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Anotace:

Histidinova kindza 33 (Hik33) patii mezi nejlépe prostudované proteiny dvouslozkového
systému u sinic. Jeji hlavni funkci je ochrana sinice, pied stresem, pomoci regulace genové
exprese. V minulosti byly vytvofeny a analyzovany mutantni kmeny sinice Synechocystis
postradajici Hik33. Vysledky analyz se u jednotlivych publikaci liSily, coz je vzhledem
k pouziti stejného kmenu zvlastni. Pravdépodobna pfic¢ina odlisSnych vysledki spociva
v tvorbé takzvanych revertantnich kment, u kterych doSlo vlivem stresu k tvorbé
supresorovym mutacim. Diplomova prace je zaméfena na popis fenotypovych vlastnosti
mutanta Hik33, tvorb¢ a analyze revertantnich kmenl a jejich supresorovych mutaci,
a nakonec k objasnéni struktury a vazebnych jednotek histidinove kindzy 33 pomoci tvorby

genového konstruktu Aik33-Strep.

Annotation:

Histidine kinase 33 (Hik33) is one of the most well studied proteins of the two-component
system in cyanobacteria. Its main function is to protect the cyanobacterium from stress by
regulating gene expression. In the past, mutant strains of Synechocystis lacking Hik33 have
been generated and analysed. The results of the analyses varied from publication to
publication, which is strange given the use of the same strain. The probable cause of the
different results lies in the formation of so-called revertant strains, in which suppressor
mutations were generated due to stress. This thesis is aimed at describing the phenotypic
properties of the Hik33 mutant, the formation and analysis of revertant strains and their
suppressor mutations, and finally the elucidation of the structure and binding units of

histidine kinase 33 by means of the formation of the hik33-Strep gene construct.
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1. Uvod

1.1. Reakce bakterii na stres

Prokaryotni organismy prokazaly béhem svého evolu¢niho vyvoje fascinujici schopnost
ptizplsobit se ménicim se podminkam planety Zemé (Rozanov a Astafieva, 2009). Bakterie,
a stejné tak Archea, nachdzime béZn¢ 1 v extrémnich ekosystémech jako jsou polarni oblasti,
nebo horké prameny. Ackoli jsou bakteridlni bunky adaptované na urcité (optiméalni)
podminky, jsou zaroven €asto schopné tolerovat velké vykyvy od tohoto optima. Nicmén¢,
fluktuujici podminky prostiedi i tak predstavuji pro organismy energetickou zatéz, ktera
vede ke snizeni fitness a mize mit az fatalni disledky pro preziti buiiky (Flores-Molina et
al., 2014). Béhem evoluce se tak prokaryotni organismy musely naucit vypotadat s vykyvy
teplot, salinity, pH, oxidativnim stresem ¢i nedostatkem ptisunu zivin (Kumar et al., 2014;
Raven a Giordano, 2014).

Stresové odpovédi prokaryot je mozné rozdélit na odpovédi obecného charakteru,
které se prakticky aktivuji pii kazdé stresové reakci, a poté na reakce, které souvisi
specificky s uréitym stresovym podmétem. Je ziejmé, ze oba typy odpovédi nelze uplné
oddélit ¢i definovat. Jak jiz bylo feceno, obecnd odpovéd je vyvolana jakymkoliv
odchylenim od optima, naptiklad nedostatkem Zzivin, staciondrni fazi ristu, vykyvy teplot,
oxidativnim ¢i osmotickym stresem (Gottesman, 2019). Obecné 1 specializované reakce na
stres se témét vzdy odehrdvaji na rtiznych urovnich regulace — od transkripce genti, po
regulaci translace, post-transla¢ni modifikace, interakce proteinii a malych signalnich
molekul.

Z hlediska obecné bakteridlni odpovédi je nejlépe studovanym mechanismem
aktivace alternativnich sigma faktord. Sigma faktor je maly regula¢ni protein, ktery je
soucasti bakteridlnich DNA-dependentnich RNA polymeraz. Sigma faktor zesiluje vazbu
polymerazy na konkrétni promotory (velké sety genii zvané regulony). Regulon se bézné
sklada z nékolika stovek gent, coz bunice umoziuje ménit globalné a synchronné hladinu
velkého mnozstvi transkripti (Rachedi et al., 2020). Bakterie nevlastni pouze jeden typ

sigma faktoru, nybrz Casto celou skélu. Jeden z faktort je typicky esencidlni a udrzuje
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expresi tzv. house-keeping genl potiebnych pro zakladni chod bunky. Dalsi sigma faktory
se nazyvaji alternativni a k jejich vyuziti dochazi v bunice béhem stresovych podminek.
Funkce téchto sigma faktorti se Casto znacné piekryvaji, ale lze vysledovat urcitou
specializaci. Naptiklad u bakterii, Geobacter sulfurreducens ¢i Escherichia coli (E. coli), se
vyskytuji alternativni sigma faktory, které se ucastni ochrannych reakci proti extrémnim
teplotam (RpoE), teplotnimu Soku (RpoH), hladovéni (RpoS) ¢i limitace dusikem (RpoN)
(Methé et al., 2003).

Jak u Gram-pozitivnich, tak u Gram-negativnich bakterii je aktivace alternativnich
sigma faktorti soucésti obrovského molekularniho komplexu zvaného stresozom. Konkrétné
u Gram-pozitivnich kment, jako je Bacillus subtilis, je tento multi-proteinovy komplex,
ktery je ulozeny v cytoplazmé, slozen z mnoha kopii proteini RsbR, RsbS a RsbT.
Stresozém je esencidlnim zprostiedkovatelem pii regulaci transkripce genii obecné
odpovédi na probihajici stres (Delumeau et al., 2006, Chen et al., 2003). Pfi zméné
podminek je u bakterii stresozom ur¢itym, ale zatim ne zcela jasnym, zptisobem aktivovan,
coz vede k fosforylaci navdzanych proteind, a nakonec k aktivaci alternativnich sigma
faktorti jako je napt. SigB u Bacillus subtilis (Obr. 1). Geny kodujici komplex stresozému

byly objeveny u Siroké Skaly bakteridlnich druht (Price ef al., 2001).
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Obr. 1. Aktivace alternativniho sigma B faktoru (oB) u Bacillus subtilis. Signadlni kaskada bakterie
B. subtilis s naznacenou strukturou stresozomu ziskané pomoci elektronové mikroskopie. N koncové
domény RsbR jsou zobrazené zluté, C-koncova cast RsbR fialové a oranzové je zvyraznéna molekula
RsbT. Stresozom v pripadé detekce stresového signdlu fosforyluje RsbT, coz spusti regulacni
kaskadu, ktera uvolni sigma faktor B z komplexu s anti-sigma faktorem, ktery ho blokuje (Marles-
Wright a Lewis, 2008).

Teplotni vykyvy jsou pro bakterie velmi ¢astym zdrojem stresu, nasledna regulace je
odlisna dle toho, zda se jedna o pfiliS vysoké, ¢i piilis nizké teploty. Béhem zvysené teploty
dochazi u bakterii k takzvanému teplotnimu Soku, ktery zptisobuje rozpad esencialnich
proteinovych komplexti a naruSuje tak vnitini homeostdzu bunky. Typickou reakci na
teplotni Sok je produkce proteinti zvanych chaperony, které opétovné skladaji (neboli
refolduji) chybné slozené proteiny. Zaroven se zvysi hladina protedz, které odstranuji
nevratn¢ poskozené proteiny (Gottesman, 2019). Spolu s chaperony a protedzami se
ochranného procesu Ucastni 1 dalsi dilezité proteinové systémy jako napiiklad tzv. heat
shock proteiny (Hsp) fungujici jako holdazy, jejichz hlavni funkci je zabranéni nevratné
agregace proteint (Kim et al., 2021).

Naopak pfi rapidnim snizeni teploty (napt. o 20°C) se bakterie snazi udrzet si
energetickou bilanci a pfechodné¢ utlumi déleni. Po nékolika hodinach dojde k obnoveni
ristu a k aklimatizaci tzv. adaptivni reakci (zménou genové exprese). Béhem adaptivni
reakce dochazi ke snizeni, zpomaleni, nebo v extrémnich ptipadech i k zastaveni transkripce
a translace u bakterii. Navzdory utlumené tvorbé proteinti indukuje bakterie E.coli béhem
chladového stresu expresi 26 genii kodujici tzv. cold shock response proteiny (CSPs)
(Graumann et al., 1997; Hébraud a Potier 1999; Ermolenko a Makhatadze, 2002; Goldstein
et al., 1990). Tyto proteiny jsou pfitomny v buiice neustale, ale pii poklesu teplot, dochazi
k jejich silné akumulaci. CSPs se vazou na jednofetézcové nukleové kyseliny (RNA
1 DNA), ¢imZ brani formovani stabilnich sekundarnich struktur, které blokuji transkripci, ¢i
translaci (Heinemann, 2021).

Nedostatek zivin v prostiedi a hladovéni zpiisobuje oxidativni stres. V tomto ptipadé

dochazi k aktivaci globalnich regulatorti metabolismu. Mezi dilezité regulatory bakterie E.
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coli patii proteiny SpoT, AI-2 ¢i alternativni sigma faktor RpoE. SpoT, spolu s dalsim
regulatorem, RelA, chrani bakterii pfi hladovéni tim, Ze ovliviiuji metabolismus dtlezitych
stresovych alarmontl (viz. déle). Druhy zminény regulator Al-2 pomaha E. coli 1épe se
adaptovat na hladovéni pomoci zvysené stability mRNA (McDougald et al., 2002).

V ptipad¢ hladovéni pouzivaji bakterie nejen jiz zminéné mechanismy, ale také
ochranny proces nazyvany stringent control. Pfi poklesu koncentrace aminokyselin v buiice
blokuje tento mechanismus déleni bunék a translaci, a zaroven udrZzuje syntézu
antistresovych faktort. Klicovou roli hraji univerzalni stresové alarmony ppGpp (guanosin
tetrafosfat) a pppGpp (guanosin 5'-trifosfat 3'-difosfate), které funguji jako druhy posel
(second messenger) a jsou produkovany pii nedostatku zivin. Hlavnim tkolem (p)ppGpp je
kontrola translace a transkripce konkrétnich gend. Koncentrace ppGpp béhem nutri¢ni

deprivace ptechodné stoup4, ale po vymizeni stresu opét klesa (Ferenci a Spira, 2007).

1.2. Vnimani stresu u sinic

Sinice najdeme stejn¢ jako jiné bakterie na mnoha riznorodych stanovistich, Casto
i extrémnich. Na rozdil od heterotrofnich bakterii si sinice dokazaly vyvinout unikatni
formu metabolismu, ktera se nazyva oxygenni fotosyntéza. Dokazou tedy vyuzit energii
fotonil pro fotolyzu vody (zdroj elektrontl) a fixaci CO, (piipadné N»). Ke své existenci
nepotiebuji Ziviny ve formé redukovaného uhliku jako heterotrofové, ale staly se zavislymi
na konkrétnim abiotickém zdroji, a to svétlu a ptistupu CO, (Chrismas et al., 2015).
Svételnd ozarenost je velmi proménliva a sinice se proto potykaji se stresy, které
u ostatnich prokaryot nehraji zasadni roli. Problémem je jak ptili§ nizka, tak ptilis vysoka
ozéafenost. V prvnim piipadé sinice v podstat¢ hladovi, v druhém ptipadé dochazi
k poskozeni fotosyntetick¢ho aparatu radikaly kysliku (ROS, viz. déale). Reakce na nizké
svétlo zahrnuje fototaxi — snaha uniknout ze zastinéni, a také zvySeni mnozstvi
svétlosbérnych pigmentd. V piipade sinic se jednd o mnozstvi a také pigmentové slozeni
fykobilizomii. Pouzivani fototrofniho metabolismu nuti sinice adaptovat se vuci

nadmérmému ozafeni a regulovat tak mnozstvi svételné energie, které do fotosyntézy
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vstupuje. Nadmérné ozaieni je velmi Skodlivé, jelikoz jeho vysledkem je fotoinhibice
a fotodestrukce fotosystému (Sinetova a Los, 2016).

Poskozovani fotosystémii (PSI a PSII) je zptisobeno ROS, kam mtiZzeme zaradit také
singletovy (tedy excitovany) kyslik, superoxid ¢i peroxid vodiku. Ackoli ROS vznikaji
v kazdé bunce, pfi oxygenni fotosyntéze vznika kyslik jako odpadni produkt (Obr. 2), jehoz
koncentrace je v bunce vysokd. ROS se generuji v disledku zahlceni fotosystémi
nadmérnym mnozstvim fotonti. To vede k excitaci chlorofylového paru P680 v reakénim
centru PSII, a pokud nedojde k rychlému ptedédni elektronu na akceptor, dochazi k tvorbé
tripletnich stavli chlorofylu. Chlorofylovy triplet je stabilni a ochotné reaguje
s molekularnim (tripletnim) kyslikem za vzniku singletniho kysliku, ktery je velmi reaktivni
a oxiduje proteiny, ¢i lipidy fotosyntetického aparatu, ¢imz je poskozuje a zpiisobuje
fotoinhibici (Solovchenko et al., 2019). Sinice proto béhem stresu zvySuji syntézu
karotenoidl, které maji jednak schopnost zhdSet tripletni chlorofyl a také reaguji se
singletnim kyslikem, ¢imz ochranuji klicové struktury jako je PSII (Horton ef al., 1996).

ROS sice poskozuji vSechny bunécné struktury, ale praveé PSII je velmi nachylny na
poskozeni. Tento komplikovany membranovy komplex se vyskytuje ve formé dimeru a jeho
centralnimi podjednotkami jsou DI, D2, CP47 a CP43 proteiny (Komenda a Sobotka,
2016). Pokud dojde k poskozeni podjednotky PSII (nejcastéji proteinu D1), je nutné
samotny protein odstranit pomoci specifickych proteaz a nahradit ho novée vytvotenou kopii
(reverzibilni fotoinhibice). Tento proces probihd za podminek, kdy bunka zvlada protein
nahradit, jinak a dochazi k hromadéni neaktivnich komplexti PSII, které generuji dalsi ROS

(ireverzibilni fotoinhibice) (Nishiyama et al., 2006).
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Obr. 2. Produkce kyslikovych radikalit a singletniho kysliku béhem oxygenni fotosyntézy.
Kyslikové radikaly (ROS) jsou tvoreny jako vedlejsi produkt pii nadmérném elektronovém
transportu v tylakoidnich komplexech PSI a PSII. Na akceptorové strané PSII, pri bézném prenosu
elektronii ¢i u nefunkcniho komplexu, dochdzi ke tvorbé 'O,. Druhy komplex, PSI, prendsi
nadbytecné elektrony na molekuly kysliku, které tim redukuje na superoxid O, Ten je konvertovan

enzymem superoxid dizmutazou na H,O; (Nishiyama et al., 2006).

Ptestoze se tvorba ROS u sinice zdsadné 1isi od heterotrofnich bakterii, obé skupiny
vyuzivaji podobny ochranny mechanismus na detoxifikaci ROS. Obecn¢ se jedna o aktivaci
enzymi jako jsou superoxid dismutazy, kataldzy a peroxiddzy, v reakci na zvySenou
koncentraci ROS. U bakterii je koncentrace superoxidu detekovana redoxnimi senzory
SoxRS a koncentrace H>O» je naopak vnimana transkripcnimi faktory LysR a OxyR, jejichz
aktivace je zaloZena na oxidaci cysteinovych zbytkd peroxidem. Vyjimkou jsou nékteré
bakterie, které pln€ postradaji OxyR a vlastni tzv. peroxid sensing represor (PerR). Sinice
Synechocystis také vyuziva represor PerR a za pomoci histidinovych kindz (viz. dalsi
kapitola) a dal$iho dosud neznamého reguldtoru, vysledné¢ moduluji transkripci cilovych
genu (Storz a Imlay, 1999).

Vedle ozatenosti je dalsim zasadnim faktorem pro oxygenni fotosyntézu koncentrace
CO:.. Sinice se dokazi rychle adaptovat na pokles CO, v prostiedi. Klicovym mechanismem
je produkce membranovych transportért, které¢ piendsi uhlik z vnéjsiho prostiedi, a to jak
CO», tak HCOs™, ktery je nasledné uvniti bunky pfeménén na CO,. Dale je bunka schopna
navysit koncentraci CO; v okoli enzymu RuBisCO pomoci CO: koncentraéniho
mechanismu (CCM) (Burnap et al., 2015).

Kromé nadmérného ozateni Celi sinice dalSim enviromentalnim stresortim, jako je
salinita €1 vykyvy teplot. Pfi vysoké koncentraci iontil, zvySené salinité, dochazi ke ztraté
vody v buiice a hromadéni potencidlné skodlivych anorganickych iont. Naopak pfi nizké
koncentraci soli se do bunky dostdva voda a ve vysledku zpisobi lyzy vlivem vysokého
turgorového tlaku. VétSina bunék sinic reaguje na vysokou salinitu prostiedi strategii
vysolovani, ale existuji 1 dalsi adaptace. Naptiklad u Synechocystis se opét setkdvame

s adaptaci v podobé regulace genové exprese, a to konkrétné syntézy sachardzy
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a glykosylglycerolu. Tyto latky nenarusuji celkovy metabolismus, ale zadrzuji vodu
a udrzuji vnitini homeostazu (Rachedi et al., 2020). Na syntéze sacharozy se podili dva
enzymy: Spp (sachardza-6'-fosfat fosfatdza) a SpsA (Spermidin syntdza). Za beéznych
podminek je exprese genu sps4 potlacena regulatorem odpovédi Rre39, ale pii stresu se
uroven transkripce spsA4, a nasledné aktivita SpsA zvysi. Na syntéze glykosylglycerolu se
rovnéz podili dva enzymy: GgpS (Geranylgeranyl pyrofosfat syntaza) a GgpP
(Geranylgeranyl difosfat syntaza), jejichz produkce je pfi stresu zesilena (Hagemann et al.,
1997).

Podle typu teplotniho vykyvu (teplo ¢i chlad) sinice aktivuji dvé skupiny gend, a to
bud’ teplem indukované geny (teplotniho Soku) ¢i chladem indukované geny (chladového
Soku). U sinice se behem chladového stresu specificky indukuje az 100 genti, 60 z nich se
ale zaroven aktivuje i pfi jinych formach stresu, jakymi jsou naptiklad ROS, vysoké svétlo
nebo salinita. V reakci na zménu teploty a také osmolarity, musi sinice kompenzovat snizeni
¢1 zvySeni fluidity membrén (Sinetova a Los, 2016). Cytoplazmatickd membréana je
povazovana za primarni misto vnimani teplotnich a osmotickych zmén (Murata a Dmitry,
1997; Vigh et al., 1998). Fluidita membran zavisi na enzymatické saturaci ¢i desaturaci
acylovych fetézcit membranovych lipidi. Behem chladového stresu jsou proto produkovany

desaturdzy mastnych kyselin (FADs; Kempf a Bremer, 1998; Wood, 1999).

1.3. Modelovy organismus Synechocystis sp. PCC 6803

Synechocystis sp. PCC 6803 (Obr. 3) (Synechocystis) je sladkovodni jednobunécna sinice.
Poprvé byla izolovana roku 1968 v USA (Ikeuchi a Tabata, 2001). Dnes se fadi mezi jeden
z nejpouzivanéj$ich modelovych organismi, primarné na vyzkum oxygenni fotosyntézy, ale
také pro biotechnologické aplikace. Jednd se o diazotrofni sinici, ktera tedy postrada
schopnost fixovat vzdusny dusik. Povrch Synechocystis je obalen slizovou vrstvou
umoziujici sinici vyménu materidlu a ochranu. Pod slizovou vrstvou se nachdzi bunécny
obal, ktery se skladd z vnéj$i membrany, peptidoglykanové vrstvy a cytoplazmatické
membrany. Jako vétSina sinic obsahuje Symechocystis vnitini systém (tylakoidnich)

membran, kde je lokalizovan fotosynteticky aparat. Popularita Synechocystis, jakozto
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modelového organismu, je dana nékolika faktory. Hlavnich vyhodou Synechocystis byla
brzy dostupna sekvence jejiho genomu, a to jiz v roce 1996. Dalsi vyhody spocivaji ve
snadné tvorbé mutantnich kmenii a moznosti kultivace kmenl jak fotoautotrofné, tak
i fotoheterotrofné¢ v tekutém médiu nebo na agarézovych plotnach. Bézna kultivace
zahrnuje pouziti BG11 média s pH okolo 7-8 pfi teploté¢ 30°C. Nevyhodou pouZivani
Synechocystis jsou jeji pomérn¢ pevné bunky, které je nutné pracné rozbit napiiklad pomoci
velmi rychlého tfepani se sklenénymi kulickami. Buiika Synechocystis obsahuje nékolik
kopii (~7-10) cirkularniho chromozomu, a kazdou indukovanou mutaci je nutné segregovat
do vSech kopii. Ziskani plné segregovanych mutantti je diky tomu pomérné pomalé
v porovnani s jinymi modelovymi organismy (E.coli ¢i Saccharomyces cerevisiae) (Zaviel

etal.,2017).

A B

vnéjSi membrana
plazmaticka membrana

i.A\
gy

y
-

tylakoidni membrana

Obr. 3. Modelova sinice Synechocystis sp. PCC 6803. A) Modelova sinice Synechocystis
kultivovana v tekutém médiu a na pevném médiu na Petriho misce. B) Obraz tenkého rezu buiiky
Synechocystis pripraveny pomoci transmisni elektronové mikroskopie s vyznacenou vnéejsi
membranou, plazmatickou membranou a vnitini tylakoidni membranou (upraveno od Liberton et

al., 2006).
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1.4. DvousloZzkovy mechanismus regulace u sinic

Zména vlastnosti membran je buiikou vnimana a vyuzivana pro regulaci exprese genl
prostfednictvim takzvaného dvouslozkového systému. Pomoci tohoto systému sinice
piijimaji a vnimaji signaly z vnéjsiho prostiedi, a v reakci na né aplikuji rizné mechanismy
ochrany (typicky zménou exprese genil). Dvouslozkovy regulacni systém se sklada jednak
z transmembranové histidinové (His) kindzy, a dale, z proteinu nazyvané¢ho regulator
odpovédi (response regulator), Rre. His kinazy byly poprvé popsany jako senzor pro detekci
chladu; pozdéji se ukazalo, ze se Gcastni i detekce tepla, osmolarity, svétla ¢i oxidativniho
stresu. Ve dvouslozkovém systému je hlavni funkci His kindz piijeti a zpracovani
intracelularnich ¢i extracelularnich signali a jejich nasledny pienos na konkrétni Rre
proteiny (Ge et al., 2017).

Schopnost His kindz aktivovat rizné odpovédi, dle typu vnéjsiho signalu, je u sinic
povazovana za zakladni mechanismus aklimatizace na vnéjsi podminky (Sakayori et al.,
2009). Molekularni mechanismus, jakym kindza rozliSuje jednotlivé typy piichdzejicich
signalli neni stile objasnén, ale pravdépodobné dochdzi k detekci fyzickych zmén
v cytoplazmatické membrané v reakci na environmentalni stresory. His kindzy najdeme
u vétsSiny prokaryot a nejnovéjsSi poznatky potvrdily jejich pfitomnost i u primitivnich
eukaryot (protozoa). His kinazy jsou soucasti mnoha riiznych ochrannych biochemickych
reakci, které pro prokaryota ptredstavuji otdzku Zivota ¢i smrti (Maksimov et al., 2017).

Histidinové kinazy (Hik) jsou ve vétsing ptipadii predikované jako transmembranové
proteiny, vyjimku tvoii napfiklad kinazy Hik2 ¢i RpaA, které najdeme volné v cytoplazmé
(Bairagi et al., 2022). Strukturné se His kinazy skladaji z n¢kolika domén: senzorova,
histidin-kinazova, ptijimaci (receiver) a vystupni. Senzorova doména je slozena z n€kolika
mensSich signalnich domén PAS (Per-Arnt-Sim) ¢i GAF (gGMP specificka fosfodiesteraza,
adenylat cyklaza a FhlA). Jeji hlavni funkci je vniméni a rozpoznavani vnéjSich signalt
z prostiedi. Signalni podjednotky senzorové domény, PAS a GAF, pravdépodobné vazi
malé signalni molekuly (ligandy), ale o jaky ligand se jedna je v drtivé vétSingé ptipadi
neznamé. Vazbou ligandu dochazi ke konformacnim zméndm vedoucim k pfenosu signalu

na nadchazejici histidin-kinazovou doménu (Ma a Phillips-Jones, 2021). Histidin-kindzova
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doména obsahuje n¢kolik domén tcastnicich se procesu autofosforylace: HisKA (Histidin-
kindza A), HATPaza c (Histidine ATP4za) a ptidatné stabiliza¢ni struktury. HATPéaza ¢
umoznuje uvolnéni fosfatové skupiny z ATP hydrolyzou vazeb a HisKA je zodpovédna za
ptenos fosfatové skupiny na vlastni konzervovany histidin. Molekula fosfatu je zahy
pienesena na konzervovany aspartat (receiver) domény (Wolanin et al., 2002). To zpusobi
jeji dimerizaci a predani fosfatu na konecnou vystupni doménu, odkud se pfenese na
reguldtor odpovedi (Hulko et al., 2006).

Rre jsou rozpustné proteiny, které bud funguji jako transkripéni faktory, tedy
podobné jako transkripéni faktory inhibuji ¢i indukuji expresi gentl, nebo jako regulatory
transkripcnich, posttranskripnich ¢i postranslacnich procesti. Prvni typ Rre obsahuje
znamy motiv HTH (helix-turn-helix) véazajici se na DNA. Oproti tomu druhy typ regulatorii
odpovédi obsahuji doménu vézajici RNA (Galperin, 2006). U mnoha Rre zastavaji funkci
zminénych domén enzymy, jakymi jsou napiiklad: methylesterazy, fosfodiesterazy,
fosfatazy a jiné. Navzdory odliSnym vystupnim doménam jednotlivych regulatori
obsahujici proteiny spolecny motif, a to takzvanou fosfoakceptorovou doménu (REC), ktera
je fosforylovana His kinazou (Galperin, 2010).

U sinice Synechocystis je popsano nékolik dvouslozkovych systémt Hik33-Rre31,
Hik34-Rre31, Hik10-Rre3, Hikl16-Hik41-Rrel a Hik33-Rre26, ale His kinaz bylo
identifikovano 40 (Los et al., 2010). Pfi reakci na hyperosmoticky stres se podili vSechny
vySe zminéné dvouslozkové systémy, ale kazdy z nich reguluje jiny pocet genti. Znalosti
ohledn¢ dvouslozkovych systémi se rozSifuji a nyni je jiz obecné znamo, Ze
u Synechococcus PCC 7942 reaguje systém Hik34-Rrel, na tepelny stres (Fedurayev et al.,
2018). Nejlépe probadanou je Hik je ztejme Hik33 (Obr. 4.A), kterd rozpozndva nejmeéné
tfi odlisné Rre (Obr. 4.B). Hik33 je pficitdna ochrana pred rliznymi stresy (chladovy,
oxidativni, solny a hyperosmoticky, viz. Obr. 4.B) a jsou znamy i n€které klastry gent, které
reguluje. Molekularni mechanismus rozpoznani stresu Hik33 je stale neznamy (Shimura et

al.,2012), a to 1 piesto, ze chovani Ahik33 mutantii bylo také studovano nékolika védeckymi

tymy.
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Obr. 4. A) Struktura a zapojeni Hik33 do genové regulace u Synechocystis. Hik33 je
transmembranovy protein, ktery se vyskytuje ve formé dimeru. Protein obsahuje domény HAMP
a HAMP-linker, ddle, leucinovy zip (LZ), PAS doménu a histidin-kindzovou doménu. Funkcni
mechanismus predpoklada, Ze k aktivaci histidin-kinazovych domén a autofosforylaci dochazi
viivem snizené fluidity membran (Taylor a Zhulin, 1999). B) Piehled stresorii aktivujici regulaci
exprese cilovych skupin genii Hik33 kindzou a konkrétni reguldtory odpovédi. Prehled vnéjsich
stresorii (chladovy, solny, hyperosmoticky a oxidacni stres) aktivujici Hik33 a cilové genové klastry

(Los, 2018).
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2. Cile prace

Piestoze His kindzy hraji kli€ovou tulohu v regulaci sinicové builky, o vlastnich
mechanismech této regulace se vi velmi malo. Genom Synechocystis koduje desitky His
kinaz, ale pouze nckolik malo jich bylo detailnéji studovano. Nejvice pozornosti bylo
vénovano Hik33, ale i v tomto piipad¢ zlistdvd mnoha otaznikli a nejasnosti. V minulych
letech byla publikovana fada praci zaméfenych na fenotyp a zmény exprese jednotlivych
genil u mutantl Synechocystis ktefi postradali Hik33. Popis vlastnosti mutantl se
v publikacich prekvapivé a zdsadné lisi, prestoze by se mélo jednat prakticky o identicky
kmen.

V Laboratofi fotosyntézy, MBU v Tteboni, byl nezavisle vytvofeny novy Ahik33,
ktery byl posléze ovéfen celo-genomovym sekvenovanim (viz. Metody). Je zajimavé, Ze
tento mutant vykazuje, v porovnani s kontrolou, vyrazn¢ horsi ristové parametry, nez jiz
publikované kmeny Ahik33. Tento kmen je nicméné geneticky nestabilni a vytvari
supresorové linie, které obsahuji ptfidavné mutace, ¢imz kompenzuji ztratu Hik33.

Cilem mé prace je jednak presné popsat kmen Ahik33 sinice Synechocystis, izolovat
a charakterizovat supresorové kmeny a identifikovat jednotlivé supresorové mutace. Dal§im
cilem je konstruovat kmen, ktery exprimuje Hik33 protein fizovany se Strep II kotvou.
Purifikace této kinazy a nasledné analyza ko-purifikovanych proteinti umozni Iépe pochopit,

jak tento regulaéni systém funguje.
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3. Materialy a metody

3.1. Chemikalie a pufry

Nativni polyakrylamidovy gel — gradient 4-14 %

*  Gelovy pufr: 0,5M kyselina amino-kapronova, 50mM Bis-Tris/HCI, pH 7.0

* Roztok akrylamidu (AB): 50% akrylamid a 0.83% N,N’-methylenbisakrylamid

* Katodovy pufr: 50 mM Tricin, 15 mM Bis-Tris/HCIL, pH 7.0

* Anodovy puft: 50 mM Bis-Tris/HCI, pH 7.0

» Dalsi latky: glycerol, TEMED, 10% ammonium persulfate, 1% dodecyl-f-maltoside
(DDM)

Denaturacni polyakrylamidovy gel — gradient 16-20 %

*  Gelovy puft: 0,65 M Tris/HCI, pH 8.6

* Roztok akrylamidu (AB): 50% akrylamid a 0.83% N,N’-methylenbisakrylamid

* Katodovy puft: 25 mM Tris, 1.92 M glycin, SDS (0.2%)

*  Anodovy pufr: 25 mM Tris/HCI, pH 8.3

« Dalsi latky: sachar6za, mocovina, TEMED, 10% ammonium persulfate, SDS

Piiprava vzorkii pro elektroforézu

* inhibitor protedz s EDTA (complete Protease inhibitor cocktail, CO-RO Roche), 1%
SDS, 1% dodecyl-f-maltoside (DDM)

Izolace DNA 7 bunék sinice Synechocystis

* TE pufr: 10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 0.1 mM EDTA (Thermo Fisher Scientific)
* RNAsa (Thermo Fisher Scientific)
* EDTA (complete Protease inhibitor cocktail, CO-RO Roche)
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Pufry pro izolaci tylakoidnich membrdan 7 bunék Synechocystis

e Tylakoidni pufr (pufr B: 25 mM MES/NaOH, pH 6.5, 20 mM MgCl,, 20 mM
CaClz

Klonovani

* Oranzovy pufr: 10x pufr O (Thermo Fisher Scientific)
e T4 DNA ligdza (Thermo Fisher Scientific)
*  SOC médium: SOB +20mM Glukéza (Glc)

*  SOB médium (Thermo Fisher Scientific): 20 g/L tryptone, 5g/L kvasinkovy
extrakt, 2,4 g/ MgSQs, 0,5 g/l NaCl, and 0,186 g/L. KCI

3.2. Experimentalni metody

3.2.1. Kultivace Synechocystis

Mutantni kmen postradajici Hik33 (Ahik33) jsem kultivovala spolu s kontrolni variantou
(WT-P) mixoheterotrofn¢ v tekutém BG11 médiu nebo na 1% agarovych plotnach s BG11
s pridavkem 10 mM TES pufru a 5 mM glukézou (BG11+TES+GIc) pfi nizkém ozafeni
(LL, 5 pmol fotontim™/s). Pro ziskani supresorovych mutant jsem Ahik33 kultivovala na
médiu BG11 s TES pufrem (BG11+TES) pfi norméalnim ozafeni (NL, 40 pmol fotonéim 2
/s™). Ziskané kolonie revertantii mutanta Ahik33 jsem kultivovala fotoautotrofn& na Petriho

miskach s BG11 médiem a TES pufrem pii 28°C.

3.2.2. Konstrukce expresniho kmene hik33-Strep

Pro ptipravu kmene hik33-Strep, ktery exprimuje Strepll-tagovany Hik33 protein, jsem
vytvotila PCR produkt obsahujici gen hik33 ze Synechocystis se Strepll kotvou na konci
genu. Vytvoreny konstrukt jsem dale vlozila do plazmidu p-C-FLAG pomoci restrikénich
mist Ndel a XmaJl. Tento plazmid obsahuje pshAIl promotor, kanamycinovou rezistenci

a mista pro rekombinaci do psbAIl lokusu v genomu Synechocystis. Vysledny plazmid,
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jsem amplifikovala v E.coli, ovéiila sekvenovanim, a pouzila k transformaci Synechocystis.
Pro segregaci konstruktu do vSech kopii chromozému jsem buiiky selektovala na zvysujici
se koncentraci kanamycinu tak, Ze jsem narostlé rezistentni kolonie pfenesla na nové
médium (TES a BG11 s antibiotikem) a kultivovala za optimdlnich rGstovych podminek.

Uplnou segregaci jsem potvrdila pomoci PCR.

3.2.3. Méreni optické hustoty, bunécnych spekter a koncentrace chlorofylu

Pro méfeni optické hustoty (OD) jsem odebrala 1 mL bunécéné kultury Symechocystis
a promg¢iila absorbanci na spektrofotometru (Specord 250 plus) pti 750 nm proti destilované
vodé. Kiivky bunéénych spekter jsem meéfila na stejném pfistroji v rozsahu od 350 nm do
750 nm a normalizovala na stejnou hodnotu pii 750 nm.

Pro méteni koncentrace chlorofylu jsem do 1,5 mL mikrozkumavek pfenesla 1 mL
napéstované bunécéné kultury z tekutého média o zndmém OD7so a vzorek stocila po dobu
10 minut na 5500 x g. Po centrifugaci jsem odstranila 950 pL supernatantu a pelet
resuspendovala ve zbylych 50 uL média. Pro extrakci chlorofylu jsem ke vzorku ptidala
950 uL methanolu, protfepala a stocila v centrifuze 5 minut pti 16800 x g. Absorbanci

supernatantu jsem poté zmeéfila spektrofotometricky pfi 666 nm oproti slepému vzorku

1 OD 666
oD 750 0,082

metanolu. Ziskané hodnoty jsem dosadila do vzorecku pro vypocet

koncentrace chlorofylu (pug/mL).

Pro méteni koncentrace chlorofylu v izolovanych tylakoidnich membranach (TM)
jsem k 13,5 pL vzorku pfidala 1,5 pL 10% B-DDM a vzorek stocila v centrifuze 5 min pii
16800 x g o teploté 4°C. 10 uL ziskaného supernatantu jsem prenesla do 1 mL metanolu
a vzorek stocila na 2 minuty pti 3400 x g pii 4°C. Absorbanci supernatantu jsem zméftila
spektrofotometrem pii 666 nm a 720 nm oproti slepému vzorku metanolu. ObdrZzené
hodnoty jsem dosadila do vzorecku pro absorbanci chlorofylu a (Chl-a) = (Asss-A720)
-12,61-110.
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3.2.4. Stanoveni rychlosti ristu na agarézovych plotnach

Na agar6zové plotny jsem napipetovala fedici fadu kultury Synechocystis. Redici fadu jsem
si predpfipravila v mikrozkumavkach. Do prvnich sloupcti jsem napipetovala 200 uL
bunéénych kultur nafedénych na OD750am = 0.1. Do druhych sloupcti jsem pienesla 10x
fedéné vzorky. U nadchazejicich sloupcl jsem postupovala stejnym zptsobem, rozdil byl

pouze v ndsobném fedéni. Ziskané plotny byly kultivovany za riznych podminek.

3.2.5. Izolace tylakoidnich membran

100 mL tekuté kultury bun¢k Synechocystis jsem nejprve centrifugovala v Lynx 600 Sorvall
a pelet resuspendovala v 30 mL tylakoidniho pufru (pufr B). Objem bunék jsem rozdélila
do dvou 15 mL zkumavek (pfisluSenstvi Precellys Evolution), centrifugovala po dobu 15
minut na 4400 x g pii 4°C. Ziskany supernatant jsem odstranila, pfidala 1 mL cerstvého
tylakoidniho pufru a Ix inhibitor protedz obsahujici EDTA ataké 5 mL zirkoniovych
kulicek (balotina 0,15 mm). Zkumavky jsem vlozila do homogenizatoru (Precellys
evolution) a pouzila tfi cykly rozbijeni. Kazdy cyklus zahrnoval 6 x 15 sekund rozbijeni s
mezikrokem chlazeni suchym ledem, a poté dodatecné chlazeni na ledu po dobu 10 minut.
Vznikly lyzat bun€k jsem promyla 30 mL B pufru, abych se zbavila kulicek. K oddéleni
membranové frakce a rozpustnych proteinl z rozbitych bunck jsem pouzila centrifugaci
42748 x g pt1 4°C po dobu 25 min. Supernatant (rozpustné proteiny) jsem odstranila a pelet
(membranové proteiny) jsem postupné resuspendovala Stétcem v tylakoidnim pufru do

objemu 15 mL a také zamrazila.

3.2.6. Clear-nativni elektroforéza (CN-PAGE)

Pro ptipravu 4-14% gradientového nativniho gelu jsem namichala tfi rizné roztoky
akrylamidu (4% a 14% rozd¢€lujici gradient a 4% na zaostfovaci gel). Pfipravena skla
s gelem jsem vlozila do aparatury-Bio-Rad Protean IIxi cell. Horni ¢ast aparatury s gely
jsem naplnila katodovym pufrem a spodni ¢ast aparatury anodovym pufrem. Do kazdého

vzorku byl pfidan 1% amfipol A8-35, 1% DDM (n-dodecyl-B-D-maltosid) a 1% GDN
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(glyko-diosgenin). Béhem separace byla aparatura chlazena na 4°C a proteiny separovany

pfi konstantnim napéti 11 mA po dobu 60 min.

3.2.7. Denaturacni elektroforéza (SDS-PAGE), druhy rozmér k CN-PAGE

Pro ptipravu 16-20% gradientového SDS gelu jsem namichala tfi rizné roztoky akrylamidu
(16% a 20% gradient a 5% svrchni gel) a pripraveny gel vlozila do aparatury (Bio-Rad
Protean II xi cell). Horni ¢ast aparatury s gelem jsem naplnila katodovym pufrem a spodni
¢ast aparatury anodovym pufrem. Prouzek (cca 1 cm Siroky) clear-nativniho gelu jsem
denaturovala (solubilizovala) ve vani¢ce s 1% DDT a 1% SDS po 20 min a poté vloZila do
aparatury na horni hranu denaturacniho gelu. Proteiny byly separovany pii 16 mA/gel, po
dobu 16 hod a aparatura byla b&hem celé¢ doby separace temperovana na 23°C. Pro dalsi

analyzu byly gely obarveny v Coomassie blue.

3.2.8. Izolace DNA z bunék sinice Synechocystis

Pro izolaci DNA jsem pouzila fenol-chloroformovou extrakci. Nejprve jsem do oznacenych
0.5 mL mikrozkumavek ptidala 200 pL TE pufru, ve kterém jsem resuspendovala bunécny
material. Nasledné jsem ptidala 200 pL fenolu a 20 sekund tfepala v ruce. Poté jsem
zkumavky nechala 5 minut stit a tfepani zopakovala. Pro oddéleni dvou fazi, jsem
zkumavky centrifugovala po dobu 2 minut na 4400 x g. Poté jsem odebrala vrchni (vodni)
fazi do novych oznacenych 0.5 mL zkumavek, k ni pfidala 150 puL chloroformu a 20 sekund
tiepala v ruce. Poté jsem vzorky centrifugovala 2 minuty pfi 16800 x g. Z mikrozkumavek
jsem opét odebrala svrchni vrstvu, jejichZ objem jsem si zaznamenala. Abych odstranila
RNA ze vzorku, pfidala jsem 1 pL RNAsy a nechala inkubovat 20 minut pii 37°C.
V piedposlednim kroku jsem DNA ze vzorku vysrdzela pfidanim 1/10 objemu 1M Na-
acetatu a 2,5 nasobku objemu 95% etanolu. Zkumavky jsem poté dala na 1 hodinu zamrazit
pii — 70°C. Poté jsem vzorky centrifugovala po dobu 15 minut na 16800 x g. VSechnu
tekutou fazi jsem odsala, peletky oplachla 200 uL 70% etanolem a znovu centrifugovala 5

minut na 16800 x g a odséla. Zbytkovy etanol jsem ponechala odpafit jest¢ 20 minut
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v digestofi. Na zavér jsem izolovanou DNA rozpustila ve 20 uLL TE pufru a poté skladovala

zamrazenou pii -20°C.

3.2.9. Celogenomové sekvenovani

Pro analyzu genomovych mutaci revertantnich kmenii AZik33 mutantl jsem zméfila
koncentraci naizolovanych DNA vzorkt, které jsem nasledné pojmenovala a zaslala na
[lumina sekvenovani (Eurofins Genomics). Osekvenované genomy jsem zpracovala
v komeréné dostupném programu Geneious Prime, ve kterém jsem genomy mutantl
porovnala s referen¢nimi genomy Synechocystis (Kazusa a WT-P) a vyhledavala aplné

segregované mutace.

3.2.10. PCR

V diplomové praci jsem pouzivala dvé rizné polymerazy: Q5 (Thermo Fisher Scientific)
a Dream Tag (Thermo Fisher Scientific). Pro vzorky urené na klonovani, kontrolu kmenii
pied sekvenovanim a kolonii po transformaci jsem pouzila proof-reading Q5. Pro ovéfeni
pritomnosti genového produktu béhem segregace jsem pouzila Dream Tag polymerazu.
Vzorky ziskanych produkti PCR jsem procistila pomoci kitu GeneJET PCR purification kit

od firmy Thermo Scientific.

3.2.11. Klonovani

PCR produkt (hik33-Strep) a pozadovany plazmid p-C-Flag s kanamycinovou rezistenci
jsem S$tépila pomoci restrikénich enzymt Ndel a XmaJI (oba od Thermo Fisher Scientific,
viz. P¥iloha 1) ve dvou paralelnich reakcich. Stépnou reakci jsem provadéla v objemu 10
pL. Slozeni bylo nésledujici: 1 uL restrikéniho pufru, 0.5 uL enzymu Ndel, 0.75 uL enzymu
XmaJl, 2.75 L destilované vody a nakonec 5 uL PCR produktu. Stépeni plazmidu p-C-
Flag jsem provadéla v celkovém objemu 10 pL. Slozeni reakce bylo 4.75 pL vody, 1 uL
restrikéniho pufru, 3 uL plazmidu a opét 0.5 pL enzymu Ndel a 0.75 uL enzymu XmaJl.
Reakce byla inkubovéana 1 hodinu pti 37°C. Nasledné byly enzymy inaktiovany vystavenim

teploty 80°C po dobu 20 minut.
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Produkty $tépné reakce jsem smichala a spojila v liga¢ni smési: 2 uL vody, 1.5 pL
pufru, 1.5 uL ATP, 6 uL PCR stépného produktu, 3 pL stépného plazmidu a 1 uL enzymu
ligazy (T4 DNA). Ligace probihala ptfes noc pii 4 °C. Pied elektroporaci jsem smeés
ptecistila pfidanim 400 pL butanolu a naslednou centrifugaci 10 minut 16800 x g. Po odsati
supernatantu jsem pelet rozpustila v Merck vodé.

Pro elektroporaci jsem sterilizovala elektroporacni kyvetu 96% etanolem. Sterilné
jsem si také ptipravila bakteridlni 10mL zkumavku s 1 mL tekutého SOC média, které jsem
predehtala na 37°C v inkubatoru. Elektroporacni kyvetu jsem si pfedchladila na ledu a do
ni prenesla 40 pL smési bunék DHS5a (elektrokompetentni E.coli) s 1 uL precisténé ligacni
sm¢si a ponechala 5 minut inkubovat. Elektroporace probéhla pii nastaveni 2.5 KV/1.8 KV.
Obsah kyvety jsem poté pienesla do predehiatého SOC média a péstovala 1 hodinu za
stalého michéni v inkubatoru pii 37°C. Poté jsem odebrala 200 pL kultury a rozetfela
sterilizovanou sklenénou hokejkou na predem nalité LB misky s kanamycinem (20 pg/mL)
a inkubovala pfi 37°C pfes noc. Pro izolaci plazmidu z bun¢k E.coli (DH5a) jsem pouzivala

komeréné dostupny GenelJet Plazmid Miniprep kit (Thermo scientific).

3.2.12. Transformace Synechocystis

Z napéstované kultury Synechocystis jsem odebrala pomoci sterilni $picky masu bunék. Ty
jsem pienesla do 0,5 mL Eppendorf zkumavky obsahujici 100 uL BGI11 média a re-
suspendovala. Nasledné jsem k buiikdm pfidala 1-2 pL izolovaného plazmidu a inkubovala
je na svétle po dobu 2 hod. Poté byla smés rozetfena na misku s médiem BG11 a kultivovana
pies noc pii teploté 28°C na nizkém svétle v kultivatoru Precival (Percival Scientific). Druhy
den byly kolonie piesazeny na misky s médiem, 10 mM TES, 5 mM glukézou a kanamycin

o koncentraci 10 pg mL!.
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4. Vysledky

V Laboratofi fotosyntézy, MBU Tieboi, byl vytvoten deleéni kmen Ahik33, ktery postrada
Hik33 (viz. Ptiloha 2). Ptiprava kmene probéhla pied za¢dtkem mého projektu Dr. Petrou
Skotnicovou a na pocatku prace byl genom kmene kontrolné sekvenovan pro ovéieni, ze
neobsahuje zadné dal$i mutace kromé delece genu hik33.

Pro projekt diplomové prace byly vybrany dva kmeny sinice Synechocystis sp. PCC
6803, a to delecni kmen mutanta Ahik33 a kmen WT-P, ktery je kontrolnim kmenem

k tomuto mutantu (byl pouzity jako vychozi kmen).

4.1. Charakteristika mutanta Ahik33

Prvnim ukolem mé prace bylo urcit, jak ztrata Hik33 ovlivni rast a pigmentaci bunék.
Bunééna spektra byla métena u bunéénych kultur kultivovanych fotoautotrofné na NL
s OD750 kolem 0,1. Mutant, na rozdil od kontrolniho kmene, m¢él pomérné drasticky
snizenou koncentraci chlorofylu na buiiku (absorbance 675 nm) i fykobilisomil (625 nm).
Avsak absorbance reprezentujici koncentraci karotenoidii (400-500 nm) byl u Ahik33
vyrazné€ vyssi nez u WT-P. Tyto vysledky ukazuji na snizenou akumulaci fotosyntetickych

komplexti (malo chlorofylu) a zvySeny oxidativni stres — zvysenou koncentraci karotenoidi.
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Obr. 5. Absorbancni spektra kmenii WT-P a Ahik33. Oranzové je vyznacené absorbancni spektrum
kmene Ahik33 a zelenée spektrum kontrolniho kmene (WT-P). Mutantni kmen ma velmi nizky obsah

chlorofylu, ale zaroven zvysSenou koncentraci karotenoidii. Cernou Sipkou je oznacen pik

fkobilizomii a cervenou pik chlorofylu (Chl).

Pro objasnéni efektu delece Hik33 na proteinové slozeni tylakoidnich membran byly
membrany piipraveny (viz. Metody) z bunék kultivovanych na nizkém svétle v pritomnosti
glukézy. Po solubilizaci byly membranové proteiny separovdny pomoci nativni
elektroforézy (CN-PAGE) za pouziti amfipolu A8-35 (viz. Metody). Ziskany nativni gel byl
naskenovan a dale byla analyzovana fluorescence chlorofylu v gelu. Tato technika
umoznuje detekovat PSII komplexy, které obsahuji méné molekul chlorofylu nez PSI, ale
maji velmi intenzivni fluorescenci (viz. dale).

Vysledny CN-PAGE kment potvrdil velmi rozdilny obsah komplexti PSI a PSII
u kontrolniho kmene a mutanta. To kontrastovalo s porovnatelnou hladinou fykobilizomi,
zatimco koncentrace volnych karotenoida u Ahik33 jasné prevySovala koncentraci u WT-P.
Tyto poznatky potvrzuji vysledky méteni celobunécnych absorbancnich spekter (Obr. 5).
Gelové prouzky zprvniho rozméru byly dale separovany v druhém rozméru na
denatura¢nim gelu (SDS-PAGE), ¢imz se rozdélily podjednotky jednotlivych proteinovych
komplext. Vysledny denaturacni gel byl posléze obarven pomoci Coomassie blue.

SDS-PAGE jasné potvrdil, ze Ahik33 je silné deficientni na obsah trimerni formy
PSI (PSI[3]) a jak monomerni, tak dimerni formy PSII (PSII[1] a PSII[2]). Tento zavér je
evidentni z intenzity barveni podjednotek obou fotosystémt. Na gelu je vyznaceny jako
marker podjednotka PSI CP43 a podjednotka PSII PsaD, ale tyka se to samoziejmé
1 ostatnich podjednotek fotosystémdi. Je velmi piekvapivé, Ze u mutanta Ahik33 je hladina
celé fady membranovych proteinii vyrazné vyssi nez u WT-P (Cervené Sipky, Obr. 6).
Identita téchto proteinti neni zatim zndma, pfipravuje se analyza pomoci hmotnostni

spektroskopie.

27



" 25 =5 oo ® 52 ==  oNPacE
l" o WT-P l—' & & a8 Apk33
'. ' l Photo ' ' ' 3 Photo
z W@ B I Jom z [ # I Zcnr
9, . ps P ‘100 % o .’- _100
o e & O :
K ! — g
> Bt S - 49 % -49
a ! e, - 7
T e
Eltel? - et =30 -30
- — :_. é‘
oy e kDa kDa
=l - 21
-7 -7

Obr. 6. 2D CN/SDS-PAGE analyza membrdanovych proteinit u kmenit A) WT-P a B) Ahik33.
A) Gelovy prouzek WT-P ziskany z CN-PAGE byl nejprve ofocen a poté skenovan na fluorescenci
chlorofylu po excitaci modrym svétlem (Ch FL) pomoci Fuji LAS 4000. Rozdélené proteinové
komplexy byly dale separovany pomoci SDS-PAGE a ziskany gel dadle obarven v Coomassie blue
(CBB). B) Stejnym zpuisobem probéhla analyza membranovych proteinit Ahik33. Podjednotka PSII
a PSI (CP43 a PsaD) byly oznaceny na zdkladé predchozich vysledkii v laboratori. Cervené byly
vyznaceny proteiny vyskytujici se ve vyssi koncentraci u mutanta nez u WT-P. PSI[3] -trimerni PSI,

PSII[2] — dimerni PSII, PSI[1] — monomerni PSI, PSII[1] — monomerni PSIL

4.2. Analyza supresorovych mutaci v revertovanych kmenech Ahik33

Pti péstovani Ahik33 na miskdch bez glukozy bylo vypozorovéano, Ze je tento kmen
geneticky nestabilni a tvofi rychleji-rostouci kolonie (Obr. 7). To naznacuje tvorbu
revertovanych buné€k, které obsahuji jednu, nebo né€kolik supresorovych mutaci. Analyza
mutaci, které komplementuji (vylepsi) ptivodni fenotyp miize pfinést velmi cenné vysledky

pro pochopeni ur¢itétho mechanismu (Skotnicova et al., 2024), v mém piipad¢ role Hik33.
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Obr. 7. Kolonie revertantnich kmenit Ahik33. Cervené Sipky oznacuji vyrazné rychleji rostouct
kolonie, zluté Sipky pitvodni kolonie Ahik33 mutantii. Toto chovani ukazuje na tvorbu sekundarnich

mutaci (revertantnich kmenii).

V mém projektu jsem se proto rozhodla izolovat set revertantdl, idedln¢ s odliSnym
fenotypem, abych ziskala riizné supresorové mutace. Pro ziskdni supresorovych mutantii
byl Ahik33 kmen kultivovan fotoautotrofné na NL ozafenosti. Po 3 tydnech jsem ziskala
revertované kmeny (kolonie) a 31 téchto kolonii bylo pfesazeno na novou misku a dale
kultivovano na NL. Piesazovani na novou agardézovou plotnu probihalo kazdé dva tydny.
U mutant (R6, R10, R12, R13, R18), které se na plotné jevily fenotypové odlisné, byla
izolovana DNA a zasldna na komer¢ni celogenomové sekvenovani. Hrubé sekvenacni data
(reads) jsem analyzovala pomoci programu Geneious Prime s pouzitim referen¢nich
genomtl.

V porovnani s referencnim genomem Kazusa (ptivodni genom z roku 1996) jsem
u revertantti R18, R13, R12, R10 a R6 nalezla mutace ve Ctyfech riiznych genech: sir1609,
slrl1753, rpl3 a slr0484. Gen slr1609 kdduje enzym CoA ligazy dlouhych fetézc mastnych
kyselin, slr1753 koduje protein s nezndmou funkci, gen rpl3 ribosomalni protein L3
a slr0484 je gen pro His kindzu 26 (Hik26). Nicméné dalsi analyza referencniho genomu

WT-P kmene ukazala, ze geny slr1609, slri753 a rpl3 se nelisi u kontrolniho kmene
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a referencniho kmene Kazusa. Z tohoto diivodu jsem tyto mutace dale nezkoumala, jelikoz
se nejedna o mutace zpusobené stresem z delece Hik33.

Mutace v genu slr0484 (viz. Ptiloha 2), kdédujici histidinovou kinadzu 26 (Hik26),
byla pfitomna u revertantnich kment s vyjimkou R10 mutanta, u kterého se mi nepodafilo
identifikovat zddnou mutaci (Tabulka 1). U ostatnich kment se jednalo o identickou mutaci
(inzerce baze) v Hik26, ktera zpusobila posun c¢teciho ramce a pravdépodobné uplné
vytazeni Hik26. Zaroven se jako jedind mutace, na rozdil od prvnich tfi, vyskytovala pouze
u revertant(, nikoli u WT-P. Jelikoz se supresorova mutace v genu s/r0484 jevila jako velmi
frekventovand, byl u dalSich revertovanych kmenii sekvenovan pouze tento gen (PCR

produkt) pomoci komeréniho Sangerova sekvenovani.

Revertovany | Gen Protein | Mutace (gen) Mutace (protein)
kmen

R6 slr0484 Hik26 adice C R189fs

R10 - - - -

R12 slr0484 Hik26 adice C R189fs

R13 slr0484 Hik26 adice C R189fs

R18 slr0484 Hik26 adice C R189fs

Tabulka 1. Supresorové mutace identifikované pomoci celogenomového sekvenovdni. Sekvenacni
data mutantit byla zpracovavana v programu Geneious Prime a porovnavany s kontrolnim kmenem

Synechocystis WT-P. V pripadé kmene R10 se zadna mutace nepodarila identifikovat.

U druhé sady sekvenacnich dat (Tabulka 2) jsem dohromady objevila deset
unikanich mutaci v genu pro Hik26, z nichz vétSina vedla k posunuti ¢teciho ramce (Sest
mutaci), nebo k tvorb¢ pied¢asného stop kodonu (dvé mutace). Dalsi dvé nalezené mutace
zpisobily zdménu aminokyseliny za jinou, konkrétné cystein za cystein (tichd mutace)
a serin za izoleucin. Dohromady se u vétSiny revertantil vyskytovala aspon jedna mutace

zpusobujici naruseni funkce Hik26, vyjimkou R10 a R11. NaruSeni funk¢nosti Hik26 je tak
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nepochybné dilezité pro vylepSeni ristové vlastnosti mutantniho kmene Ahik33, alespoii na

NL (viz. déle).

Revertovany kmen Gen Protein = Mutace Mutace
(gen) (protein)

R5 slr0484 | Hik26 | GnaT S1351

RS slr0484 | Hik26 | delece T W294fs

R5 slr0484 | Hik26 | delece G V306fs

R1, R2, R4, R7, R8, R15, R16, R23, slr0484 | Hik26 | delece G G601fs
R26, R31

R22 slr0484 | Hik26 delece 32 G46fs

bazi
R3, R9, R19, R21, R24, R25, R27, slr0484 |« Hik26 adice C R189fs
R28, 30
R17, R28 slr0484 | Hik26 | adice G G601fs
R14,R20, R29 slr0484 @ Hik26 CnaT Q632STOP
R14 slr0484 | Hik26 TnaG Y211STOP
RI11 slr0484 | Hik26 TnaC C435R

Tabulka 2. Vysledky sekvenace genu slr0484 u ostatnich revertantic Ahik33. U mutantnich kmenii

byly sekvenacni data porovnana s referencni oblasti genu hik26. Dohromady bylo objeveno 10

mutaci, jejichz poloha a typ je popsan v tabulce.

4.3. Fenotyp Ahik33 a revertovanych variant

Jelikoz velkd ¢ast osekvenovanych revertantni kmenl obsahovaly supresorové mutace
postihujici Hik26, bylo dulezité zjistit, jak moc mutace ovlivnily ristové vlastnosti a obsah
fotosyntetickych komplexi v porovnanim s pivodnim Ahik33 a WT-P. Pro analyzu

fenotypu jsem méfila rychlost déleni kmenti za riznych podminek, dale obsah jejich

31



bunécného chlorofylu a pigmenti a na zavér pomeér zastoupeni proteinovych komplext
tylakoidnich membran.

Nejprve byla provedena analyza rychlosti d€leni (rastova kiivka) jednotlivych
kmenti a méfeni obsahu chlorofylu na buiiku (viz. Metody). Pro analyzu jsem kultivovala
Sest revertantnich kmenti (R5, R8, R10, R17, R21, R22), WT-P a Ahik33 v BGl1
s osvétlenim 50 umol fotondi /m?/s. Opticka hustota (OD7s0) byla méfena 18, 21.5, 25, 29
a 42 hodin od pocatku méteni. Vysledky ukazaly vyrazné rychlejsi riist u revertanti (kolem
20 h) nez u pivodniho mutanta (27,3 h, Tabulka 3). Nejrychlejsi riist byl zaznamenan
u kmene R10 (18,5 h), u kterého se nicméné nepodafilo identifikovat supresorovou mutaci.
Ptesto byla rychlost riistu tohoto kmene stale jeSté vyrazné pomalejsi nez kontrolniho kmene
(13,8 h). Vysledky rychlosti ristu byly v souladu se zvySenou koncentraci chlorofylu na

buriku. Revertanti obsahovaly vétsi mnozstvi pigmentu v buiice oproti Akik33, ale méné€ nez

WT.
Kmeny WT-P | Ahik33 | RS RS R10 R17 R21 R22
Rychlost zdvojeni (h) 13,8 27,3 22 21,1 18,5 21 20,2 20,8

Obsah chlorofylu na buiku

(ng/L/OD750 = 1) 5.25 3.11 4.78 4.47 4.30 4.67 4.26 4.53

Tabulka 3. Rychlost zdvojeni u kmenit WT-P, Ahik33 a Sesti vybranych revertantit (R5, R8, R17,
R21, R22). Veétsina kultur, kromé WT-P, byla mérena bez nutnosti redeni. Nejrychlejsi rist byl

zaznamendn u WT-P a poté u revertanta R10. Naopak nejpomaleji se delil Ahik33.

Ackoli vSechny analyzované revertované kmeny rostly v kultufe 1épe neZ ptiivodni
mutant fotoautotrofné na NL, bylo zajimavé zjistit, jak sekundarni mutace v Hik26 ovliviiuji
schopnost aklimatizace na odlisné podminky (vysoké svétlo, mixotrofni riist) v porovnanim
s Ahik33 a WT-P. Rychlost rustu byla testovana na miskach (fedici fada, viz. Metody)
kultivovanych na NL, fotoautotrofné na HL (300 pumol fotondi /m?/s) a mixotrofné

s gluk6zou na NL. Jednotlivé kultury byly fedény 4x desetinasobné. VSechny revertované
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kmeny prokézaly vyrazné zlepSeni riistu oproti Ahik33 na NL za ptitomnosti glukozy
i fotosynteticky na NL (Obr. 8). Je zajimavé, ze kromé kmene R10, nebyly revertované
kmeny schopné rist na HL, zatimco plivodni mutant rostl rychleji nez na NL. R10 vykazoval

velmi omezeny, nicméné detekovatelny rast na HL (Obr. 8).
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Obr. 8. Schopnost proliferace WT-P, Ahik33 mutanta a revertantii za riiznych podminek. Analyza
Zivotaschopnosti bunék probihala pomoci dot assay na miskdach ve ctyrech redeéni (10° 107, 107,
107) pii trech riznych podminkdch — fotoautotrofné na NL, mixotrofné na NL a fotoautotrofné na
HL.

Vzhledem ke zvysené koncentraci chlorofylu v buitkach revertantt (Tabulka 3), byly
kultury RS, RS, R10, R17, R21, R22, WT-P a Ahik33 dale analyzoviany na obsah
fykobiliproteint, karotenoidii a chlorofylu pomoci celo-bunéénych spekter.

Absorbanc¢ni spektra revertantti obsahovala vysoké piky, jinymi slovy vysokou
koncentraci, chlorofylu a v porovnani s WT-P a Ahik33 (Obr. 9). VSechny absorbanéni piky
u revertantli opisovaly podobné trajektorie a dosahovaly témét totoZznych vysek. Shodovaly

se v koncentracich pfitomnych pigmentd a nejvysSich hodnot dosahoval kmen R17
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pievysovala piky u Ahik33. Koncentrace karotenoidli byla u revertantti a WT-P totozna, ale
v porovnani s Ahik33 velmi nizkd. Absorbancni spektra revertantnich kmenii se vice nez

spektru mutanta Ahik33 podobala WT-P, ktery pfevySovaly v koncentraci chlorofylu.
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Obr. 9. Absorbancni spektra vzorka WT-P, Ahik33, R5, RS, R10, R17, R21 a R22. Spektra
revertantnich kmenii, zelené oznaceného kontrolniho kmene (WT-P) a cervené oznaceného Ahik33

mutanta.

Pro bliz§i charakterizaci fenotypu kmenli bylo potieba zjistit i slozeni a pomér
proteinovych komplexii tylakoidnich membran pomoci CN-PAGE. Obsah trimerniho
komplexu PSI byl evidentné velmi nizky u Ahik33 v porovnani s WT-P a také s revertanty.
To odpovida méfenim obsahu chlorofylu a bunénym spektriim, protoze vétSina molekul
chlorofylu v buiice je vazana v tomto komplexu. (Obr. 10.A). Zajimava je vyssi hladina
monomerniho komplexu PSI u vSech revertanti.

Analyza fluorescence chlorofylu umozni kvantifikovat PSII (Obr. 10.B) a bylo
ptekvapivé, ze koncentrace jak monomerni, tak dimerni formy PSII, neni pfili§ ovlivnéna

ztratou Hik33. Tento vysledek se odliSuje od mutantniho kmene rostlého mixotrofné na
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nizkém svétle (Obr. 6), kdy byla hladina PSII u mutanta evidentné nizsi nez u kontrolniho
kmene. U revertovanych kmeni se hladina PSII jevi lehce niz§i nez u ptivodniho mutanta,
coz naznacuje, ze ztrata Hik26 vede ke kompenzaci PSI na tkor PSII. Signal fluorescence
chlorofylu u Ahik33 a vSech revertovanych kmenti obsahuje SirSi pas fluorescence nad
separovanymi fykobilisomy (Obr. 10.B). Toto je typické pro volné podjednotky PSII,
konkrétné CP47 a CP43. Pro potvrzeni bude nutné analyzovat komplexy v druhém rozméru
(SDS-PAGE), ale je pravdépodobné, Ze vSichni mutanti maji problém se skladanim, ¢i

opravou PSII.
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Obr. 10. Analyza fotosyntetickych komplexii v kmenech WT-P, Ahik33, R5, RS, R10, R17, R21
a R22 pomoci CN-PAGE. Vsechny kmeny byly rostlé fotoautotrofiné na NL. Tylakoidni membrany
byly izolované v pufru B a 20 minut solubilizované ve smeési detergentiu (GDN a f—DDM). Po
pridant amfipolu A8-35 byly proteiny naneseny na gel a separovany. CN-PAGE gel byl ofocen, poté

oskenovan (4) a fluorescence chlorofylu (Chl FL) detekovana po excitaci modrym svétlem pomoci
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Fuji LAS 4000. PSI[3] -trimerni PSI, PSII[2] — dimerni PSII, PSI[1] — monomerni PSI, PSII[1] —

monomerni PSII.

4.4. Priprava kmene produkujici protein Hik33-Strep

Jednim z cili mé magisterské prace byla izolace Hik33 proteinu ze Synechocystis pomoci
Strep II kotvy. Konstrukce plazmidu hik33-Strep-Km (Obr. 11) je popsana v metodice.
Plazmid byl transformovan do Synechocystis a mutantni lokus byl segregovan do vSech
kopii chromozomu (Obr. 12). Ziskany kmen Syrnechocystis exprimujici Hik33-Strep nemél
zadné problémy v rustu pfi NL ozafeni, na rozdil od Ahik33 mutanta ¢i revertantnich
mutantl, a jeho fenotypovy projev byl velmi podobny WT-P kmenu. Bohuzel,
z technickych divodt s FPLC (Fast protein liquid chromatography) jsem nebyla v ramci

své magisterské prace schopna izolovat protein purifikaci.

psbAZ upstream
Ndel
hik33-Strep
XmaJl
psbAZ downstream Km

Obr. 11. Schéma plazmidu hik33-Strep-Km. Genovy konstrukt se sklada z vyznacenych upstream
a downstream lokusu psbA2 (Cervené), upstream sekvence obsahuje i viastni promotor. Zluté je
vyznacen Gen hik33-Strep, oranzové a modre Stépnd mista pro enzymy Ndel a XmaJl a zelené je

oznacen gen rezistence pro kanamycin (Km).
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Transformovany mutanti  WT-P

A
[ -

1500 — s —
bp

WT-P kopie 1418 bp
Mutantni kopie 3506 bp

Obr. 12. Kontrola segregace kmene hik33-Strep pomoci PCR. Za pouziti shodného paru primerii
ma amplifikovany lokus psbA2 u WT-P velikost 1418 bp, po viozeni gene hik33-Strep je ocekavana
velikost 3506 bp. PCR produkty byly separované na agarozovém gelu.
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5. Diskuze

5.1. Mutanti Ahik33 sinice Synechocystis

V této praci se podatilo analyzovat fenotypovy projev Ahik33 mutanta a supresorovych
mutantli (revertantll) v porovnani s kontrolnim kmenem (WT-P). Mutantni kmen
Synechocystis s inaktivnim Hik33 byl jiz vytvofen (a publikovan) nezavisle alesponi 5x
(Morrison et al., 2005, Suzuki et al., 2000, Hsiao et al., 2004, Zabulon et al., 2007,
Bartsevich a Shestakov, 1995). Tyto kmeny neni jednoduché porovnat s nasim kmenem,
u kterého mame potvrzeno, Ze neobsahuje dal§i mutace. Nicméné alespoii ¢astecné se ,,nas*
Ahik33 kmen shodoval s popsanymi projevy.

Konkrétn¢ byl u né€kolika publikovanych kmenli popsan zhorSeny fotoautotrofni riist
pii nizké i vysoké ozarenosti a snizenou koncentraci chlorofylu (Ge et al., 2017). Rust
kmeni byl mirn¢ vylepsen ptidanim gluk6zy do média, ale v porovnani s WT-P stale stradal
(Ge et al., 2018). Ackoliv se Ahik33 shodoval v popsanych fenotypovych projevech
s vétSinou c¢lankt, existuji zjevné rozpory u nékterych z nich. Exprese gentl v Ahik33
v publikacich Tu et al., (2004) a Hsiao et al., (2004) totiz nevykazovaly Zadnou transkripcni
zménu od kontrolniho kmene (WT-P), mutanti se vice podobaly WT-P nez kmenu
postradajici Hik33. Vzhledem k fenotypu Ahik33 je velmi nepravdépodobné, ze neni
(dramaticky) ovlivnén celkovy transkript. Hlavné u gent podjednotek PSI lze ocekavat
vyrazny pokles mRNA. Podobné zarazejici jsou vysledky publikace Marin et al., (2003),
kde autofi uvadeji, Zze mutant Ahik33 rostl podobné jako kontrola. V publikaci Morrison et
al., (2005) mé& mutant porovnatelny obsah chlorofylu na NL s kontrolou. Vzhledem k mym
vysledkiim je tedy dost pravdépodobné, ze se v clanku jedna o revertovany kmen, nikoli
Ahik33. Je docela mozné, Ze vSechny Ctyfi kmeny publikované jako Ahik33, jsou ve
skutec¢nosti revertované kmeny, protoze ,,Cisty* Ahik33 je podle mych vysledki geneticky

velmi nestabilni.
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5.2. Problém pripravy delecniho mutanta Ahik33

Je otazkou, pro¢ se autorim predchozich publikaci pravdépodobné nedafilo ziskat mutanta
Ahik33. Problém s genetickou nestabilitou se nicméné stal zjevny az zhruba v posledni
dekad¢ diky rozvoji celogenomového sekvenovani. Problém genetické nestability se ¢asto
prehlizel a da se ocCekavat, ze celd tfada publikovanych kmenti Synechocystis jsou ve
skute€nosti revertované kmeny (viz. napt. Kiss ef al., 2023). RozliSeni revertovanych
kolonii a pravého Ahik33 na miskach je narocné a je dillezitd neustala kontrola fenotypovych
projevi Ahik33 v porovnanim s WT-P. V mé préci byl mutantni kmen neustéle presazovan
na cerstvé misky s glukézou, pro zabranéni pred¢asnému vzniku revertantd. Zaroven byl
mutant kultivovan spolu s WT-P na jedné misce, kvuli lepsi vizualizaci piipadnych zmén
ve fenotypu Ahik33. Pro ptesnéjsi urceni, zda kmen stale geneticky uniformni, byl mutant i

revertované kmeny ovérovany pomoci PCR na segregaci mutantniho lokusu.

5.3. Funkce Hik33

Hik33, také nazyvana DspA, patii mezi nejvice studované His kindzy sinic. Nazev DspA
(divalentni kationovy sensor protein A) souvisi se ziskanou rezistenci na herbicidy
u mutanta postradajici Hik33 (Bartsevich a Shestakov, 1995). Experimenty s mutanty hik33
prokézaly pfitomnost kindzy pfi vnimani velké Skaly vnéjSich stresorti. Souhrnné funguje
Hik33 jako senzor pro chlad (Suzuki et al., 2001), hyperosmoticky (Paithoonrangsarid et
al., 2004), solny stres, ROS (Kanesaki ef al., 2007) a vykyvy ozatreni (konkrétn¢ cervené
svétlo) (Mironov et al., 2014). Ve dvouslozkovém systému je Hik33 spojena s regulatory
odpovédi Rre26 ¢i Rre31. Systém Hik33-Rre26 dohromady reguluje expresy 21 chladem
indukovanych gent, napt. hlid, hliB, hliC kédujici tzv. High light inducible proteiny
ucastnici se ochrany procesu skladani PSII (Suzuki et al., 2001; Murata a Los, 2006).
Pomoci druhého regulatoru odpovédi (Rre31) reguluje Hik33 minimélné dalSich 11 gent
(Kaneko et al., 1996, Suzuki et al., 2000, Shoumskaya et al., 2005).

Mechanismus, kterym Hik33 rozliSuje jednotlivé typy stresovych signdld, a aktivuje

specifické regulacni mechanismy, neni stale pIn€ pochopen. Jedna z moznosti, jakym kinaza
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rozpozna konkrétn¢ chladovy stres je detekce zmén fluidity membrany. Tato hypotéza
koreluje se strukturnim usporadanim Hik33, ktera je povazovana za transmembranovy
protein (Obr. 13) ukotveny v tylakoidni membrané (viz. www.cyanoatlas.com, gen s//0698
kodujici Hik33).

U Hik33 mutanta dochdzi ke zménam v transkriptu béhem stresu (Yoshikawa et al.,
2021). V podminkach bézného osvétleni (NL), 1ze ptedpoklédat, ze Hik33 indukuje expresy
skupiny genil podilejici se na mechanismech (viz. Diskuze 5.1). Tyto skupiny zahrnuji geny
zapojené do fotosyntézy (psba a psb geny) a fixace uhliku (rbc geny) potiebné pro efektivni
zpracovani energie. Vzhledem k malému mnozstvi fotosyntetickych komplexti, chlorofylu
a dalsi pigmenti u mutanta postradajici Hik33, Ize fici, ze transkribované geny, jejichz
exprese je regulovana kinazou, jsou dalezitou pro akumulaci fotosyntetickych komplex,
pfedevsim PSI. Lze tedy spekulovat, ze alespon urcita frakce Hik33 je neustale aktivni
a chladovy stres (a jiné stresy) kindzovou aktivitu umlcuji. To je v souladu s poznatkem, Ze
Hik33 pravdépodobné nehraje roli pfi ochrané proti vysoké ozafenosti. Naopak, pii
podminkach HL Hik33 pravdépodobné neni esencialni ochranou kinazou, jelikoz Ahik33

roste srovnatelné na NL a HL (viz. Obr. 9).

5.4. Detekované mutace v hik26 a funkce této kinazy

Poznatek, ze ztrata Hik33 je u Synechocystis rostlé na NL kompenzovana téméi exkluzivné
mutacemi v Hik26, poukazuje na funkéni propojeni téch dvou kinaz. Vyskyt mutaci v hik26
koreluje s vysledky studie zamétené na tvorbu kmene Synechocystis s vysokou toleranci ke
svétlu (Yoshikawa et al., 2021). Vysledny ,,vySlechtény*“ kmen obsahoval dvé mutace
v genomu, z nichz jedna se nachéazela v genu pro Hik26. Ziskana data tedy naznacuji,
ze Hik26 hraje kli¢ovou roli v toleranci vii¢i nadmérnému ozéteni. V nasi praci byly mutace
nahodné mutageneze trojiho charakteru: posun ¢teciho ramce (fs), zaména aminokyseliny
(AMK) a tvorba stop kodonu (stop). Tvorba stop kodonti i posun ¢teciho ramce patii mezi
mutace inaktivujici pravdépodobné cely protein, protoze kindzové domény je funkce Hik26
tézko predstavitelnd. Zajimava je bodova mutace C435R v useku pied His kindzou (Obr 13

B), protoZe je mozné, Ze tento protein je stale funkéni. To musi prokazat budouci analyza.
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Obr. 13. Struktury Hik33 a Hik26 predikované programem Alphafold 2. A) Protein Hik33 ukotveny
v tylakoidni membrané s vyznacenymi doménami. Mezi struktury nachdazejici se na cytoplazmatickeé
strané membrany patri Cervené zvyraznéna histidinovad kindza (Cervené), PAS doména (zelené),
HAMP doména (fialové). Transmembranové segmenty jsou vyznacené zluté, neznama doména
(magenta) v periplazmé. B) Hik26 nemda predikovany transmembranovy segment, ale je asociovand
s membranou riznych typi véetné tylakoidni membrany (podle serveru CyanoAtlas). Hik26 také
obsahuje histidin - kindzu, dale GAF doménu (zelené) a DICT (diguanylate cyclase typical)

senzorickou doménu (hnédeé). Vyznaceny jsou mutace nalezené pomoci sekvenovani hik26 u 31

revertantit Ahik33.

Histidinovd kindaza (Hik26) patii mezi méné charakterizované kindzy
dvouslozkového systému. Funkce a regulatory odpovédi Hik26 nejsou zndmé a zlstavaji
stale pfedmétem debat a hypotéz. Strukturné se kindza skladd ze trech domén: histidin-
kinazové, GAF a senzorové DICT (diguanylate cyclase typical) domény (viz. Obr. 13).

Predpoklada se, ze vétsi frakce Hik26 je lokalizovana v periplazmé (na vnéj$i membrané)
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amensi frakce asociovana s tylakoidni membranou (CyanoAtlas; Hernandez-prieto
a Futschik, 2012). Vzhledem k pfitomnosti senzorickych GAF a DICT domén (vazajici
ligandy), lze povazovat jednu (nebo ob¢€) z téchto domén jako jednotku aktivujici funkci
proteinu Hik26. Vazebna regulacni molekula pro Hik26 nebyla stile objasnéna, ale
vzhledem k ptitomnosti DICT domény se muze jednat o takzvanou di-cGMP molekulu. di-
cGMP patii mezi cyklické signdlni molekuly, které se ucastni regulacnich procest
u bakterii, pfedev$im béhem stresu (Enomoto et al., 2023). DICT, je typickd doména pro
enzym diguanylat cyklazu, ktera hraje klicovou roli v bakteridlni signaliza¢ni draze regulaci
hladiny di-cGMP.

Dle vysledkt z webu CyanoExpress (CyanoEXpress; Wang et al., 2022), dochazi
k potladeni zménam transkripce genu pro Hik26 (s/r0484) pii nizkém osvétleni az tmy.
Tady se jednd o podminky, kdy tato kinaza neni potfebnd. Pro porovnani, v piipadé Hik33
dochazi k expresi — pti jakémkoli vychyleni podminek nizkého stresu. Revertanti bez Hik33
s vyfazenym Hik26 projevili vylepSeni schopnosti aklimatizace a rychlosti rlstu, oproti
puvodnimu Ahik33 (viz. Vysledky: Porovnani WT-P, Ahik33 a revertantnich kment).
Mutanti zaroven obsahovali vyrazné vyssi hladinu PSI, coz by mohl byt jednim z klicovych
cilt regulace jak Hik33, tak Hik26. Je pravdépodobné, ze aktivni Hik26 potlacuje syntézu
PSI pfi stresovych podminkéch, zatimco Hik33 udrzuje hladinu PSI pfi nizkém stresu.
Hik26 je patrné aktivovana zvySenou hladinou di-cGMP. Protein Hik26 tedy miiZze fungovat

jako antagonista Hik33, tlumici expresy genti, které Hik33 kinaza indukuje.
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6. Zavér

Ve sveé diplomové praci jsem charakterizovala mutantni kmen Ahik33 sinice Synechocystis
a zaroven pfipravila a popsala 31 revertantnich kmeni tohoto mutanta, vcéetné identifikace
jejich supresorovych mutaci. Posledni cil mé pace, tvorba konstruktu hik33-Strep, jeho
purifikace a naslednd analyza ko-purifikovanych proteind, nebyl dotazen do konecné
podoby. Tvorba konstruktu a kmenu, exprimujici umély hik33-Strep, probehla uspésné, ale
naslednd izolace proteinu se nepodaftila kvili technickym problémtm.

Vysledky diplomové prace ukazuji, ze kmen Ahik33 ma vyrazné zhorSeny
fotoautotrofni rlst, snizeny obsah pigmentu chlorofylu a také nizkou koncentraci komplexu
PSI. Zaroven jsem byla schopna poukazat na vylepSeni fenotypu revertantnich kmenil,
vlivem supresorovych mutaci, které se svymi fenotypovymi projevy vice podobaly WT-P
nez Ahik33. Vysoka frekvence mutaci v Hik26 nasvédcuji tomu, Ze oba proteiny (Hik33
a Hik26) antagonisticky reguluji podobné geny (PSI geny). Podle vseho Hik26 potlacuje do
jisté miry vliv Hik33 proteinu. Pfekvapivym vysledkem prace byl rist kmene Ahik33 na
vysokém svétle (viz Obr. 8). Jedno z moznych vysvétleni spoc¢iva v dramaticky potlacené
transkripci fotosyntetickych genti ve dvojitém mutantu (revertantu) postradajici obé kinazy.

Tato diplomova prace pfispéla k pochopeni funkce Hik33, a také upozornila na
problematiku genové nestability u mutant Syrnechocystis (viz. Diskuze 5.1). Vysledky
charakterizace revertantnich kmenti a identifikace jejich supresorovych mutaci byly ve
shod¢é s hypotézou publikovanou ve clanku od Yoshikawa et al., (2021). Publikace
pojednava o vztahu mezi ztratou Hik26 a vysSi toleranci mutantnich kmenti na vysoké
svétlo. Ztrata Hik26 proteinu pomoci supresorovych mutaci potvrdila vylepsenou schopnost
mutantl riist a piezivat za stresovych podminek.

Vzhledem k o¢ekavané funkci Hik33 v kontrole transkripce je v dal§im kroku nutné
provést analyzu transkriptomu pomoci RNAseq. V prvnim kroku se porovnaji zmény
transkripce WT-P a Ahik33 za rtiznych podminek. Vzhledem k ziskanym sekvena¢nim
datlim, je pro bliz8i determinaci a potvrzeni hypotézy ohledné funkce Hik26, dilezita

charakterizace samotného proteinu (viz. Diskuze 5.4). Navrhuji proto podrobit Hik26 stejné
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analyze jako Hik33 v mé praci, tedy: vytvofit deleéniho mutanta Ahik26, porovnat jeho
fenotyp s WT-P a Ahik33 aizolovat protein Hik26 pomoci proteinové kotvy. Velmi
zajimavé vysledky by méla také poskytnout izolace proteinu Hik33 (konstrukt Aik33-Strep)
a naslednd analyza interagujicich proteind. K izolaci bych pouzila mnou vytvoiené kmeny

exprimujici hik33-Strep.
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8. Prilohy

8.1. Genové sekvence

Ndel (forward)

GGCAAGGACATATGGGGACTTCTGTGTCCAATCCAA

Strep XmalJl (reverse):

GTCAAAGCCTAGGCTATTTCTCAAATTGCGGATGGGACCAGCCCACCACCATC
AACATGG

Priloha 1. Genové sekvence primerii pro pripravu hik33-Strep konstrukt.

8.2. Proteinové sekvence

Protein Hik26 (gen slr0484)

MSNSPSVLTELLOALPNLRAQTYFKSSLTALSHAMEDQVLAESTAGNPLITAAFQRERFYRQEAHR
YRRIADKSSQVYVLSAPETEFKHNSGIYETIAFTPEDSLAQEWHLIVIGDRYASCLICRERPTQDK
WDSNRRFEGVWTPFDRQVSRVAAQLLLORILAYRPELQAKIEEATQTWLOPSCTVPPRGIDDNPDP
FVORLITYLOQAGQYKLIKANRNLODKEERERLLNSITGAVRRSLDPEEIMQVAVEKLGQGLGICRC
VIYRCSADDTVATINHEFLGSGVGSIKGYPWPLKDNPLFQEVVVLKEAIATIDNIDRDPRLGEPEPS
TGEVKTLVKSCAILSWMLVPIFYRERLLGMMEFHHCGPAPTEWEDDALTLVEGVATQIGVALIQAE
SYANLQELNEQLAALDRTRSNLVAITGHELRTPLSTIQVCLESLATEPDMPQELRQVMLNTALEDA
ERMRKLVODEFLTLSQLESGRVEWNAEPISLEECVELSLSHIRAHNRGQEVPVIVNQVNGETPMVEA
DGEWLVELLTKLLDNAIKFTPTNGRISIAVDRPNPSQLEVTITDTGRGIEPNRLETVEDREFYQEEG
ALRRSRGGTGIGLAICRQIVSGWGGEIWAASDGKNHGTQFHFTVPIVMPENPNLGVEEVAPKKRKA
TSPRIASRSKKKQKE'S

Protein Hik33 (gen ycf26)

MGTSVSNPTAILOTMOGFLRKWWSEFNLOTRLMAAATLVVSLIMSGLTEWAVNTIQEDAQLVNTRFE
GRDVGLLLAANVAPMIADKNLTEVARFSSREFYENTSNIRYMIYADPSGKIFFGIPYSEETVQONSLT
LERRIELPQIDPHNFDQPFVRQHHTPNGDVTDVFIPLOYQGKFLGVLATIGINPNPAAVNSSNLTRD
VIIAVEFISIWVMVILGAVENALTITQPIKELLLGVKNIAAGNFKORITLPFGGELGELIVNENEMA
ERLERYEAQONIEELTAEKAKLDTLVSTIADGAMLVDTNLOLLLVNPTARRLFAWENKPIIGENLLE
NLPPEITAQLTQPLRELAADQGSLLEFSPGHGPQEEEQDKTYAPEEFRISLTQPFPRTIRLMLTQVL
DONRENLRGIVMMVODITREVELNEAKSQFISNVSHELRTPLENIKSFIETLSEFGEDLSEVERKE
33



FLETANHETDRLSRLVNDVLDLSKLESSKIYQLDAVDLYQLIEQSLRSYQLNAKDKQLQLEKILDP
DLPFALGNYDLLLOQVMTNLIGNSFKFTKAGGKIIVRAYPLHRSNLRAEDGPGLVRVEISDTGIGID
PEDQAATIFEREFYRVENRVHTLEGTGLGLSIVKNITIAKHOSQIHLVSEVGVGTTEFWEDLAVYQSMLM

VVG

Priloha 2. Proteinova sekvence genit hik26 a hik33.
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