, TROL internal F i
TROL_G_WAY _F, a za umnazanje ZmFNR1 koristene su Y2HR i Y2HF.
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Slika 22. Prikaz produkata ZmFNR1 i TROL umnozenih Phire Plant lan¢anom reakcijom
polimeraze na 1% (w/v) agaroznom gelu. a) 1-5: pet mutantnih biljaka ZmFNR1WT; b) 1, 2, 5, 6:
¢etiri mutantne biljke ZmFNR1D207E; 3,4: dvije mutantne biljke ZmFNR1D207N; c) 1-6: Sest
mutantnih biljaka ZmFNRIARHO; svaka biljka je testirana Phire Plant lan¢anom reakcijom
polimeraze u kojoj je TROL umnozZen pocetnicama TROL GWAY R i TROL internal F, a
ZmFNR1 pocetnicama Y2HR i Y2HF; M: marker (Gene Ruler DNA Ladder Mix); K: pozitivne
kontrole. Zaokruzeni uzorci su dodatno testirani Westernskom metodom otiska i

imunodetekcijom.
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Biljke kod kojih su uspje$no umnozena oba gena Phire Plant lan¢anom reakcijom polimeraze su
zatim dodatno testirane Westernskom metodom otiska i imunodetekcijom (3.14.5.), a one u

kojima su detektirani proteini ZmFNR1 i TROL (Slika 23) koristile su se u daljnjoj selekciji.

ZmFNR1D207E ZmFNR1D207N ZmFNRIWT ZmFNR1ARHO

K 12 3 45 6 7 8 910 1112 13 14 15 16 17

66 kDa a-TROL

66 kDa
35kDa

Slika 23. Westernska metoda otiska i imunodetekcija proteina TROL i ZmFNR1 u izolatu
ukupnih proteina mutantnih linija ZMFNR1D207E (1-4), ZmFNR1D207N (5-7), ZmFNRIWT
(8-14) i ZMFNR1ARHO (15-17); analiza a-HA antitijelima (1:1000, Sigma; sekundarno antitijelo
anti-rat-peroksidaza 1:30000, Sigma), a-TROL(1:2000, Agrisera; sekundarno antitijelo anti-
goat/rabbit-peroksidaza 1:50000, Sigma). K: pozitivne kontrole: WT linija (a-TROL), TROL OX
(a-HA).
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4.3. Fenotipska, strukturna i ultrastrukturna analiza mutanti biljaka A. thaliana
4.3.1. Fenotip mutanti biljaka A. thaliana

Primijecena je medusobna razlika u fenotipu mutanti koje su rasle na GL osvjetljenju (Slika 24).
Mutanta ZmMFNRIWT razvila je velike listove i rozete dok su kod mutanti ZmFNR1D207E i
ZmFNR1D207N (nije prikazana na slici) primijeceni slabiji rast i manje rozete. Najmanje rozete
formirala je mutanta ZMFNR1ARHO. Osim §to su svi krizanci imali znacajno produzen zivotni
ciklus, primijecena je razlika u pocetku cvjetanja koje je prvo zapocelo kod linije ZMFNRIWT,
dok je kod linije ZMFNR1D207E, ZmFNR1D207N i ZmFNR1ARHO zapocelo kasnije.

ZmFNR1D207E ZmFNRIWT ZmFNR1ARHO

Slika 24. Mutantne linije ZMFNR1D207E, ZmFNRIWT i ZmFNR1RHO uzgojene pri GL
osvjetljenju pokazuju razli¢it fenotip. a) Krizanci stari oko tri i pol tjedna; b) Krizanci stari 8
tjedana.
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4.3.2. Morfometrija listova mutantnih linija

Programom Fiji Image J izmjerene su povrSine listova triju mutantnih linija. Mjesec dana stare
biljke fotografirane su pored predmeta poznate duljine kako bi se u ra¢unalnom program Fiji
preracunali pikseli u mm?. Kao §to je prikazano (Slike 24 i 25) najvecu prosje¢nu povrsinu lista
imala je linija ZMFNR1WT, a sve tri linije su se medusobno statisti¢ki znac¢ajno razlikovale. Pri

obradi podataka koriSteni su statisticki testovi ANOVA i T-test.

500
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ZmFNR1D207E ZmFNRIWT ZMFNR1ARHO

Slika 25. Morfometrija listova mutantnih linija ZmFNR1D207E, ZmFNRIWT i
ZMFNRIARHO. Prikazana je srednja vrijednost povrsine listova izrazena u mm? i standardna
devijacija. Skupine se medusobno statisticki znacajno razlikuju na razini znacajnosti od 5%.
Najve¢a povrsina listova izmjerena je kod ZmFNRIWT mutante, a najmanja kod
ZmFNR1ARHO.
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4.3.3. Anatomska struktura lisnog tkiva mutantnih linija

Za izradu poludebelih prereza koriSteni su listovi 4 tjedna starih biljaka mutantnih linija 1 divljeg

tipa uzgojenih na osvjetljenju (20 pmol fotona m™ s%) (3.15.2.). Osim fenotipskih razlika,
primijecena je i razlika u anatomskoj strukturi listova mutanti (Slika 26). Palisadni i spuzvasti
mezenhim sadrze puno medustanicnog prostora, a stanice su uveéane i nepravilnog oblika.
Mutante ZMFNRIWT, ZmFNR1D207N i ZmFNR1ARHO su razvile deblje listove u odnosu na
divlji tip dok je linija ZmFNR1D207E u odnosu na divlji tip razvila tanje listove.

SM

S “PM -
PM ;
-« SM
a) :
20 um b)
20 gm
- PM
SM SM
c) d)
20 ym 20 pm
~ PM
SM
e)
20 ym

Slika 26. Usporedba lisne anatomije poludebelih prereza linija: a) WT , b) ZmFNRIWT,

€) ZMFNR1ARHO, d) ZmFNR1D207N i e) ZmFNR1D207E. PM-palisadni mezofil i SM-
spuzvasti mezofil. Mjerna oznaka: 20 pm.
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4.3.4. Ultrastruktura kloroplasta mutantnih linija

Analiza ultrastrukture kloroplasta na 4 tjedna starim biljkama uzgojenih na GL linija
ZMFNR1D207N, ZmFNRIWT, ZmFNR1ARHO, ZmFNR1D207E i WT (3.15.1.) (Slika 27)
pokazala je da su kloroplasti nepravilnog oblika i da sadrze velike koli¢ine Skroba osim kod linije
ZmFNR1ARHO u kojima su Kloroplasti manji i sadrze manje Skroba u odnosu na kloroplaste
linijja WT, ZmFNR1D207N, ZmFNRIWT i ZmFNR1D207E.

Slika 27. Ultrastruktura kloroplasta biljnih linija a) ZmMFNR1D207N; b) ZmFNRIWT,;
c) ZMFNR1D207E; d) ZmFNR1ARHO; e€) WT uzgojenih na normalnom osvjetljenju (20 pmol
fotona m?s™). Mjerna oznaka: 1 um.
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4.4. Analiza pigmenata
4.4.1. Analiza pigmenata mutantnih linija uzgojenih pod UV osvjetljenjem

Koncentracije klorofila a i ukupnih karotenoida kod biljaka uzgajanih na osvjetljenju od 20 pmol
fotona m?s™ s UV komponentom (36% UV-A i 8% UV-B) statisticki su se zna¢ajno razlikovale
medu mutantnim linijama dok kod koncentracije klorofila b nije bilo statisticki znacajne razlike
izmedu linija (Slika 28).

0,50
0,45
0,40
0,35

a
ab
ab
b b
0,30
0,25
0,20
0,15
B B

0,10

AB AB
0,05 i i A i
0,00 i

WT

ZmFNR1D207E  ZmFNR1D207N ZmFNR1RHO ZMmFNRIWT

Mutantne linije A. thaliana

Koncentracija pigmenata pg/mg

m klorofila ®klorofilb  m karotenoidi

Slika 28. Koncentracija pigmenata (Lg/mg svjeze tvari) klorofila a, klorofila b i karotenoida u
mutantnih linijama biljke A. thaliana te u divljem tipu. Rezultati su obradeni T-testom, a
prikazani su u obliku srednjih vrijednosti sa ozna¢enom standardnom devijacijom. Skupine

oznacene razli¢itim slovima se medusobno razlikuju na razini znacajnosti od 5%.
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Tablica 11. Omjeri pigmenata mutantnih linija i divljeg tipa uzgojenih pod osvjetljenjem od 20

pmol fotona m?s™ s UV komponentom.

Chla Chl b Karotenoidi Chla / Chl a+b
(M9/MG sv0)  (ug/mg svrv)  (HO/MY svv) Chlb
ZmFNR1D207E 0,38+0,05 @ 0.17+0.02 0.06*0.02 2.24 0.55+0.05
ZmFNR1D207N @ 0,33+0,05 | 0.19+0.04 | 0.16%0.01 1.74 0.52+0.06
ZmFNR1ARHO 0,2940,02 @ 0.16%+0.03 0.03+0.01 1.81 0.45+0.1
ZmFNRIWT 0.29+0.02 | 0.17+0.02 | 0.04+0.01 1.70 0.46+0.09
WT 0.31+0.04 | 0.18+0.05 0.08+0.03 1.72 0.49+0.06




4.4.2. Analiza pigmenata mutantnih linija uzgojenih pod osvjetljenjem bez UV komponente

Koncentracija klorofila a, klorofila b i karotenoida mutantnih biljaka A. thaliana i divljeg tipa
uzgojenih na osvjetljenju od 20 pmol fotona m?s™ bez UV komponente su se statisticki znacajno
razlikovale u koncentraciji klorofila a i karotenoida dok kod klorofila b nije bilo statisticki

znacajne razlike (Slika 29).
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Koncentracija pigmenata pg/mg
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W klorofila  m klorofil b karotenoidi

Slika 29. Koncentracija pigmenata (pg/mg svjeze tvari) klorofila a, klorofila b i karotenoida u
mutantnim linijama biljke A. thaliana te u divljem tipu. Rezultati su obradeni T-testom, a
prikazani su u obliku srednjih vrijednosti sa oznacenom standardnom devijacijom. Skupine

oznacene razli¢itim slovima se medusobno razlikuju na razini znacajnosti od 5%.
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Tablica 12. Omjeri pigmenata mutantnih linija i divljeg tipa biljaka uzgojenih na osvjetljenju od

20 pmol fotona m?s™ bez UV komponente

Chla Chl b Karotenoidi Chla/ Chla+b

(HO/MY svrv)  (MO/MY 1)  (HG/MYsvny)  Chlb
ZmFNR1D207E  0.10:0.06  0.11+0.04  0.03+0.02 1 0.21+0.07
ZMFNR1D207N 0.18+0.06 | 0.12+0.03 | 0.03%0.01 1.5  0.3#0.1
ZmFNR1ARHO  0.09+0.07  0.07+0.07  0.03#0.05 1.28  0.16+0.09
ZMFNR1IWT 0.10£0.04 | 0.08+0.05  0.01+0.00 1.25 | 0.18+0.06
WT 0.35+0.05  0.14+0.06  0.09+0.01 2.5  0.49+0.07

Primjecena je razlika u koncentracijama pigmenata mutantnih linija uzgojenih pod osvjetljenjem
bez UV komponente u odnosu na mutantne linije uzgojene pod osvjetljenjem s UV
komponentom (Tablice 11 i 12). S obzirom da je intenzitet fotosintetski aktivne radijacije (PAR)
kod osvjetljenja koje ne sadrzi UV komponente jednak onoj izmjerenoj kod osvjetljenja koje
sadrzi UV komponente, iz razlika u koncentraciji fotosintetskih pigmenata moze se zakljuciti da

njihovo nakupljanje ovisi isklju¢ivo o UV komponenti osvjetljenja.
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4.5. Analiza interakcije ZmFNR-a s proteinom TROL i njegovim mutantama

Na mutantnim linijama ZmFNRIWT, ZmFNR1D207E, ZmFNR1D207N i ZmFNR1ARHO
provjerena je interakcija proteina ZmFNR1 s proteinom TROL na cjelovitim tilakoidima koji su
izolirani prema opisanom (3.14.6.) te je svaki uzorak na gel nanesen u koli¢ini ekvivalentnoj

10 pg Klorofila.

ZmFNR1 na tilakoidima detektiran je samo kod linije ZMFNR1IWT dok kod ostalih linija koje
imaju izmijenjen protein TROL nije detektiran na tilakoidima (Slika 30). Kao kontrole oCuvanosti
tilakoida koristena su a-AtpB i a-LHCII antitijela. Antitijelo a-AtpB detektira beta podjedinicu

ATP sintaze, a a-LHCII integralni membranski protein LHCII, glavni antenski sustav PSII.

ZmFNR1ARHO
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Slika 30. Analiza vezanja proteina ZmFNR1 na tilakoide TROL mutantnih linija Westernskom
metodom otiska i kemiluminiscencijom. a) Tilakoidi su izolirani iz mutanti ZMFNRIWT,
ZMFNR1ARHO, ZmFNR1D207N i ZmFNR1D207E, a imunodetekcija je radena antitijelima a-
HA (1:1000, Sigma; sekundarno antitijelo anti-rat-peroksidaza 1:30000, Sigma) za detekciju
proteina ZMFNR1FLAGHA proteina te o-TROL antitijelima (1:2000, Agrisera; sekundarno
antitijelo anti-goat/rabbit-peroksidaza 1:50000, Sigma) za detekciju proteina TROL. b) Kao
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kontrole cjelovitosti tilakoida i ujednacenog nanoSenja uzoraka na gel koriStena su antitijela a-
AtpB i a-LHCII (1:2000, Agrisera; sekundarno antitijelo anti-goat/rabbit-peroksidaza 1:20000).
Rezultati su vizualizirani ECL-om i eksponiranjem na rendgenski film. M-marker standardnih
proteinskih masa (BioRad, SAD).
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4.6. Elektronska paramagnetska rezonancija (EPR)

Mjerenja reaktivnih kisikovih radikala radena su na WT liniji i TROL OX liniji (3.16) (Slike 31,
32 i 33). Kao specifi¢na klopka za superoksidni radikal koristen je DMPO. Nakon dodavanja
klopke u izolirane kloroplaste, a prije mjerenja, uzorak je drzan 30 sekundi u tami (D) ili je nakon
dodavanja klopke i prije mjerenja uzorak osvjetljen sa 100 pM fotona m? s 30 sekundi (L).
Reakcijska smjesa sastojala se od izoliranih kloroplasta u koncentraciji 50 pg klorofila + 433 mM
DMPO (+ 10 mM MV kod D+MV i L+MV). Rezultati su normalizirani prema WT. Analizirane
su linije uzgajane na D, GL ili HL osvjetljenju (opisano u 3.13.).

BILJKE PRILAGODENE NA TAMU
140
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Slika 31. Oslobadanje superoksidnog radikala kod WT i TROL OX biljaka prilagodenih na tamu
(D). Rezultati su normalizirani prema divljem tipu, a prikazani su kao srednja vrijednost sa
ozna¢enom standardnom devijacijom. Grupe koje se statisticki znacajno razlikuju na razini
znacajnosti od 5% oznacene su razliCitim slovima. Rezultati su obradeni statistiCkim testom
ANOVA te T-testom. D: mrak tijekom 30 sekundi inkubacije; L: uzorak osvjetljen sa 100 uM
fotona m?s™ 30 sekundi; D+MV: mrak tijekom 30 sekundi inkubacije uzorka u koji je dodan i
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MV; L+MV: uzorak u koji je dodan MV osvjetljen sa 100 uM fotona m?s™ 30 sekundi ; MV:
metil-viologen.

Biljke prilagodene na tamu, a prije mjerenja izlozene svjetlosti uz dodatak metil viologena,

pokazale su 20% manje oslobodenog superoksidnog radikala u odnosu na divlji tip.

BILIKE PRILAGODENE NA GL OSVJETLIENJE
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Slika 32. Oslobadanje superoksidnog radikala kod WT i TROL OX biljaka uzgojenih na GL
osvjetljenju. Rezultati su normalizirani prema divljem tipu, a prikazani su kao srednja vrijednost
sa oznacenom standardnom devijacijom. Grupe koje se medusobno statisticki znacajno razlikuju
na razini znacajnosti od 5% oznacene su razli¢itim slovima. Rezultati su obradeni statistickim
testom ANOVA te T-testom. D: mrak tijekom 30 sekundi inkubacije; L: uzorak osvjetljen sa 100
1M fotona m?s™ 30 sekundi; D+MV: mrak tijekom 30 sekundi inkubacije uzorka u koji je dodan
MV; L+MV: uzorak u koji je dodan MV osvjetljen sa 100 pM fotona m? s 30 sekundi; MV:
metil-viologen.

Biljke prilagodene GL osvjetljenju, a koje su prije mjerenja izlozene tami, pokazale su 40% vise

oslobodenog superoksidnog radikala u odnosu na divlji tip.
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BILJKE PRILAGODENE NA VISOK INTENZITET SVJETLOSTI
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Slika 33. Oslobadanje superoksidnog radikala kod WT i TROL OX biljaka prilagodenih visokom
intenzitetu svjetlosti (HL). Rezultati su normalizirani prema divljem tipu, a prikazani su u obliku
srednjih vrijednosti sa oznacenom standardnom devijacijom. Grupe koje se medusobno statisticki
znacajno razlikuju na razini znacajnosti od 5% oznacene su razli¢itim slovima. Rezultati su
obradeni statistickim testom ANOVA te T-testom. D: mrak tijekom 30 sekundi inkubacije; L:
uzorak osvjetlien sa 100 pM fotona m? s 30 sekundi; D+MV: mrak tijekom 30 sekundi
inkubacije uzorka u koji je dodan MV; L+MV: uzorak u koji je dodan MV osvijetljen sa 100 uM
fotona m?s™ 30 sekundi; MV: metil-viologen.

Biljke prilagodene visokom intenzitetu svjetlosti koje su prije mjerenja bile izlozene osvjetljenju,

pokazale su 20% vece oslobadanje superoksidnog radikala u odnosu na divlji tip.
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5. RASPRAVA



U ovom doktorskom radu istrazena je uloga domene RHO proteina TROL u transmembranskoj
signalizaciji vezanja i otpuStanja proteina FNR. Eksperimenti su ukljucili kvantifikaciju
interakcija, interakcije sa mutantama proteina TROL u domeni RHO te ispitivanje ucinka
interakcije FNR-TROL na stvaranje i uklanjanje ROS-a.

Protein FNR se u obliku homodimera veze u komplekse na tilakoidnoj membrani s proteinima
Tic62 i TROL. Oba proteina dijele visoko konzerviran slijed na svom C-terminalnom zavrsetku
kojim vezu FNR. Taj slijed je nazvan membrane recruiting motif (MRM), a specifican je samo za
vaskularne biljke (6, 43, 92). lako i TROL i Tic62 vezu protein FNR putem identi¢éne domene,
sami kompleksi imaju potpuno drugacije funkcije. Tako je kompleks proteina FNR i Tic62
reguliran uvjetima pH vrijednosti u stromi (93), odnosno u kiselim uvjetima Tic62 veze FNR te
ga stabilizira 1 sprjeCava njegovu inaktivaciju, no nema utjecaj na fotosintezu (26, 43, 90).
Kompleks FNR-TROL je odgovoran za uéinkovit linearan prijenos elektrona i ucinkovitu
fotosintezu (6, 81). Dosadasnja istraZivanja su pokazala da je interakcija izmedu proteina FNR i
proteina TROL osam puta jaca od one izmedu FNR-a i Tic62 (6). Lintala i suradnici (85) su
utvrdili da kod tic62 i trol mutanti nije doSlo do promjene u asimilaciji ugljika, ali je nedostatak
vezanog FNR-a doveo do smanjenja stope redukcije NADP* u NADPH. Takoder, ove su mutante
pokazale otpornost na jak intenzitet svjetlosti (26, 85). S druge strane, istrazivanja Twachtmanna
i suradnika (29) radena na izoformama enzima FNR iz kukuruza, koji je C4 biljka, pokazala su da
lisna izoforma ZmFNR1, koju nalazimo i u $tapi¢astim i u stanicama mezofila, ima najveci
afinitet za vezanje u membranske komplekse. Proteinske kimere sastavljene od topivog ZmFNR3
i N-terminalnog zavrSetka izoforme ZmFNR1 pokazale su da je vezanje u komplekse na
membranu 1 dimerizacija omogucena samo kod izoformi sa specificnom strukturom N-

terminalnog zavrSetka (29).

S obzirom na gore navedene rezultate, u ovom radu je za provjeru i kvantifikaciju interakcija
odabrana izoforma FNR1 iz kukuruza. Oznacena je biljezima FLAG i HA kako bi ju mogli pratiti
i razlikovati od endogenih lisnih izoformi A. thaliana (89). Prethodna istrazivanja Juri¢ i
suradnika (6) potvrdila su jace interakcija izmedu domene ITEP proteina TROL i FNR, nego
domene IA2 proteina Tic62 i FNR. Rezultat ovog istrazivanja potvrdio je rezultat Juri¢ i
suradnika (6), ali i ukazao na razliku pri kvantifikaciji koja se odnosila na tipove fotosinteze,
odnosno jaCe interakcije uocene su izmedu ZmFNRI1, elementa C4 biljke, i ITEP domene
proteina TROL u odnosu na interakciju PSFNR1, elementa C3 biljke, i domene ITEP i to za ¢ak
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10 puta (91). Dva puta jaCe interakcije zabiljezene su kod ZmFNR1 i IA2 domene Tic62 proteina
nego kod PsFNR1 i IA2 domene Tic62 (91).

Nekoliko je predlozenih modela vezanja FNR-a u komplekse na membrane. Jednim od modela
predlaze se da je vezanje uvjetovano uvjetima pH vrijednosti u stromi, odnosno da zakiseljavanje
strome i nedostatak svjetlosti uzrokuju vezanje u komplekse (26). Drugi model predlaze da na
vezanje FNR-a na membranu utjede redoks stanje strome (NADP*/NADPH) (83), a treéi upucuje
na vaznost RHO domene kao regulatora dinamickog vezanja i otpustanja FNR-a

transmembranskom signalizacijom (81,6).

Rodanazne domene proteina prilagodile su se raznovrsnim funkcijama kako bi uspje$no osigurale
sumpor potreban u razli¢itim metabolickim i regulatornim putevima. Identifikacija supstrata
proteina koji sadrze rodanaznu domenu je oteZana, ali uocena je vaznost aminokiselinskog slijeda
petlje aktivnog mjesta u specificnosti prepoznavanja supstrata. Kod kataliti¢ki neaktivnih domena
primijecena je povezanost sa drugim domenama $to upucuje da imaju regulatornu funkciju i to
najvjerojatnije signaliziranje (79). Pokazano je da je RHO domena proteina TROL smjestena u
lumenu tilakoida dok su C-terminalni i N-terminalni zavrSetak smjeSteni u stromi (82).
Rodanazna domena proteina TROL identi¢na je aktivnim rodanaznim domenama, no za razliku
od njih, u aktivnom mjestu ne sadrzi cistein ve¢ aspartat. lako nije aktivna, predloZen je vec
spomenuti model u kojem ima vaZnu ulogu u transmembranskoj signalizaciji vezanja i otpustanja

FNR-a koja bi mogla biti potaknuta vezanjem signalnog liganda sli¢énog PQ (81).

Kako bi eksperimentalno dokazali vaznost domene RHO u dinamici kompleksa FNR-TROL na
membrani, u ovom istrazivanju koristeno je nekoliko mutantnih linija A. thaliana, a cilj je bio
krizanjem stvoriti linijju koja ¢e omoguditi pracenje proteina ZmFNR1 i promatrati utjecaj
mutacija u domeni RHO u lumenu na stvaranje kompleksa FNR-TROL na stromalnoj strani
tilakoida. Provjerom krizanja Phire PCR metodom i Westernskom metodom otiska u izolatu
ukupnih proteina detektirani su protein TROL i njegovi mutantni oblici, ali i protein ZmFNR1.
Medutim, rezultat dobiven na izolatu tilakoida krizanaca ZMFNRIWT upucivao je na neosporan
utjecaj RHO domene u transmembranskoj signalizaciji. Westernskom metodom otiska je
ZmFNR1 detektiran vezan na tilakoidima samo kod ZmFNR1WT krizanaca. Naime, ovi krizancCi
sadrze TROL koji nema nikakve promjene u RHO domeni i potjece iz divljeg tipa, dok kod svih

ostalih krizanaca sa izmijenjenom RHO domenom, bilo da je rije¢ o izmjeni jedne aminokiseline
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ili uklanjanju 13 aminokiselina, ZmFNRI1 nije detektiran vezan na tilakoidima. Zaklju¢no,
uklanjanje 13 aminokiselina u RHO domeni smjeStenoj u lumenu, ali i izmjena aspartata na
poziciji 207, uzrokovala je nemoguénost vezanja ZmFNR1 na stromalnoj strani tilakoida (Slika
34).

Stroma /_/J

a)
Lumen
RHO
Stroma (_,_J
b)
Lumen
D/E, 207
D/N, 207

ARHO-delecija 13
aminokiselina

Slika 34. Shematski prikaz rezultata vezanja ZmFNR1 na tilakoide. a) Kod linije ZmFNR1IWT
koja nema promjenu u domeni RHO ZmFNR1 je vezan na tilakoide, b) kod mutanti
ZmFNR1D207E i ZmFNR1D207N koje imaju promjenu aspartata u domeni RHO nema vezanja,
kod mutante ZmMFNR1ARHO u kojoj je uklonjeno 13 aminokiselina domene RHO nema vezanja.

Kao §to je ve¢ spomenuto, u neaktivnoj rodanaznoj domeni proteina TROL cistein, koji je

karakteristiCan za aktivne domene, zamijenjen je aspartatom. Aspartat je supstrat histidin kinaza,
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dijela dvokomponentnog sustava prijenosa signala koji je prvotno smatran karakteristi¢cnim samo
za prokariotske stanice (95). Medutim, nakon otkri¢a histidin kinaza u A. thaliana (97) postalo je
jasno da ovakav sustav mozemo pronaéi i u eukariotskim Stanicama. Prve opisane kinaze su
ERT1 i CK1 koje sudjeluju u prepoznavanju fitohormona etilena i citokinina te ATHK1 koja
sudjeluje kao senzor osmotskih procesa (98, 99). Ekspresija ATHK1 je inducirana suSom, niskim
temperaturama i mehanickim stresom, a smatra se da je njena kinazna aktivnost pod kontrolom
osmotskog tlaka (98, 99). Osim otkrica samih kinaza, Urao i suradnici (100) sustavom dvaju
hibrida kvasaca predlozili su i odredene signalne puteve dvokomponentnog sustava u A. thaliana.
Histidin kinaze Kkataliziraju prijenos fosfatne grupe s histidina histidin kinaze na aspartat
regulatora odgovora, a vazne su za prepoznavanje i integraciju brojnih endogenih i egzogenih
signala (101). Razlikujemo i dvokomponentni sustav u viSe koraka u kojem sudjeluje tzv.
hibridna histidin kinaza. Naziv hibridna potjece od dodatne domene s konzerviranim aspartatom
na C-terminalnom zavrSetku na koju se prvo prebacuje fosfatna grupa, a tek onda na aspartat
regulatora odgovora. Fosforilacija regulatora odgovora uzrokuje konformacijske promjene koje
dovode do promjene bioloske aktivnosti (102, 103). S obzirom na ova dosadasnja istrazivanja i
rezultat dobiven u ovom istrazivanju krizanjem mutanti proteina TROL u domeni RHO,
konkretno uklanjanjem 13 aminokiselina ili zamjeni aspartata, mozemo zaljuéiti da postoji
moguénost da je aspartat neaktivne domene RHO odgovoran za prijenos transmembranskog
signala iz strome u lumen fosforilacijom dvokomponentnim sustavom. Pri tome dolazi do
konformacijskih promjena u domeni ITEP koje dovode do otpustanja FNR-a sa membrane u
uvjetima prevelike redukcije transportnog lanca elektrona. Nadalje, neaktivna rodanazna domena
je strukturno vrlo sli¢na katalitickoj podjedinici Cdc25 fosfataze, enzima klju¢nog za regulaciju
stani¢nog ciklusa (105). Glavna strukturna razlika je u duzini petlje aktivnhog mjesta. Humani
homolozi Cdc25 fosfataze Cdc25A i Cdc25B vezani su za onkogenezu razliitih tipova tumora.
Pojacanom ekspresijom ovih proteina dolazi do destabilizacije stani¢nog ciklusa, nekontrolirane
diobe stanica te genske nestabilnosti (105). Primijec¢eno je da bi inhibiciju Cdc25 fosfataza mogla
uzrokovati redoks promjena kinona u prisutnosti Kisika (106,107). U skladu s tim rezultatima,
postoji mogucnost da plastokinon, uz to $to igra vaznu ulogu u prijenosu elektrona i1 redoks
regulaciji cyt begf kompleksa, uzrokuje i aktivaciju transmembranskog signala putem domene
RHO. Dakle, reducirani plastokinon promjenom svog redoks stanja mogao bi biti okida¢ signala

u lumenu za otpustanje proteina FNR sa domene ITEP proteina TROL u stromi.
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Postavlja se pitanje zaSto je uopce vazno dinami¢ko vezanje i otpuStanje FNR-a i kakav utjecaj
ima na kloroplastni metabolizam. Kao $to je ve¢ spomenuto, nakon PSI, Fd prenosi elektrone
razli¢itim enzimima, no preferencijalni put je onaj kataliziran FNR-om u kojem nastaje NADPH.
S obzirom da FNR moze katalizirati i obrnutu reakciju pri ¢emu nastaje reducirani Fd, potrebna je
stalna ravnoteza izmedu potroinje NADPH i dostupnog NADP" da bi sustav bio uginkovit (94). U
slucaju pretjerane redukcije transportnog lanca moze doc¢i do ostecenja proteinskih kompleksa i
proizvodnje velike koli¢ine ROS-a. Takoder, dolazi do aktivacije Mehlerove reakcije i
proizvodnje H,O; pseudociklickim putem, aktivacije ciklickog toka elektrona da bi se osigurao

ATP za Calvinov ciklus te ponovna uspostava linearnog toka elektrona (94).

FNR vezan na TROL nalazi se u blizini PSI i pridonosi u¢inkovitom prijenosu elektrona na
NADP®. Vazno je napomenuti da su za proizvodnju jedne molekule NADPH potrebna dva
reducirana Fd. PredloZzeni model dinami¢kog vezanja i otpuStanja FNR-a podrazumijeva
uc¢inkovitu proizvodnju NADPH pri normalnom osvjetljenju dok je FNR vezan za TROL. Vojta i
suradnici (81) predlozili su da u uvjetima pojac¢anog intenziteta svjetlosti, transmembranskom
signalizacijom dolazi do otpustanja FNR-a s membrane §to omogucuje prijenos elektrona
alternativnim primateljima i/ili sprjeGavanje propagacije ROS-a. Istrazivanja radena na p$enici i
duhanu pokazala su da pojacana ekspresija FNR-a i njegovo otpustanje sa membrane povecavaju
otpornost biljaka na ROS (108, 109). Kod trol linije biljke A. thaliana zabiljezeno je stvaranje
manje O, u trima testiranim uvjetima: biljkama prilagodenim na tamu, na normalno osvjetljenje i
na jak intenzitet svjetlosti (5). Cini se da se u odsutstvu TROL-a elektroni sa PSI ne prenose na
O, nego ih reducirani Fd $alje alternativnim putevima (5,81). No, moze se pretpostaviti i uloga
Asada-Halliwel-Foyer puta detoksifikacije nefotokemijskih elektrona koji se u¢inkovito uklanjaju
enzimima SOD, APX te glutationom koji regulira omjer NADPH/NADP™ u stresnim uvjetima
(112). U tom smislu treba napomenuti da su enzimi SOD i APX pronadeni u izoliranim
kompleksima s TROL-om (Vojta, Rac, Fulgosi neobjavljeni rezultati). Vojta i suradnici (5)
pokazali su da kloroplasti trol mutanti proizvode 20% manje O, u usporedbi s divljim tipom, dok
je ¢ak 30-40% manje O, detektirano u tretmanima s MV u odnosu na tretirani divlji tip. Dakle, u
odsustvu TROL-a FNR bi mogao biti vezan za neke alternativne komplekse koji omogucuju
ucinkovito uklanjanje Oy, ¢ak i u prisutnosti MV (5), najvjerojatnije one koji ukljucuju vec
spomenute SOD i APX. U ovom istrazivanju je kod biljne linije TROL OX (86) na sva tri

svjetlosna tretmana primije¢ena povecana proizvodnja O, osim u slu¢aju kad su biljke
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prilagodene na tamu bile izloZzene kratkom osvjetljenju uz dodan MV (Slika 31). Kod biljaka
uzgojenih na normalnom osvjetljenju primijecena je ¢ak 40% veca proizvodnja O, a kod biljaka
uzgojenih na jakom intenzitetu svjetlosti 20% vecéa (Slike 32 i1 33), $to odgovara predlozenom
modelu u uvjetima visokog intenziteta osvjetljenja. Prema dobivenim rezultatima moZemo
zakljuciti da prisutnost TROL-a u suviSku sprje¢ava prenoSenje elektrona na put detoksifikacije

ROS-a sto dovodi do stvaranja vece koli¢ina O, nego u slucaju kada TROL nije prisutan.

Sztatelman i suradnici (117) pokazali su da je izlaganje biljaka A. thaliana ve¢im dozama UV
osvjetljenja koje su nakon toga drzane u tami sprijecilo degradaciju klorofila u tami i
senescenciju. Isti tretman raden na biljkama koje su uzgojene na normalnom osvjetljenju
uzrokovao je smanjenje koncentracije svih pigmenata, pad uinkovitosti fotosinteze i Zucéenje
listova. Kod biljaka A. thaliana koje su rasle pod UV-B osvjetljenjem primijecena je smanjena
povrsina lista i smanjena stomatalna provodljivost, ali i vec¢a koncentracija klorofila. Takoder, te
su biljke bile otpornije na susu i visok intenzitet svjetlosti (118). Brown i suradnici (111) pokazali
su da su fotomorfogeni odgovori na UV-B svjetlost kod biljaka A. thaliana regulirani proteinom
UVRS8 (113) koji djeluje kao fotoreceptor stvarajuc¢i monomere pod utjecajem UV-B koji zatim
aktiviraju mrezu morfogenih i fizioloskih odgovora interakcijom sa proteinom COP1 (116).
Mutante uvr8-1 pokazale su hipersenzitivnost na UV-B (112) dok su mutante koje su poja¢ano
eksprimirale UVRS8 bile tolerantne na UV-B (113). U ovom istrazivanju, mjerenjem koncentracije
fotosintetskih pigmenata mutantnih biljaka i biljaka divljeg tipa, primije¢eno je da mutante
uzgojene pod UV osvjetljenjem sadrze vece koncentracije klorofila a, klorofila b i karotenoida
nego biljke uzgojene pod osvjetljenjem bez UV-a koje sadrze znacajno manje klorofila a u
odnosu na divlji tip. Koncentracija klorofila b nije pokazala statisticki znacajne razlike u
tretmanima. Za razliku od istrazivanja Brown i suradnika (111), osvjetljenje koriSteno za ova
istrazivanja sadrZavalo je 1 UV-A komponentu osvjetljenja €iji intenzitet nismo mogli mjeriti pa
ne mozemo sa sigurno$¢u donositi nikakve zakljucke na temelju usporedbe. S ozbirom na
dobivene rezultate, postoji mogucnost da je interakcija FNR-TROL povezana s odgovorima
biljke na UV tretman te da je TROL mogu¢i ishodi$ni element u procesima fotomorfogeneze

ovisne o UV.

Promjene u domeni RHO utjecale su i na ultrastrukturu kloroplasta, anatomsku strukturu lista i
fenotip biljaka. Naime, linija ZmFNRIWT je u odnosu na WT razvila puno vece rozete s ve¢im i
debljim listovima, dok je kod linija ZmFNR1D207N, ZmFNR1D207E i ZmFNR1ARHO rozeta i
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povrsina listova bila puno manja. Ultrastruktura kloroplasta pokazala je da su sve linije osim

ZMFNR1ARHO sadrzavale nepravilne kloroplaste bogate skrobom.

Istrazivanja interakcija FNR-TROL u ovoj doktorskoj disertaciji omoguéila su bolji uvid u
slozenost fotosintetskih procesa te ukazala na vazan utjecaj samo jedne aminokiseline u domeni
RHO na tok elektrona, a time i na u¢inkovitost fotosinteze. Rezultati otvaraju nova pitanja poput
klju¢nog lumenalnog mehanizma u transmembranskoj signalizaciji, utjecaja proteina TROL na
fotomorfogenezu ovisnu o UV, ali i usmjeravaju na daljnja istrazivanja C3/C4 elemenata
fotosinteze koja mogu dovesti do nastanka biljaka otpornijih na stres s ucinkovitijom

fotosintezom.
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6. ZAKLJUCAK



U ovom doktorskom radu istrazena je uloga proteina TROL i njegove domene RHO u interakciji

s proteinom FNR u procesima regulacije prijenosa elektrona u fotosintezi biljke A. thaliana.

1.

Istrazivanje proteinskih interakcija sustavom dvaju hibrida kvasca te X-alpha i beta
galaktozidaznim testom proteina TROL sa ZmFNR1 iz C4 biljke kukuruza te PSFNR1 iz
C3 biljke graska pokazalo je da ZmFNRI oko 10 puta snaznije interagira s FNR

vezuju¢om TROL domenom u usporedbi sa PsSFNR1.

Konstrukcijom mutanti biljke A. thaliana koje imaju definirane izmjene u lumenalnoj
domeni RHO proteina TROL te sadrze endogeni FNR1 i egzogeni ZmFNRI1 istrazena je
hipoteza uloge transmembranske signalizacije u dinami¢kom vezanju FNR-a. Pokazano je
da nema vezanja ZmFNR1 na tilakoide u mutantama koje su sadrzavale izmjenu u domeni
RHO. Vezanje ZmFNR1 na tilakoide pokazano je samo kod mutante s neizmijenjenom
RHO domenom proteina TROL po ¢emu se moze zakljuciti da domena RHO tj. njezin
aminokiselinski ostatak Asp207 ima vaznu ulogu u regulaciji vezanja i otpusStanja FNR-a

na stromalnoj strani tilakoida.

Uloga dinami¢kog vezanja i otpustanja FNR-a u nastajanju ROS-a istrazena je
koriStenjem mutante koja prekomjerno nakuplja protein TROL (TROL OX). Utvrdeno je
da mutanta TROL OX nakuplja znacajno vece koli¢ine O, u odnosu na divlji tip biljke
A . thaliana $to je upravo suprotno od mutanti koje ne nakupljaju TROL (trol). Time
mozemo zakljuditi da u prisustvu pojacanog vezanja FNR-a na tilakoide ne dolazi do
aktivacije alternativnog puta/alternativnih puteva prijenosa elektrona koji sluzi za

sprjeCavanje stvaranja ROS-a.

Mjerenjem koncentracije fotosintetskih pigmenata mutanti i divljeg tipa biljke A. thaliana
pokazano je da mutante uzgajane pod osvjetljenjem s UV komponentom sadrze vece
koncentracije pigmenata nego one uzgajane pod osvijetljenjem bez UV komponente.
Takav rezultat upucuje da postoji moguénost da je protein TROL dio procesa

fotomorfogeneze ovisne o UV.
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