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Anotace:

Svétlosbérné antény (LHC) zelenych fas a rostlin jsou unikatni svou schopnosti pfepinat mezi
svétlosbérnou funkei, kdy je absorbovand energie pfenesena do fotosystému, a funkci foto-
protektivni, kdy je absorbovand energie disipovana jako teplo. LHC se vyvinuly ze sinicovych
proteinti nazyvanych High light inducible proteiny (Hlips). Modelova sinice Synechocystis PCC
6803 obsahuje ¢tvetici Hlips (HIiA-D), které vazou chlorofyl a f-karoten a absorbovanou energii
disipuji (zhéaseji exciton) béhem nékolika ps jako teplo. Nicméné neni znamo, zda je vazba
pigment a zhaSeni plivodni vlastnosti vSech zastupcti Hlips, nebo se jedna o odvozenou schopnost
podskupiny Hlips, ktera vedla k evoluci LHC. Bakaldiska prace je zaméfena na heterologni
expresy, purifikaci a charakterizaci ¢ty evoluéné vzdalenych variant Hli proteinti (HliX,Y,W,Z)
v Synechocystis PCC 6803. Vsechny tyto 4 Hlips byly izolované s navazanym chlorofylem, ale
odliSnymi karotenoidy (zeaxanthin, echinenon) a vSechny varianty zhasely. PsbW byl izolovan

v komplexu s fotosystémem I1.

Annotation:

Light harvesting antennas (LHC) of green algae and plants are unique for their ability to switch
between light harvesting functions, where absorbed energy is transfer to photosystems, and
photoprotective function, where absorbed energy is dissipated as heat. LHC evolved from
cyanobacterial proteins called High light inducible proteins (Hlips). The model cyanobacterium
Synechocystis PCC 6803 contains four Hlips (HIiA-D), all of which binds chlorophyll and
B —carotene and are capable to dissipate absorbed energy as heat (quench exciton) in a few ps.
However it is unknown whether pigment binding and quenching are common properties of all
Hlips, or if it is an aquired ability of a Hlip subgroup, the-ancestors, of LHC. This bachelor thesis
focuses on the heterologous expression, purification and characterization of four evolutionary
distant variants of Hli proteins (HIIW,X,Y,Z) using Synechocystis PCC 6803 as a host organism.

All four Hlips were isolated with bound chlorophyll, but with different carotenoid species



(zeaxanthin, echinenon) and all variants were able to quench chlorophyll fluorescence. In addition

HIiW was isolated in a tight complex with photosystem 1.
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1.Uvod

1.1. Oxygenni fotosyntéza

vvvvvv

pii kterém se pfeménuje energie slunecniho zéafeni dopadajiciho na Zemi, na energii chemickych
vazeb (Barber, 2009). Ackoli je znama i anoxygenni fotosyntéza, pfi které nedochazi k rozkladu

vody a vyvoji kysliku, zdsadni pro zivot na nasi planet€ je oxygenni typ fotosyntézy.

Ta se vyskytuje u sinic, fas a rostlin a je uskutecfiovana pomoci slozitych enzymi
(fotosystémul) nachazejicich se na specializované membrané (tylakoidech). Ackoli se fotosystémy
a membrany u riznych skupin oxygennich fototrofti mohou odliSovat, zadkladni mechanismy jsou

velmi konzervované (Stephenson et al., 2011).

Oxygenni fotosyntézu lze rozdé€lit podle pfitomnosti svételné energie na dvé faze. Béhem
takzvané svételné faze dochazi nejprve k pohlceni energie fotonti pomoci pigmentt, pfedev§im
chlorofylid (Chl). Pigmenty jsou navdzané jak na samotné fotosystémy, tak také na tzv. externi
svétlosbérné antény, které obklopuji fotosystémy a navySuji pocet absorbovanych fotont.
Absorbovana energie se ve formé excitonu §ifi z antén pres jednotlivé pigmenty do reak¢nich center
fotosystémi. V komplexu fotosystému II (PSII) je energie svétla vyuzita na oxidaci molekul vody,
které se rozpadaji na elektrony, protony a kyslik. Ziskané elektrony prochazi elektronovym
transportem, kterého se i¢astni plastochinon a cytochrom bsf, pti kterém dochazi ke generovani
protonového gradientu. Pies protein plastocyanin jsou poté elektrony preneseny na fotosystém I
(PSI), ktery vyuzije energii foton na redukci ferredoxinu. V poslednim kroku je redukovany
ferredoxin pouzity na tvorbu NADPH, zatimco ATP syntaza produkuje ATP za spotieby
protonového gradientu (Nelson and Yocum, 2006). Temnostni faze fotosyntézy, ktera nevyzaduje
svételnou energii, se nazyva Calvin-Benson cyklus. Cyklus pfedstavuje sérii chemickych reakeci,
pfi nichz je inkorporovana molekula CO2 do organickych molekul. Pro béh cyklu jsou nutné
NADPH a ATP produkované ve svételné fazi, jejichz vyslednym produktem je molekula
glyceraldehyd-3-fosfatu, kterou organismy vyuzivaji pro syntézu zasobnich latek (glykogen, Skrob)

¢i stavebni blok pro tvorbu biomasy.
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Obr. 1 Struktury proteinovych komplexi ucastnici se oxygenni fotosyntézy a respirace na tylakoidni
membrdné sinic. PSIl spolu s NADPH dehydrogendzou (NDH-1) a sukcinat dehydrogenazou (SDH)
redukuji plastochinon, ktery je poté oxidovan cytochromem bsf (cyt bef) za tvorby protonového gradientu.
Elektrony jsou poté bud’ preneseny na cytochrom c, nebo na plastocyanin. Cytochrom c je oxidovan
cytochrom c¢ oxiddzou (cyt oxidase), kterd se podili na tvorbé protonového gradientu. Plastocyanin je
oxidovan PSI a dochazi k redukci ferredoxinu. PSI miizeme najit bud’ ve formé monomeru obsahujici
Jjednotku PsaA a PsaB nebo ve formé trimeru (Jordan et al., 2001), ktery celkem obsahuje 6 podjednotek
PsaA/PsaB. PSII existuje ve formé dimeru a hlavni podjednotky PSII jsou D1, D2, CP47, CP43. Na stromdlni
strané je na PSII navazan giganticky komplex fykobilizom, ktery slouzi jako externi svétlosbérna anténa. Na
lumendalni strané se na PSII pripojuje — kyslik tvorici komplex (OEC). Posledni enzym ucastnici se svételné

faze fotosyntézy je ATP syntdza jenz syntetizuje ATP za spotieby protonového gradientu (Xu et al., 2004).



1.2. Struktura PSI a PSII komplext

Fotosystémy jsou slozité komplexy slozené z celé fady proteinovych podjednotek a navazanych
kofaktort. Strukturu fotosystémil lze rozd¢€lit na reak¢ni centra fotosystémii, kde probihaji
fotochemické reakce a na vnitini svétlosbérné antény. Struktury PSI a PSII jsou vysoce
konzervovana u vSech oxygennich fototrofnich organisma (Jordan et al., 2001; Ben-Shem et al.,

2003; Malavath et al., 2018).

vvvvvv

PSIl (RCII) m4 strukturu heterodimeru slozené¢ho z proteinovych jednotek D1 a D2 a n¢kolika
malych proteind (Minagawa and Takahashi, 2004). Obé D1 a D2 podjednotky obsahuji pét
transmembranovych helix1, které jsou organizované do ptlkruhu (Pagliano et al., 2013). Soucasti
RCII je primarni donor PSII, tzv. P680, ktery tvofi tésné¢ nahloucené molekuly Chl. Po excitaci
svétlem jsou tyto pigmenty schopny separace naboje, tj. ztraci elektron, ktery je zachycen
a prenaSen dalSimi kofaktory na plastochinon. Elektron, chybé&jici v P680, je doplnén oxidaci vody
na manganovém Kklastru, ktery je soucasti RCII. Vnitini antény PSII tvofi podjednotky CP47
a CP43, které obsahuji Sest transmembranovych helixti a vazi 13-14 a 14-17 molekul Chl spolu

s molekulami karotenoidi (Vasil’ev et al., 2001; Kamiya and Shen, 2003; Ferreira et al., 2004).

Struktura PSI je podobné PSII, nicméné obsahuje odlisné kofaktory, které nejsou soucasti
PSII napt. Fe-S klastry. U sinic je PSI pfevazné trimerni (Obr. 1), zatimco u eukaryotnich
organisml ma podobu monomeru. Reak¢ni centrum PSI (RCI) je heterodimer sloZeny proteinovych
podjednotek PsaA a PsaB, a k nim ptidruzenych 14 mensich podjednotek (Blankenship, 2014). RCI
obsahuje dvojici Chl oznacovanych jako P700, které po excitaci separuji naboj, podobné jako P680
v PSII. Dalsi kofaktory vazané v RCI jsou elektronové akceptory: tfi 4Fe-4S centra, Chl A0 a Al
a fylochinon (Webber and Malkin, 1990). V porovnani s PSII, ktery Ize popsat jako silnou oxidazu,
je PSI silnd reduktaza schopna redukovat ferredoxin. PsaA a PsaB vazou velky pocet Chl (>80)
a slouzi zaroven jako vnitini antény PSI (Obr. 1). U eukaryotnich organismt se na PSI vazi externi

anteni komplexy (LHC-I).



1.3. Svétlosbérné komplexy

Ackoli maji oba fotosystémy vlastni (vnitini) svétlosbérné antény, které slouzi k pohlcovani svétla,
ptedevsim v ptipadé¢ PSII je tato kapacita nedostatecna. Nedilnou soucasti fotosystému oxygennich
fototrofii jsou proto takzvané (externi) svétlo-sbérné komplexy, které slouzi k absorbanci
dostatecného mnozstvi fotonl. Sinice a Cervené fasy pouzivaji jako svétlosbérné komplexy
fykobilizomy (Obr. 1). Rostliny a zelené fasy maji jiny typ antény tzv. Light harvesting complex
(LHC) proteiny, které jsou lokalizované pfimo v membrané a jeden LHC polypeptid mé tii
membranové helixy (Obr. 2). LHC proteiny jsou obecné¢ schopné navazat mnozstvi molekul Chl
a dalSich pigmentl a pfenést absorbovanou energii do reak¢nich center PSII a PSI (Durnford et al.,
1999). Unikatni vlastnost LHC proteint je schopnost “pfepnout™ ze svétlosbérného nastaveni do
nastaveni, kdy je pohlcena energie téméf okamzité (< 10~10s) vyzarena jako teplo. Jedna se o foto-
protektivni mechanismus, ktery ochranuje komponenty fotosyntetitckého aparatu (Vasil’ev et al.,
2001; Kamiya and Shen, 2003; Ferreira et al., 2004).

LHC jsou nejrozsifenéjsi typem membranovych proteini na naSi planeté. Jednd se
0 rozséhlou rodinu proteint, které se 1iSi typem navazanych Chl, napf. u rostlin a zelenych fas se
jedné o Chl-a a Chl-b, zatimco u rozsivek a dal$ich druhii fas je navazany Chl- a/c (tzv. FCP antény)
(Durnford et al., 1999). Jest¢ vyrazngj$i je variabilita v zastoupeni karotenoidd. Navzdory
riznorodého zastoupeni pigmentti homologie v primarnich genovych sekvencich potvrzuje teorii

vzniku LHC proteini z jednoho ptedka (Green and Durnford, 1996).

1.4. RozSifena rodina LHC proteint

LHC antény jsou nicmén¢ pouze jednou skupinou z mnohem SirSi rodiny evolu¢né piibuznych
proteint (tzv. extended LHC superfamily). Proteiny spadajici do této rodiny lze charakterizovat
ptitomnosti konzervovaného Chl-vazaného motivu (ExxN/HxXR) na transmembranovém helixu;
pocet helixl s timto motivem se u riznych typi LHC proteint lisi. Vedle LHC-I a LHC-II antén,
které tvoii vnéjsi svétlosbérné komplexy asociované k PSI a PSII, najdeme u fas a rostlin rizné

typy tzv. LHC-like proteintl, které zjevné nemaji svétlosbérnou funkei (Engelken et al., 2010). Tyto
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proteiny maji nejpravdépodobnéji foto-protektivni funkci a déli se podle poétu transmembranovych
helixti na OHP (One helix proteins, jeden helix), SEP/LIL (stress-enhanced proteins, dva helixy)
a ELIP (Early light induced proteins, tfi helixy).

Obr. 2 Pohled ze stromalni strany na trimerickou strukturu LHCII rostlin. Zelenou barvou je znazornén

Chl- a, modrou barvou Chl-b, oranzové jsou zndzornény molekuly luteinu, Zluté neoxanthin a cervené

violaxanthin (Standfuss et al., 2005).

Evoluéné nejstarsi zastupci proteinti spadajici do LHC skupiny byly objeveny u sinic. Jedna
se 0 tzv. jedno-helixové proteiny nazvané High light induced proteiny (Hlips) obsahujici identicky
ExxN/HXR motiv pro vazbu Chl jako eukaryotni LHC antény (Komenda and Sobotka, 2016).
Rozdily mezi Hlips a LHC jsou pfisuzovany postupnym genetickym duplikacim, delecim ¢i
inzercim gend (Engelken et al., 2010). Oproti LHC maji Hlips pouze jeden transmembranovy helix
s ExxN/HxR motivem a k navazani pigment musi vytvoftit dimer (Obr. 3) (Dolganov et al., 1995).
Hlips nejsou pro sinice esencidlni, nicméné bylo prokdzéno, ze béhem zvySeného svételného
ozafeni nejsou schopny prezit bez Hlips (Havaux, M. et al., 2003). Ocitne-li se sinice
v nevyhodnych Zivotnich podminkach, reaguje na stres masivnim zvySenim exprese hli gent
kodujici Hlips. Zpusob, jakym Hlips zajistuji ochranu buiikam pied oxidativnim stresem zatim neni
znamy, ale nejpravdépodobngéji tyto proteiny napomahaji tvorbé novych PSII komplexti (Komenda

and Sobotka, 2016).
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Biogeneze PSII je vysoce regulovany proces, kterého se u sinic ucastni zminéné Hlips (Obr.
4). Proces je zahajen tvorbou ¢tyi tzv. assembly modult, z nichz kazdy obsahuje jednu Chl- vaznou
podjednotku PSII (D1, D2, CP47 nebo CP43) obklopené nékolika malymi PSII proteiny. Vytvotrené
moduly jiz obsahuji Chl a karotenoidy. Prvnim krokem vlastniho sestaveni PSII je tvorba funkéniho
centra PSII (RCII), pii které dochazi k dimerizaci D1 a D2 jednotek. Nasleduje ptipojeni CP47
k RCII, ¢imz vznikne meziprodukt nazyvany RC47 (Komenda et al., 2012) a dale k napojeni
modulu CP43, jehoz vysledkem je tvorba monomerniho reakéniho centra (RCCII), ktery
neobsahuje kyslik tvofici komplex (OEC). Poslednim krokem je pfipojeni OEC k RCCII na
lumendlni stran¢ komplexu a vytvofeni monomeru PSII, ktery se déle dimerizuje na plné funkéni
fotosystém. Aktivni role Hlips pii sestavovani PSII je pomérné detailné popsand u modelové sinice

Synechocystis PCC 6803 (dale Synechocystis) (Komenda and Sobotka, 2016).

Obr. 3 Struktura dimeru HIiC (model) ze sinice Synechocystis PCC 6803. Dva malé transmembranové
proteiny HIiC spolu tvori dimerni symetrickou strukturu, ktera vaze 2 molekuly karotenoidii ([f-karoten) a 4
molekuly Chl-a. Pohled na HIiC v membrané (A) Pohled na dimer HIiC ze stromatu (B) (Shukla et al.,
2018).
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Obr. 4 Skladani PSI1 u Synechocystis. Nejprve se k modulu D1 (D1m) obsahujici D1, Ycf48, dimer HIiD/C
(Hlips) a Ycf39 pripoji modul D2, ¢imz vytvori komplex RCII. Nasledné se odpoji Ycf39 s HIiD/C a dojde
Kk pripojeni modulu CP47 obsahujici CP47, Psb35 a HIiA/C a HIiB/C heterodimer. Pripojenim modulu CP47
se witvori RC47. K RC47 se nakonec pripoji modul CP43 a vytvori RCII. Proces skladani se zakonci
pripojenim OEC a dimerizaci (Konert et al., 2022).

Genom sinice Synechocystis koduje c¢tvetici Hlips (Konert et al., 2022), které jsou
pojmenované abecedné HIiA, HliB, HIiC a HIiD a vSechny se i¢astni procesu skladani PSII (Obr.
4). V Casnych krocich biogeneze PSII se heterodimer HIiD a HIiC navaZze na protein D1 reakéniho
centra PSII (RCII) a pravdépodobné je schopny disipovat jako teplo vétSinu energie absorbované
Chl v D1 a D2 proteinech (Knoppova et al., 2014). V porovnanim s vét§im mnoZzstvim dostupnych
informaci tykajici se HIiC a HIiD jsou HIiA a HliB méné studované (Promnares et al., 2006; Yao
et al., 2007; Pascual-Aznar et al., 2021). Podobné jako HIiD tvofii heterodimer s HIiC, také HIiA
aHliB vytvaii HIiA/C a HIiB/C heterodimery, které jsou schopny vazat Chl a [-karoten;
homodimery HIiA[2], nebo HIiB[2] nebyly detekovany. Nicméng, na rozdil od HIiC/D, HIiA
a HIiB neinteraguji s reakénim centrem PSII, ale s jeho podjednotkou CP47 (Obr. 4). Pfedpoklada
se, ze HIiA a H1iB maji také foto-protektivni funkci a schopnost zhaset Chl lokalizované v CP47
(Konert et al., 2022).

1.5. Ne-fotochemické zhaseni v rodiné LHC proteini

Energie z fotonti slune¢niho svétla je nezbytné pro prabeh fotosyntézy. Nicméné intenzita ozareni

je velmi variabilni a Casto se dramaticky méni béhem nékolika min. Pfi nadmérném ozareni dochazi
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k zahlceni fotosyntetického aparatu. Zaroven dochazi k pienosu velkého mnozstvi protont pies
membranu, coz se projevi pfili§ hlubokym poklesem pH v lumenu a naruseni homeostazy. Pijetim

excita¢ni energie do RCII dojde k excitaci chlorofylti P680 a nésledné separaci naboje.

* *kk Khko
S e

. . * . .
HIiA: RGFRL LNNFATIEP AGWTK GRFAMIGFASLLI GHGVIG-WLNSL
HIiB: RGFRL LNNFATEPP AGWIE KMNGRFAMIG LL ITGHGIVG-WLLSL
HIiC: MNNE FGFTAF. IWNGRLAMIGF LILELVSGQGVLH-FFGIL
I

HIiD: MSEELQPNQEPVQEDPKFGF LNGRAAMVGFLLILVIEYFINQGVLA-WLGLR

299: AKLKELR GRLAMLAVMGAWFQHI¥YTGTGPIDNLFARLAD 545

LHCII (A. thaliana)

chlorophyll-binding
motif

Obr. 5 Porovnani proteinovych sekvenci Hlips z modelové sinice Synechocystis (HIiA-D) spolu se sekvenci
tietiho transmembrdanového genu LHCII. Chl-vazny motiv (ExxNGR), konzervovany v celé rodiné LHC

(like) proteinii je zvyraznén (Konert et al., 2022).

Pokud neni elektron z excitovaného P680 dostateéné rychle odevzdan na nasledny akceptor, dojde k
opétovné rekombinaci a ndvratu do zékladniho stavu. V dtsledku zahlceni transportniho fetézce se
prodluzuje doba excitovaného stavu, coz zvySuje pravdépodobnost vytvoieni tzv. excitovaného
chlorofylového tripletu. Vytvoieny triplet s vysokou pravdépodobnosti reaguje s molekularnim
(tripletnim) kyslikem a d&vé vzniku singletniho kysliku. Singletni kyslik nakonec oxiduje proteiny,
¢i lipidy fotosyntetického aparatu, ¢imz je poskozuje a zptusobuje fotoinhibici (Solovchenko et al.,

2019).

Béhem nadmérné ozafenosti uplatiuji organismy rizné ochranné (foto-protektivni)
mechanismy zabranujici poSkozeni fotosyntetického aparatu. Jednou z nejcastéjSich strategii,
aplikovanych béhem vysokého, ale i pfili§ nizkého ozéfeni, je regulace poctu anténnich komplexi
- tzv. fotoaklimace. Pfi nizké ozatrenosti se pocet antén zvysuje a naopak (Solovchenko et al., 2019).
Organismy nicméné vyuzivaji 1 dalsi (rychlejsi) mechanismy. Zasadnim ochrannym procesem
u eukaryotnich organismil je ne-fotochemické zhaSeni (NPQ), kdy dochazi k tepelné disipaci
piebytec¢né energie v LHC anténach. Proces ne-fotochemického zhaSeni neni zatim plné€ pochopen,
ale existuje nékolik teorii, jak by reakce mohla probihat. Je velmi pravdépodobné, Ze se procesu
ucastni karotenoidy, konkrétné lutein v ptipad¢ rostlinnych LHC (Horton et al., 1996). Je

pravdépodobné, ze energie absorbovand molekulami Chl v LHC je nakonec pfenesena na lutein,
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kde se disipuje jako teplo zménou vibra¢nich stavii molekuly luteinu. Shodny mechanismus byl
prokazan u Hlips (konkrétné HIiC a HIiD), pouze misto luteinu je zhaSejicim karotenoidem
[- karoten (Staleva et al., 2015). U rostlin a zelenych fas existuje specificky ochranny proces, tzv.
xantofylovy cyklus, ktery je aktivovan jako zpétna reakce na vyrazny pokles pH v lumenu. Cyklus
obsahuje karotenoidy (violaxanthin, antheraxanthin, zeaxanthin), které svou pireménou snizuji
koncentraci protonti v lumenu na membrané. Zaroven jsou schopné aktivace ne-fotochemického
zhaseni v LHC-11, a tedy omezeni tvorby tripletového Chl a singletového kysliku. (Latowski et al.,

2004; Gruszecki et al., 2006).
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2. Cile prace

Ackoli je k dispozici jiz velké mnozstvi informaci o vazb¢ pigmentii na Hlips, funkci téchto
proteini béhem skladani PSII, asociovanych pigmentech, ¢i mechanismu zhaSeni, témét vSechny
informace jsou zalozené na studiu jediného druhu sinice (Synechocystis PCC 6803) obsahujici tii
varianty Hlips: HIiA/B (HIiA a HIiB jsou téméf identické) HI1iC, HIiD. Nyni je k dispozici kolem
2000 genomu sinic ze vSech fylogenetickych skupin. Analyza gen ukazala, Ze existuji
pfinejmensim dalsi ¢tyfi evoluéné odlisSné typy Hlips (oznac¢ené HIiW-Z) u riznych druhti sinic (J.
Janouskovec, nepublikovana data). U Synechocystis nejsou zastoupené evolu¢né nejstarsi varianty
HliX a HIiZ, které se vyskytuji u evoluéné ptavodnich druhti Goleobacter a Synechococcus (Obr.
6). Nicméné€ neni znamé, jestli tyto varianty Hlips vazi pigmenty, a pokud ano, zda jsou schopné
disipovat absorbovanou energii. Pro vétSinu druhii sinic neni znama moznost genetické manipulace,
mnohé je obtizné i kultivovat.

Cilem bakalatské prace je exprese, purifikace a charakterizace Ctyt evolu¢nich variant Hli
proteini  (HIiW-Z), pomoci modelové sinice Synechocystis, ktera tyto varianty neobsahuje.
Nicméné, tento druh Ize vyuzit pro heterologni produkci Chl-vaznych proteini, jak bylo dokazano
nedavno Vv piipad¢ rostlinnych LHC-like proteini (Skotnicova et al., 2021). Tato prace ma za ukol

prokézat, nakolik je vazba pigmentt a zhaSeni konzervované v celé rodiné Hlips.
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Obr. 6 Fylogeneticky strom sinice, ktery zahrnuje viechny vyznamné skupiny a zobrazuje pfitomnost, ¢i
absenci jednotlivych typu Hlips. Hodnota v krouzku oznacuje pocet kopii genii pro kazdou variantu Hlips
u daného kmene. Zaramované jsou druhy, vyuzité jako zdroj genu kodujici Hliw, HIiX, HIiY, HliZ proteiny

pro expresi v Synechocystis (oznaceny hvézdickou) (J. Janouskovec, nepublikované vysledky).

Sekvence HIiW, HliX, HliY a HIiZ viz Priloha 1.
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3. Materialy a metody

Chemikalie a pufry:

Purifikace proteinii

Pufr A: 25 mM Na-fosfatovy pufr, pH 8.0, 0.1 M NaCl

Pufr B: 25 mM MES/NaOH, pH 6.5, 20 mM MgClz, 20 mM CaCl:
= Ekvilibra¢ni pufr: pufr A/B + 500 mM NacCl, 10% glycerol, 10 mM imidazol
»  Promyvaci pufr: pufr A/B + 50 mM NaCl, 10% glycerol, 20 mM imidazol

* Elu¢ni puft: pufr A/B + 50 mM NaCl, 10% glycerol, 200 mM imidazol

Nativni gel

Gelovy pufr 6x: 3M kyselina amino-kapronova, 300mM Bis-Tris/HCI, pH 7.6
Akrylamid (AB): 50% AA, 0.83% BIS

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

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

Denaturacni akrylamidovy gel

Gelovy pufr: 2.8M Tris/HCI, pH 8.6
Acrylamid (AB): 50% AA, 0.83% BIS

Katodovy pufr: 25 mM Tris, 0,1.92 M glycin

Anodovy pufr: 25 mM Tris/HCI, pH 8.3

Sacharoza, mocovina (7M), TEMED, 10% SDS, 10% APS, 1% dodecyl-S-maltoside

(DDM), inhibitor protedz s 50xEDTA (complete Protease inhibitor cocktail, CO-RO
Roche), 0.04% DDM, resin (Protino Ni-NTA Agarose), 1% glycodiosgenin (GDN), 10mM
imidazol, 0.04% GDN

HPLC (analyza pigmentit)

Solvent A: 35% (v/v) metanol, 15% (v/v) acetonitril v 0.25 M pyridinu

Solvent B: 20% (v/v) metanol, 20% (v/v) aceton, 60% (v/v) acetonitril
18



Metody:

3.1. Izolace tylakoidnich membran z bunék Synechocystis

Sklizenou kulturu (3.5 L) bunék Synechoccystis jsem rozdélila do dvou zkumavek na rozbijeni
a objem zkumavek doplnila tylakoidnim pufrem. Béhem projektu jsem pouzivala dva ruzné

tylakoidni pufry: pufr A a pufr B (sloZeni—viz seznam pufrt).

Bunky jsem centrifugovala po dobu 15 min na 8840x g na 4°C. Ziskany supernatant jsem
odstranila, ptidala 4 mL tylakoidniho pufru a resuspendovala usazeny pelet stéteckem. Poté jsem
opakovala centrifugaci a odstranila supernatant. Do obou zkumavek jsem ptidala 1 mL tylakoidniho
pufru, 200 uL inhibitoru proteaz s 50 x EDTA a 5 mL zirkoniovych kuli¢ek (pramér 0.1 mm).
Zkumavky jsem vlozila do homogenizatoru (Bertin precellys evolution homogenizer) a pouzila tfi
cykly. Kazdy cyklus zahrnoval rozbijeni 9 min, chlazeni suchym ledem a poté inkubaci na ledu po
dobu 10 min. Nasledné jsem pfidala 4 mL tylakoidniho pufru a centrifugovala po dobu 2 min na
3180x gna 4°C. Ziskany lyzat bun¢k jsem odebrala do novych centrifugacnich zkumavek a kulicky
na rozbijeni, dale promyla 4 mL tylakoidniho pufru. Tento krok jsem opakovala, dokud nebyly
kuli¢ky bezbarvé. K odd€leni membranové frakce a rozpustnych proteinil jsem ziskany bunéény
lyzat centrifugovala 42748 x g na 4°C po dobu 25 min. Supernatant jsem odstranila a pelet
predstavujici membranovou frakci postupné resuspendovala v tylakoidnim pufru a zamrazila

na - 80°C.

3.2. Izolace Hli proteint pomoci nikl-afinitni chromatografie

Purifikace proteina s pufrem A (Na-fosfatovy pufr) a DDM

Do roztoku membran izolovanych ze Synechocystis jsem ptidala 1% DDM a inhibitor proteaz s 50
x EDTA. Zkumavku jsem jemné promichala, zabalila do alobalu a membrany solubilizovala po
dobu 10 min v chladicim boxu. Po solubilizaci jsem pienesla roztok do centrifuga¢ni zkumavky
typu falkon a centrifugovala po dobu 30 min na 47540 x g na 4°C. Vysledny supernatant jsem

pfenesla do nové centrifugacni zkumavky a ptidala 0.5 M NaCl a 10 mM imidazol pro sniZeni
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nespecifickych interakci béhem inkubace s resinem obsahujici navazany nikl. Pro pfipravu resinu
jsem odebrala do 50 mL zkumavky 5 mL ekvilibraéniho pufru a smichala s 2,5 mL resinu (Protino,
Macherey Nagel). Nasledné jsem resin centrifugovala po dobu 5 min na 680 x g na 10°C odebrala
vrstvu nad resinem a cely predchozi krok opakovala 2x. K solubilizovanym tylakoidiim jsem
pridala ekvilibrovany resin, zkumavku zabalila do alobalu a nechala to€it po dobu 1 hod v chladicim
boxu. Poté jsem material pfenesla na chromatografickou kolonu a nechala protéci skrz resin. Po
proteeni nenavazanych proteinti (frakce flow through) jsem promyla kolonu 3x 1 mL
ekvilibracniho pufru a dale 3x 1 mL promyvaciho pufru. Navazané proteiny jsem vymyla z kolony
pomoci 1 mL eluéniho pufru. Vysledna eluce byla zakoncentrovana pomoci 10 kDa MW cut-off

spin kolonek (Millipore) na finalni objem ~ 150 uL a ponechéna na ledu ptes noc do dalsi analyzy.
Purifikace proteini s B pufrem a smési detergenti DDM a GDN

Prvni kroky purifikace byly identické jako u purifikace s pufrem A. Po skonceni 30 minové
centrifugace solubilizovanych membran jsem vysledny supernatant pienesla do nové centrifugacni
zkumavky a ptidala 0.5 M NaCl, 10mM imidazol a 1% GDN. Do ekvilibra¢niho, promyvaciho
a eluc¢niho pufru jsem spolu s 0.04% DDM pridala a také 0.04% GDN. Déle se pracovni postup

opét shodoval s purifikaci s pufrem A.

3.3. Clear-nativni elektroforéza (CN-PAGE)

Pro ptipravu 4-14% gradientového nativniho gelu jsem namichala tfi rizné roztoky akrylamidu
(4% a 14% gradient a 4% na svrchni gel). Pfed nalévanim jsem pfidala 38 a 19 uL 10% cerstvého
persulfatu amonného (APS) do 14% a 4% roztoka akrylamidu. Po naliti 4-14% gradientu jsem gel
ptevrstvila destilovanou vodou a ponechala 1 hod polymerizovat. Poté jsem vodu odséla sttickou,
pfidala hiebinek na tvorbu jamek a gel pfevrstvila 4% svrchnim gelem, do kterého jsem pied
nalévanim pfidala 40 uL APS. Svrchni 4% gel jsem pievrstvila destilovanou vodou a gel ponechala

1 hod a 30 min polymerizovat. Pfipravena skla s gelem jsem vlozila do aparatury-Bio-Rad Protean

Il xi cell. Horni ¢ast aparatury s gely jsem naplnila katodovym pufrem a spodni ¢ast aparatury

anodovym pufrem. Do kazdého vzorku byl pfidan 1% A8-35 amfipol, 1% DDM, 1% GDN. Po
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napipetovani vzorkil do jamek byla aparatura chlazena na 4°C a proteiny separovany pii napéti

1000 V po dobu 60 min.

3.4. 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). Pfed nalévanim jsem ptidala 360 uL 10% SDS a 36 uL 10%
APS do 16% a 20% roztoku akrylamidu. Po naliti 16-20% gradientu jsem gel pievrstvila
destilovanou vodou a ponechala 1 hod polymerizovat. Poté jsem vodu stfickou odsdla a gel
prevrstvila 5% svrchnim gelem, do kterého jsem pied nalévanim ptidala 180 uL 10% SDS a 36 uL
10% APS. 5% gel jsem ptevrstvila destilovanou vodou a ponechala polymerizovat po 1 hod a 30
min. Destilovanou vodu jsem opét stiickou odsala a ptipravena skla s gely vlozila do aparatury
(Bio-Rad Protean Il xi cell). Horni ¢ast aparatury s gely jsem naplnila katodovym pufrem a spodni
Cast aparatury anodovym pufrem. Prouzek (cca 1 cm §iroky) 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 denaturaéniho gelu. Proteiny byly separované na 16 mA, 350 V po dobu 16 hod a aparatura
byla béhem celé doby separace temperovana na 23°C. Pro dalsi analyzu byly gely obarveny

v Coomassie blue.

3.5. Absorp¢ni spektra proteini v nativnim gelu

Pro ziskani absorp¢nich spekter pigmentl asociovanych s purifikovanymi Hlips, jsem odfizla ¢ast
CN gelu (cca 2 x 2 mm) obsahujici Hlip komplexy a umistila je na plastovy prouzek piipojeny ke
specialné vyrobenému adaptoru. Adaptor je na miru vyrobeny, aby pasoval do bézné¢ 1 mL
kyvetové Stérbiny ve spektrofotometru. Spektra byla métena v rozsahu 350 nm — 750 nm na

spektrofotometru Shimadzu UV-3000. Jako referenci jsem pouzila CN gel bez proteint.
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3.6. Analyza pigmenti pomoci HPLC

Pro identifikace pigmentl asociovanych s purifikovanymi His-Hlips jsem vytizla ¢ast CN gelu (cca
3x2 mm) obsahujici separované Hlips a gel nafezala skalpelem na malé kousky. Kousky jsem
nechala inkubovat v 200 ml MES pufru s 0.04 % DDM pies noc. Proteiny eluované z gelu byly
denaturované 75% metanolem a extrahované pigmenty nastfiknuty do HPLC Agilent-1260
vybaveny diode-array detektorem. Pigmenty jsem separovala na koloné obsahujici reverzni fazi
(Zorbax Eclipse C18, 5 pm, 3.9 x 150 mm; Agilent). Pigmenty byly separovaneé pomoci linearniho
gradientu solventu B (30-95% (v/v) po dobu 25 min) v solventu A pii rychlosti prutoku 0.8 mL
mint na 40 °C. Chl-a a karotenoidy jsem detekovala absorbanci na 440 nm; plochy vyslednych piki
jsem integrovala a nasledné vypocitala molarni stechiometrii z kalibra¢nich ktivek ptipravenych

pomoci autentickych standardu.
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4. Vysledky

Pro projekt byla zvolena exprese a purifikace téchto ¢tyt Hlips (viz Obr. 6 a Ptiloha 1.):
HIiW z Pseudonabaena sp. PCC 6802

HIiX z Synechococcus sp. PCC 7002
HIiY z Synechococcus elongatus PCC 6301

HIiZ z Chroococcidiopsis thermalis PCC 7203

Geny kodujici tyto proteiny byly bud’ amplifikovany z chromozomalni DNA dané sinice (hliX
a hliZ), nebo byla objednana syntéza gent (hliw a hliY) u firmy GenScript. Klonovani gent do
plasmidu a piipravu expresnich kment Synechocystis jsem neprovadéla. Obdrzela jsem jiz hotové

kmeny, které exprimuji Hlips s 8xHis kotvou na N-konci pod promotorem PsbAll.

Kmeny, exprimujici pozadovany protein, byl vymrazeny z —80°C a rozpéstovany do
Erlenmeyerovych banék (50 mL) na tiepacce s intenzitou svétla 50 umol fotoni m? s a nasledné
kultivovany v 1 L odmérnych valcich bublanych vzduchem. 18 hod pied ukonéenim kultivace bylo
svétlo zvyseno na 500 umol fotont m? s, aby se zvysila exprese hli genti; psbAll promotor je

castecné regulovan svétlem.

Z namnozenych kment jsme dohromady ziskali 1700 mL buné¢né kultury o optické denzité
750 nm kolem 1. Tyto buniky se sklidily bud’ do pufru A nebo B s ohledem na nasledujici metodiku
(viz. dale) a zamrazily. Izolace proteini v pufru A (fosfatovy pufr bez Mg?*, vyssi pH) vedou
typicky k disociaci tylakoidnich komplexi, takze Hlips jsou izolované bez svych proteinovych
“partnera®. Napi. HIiC se v téchto podminkéach izoluje pouze jako dimer HIiC/D bez dalSich
interagujicich proteinil jako je RCII (Obr. 4) (Shukla et al., 2018). Oproti tomu izolace pomoci
pufru B, navic s vyzitim velmi jemného detergentu GDN, stabilizuje membranové komplexy, ale

vede také k vyS$§imu mnozstvi kontaminujicich proteinti (Konert et al., 2022).
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4.1 lzolace Hlips pomoci His kotvy a separace eluci na CN-PAGE

V prvnim kroku byly ze vSech ¢tyfech kmenti izolovany tylakoidni membrany v pufru A, které byly
posléze solubilizovany pomoci DDM. Proteiny byly purifikovany na kolon¢ s niklem diky afinité
His-kotvy k tomuto kovu. Ziskany eluat (~ 4 mL) byl koncentrovan pomoci 10 kDa MW cut-off
spin kolonek (Millipore) na finalni objem ~ 150 uL. V ptipadé purifikovanych proteint HIiX, HIiY
a HliZ byl vysledny eluat zluto-hnédy, zatimco v piipadé HIiW byl eluat zeleny. K objasnéni
proteinového a pigmentového sloZeni eluati byla v prvnim kroku pouzita CN-PAGE (Obr. 7).
Zhruba tfetina objemu kazdé eluce byla separovana v piitomnosti A8-35 amfipolu (Kameo et al.,

2021) a GDN (viz. metody). Pro porovnani mobility separovanych Hlips v gelu byl separovéan také
vzorek tylakoidnich membran kontrolniho kmene obsahujici zelené prouzky fotosystému, modré
prouzky fykobilisoml a oranzovy pruh volnych karotenoidii. Vysledek ukézal, ze HIiX a HliZ
obsahuji pfevazné Zzluty protein ¢i proteinovy komplex s hmotou pod 100 KDa (velikost
hexamernich proteinti fykobilizomu, Obr. 7), tedy pravdépodobné Hlips. Vysledek separace HIiY
nebyl idedlni, protoze tento protein nevytvoril prouzek, ale byl rozmazly. HIiW byl zjevné

koizolovany s Chl-proteiny, pravdépodobné fotosystémy (Obr. 7).
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Obr. 7. Separace purifikovanych Hlips pomoci CN-PAGE. Proteiny byly izolované v pufiru A v pritomnosti
DDM (0.04%). Vzorky eluci (HIiW-Z) byly pipetovany na CN-PAGE po 60 ul spolu s 1% amfibolem A8-35
a 1% GDN. WT TM - tylakoidni membrany (5ug Chl) izolované z kontrolniho kmene. PSI[3] — trimerni

PSI, PSI[1] — monomerni PSI, PBS-hexamer fykobilinoproteinii.
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Obr. 8 2D CN/SDS-PAGE separace proteinovych komplexi His-HIIW a His-HIiX. Oba proteiny byly
izolované v pufru A po solubilizaci v DDM. a) Ziskany prouzek gelu z CN-PAGE byl pied denaturact
skenovan na fluorescenci Chl po osviceni modrym svetlem (Ch FL) pomoci Fuji LAS 4000. Proteinové
komplexy byly poté separovany pomoci SDS elektroforézy (SDS-PAGE) a vysledny gel byl obarven
v Coomassie blue (CBB). Podjednotky PSII a CP47 byly oznaceny na zdkladné predchozich vysledkii
V laboratori, HIiW a HIiC byly identifikovany pomoci MS (hmotnostni spektrometrie). b) Identicka analyza
pro His-HIiX. PSII- fotosystém Il, RC47 — reakcni centrum PSII s navdzanou podjednotkou CP47,
HIiW/HIiC — heterodimer HIiW a HIiC, HIiX[2] — dimerni HIiX, HIiX/C — heterodimer HIiX a HIiC. v.p. —

volné pigmenty.

Vzorek His-HIiW separovany v druhém rozméru obsahoval HIiW a také HIiC protein. Oba
proteinové spoty vyfiznuté z gelu byly analyzoviny pomoci hmotnostni spektroskopie ve
spolupraci s Mgr. Petrem Konikem (Pif JU). Protoze byl HIiW naizolovan s HIiC a zaroven spolu
oba proteiny ko-migrovaly na gelu, je hodné pravdépodobné, Ze tvofi heterodimer HIiW/C (Obr.

8a). Tento dimer ne-emituje prakticky zadnou fluorescenci Chl (Chl FL v Obr. 8a), coz prokazuje,
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7e je absorbovana energie zhasena jako v piipad¢ nativnich Hlips ze Synechocystis (Konert et
al.,2022; Shukla et al., 2018). Druhy rozmér SDS-PAGE obsahoval v horni ¢asti rozdélené
komplexy PSII a RC47, velké strukturni podjednotky D1, D2, CP43 a CP47 jsou oznacené na gelu
(Obr. 8a). Jak ukéazala separace purifikovaného His-HIiX na 2D CN/SDS-PAGE, je tento protein
také v komplexu s HIiC (Obr. 8b). Nicméné je jest¢ mozné rozliSit jeden pigmentovy prouzek
s 0 néco vyssi hmotou, ktery je pravdépodobné homodimer HIiX[2]. Oba komplexy (HIiX/C
a H1iX[2]) nemaji Zaddnou detekovatelnou fluorescenci Chl, jevi se tedy opct zhasené (Obr. 8b).
Jediny signal fluorescence Chl je z volnych pigment na cele gelu. VSechny ostatni proteiny

detekované na barevném gelu jsou pravdépodobné pouze nespecifické kontaminace.

4.2. Separace His-HIiY a His-HIiZ proteini pomoci 2D CN/SDS-PAGE

Vysledek 2D CN/SDS- PAGE His-HIiY eluce prokazal, ze tento protein je opravdu separovany
jako Smouha pfes velkou cast gelu a vytéZek purifikace His-HIiY je mnohem niZ§i neZ u ostatnich
tii Hlips (Obr. 9a). Nicméné tento vysledek 1 tak jasné prokazal, Ze ma HIiY schopnost zhaSet,
jelikoz u proteinu nebyla detekovana zadna fluorescence Chl, ackoli frakce pigmentl stale
komigruje s HIiY. Jediny signal fluorescence Chl je z volnych pigmentl na Cele gelu (v.p.).
Vsechny ostatni proteiny detekované na barevném gelu jsou pravdépodobné pouze nespecifické
kontaminace. Jestli je His-HIiY purifikovany s jingmi Hlips ze Synechocystis, neni
Z purifikovaného mnozstvi HIiY mozné urcit. Vzorek His-HIiZ separovany v druhém rozméru
obsahoval pouze zna¢né mnozstvi HIiZ proteinu a fluorescence Chl navazaného na HIiZ byla
evidentné¢ také zhasend. Jediny signal fluorescence Chl je opét pouze z volnych pigmenti na Cele

gelu (Obr. 9b). Purifikovany His-HIiZ je velmi pravdépodobné homodimer.
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Obr. 9 2D CN/SDS-PAGE separace His-HIiY a His-HIiZ proteinii. Oba proteiny byly izolovany v pufru A
po solubilizovaci v DDM. a) Ziskany prouzek gelu z CN-PAGE byl pred denaturaci skenovan na fluorescenci
Chl po osviceni modrym svétlem (Ch FL) pomoci Fuji LAS 4000. Proteinové komplexy byly poté separovany
pomoci SDS elektroforézy (SDS-PAGE) a vysledny gel byl obarven v Coomassie blue (CBB). b) Identicka

analyza pro izolovany His-HliX. v.p. — volné pigmenty.

4.3. Purifikace His-HIiW v pufru B s pouZitim jemného detergentu GDN

Vysledek analyzy His-HIiW proteinu (Obr. 8a) byl ptekvapivy. Pfestoze byl protein izolovan
v pufru A, ktery ma tendenci disociovat proteinové interakce v tylakoidni membrané, eluat His-
HIiW obsahoval zna¢nou koncentraci PSII (nebo RCCII) a RC47 komplexu. Pfitomnost RC47
nicmén¢ mohla byt zpisobena rozpadem PSII v pfitomnosti pufru A. Pro objasnéni, se kterym
komplexem HIiW interaguje, byl proveden obdobny experiment izolace His-HIiW proteinu, ale

tentokrat v pufru B s — smési detergentt GDN/DDM (Obr. 10). Pufr B byl pouZit pro lepsi stabilitu
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proteinovych komplexti zasluhou nizkému pH (6.5) a pfitomnosti Mg?* iontil. Detergent GDN je
velmi jemny detergent, nicméné pouziti pouze GDN vedlo k precipitaci membranovych proteint
(Konert MM, nepublikované vysledky). Proto byla pouzita smés GDN/DDM. Po izolaci byl
HisHIiW eluét znovu separovan na 2D CN-SDS-PAGE. Barevny gel opét obsahoval v horni ¢asti
komplex PSII (nebo RCCII; viz. Obr. 4) a také RC47, nicméné€ vyrazné¢ mén¢ nez v piipadé pufru
A (Obr. 10). Evidentni byl také spot HIiW, v piipadé izolace v pufru B je proteinu vyrazn¢ méné
vV porovnani s PSII proteiny. HIiC protein nebyl na barevném gelu detekovatelny, coz je ale
pravdépodobné kvili nizkému mnozstvi separovaného HliW. Opétovna izolace tedy potvrdila
velmi silnou vazbu HIIW k PSII komplexu, ackoli neni zfejmé, ke které podjednotce PSII se HIiW

vaze (viz. diskuze).
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Obr. 10 2D CN/SDS-PAGE separace His-HIiW proteinu izolovaného v pufru B a s pouZitim smési
detergentit GDN/DDM. Ziskany prouzek gelu z CN-PAGE byl pred denaturaci skenovan na fluorescenci
Chl po osviceni modrym svétlem (Ch FL) pomoci Fuji LAS 4000. Proteinové komplexy byly poté separovany
pomoci SDS elektroforézy (SDS-PAGE) a vysledny gel byl obarven v Coomassie blue (CBB). Podjednotky
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PSII byly oznaceny na zakladé predchozich vysledkii v laboratori. RC47— reakcni centrum s pre-komplexem

CP47, HIiW/C — heterodimer HIiW a HIiC.

4.4, Absorp¢ni spektra a obsah pigmenti purifikovanych His-Hli proteinii

Purifikované proteiny na niklové koloné mohou byt kontaminované jak volnymi pigmenty, tak
malym mnozstvim PSI. K ziskdni nezkreslenych absorpcnich spekter byly Hlips méfeny po
separaci piimo v CN gelu. Pfed denaturaci CN prouzki pro 2D SDS-PAGE byly odiiznuty z CN
geld malé Casti (cca 2 x 2 mm) obsahujici Hlip komplexy a absorp¢nich spektra méfena ve
spektrofotometru pomoci upravené kyvety (Obr. 11). Ziskané absorp¢ni spektrum separovaného
His-HIiW (Obr. 11a) a His-H1iX (Obr. 11b) se velmi podobalo spektraim HIiD a HIiC (Staleva et
al., 2015; Shukla et al., 2018). Charakteristickym znakem pro Hlips, stejné jako pro LHC-like
proteiny, je zna¢ny posun absorbance vazanych karotenoidt k ¢ervenym vinovym délkam (redshift)
(Skotnicova et al., 2021). Tento posun je jasné patrny u HliX, HIiW a HliZ. Absorbance His-HIiZ
je posunuta do Cervené oblasti svétla aZ extrémné a také tvar absorbance karotenoidll je nezvykly
(Obr. 11d). Absorp¢ni spektrum His-HIiY uplné postradé posun do Cervena a je proto mozné, ze
pigmenty byly v dob&é méfeni jiz ¢aste¢né disociované od proteinu (Obr. 11¢). V poslednim kroku
byly identifikovany pigmenty vazané na Hlips pomoci HPLC (Obr. 12). Pro identifikaci pigmentt
byla vyfiznuta ¢ast CN gelu (3 x 2 mm) obsahujici separovany Hlip, a gel nafezan skalpelem na
malé kousky. Roziezany gel byl inkubovan pies noc s 0.04% DDM v pufru B, ¢imZ byl protein
eluovan z gelu do pufru. Po odstranéni gelu centrifugaci byl odebran supernatant obsahujici
proteiny (zhruba 50 uL) a smichan se 150 uL metanolu. Tento roztok byl nasttiknuty do HPLC

a separovan na chromatografické kolon¢ (viz. metody).
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Obr. 11 Absorbancni spektra separovanych Hlips v CN gelu a) Z SDS-PAGE gelu byl vyriznut kousek gelu
obsahujici His-HIiX-HIiC dimer (viz Obr. 8b) a viozen do spektrofotometru. Spektrofotometr zaznamenal
absorbanci svétla od 350 nm — 750 nm, b-d) Méreni spekter His-HIIC, His-HIiY a His-HIiZ bylo provedeno

identicky. Wavelength (nm) — vinova délka, (a.u.) — ndhodné jednotky.

HPLC analyza ukézala, Ze vSechny Ctyii naizolované Hlips obsahuji molekuly Chl-a a riizné druhy
karotenoidu (Obr. 12). His-HIiX a His-HIiW vazi jak f-karoten, tak a zeaxanthin (Obr. 12 a,c),
zatimco His-HIiY je asociovan s f-karotenem a malym mnozstvim echinenonu (Obr. 12b).

S 24

karotenoid je echinenon, B-karoten je v poméru k Chl méné a mnozstvi zeaxanthinu je velmi nizké

(Obr. 12d).
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Obr. 12 HPLC analyza extrahovanych pigmentii. Z CN gelu byly vyriznuty malé kousky gelu obsahujici
purifikovany Hlips. Kousky gelu byly poté inkubované v MES pufru pH 6.5 s 0,04% DDM a nasledné
denaturované 75% metanolem. Extrahované pigmenty byly vstiiknuty do HPLC a analyzovany, obrazky
predstavuji chromatogramy pigmentit extrahovanych z His-HIiX (@), HIiY (b), HIIW (c) a HIiZ (d). Abs, 440
nm — absorbance na 440 nm. time - retencni c¢as pigmentii. Cisla v zavorkdach zndzoriuji moldrni pomér

Jednotlivych karotenoidii ke Chl.
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5. Diskuze

5.1. Tvorba homo-dimeri a heterodimera Hlips

V této praci se podafilo izolovat Ctyfi razné typy Hlips, které nejsou pfitomné u modelové sinice
Synechocystis. Podle piedpokladi mohou Hlips vazat pigmenty pouze v dimerni form¢ (Staleva et
al., 2015). VSechny Cc¢tyii naizolované proteiny tak pravdépodobné tvoii bud komplexy
heterodimert (HIiW/C, HliX/C) ¢i homodimert (H1iZ[2], H1iX[2]). Dimerizace neni patrné nutna
pouze pro vazbu pigmentl, ale také pro stabilitu Hlips v bunce. HIiA a HIiB proteiny ze
Synechocystis netvoii homodimery, ale striktné pouze heterodimery s HIiC. Pokud je gen pro HIiC
inaktivovan, jak HIiA, tak HIiB protein neni v buiice detekovan ani za stresovych podminek. Tyto

vysledky ukazuji, ze monomerni Hlips jsou rychle degradovany (Konert et al., 2022).

Jelikoz se dimerizace vyskytuje u vSech dosud popsanych Hlips je velmi pravdépodobné,
ze se aminokyselinova sekvence, kterd je zodpovédna za dimerizaci Hlips, nachdzi u vsech
proteinti. Podle struktury LHC-I1 proteinii je za dimerizaci helixt zodpovédny motiv (ExxN/HxR),
ktery je zaroven motivem pro vazbu Chl (Obr. 5, Obr. 13) (Shukla et al., 2018). To potvrzuje vysoka
konzervovanost tohoto useku a jeho vyskyt u vSech analyzovanych Hlips (HliA-D, HIIW-Z; viz
Ptiloha 1.). Je zajimavé, ze HIiW a HliX proteiny, neptivodni v modelové sinici Synechocystis, tvori
dimer s HIiC. V publikaci Konert et al., (2022) bylo navrzeno, Ze primarni funkci HIiC je vytvaret
druhy ,helix* do paru k ostatnim Hlips. Podle tohoto modelu jsou Hlips v buiice funkcné
organizované jako heterodimery HIiA/C, HIiB/C a HIiD/C. Divodem tohoto uspofadani je
nepochybné fakt, Ze HIiC neinteraguje s zddnym jinym proteinem kromé ostatnich Hlips. HliA/B/D
se vazou na CP47 a Ycf39 (Obr. 4) a pokud by se jednalo o homodimery, dochazelo by k ,,agregaci*
PSII komplexti. Dva nedokoncené PSII komplexy by se propojily ptes jeden Hli homodimer, coz
by mohlo komplikovat biogenezi PSII.

Mechanismus umoznujici parovani HIiC se v§emi ostatnimi Hlips je dosud neznamy. Jedna
z moznosti je kli¢ova aminokyselina v pozici - 3 pfed ExxNGR motivem (konkrétné Alanin v HIiC,

viz. Obr. 5) a pak velmi kratky N-terminalni konec (Konert et al., 2022). Nicméné je zjevné, Ze je
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tento mechanismus velmi konzervovany, protoze se v Synechocystis tvoii HIiW/C a HIiX/C
heterodimery. Geny pro HIiC jsou pfitomné jak v Pseudanabaena PCC 6802 (HIiW; viz. Obr.6),
tak v Synechococcus PCC 7002 (HIiX; viz. Obr. 6), a patrné tedy také funguji jako HIiW/C

a HIiX/C heterodimery v ptivodnich organismech.

5.2. Interakce HIIW s PSI|I

Proteiny HIiA a HIiB prokazateln¢ fyzicky interaguji s PSII podjednotkou CP47, zatimco interakce
mezi HIiD a RCII je zajiSténa vazbou na Ycf39. Cely HIiD/C-Ycf39 komplex se poté vaze na RCII
(Obr. 4; Knoppova et al., 2014; Konert et al., 2022). Jak vazba na CP47, tak na Ycf39 je
pravdépodobné zajisténa N-terminalni sekvenci Hlips, ktera se jevi velmi specificka pro jednotlivé
typy Hlips (Obr. 11). Je zajimavé, ze v Synechocystis se exprimovany dimer HIiW/C také vaze na
nektery z PSII komplexi. Tato vazba je natolik stabilni, Ze ¢aste¢né pietrva i purifikaci v pufru A,
ve kterém uz disociuje 1 CP43 podjednotka od jadra PSII (Obr. 8a). V pufru B se HIiX/C
pravdépodobné purifikuje ve stoichiometrickém poméru (1:1) s PSII. Piedpokladam, Ze se nejedna
o funkéni PSII, ale RCCII komplex (Obr. 4), protoze na 2D gelu neni patrny spot pro PsbO
podjednotku kyslik vyvijejiciho komplexu (Obr. 10).

Jakym zptisobem interaguje PsbW s PSII podjednotkami neni zatim jasné. N-terminalni
konec PsbW je odlisny od HIiA/B (Obr. 13), takZe neni pravdépodobné, Ze by PsbW pouZivalo
shodné vazebné misto na CP47, jako HIiA/B proteiny. Takeé se nejedna o podobnou interakci, jako
je popsand u HliD, protoZe k jeho vazbé na D1 je tfeba protein Ycf39. Je proto mozné, ze HIiW,
ktery je pfitomny pouze u sinic rodu Pseudanabaena (Obr. 6), interaguje s PSII strukturné zcela
odliSnym zptsobem pomoci C koncového helixu. Tento segment se u ostatnich znamych Hlips

nevyskytuje.
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Obr. 13 Konzervované aminokyselinové zbytky (logo) u HIiA/B a HIiW proteinii. Obrdzek byl vytvoren
pomoci programu WebLogo3 na zdklade vsech znamych sekvenci HIiA/B a HIiW v databdzi NBCI
(poskytnuto Dr. Janem Janouskovcem). Konzervovany motiv na N- konci proteinii HliA/B se uplatiiuje ve
vazbé na stromalni PSII podjednotky CP47. Chl-vazny motiv (EXXNGR), konzervovany u vsech Hlips, je

také znazornén. PsbW md jesté druhy transmembranovy helix, ktery neni na obrdzku zndzornen.

5.3. Vazba pigmenti na HIiW-Z proteiny

Analyza pigmenti pomoci HPLC prokazala, Ze vSechny Hlips studované v této praci vazou Chl-a
arizné typy karotenoidi (f-karoten, zeaxanthin a echinenon). Divod vyskytu riiznych karotenoidt
u Hlips neni znam, ale patrné vSechny zjiSténé typy mohou disipovat energii, a tak zhaSet
absorbovanou energii. Pfesné vysvétleni, jakym zptisobem jsou pigmenty v Hlips uzpiisobeny, aby
dochazelo k velmi rychlému ptenosu energie z Chl na karotenoidy zatim chybi. Piivodni predstava
mechanismu byla takova, ze vyZaduje pfesné vyladéni (zkrouceni) molekuly karotenoidu
(Llansola-Portoles et al., 2017). V piipadé HliA-D, které vazou pouze B-karoten (Staleva et al.,
2015), by se tedy ocekavalo evoluci vyladéné vazebné misto specificky pro tento karotenoid. AvSak
z naSich vysledkil vypliva, Ze na struktufe karotenoidu az tolik nezéaleZi; vSechny naizolované Hlips
prokazaly schopnost zhaSeni nehledé na typ navazanych karotenoidi. Studované Hlips obsahuji jak
xantofyl (zeaxanthin), tak S-karoten, nebo dokonce echinenon. Podle ziskanych dat se zda, Ze
zhaSeni je velmi robustni, a sta¢i témét jakykoli karotenoid o urcité pozici, aby zhaSeni fungovalo
(Koskela et al., 2020). Konkrétni druh karotenoidu se kazdopadné nejevi Gplné€ zasadni pro vlastni
mechanismus zhéaseni. Napiiklad nedavno se podafilo pfipravit mutantni rostliny tabaku obsahujici
pouze karotenoid astaxanthin, ktery se v rostlinach viibec nevyskytuje (Xu et al., 2020). Tyto
rostliny akumulovaly LHC komplexy a byly schopné disipace absorbované energie. Ziskana
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absorp¢ni spektra HIiW a HliX se podobaly spektrim HIiC a HliD (Shukla et al., 2018; Staleva et
al., 2015) s charakteristickym posunem absorbance karotenoidii do Cervena. Absorpcni spektra
HIiY a HIiZ se liSily. Spektrum HIiZ bylo velmi neobvyklé oproti zbylym tfem Hlips, protoze
navazané karotenoidy absorbovaly az kolem 580 nm, coz je extrémni posun do ¢ervené oblasti
spektra. Zaobleny tvar absorbance karotenoidi v HIliZ (Obr. 12d) naznacuje, Ze je hlavnim
pigmentem echinenon, coz odpovida vysledkiim analyzy pigmenti pomoci HPLC. K poméru k Chl

je echinenon nejvice zastoupenym karotenoidem v izolovaném HIiZ proteinu (Obr. 12).
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7. Priloha

7.1. Proteinové sekvence HIiW-Z

His-HIiX

MHHHHHHHHENQESKFGFSAFAENWNGRLAMLGFVIGLLTELLTGKGILAQLGLM

His-HIiY

MHHHHHHHHSGNSAKRDNLPEPDPAFGWSAYAERINGRFAMVGFVALLLLEFFTHQD
LITWLGLRP

His-HIiW

MHHHHHHHHTTNIATNSTTSTTINKINLDELNVNPSGQGVFGFSNFAEIWNGRMAMLGF
LAALASEVVTGKGILGQIGINTTGGGILVALFLTGFTVATTLGY YAVKLNQVKGNEPKN

Q

His-HliZz

MHHHHHHHHETRETRPATDVPPVAKAYNGVDRNAFIFGLNPQAELWNGRLAMIGFLA
YLIWDLAGFSVLRDVLHLIGY

Priloha 1. Aminokyselinové sekvence Hlips exprimovanych v Synechocystis. 8xHis kotva je potrzend,

konzervovany Chl-vazny motiv je vyznaceny tucne.
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