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FtsH proteases are membrane-embedded proteolytic complexes important for protein
quality control and regulation of various physiological processes in bacteria, mitochondria and
chloroplasts. Most cyanobacteria, including the model species Synechocystis sp. PCC 6803,
contain four FtsH homologues, FtsH1-FtsH4. FtsH1-3 form two hetero-oligomeric complexes,
FtsH1/3 and FtsH2/3 that play an important role in acclimation to nutrient deficiency and
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by the formation of a homo-oligomeric complex. The role of this complex remained unknown.
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transition to stationary phase. The excess of FtsH4 protein slows down the transition. In
addition, FtsH4 plays an important role in short- and long-term acclimation to high light stress,
especially after dilution from stationary phase. After short-term high light exposition, FtsH4
contributes to faster cell growth, presumably by promoting the expression of proteins required
for acclimation to the stress. After long-term exposition to high light, it regulates the level of
HI1iD protein which is important for protection and hence stabilization of PSII complex. Our

results also indicate that FtsH4 is implicated in a regulation of carbon metabolism.
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1 Cile prace

Cilem této prace je studium funkce FtsH4 proteazy v modelové sinici Synechocystis
sp. PCC 6803 (dale Synechocystis) charakterizaci FtsH4 dele¢niho a over-expresniho
mutantniho kmenu. Zaméfila jsem se na porovnani rychlosti ristu, velikosti bunek,
absorpcnich spekter a slozeni membranovych proteina FtsH4 mutantnich kment pod vlivem

raznych stresovych podminek, jako je vysoka intenzita svétla, stacionarni faze a nedostatek ¢i
nadbytek CO».

2 Teoreticka cast

2.1 Fotosyntéza

Fotosyntéza je jeden z nejdilezit€jSich biochemickych procest, pii kterém dochazi
k zachycovani slune¢ni energie, ktera je vyuzita k nasledné syntéze organickych latek z oxidu
uhli¢itého a vody. Fotosyntéza probiha u sinic a purpurovych bakterii na wvnitinich
membranovych strukturach, které se u sinic nazyvaji tylakoidy nebo tylakoidni membrany.
Rasy a rostliny fotosyntetizuji diky chloroplastim, specialnim semiautonomnim organelam,
které se vyvinuly z prapfedka sinic. Uvnitf chloroplastu je tylakoidni membrana organizovana
do spletité sit€, kterou tvoii grana, navzajem propojena intergranalnimi tylakoidy (Mazur a
kol., 2021). Fotosyntetické komplexy obsahuji vlastni fotosynteticka barviva, diky kterym je
zachycovana svételna energie. U sinic, zelenych fas a rostlin je typicky chlorofyl a a b. U
hnédych fas je pfitomen chlorofyl a a c. Také u nékterych zastupcti sinic je pfitomen i chlorofyl
b (Prochloron, Prochlorococcus, Prochlorothrix), ¢ (Prochlorococcus) i d (Acaryochloris
marina) (Garcia-Pichel, 2009). Kromé chlorofylu jsou u fotosyntetickych organismu
zastoupené dal§i pigmenty, karoteny a fykobiliny. Ty absorbuji energii svétla o jinych
vinovych délkach a také davaji organismum jiné zbarveni. Karoteny jsou zodpovédné za

oranzovou barvu, fykobiliny za modrou a chlorofyl za zelenou.
Fotosynteticka rovnice 6 CO2 + 6 H;O = CgH 206 + 6 O2

Pti fotosyntéze se svételna energie méni na energii chemickych vazeb ATP a NADPH,
kde ATP a NADPH je nasledné vyuzito k asimilaci uhliku a tvorbé cukrii. Rozlisujeme
fotosyntézu oxygenni (pifi které vznikd kyslik a pro jejiz zahajeni je potfeba voda) a

anoxygenni (nedochazi k uvoliiovani kysliku), pfiCemz rozeznavame ruizné typy anoxygenni



fotosyntézy podle toho, zda je pro jeji zahajeni potfeba sulfan, nebo organické kyseliny

(Blankenship, 2013). Oxygenni fotosyntéza probiha ve dvou fazich, svételné a temnostni.
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Obrazek 1: Schéma svételné faze fotosyntézy (Voet, Voetova, 1995).

P11 svételné fazi fotosyntézy (Obr.1) hraji hlavni ulohu dva fotosyntetické komplexy,
fotosystém I (PSI) a fotosystém II (PSII), vazané v tylakoidni membrané. Komplexy PSII a
PSI, v tomto potadi, se pomoci molekuly chlorofylu, kterou maji vazanou ve svych reak¢nich
centrech P680 a P700 podili na pfeméné energie slune¢niho zafeni na energii chemickou.
Svétlo je do reakCnich center sméfovano pomoci svétlosbérnych antén, které zachycuji
svételnou energii a predavaji ji na molekulu chlorofylu. U sinic jsou antény tvofeny
fykobiliproteiny, které se skladaji do pyramidové struktury fykobilizomu. Fotosystémy
v chloroplastech jsou obklopeny komplikovanéjsim systémem vnéjSich a vnitinich antén,
které maji ve své struktufe molekuly chlorofyli a karotenti (Blankenship, 2013). Energie
zachycena témito anténami se prenese na chlorofyl vazany v reakénim centru P680, tento
chlorofyl pohlcuje energii svétla, a pfitom dochézi k excitaci elektronu, jeho separaci a
prenosu na molekulu plastochinonu. Tim dojde k oxidaci molekuly chlorofylu. Oxidovana
molekula chlorofylu na P680 doplni zpét elektron diky procesu nazvanému fotolyza vody, pfi

némz dochazi k rozkladu vody a naslednému uvoliiovani kysliku, ktery je pro fotosyntetické



organismy , odpadni“ latkou (Bfizd’ala, 2022). Fotolyza vody probiha na proteinovém
komplexu OEC (z angl. oxygen-evolving complex — kyslik vyvijejici komplex), ktery je
soucasti PSIT (Setlik a kol., 2004). Elektron odstépeny z P680 je molekulou plastochinonu
transportovan na komplex cytochrom bo6f a z néj pomoci plastocyaninu na PSI. Tam se diky
svételnému zafeni opét elektron excituje a dalSimi pfenaseci je transportovan az na finalni
akceptor, molekulu NADP, ktera je enzymem feredoxin-NADP+ reduktdzou redukovana na
NADPH. Béhem svételné faze fotosyntézy vznika prebytek H* iontl ve vnitinim prostoru
tylakoidu, ktery se nazyva lumen. Protonovy gradient umoziiuje pomoci enzymu ATP syntazy

tvorbu ATP (Alberts a kol., 1998).

Temnostni faze fotosyntézy probiha u sinic také na tylakoidech, v piipadé
eukaryotickych organismil ve stromatu. Tato faze neni zavisla na pfistupu svétla a vyuziva
energii ziskanou z ATP a NADPH. Ve vysledku tak dochézi k fixaci CO2 do jednoduchych
sacharidu (Bfizd’ala, 2022).

2.2 Sinice

Sinice fadime mezi gramnegativni bakterie a dosud nejstarsi fosilni nalezy sinic jsou
3,5 miliardy let staré (Hofmann, 1976). Pravé diky oxygenni fotosyntéze, jejiz vedlejSim
produktem je uvoliovani kysliku, sinice prispély k postupnému zvysovani koncentrace
kysliku, které vedlo k vytvofeni atmosféry dne$niho typu. Tyto zmény umoznily vznik a
evoluci dalSich zivotnich forem. Tento proces se nazyva Velkd kyslikova katastrofa,

z anglického piekladu Great Oxidation Event (Sessions a kol., 2008).

Morfologicky patii sinice k nejvice riznorodym prokaryotickym organismim. Diky
siroké skale adaptacnich mechanismu se prizptisobily velmi proménlivym podminkam. Sinice
kolonizovaly pfevazné vodni prostiedi a pudu, ale Ziji také v extrémnich podminkach, jakou
jsou suché a polarni oblasti ¢i horké prameny. Jsou jednobunécné a ¢asto ziji v koloniich tvaru
kokalnich shluki ¢i vlaknitych stélek (Komarek, 2014). Také diky této riznorodosti je velikost
buriky sinic v rozmezi zhruba 1-10 um. Neékteré druhy sinic maji specializované butiky
heterocyty, pomoci kterych mohou vazat vzdusny dusik. Toho pak vyuzivaji jiné organismy,
které se sinicemi vstupuji do symbidzy. Typické specializované struktury u fetizkovych sinic
(Anabaena) jsou akinety, klidové bunky slouzici k preckavani nepiiznivych podminek
(Sukenik a kol., 2019). Rozmnozovani sinic je také druhové rozmanité a je zalozené bud na

zaSkrcovani bunék €i stavéni pfepazek mezi dcefinymi burikami.



Neékteré druhy sinic maji kolem celé buiiky slizovy obal, nazyvany glykokalyx, ktery
chrani celou buinku. Samotna buika sinic je na povrchu chranéna proteinovou S-vrstvou
(Smarda a kol., 2002) a bun&tnou sténou, kterd je tvofena dvéma membranami, vnéjsi
membranou a plazmatickou membranou. Mezi membranami bunécné stény se nachazi
periplazmaticky prostor s peptidoglykanem. Vnitini prostor buriky, cytoplazma, je po obvodu
vyplnén tylakoidnimi membranami (Liberton, Pakrasi, 2008), ale jejich uspotadani v butice se
lisi u jednotlivych skupin sinic (Mare$ a kol., 2019). Mezi tylakoidnimi membranami a ve
volném prostoru buniky se nachazi zasobnimi granule (naptiklad cyanofycinové, glukozové,
Skrobové ¢i lipidové) a karboxyzomy (Stanier, 1988). Karboxyzomy jsou proteinové Utvary,
pravidelného Sestithelnikového tvaru, tvorené enzymem RuBisCo, ktery je zodpovédny za
fixaci uhliku z CO> béhem temnostni faze fotosyntézy procesem zvaném Calvintv cyklus
(Stanier, Cohen-Bazire, 1977). V centralni Casti cytoplazmy sinic je také ulozZeny
chromatinovy aparat, ktery tvoii n€kolik kopii kruhovité DNA a bakterialni typ ribozomi.
Ribozomy jsou tvoiené malou ribozomalni podjednotkou 16S RNA a velka podjednotkou 23S
RNA (Herrero, Flores, 2008).

Diky zminéné adaptaci bunék sinic na rizné biotopy maji ne€které sinice v burikach
dalsi specializované struktury napfiklad aerotopy. Aerotopy jsou svazky plynovych méchyrku,
které zapliuji vnitfni prostor buriky u vodnich zastupci sinic. Pomoci nich se sinice mohou
pohybovat ve vodnim sloupci a regulovat tak pfistup k svétlu a oxidu uhliitému, coz je

nezbytné pro fotosyntézu (Gonzalez-Esquer a kol., 2016).
2.2.1 Synechocystis

Sinice rodu Synechocystis je jednim z Castych modelovych organismu vyuzivanych ke
studiu fotosyntézy. Tento kmen jednobunécnych sinic je schopen fototrofné rast procesem
oxygenni fotosyntézy beéhem svételné faze dne, a zaroven heterotrofné rist procesem
glykolyzy a oxidativni fosforylace v pribéhu temnostni faze dne. Tento kmen byl izolovan
ze sladkovodnich jezer v roce 1968 (Tichy a kol., 2016). V laboratornich podminkach Ize
snadno tyto sinice kultivovat bud’ na agarové misce nebo v tekutém médiu. pH pro optimalni
rast by meélo byt mezi 7 a 8,5. Velikost burky je kolem 1,5-2 pm v priméru. Detailni popis
bunky je uveden v Obr. 2, ktery je pofizen elektronovym mikroskopem. Stejné jako ostatni
gramnegativni bakterie maji dvé membrany, vnéjsi a plazmatickou, mezi nimi vrstvu
peptidoglykanu. Uvnitt buniky se nachazi cirkularni molekula DNA. Vyhodou tohoto

modelového organismu je, Ze cely jeho genom je uz nékolik desitek let osekvenovany a



podrobné anotovany (Kaneko a kol., 1996). Navic je tato sinice pfirozen¢ transformovatelna

cizorodou DNA pomoci homologni rekombinace, coz usnadfiuje ptipravu mutantnich kment.
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Obrazek 2: Ultrastruktura buinky sinice Synechocystis v transmisnim elektronovém
mikroskopu s detailem organizace membran; Tylakoidni membrany zvyraznéné
hlavickou bilé Sipky. (OLenka Bucinska, obrazek pouzit se souhlasem).

2.3 Proteazy

Proteazy jsou enzymy, které katalyzuji proteolyzu. Timto procesem se pomoci molekul
vody Stépi proteiny na mensi polypeptidy nebo jednotlivé aminokyseliny. Protedzy
klasifikujeme do nekolika skupin podle riiznych kategorii. Hlavni rozdéleni urcuje schopnost
Stépit peptidy na konkrétnich mistech a podle toho je d€lime na exo- a endo-proteazy (Naqvi
akol., 2005). Exo-proteazy odstépuji aminokyseliny od konct fetézce, zatimco endo-proteazy
Stépi proteiny uvnitt peptidického fetézce. Protedzy lze také rozdélit do dvou skupin podle
mechanismu jejich katalyzy. V jedné skupiné slouzi jako nukleofil samotny protein, oproti
druhé, kde je nukleofilem aktivovanad molekula vody. Do prvni skupiny patii serinovy,
threoninovy a cysteinovy typ proteaz. Do druhé skupiny aspartické, glutamové a
metaloproteazy (Rawlings, Barrett, 1999; Rawlings a kol., 2014). Metaloproteazy jsou
proteolytické enzymy, které pro svou funkci vyuzivaji kov, pfevazné zinek, nebo kobalt. Pro
tento typ proteaz je typické neutralni pH. Dale 1ze proteazy rozdélit do dvou skupin podle
toho, jestli pro svou plnou funkcnost potiebuji energii ziskanou hydrolyzo ATP. Tudiz se

rozdéluji na ATP zavislé nebo nezavislé proteazy (Valek, Pohanka, 2018).



2.3.1 Proteazy nezavislé na ATP
U sinic existuji ¢tyfi hlavni skupiny protedz nezavislych na ATP: Deg, Ctp, SP a SppA.

Deg proteazy jsou serinové proteazy s trypsinovou katalytickou doménou, které se
nachazeji témer ve vSech zijicich organismech. Deg proteaza ma u bakterie Escherichia coli
(E. coli) dvoji funkei, jak chaperonovou, tak i proteazovou, ktera je ovliviiovana teplotou. U
modelové rostliny Arabidopsis thaliana (A. thaliana) jsou Deg proteazy umistény ve stromatu
chloroplastu a lumenu. Tyto protedzy se podili na kontrole kvality PSII. V genomu
Synechocystis se nachazi tfti Deg proteazy, které jsou umistény na tylakoidech a plazmatické

membrané (Strauch a kol., 1989; Lipinska a kol., 1990).

Ctp proteazy patii k C-teminalnim karboxypeptidazam, které funguji jako serinové
proteazy s PDZ doménou (Paetzel, Dalbey, 1997). Synechocystis koduje tfi homology Ctp
poteazy, a to CtpA, CtpB a CtpC. CtpA se nachazi v tylakoidni membrané v blizkosti PSIL,
CtpB v periplazmatickém prostoru a CtpC v okoli plazmatické membrany. CtpA proteaza se
u fotoautotrofnich organismi podili na maturaci D1 proteinu (Anbudurai a kol., 1994). Funkce

dalsich dvou homologli neni znama.

Dalsi dveé proteazy SP (signalni peptidazy) a SppA (signalni peptidové peptidazy) jsou
transmembranové proteazy s dlouhou C termindlni doménou vystupyjici do
periplazmatického prostoru (Wang a kol., 2008). Funkci SP proteaz je odstrariovani signalnich
peptidi po translokaci prekurzoru sekre¢niho proteinu z cytoplazmatické membrany. Proteaza
SppA je zodpoveédna za degradaci signalnich peptida, které jsou odstépené pomoci SP (Dalbey
a kol., 2012).

2.3.2 Proteazy zavislé na ATP

Proteazy zavislé na ATP neboli ATP dependentni proteazy, pro svou plnou funk¢nost
potiebuji energii ziskanou hydrolyzou ATP. Patii k superskupiné AAA+ proteini neboli
ATPaz spojenych s rozdilnou bunéénou aktivitou. Obecné jsou to multimerni komplexy, které
jsou tvoreny dvéma doménami, pfiCemz jedna se vyznaCuje ATPazovou a druha
proteolytickou aktivitou (Langklotz a kol., 2012). Tyto enzymy vyuzivaji energii z hydrolyzy
ATP k rozbaleni specifickych substratovych proteini a jejich transportu do wvnitini
proteolytické dutiny. Hlavni funkci téchto proteaz je kontrola kvality proteing, tzn. selektivni

degradace nesestavenych, nekompletné sestavenych a poskozenych membranovych proteint



(Langklotz a kol., 2012). Zaroven maji 1 regulacni funkci, kdy kontroluji hladinu regula¢nich

proteintl, jako jsou napf. transkripcni faktory (Shao a kol., 2018).

Mezi hlavni tfi skupiny ATP dependentnich protedz patti Clp, Lon a FtsH proteazy
(Suzuki a kol., 1997).

Clp proteazy jsou fazeny do skupiny serinovych endopeptidaz, jedna se o rozpustné
multimerni proteiny (Rawlings a kol.,, 2014) které se vyskytuji jak u bakterii, tak
v mitochondriich a chloroplastech. U sinic hraji dtlezitou roli pii adaptaci na zmény prostiedi

(Clarke, 1999). U kytek se podileji také na biogenezi chloroplasti (Shikanai a kol., 2001).

Lon proteazy jsou serinové endopeptidazy, které se nachazeji v archeich, bakteriich a
mitochondrii a peroxizomu u eukaryot. Aktivita Lon proteaz je esencialni pro bunécnou
homeostazi, metabolickou regulaci a fizeni kontroly kvality proteind. Stejné jako FtsH

proteazy patii mezi membranové proteazy (Lee, Suzuki, 2008).
O FtsH proteazach bude vice pojednano v kapitole 2.3.3.1.
2.3.3 Membranové proteazy

Membranové proteazy jsou proteazové enzymy, které jsou umistény na bunécné
membrané. Muzeme je rozdélit na periferni proteiny, které neprochazeji napii¢ celou
membranou, ale jsou pouze umistény na vnitini nebo vnéj§i strané membrany. Druhou
skupinou jsou transmembranové proteiny, prostupujici jednou nebo vicekrat celou
fosfolipidovou dvojvrstvou. Membranové proteiny lze rozdélit podle typu do Sesti skupin.
Membranové proteiny I. typu membranou prochazeji pouze jednou, a to v mist¢ C
terminalniho konce. Proteiny II. typu prochédzeji membranou také pouze jednou, ale v misté¢ N
terminalniho konce. Proteiny III. typu prochédzeji membranou nékolikrat. Proteiny IV. typu
tvofi v membrané transmembranové kanaly. Proteiny V. typu jsou navazané pomoci
kovalentnich vazeb k fosfolipidim na membrané. Proteiny VI. typu jsou navazané

s fosfolipidiim a zaroven prochazeji ptes membranu (Cammack, 2006).
2.3.3.1 FtsH proteazy

FtsH je transmembranova ATP dependentni metaloprotedza nachazejici se
v bakteriich, mitochondriich a chloroplastech (Langklotza kol., 2012). ftsH gen byva pro

gramnegativni bakterie esencidlni, zatimco pro grampozitivni bakterie ne. VétSina bakterii



koéduje pouze jeden gen pro FtsH protein. Vyjimku tvoii sinice, z nichz vétSina koduje Ctyfi
FtsH homology (Kato, Sakamoto, 2018). Také eukaryotni organismy obsahuji v genomu vice
kopii pro gen FtsH. Napiiklad mitochondrie kvasinek a ¢lovéka koduji tfi geny pro FtsH.
Nejvice FtsH homologi bylo nalezeno u rostliny A. thaliana, modelového organismu
reprezentujiciho fisi rostlin, ktera koduje dokonce 12 gent pro FtsH (Janska a kol., 2013).
Funkci FtsH proteaz je kontrola kvality proteinti. Degradu;ji $patné sestavené nebo poskozené
membranové proteinové komplexy (Langklotz a kol., 2012). Maji také regulacni funkci, pfi
které degraduji regulatory transkripce a dalsi regulacni proteiny (Krynicka a kol., 2019).
Termin FtsH proteaza je pouzivan u bakterii a chloroplastti, zatimco AAA proteaza je vyraz

pouzivany pro mitochondrialni enzymy (Janska, 2005).
2.3.3.1.1 FtsH u Arabidopsis thaliana

Genom A. thaliana obsahuje 12 gent kodujicich FtsH proteazy (Kato, Sakamoto,
2018). Devét z nich je lokalizovano v chloroplastech, zbylé tfi v mitochondriich (Janska a kol.,
2013). Nejvice popsané jsou 4 homology vazané v tylakoidni membrané (FtsH1/2/5/8). Tyto
proteiny se podle homologie dale fadi do dvou skupin: typ A (FtsH1, FtsHS) a typ B (FtsH2,
FtsH8) a tvori spolu hetero-hexamerni komplex, ktery se sklada vzdy ze tii podjednotek ze
skupiny A a tfi podjednotek ze skupiny B. Roli téchto proteaz je kontrola kvality PSII proteind.
Také se podili na biogenezi plastidd (Kato, Sakamoto, 2018). Mitochondrialni FtsH v A.
thaliana jsou dulezité pro kontrolu kvality komplext elektron-transportniho fetézce (Janska a

kol., 2010).
2.3.3.1.2 FtsH u Escherichia coli

U E.coli je FtsH kédovana pouze jednim genem, a tato ATP dependentni proteaza je
esencialni pro zivotaschopnost buriky. Hlavni roli ma ziejmé v regulaci poméru fosfolipida a
lipoproteinti (Ito, Akiyama, 2005). Dalsi dilezitou roli hraje pfi aklimatizaci buriky na
vysokoteplotni Sok pomoci regulace hladiny transkripcnich faktord (Guisbert a kol., 2008).
Také se podili na obrané buiky proti napadeni fagem lambda, tim, ze degraduje jeho

transkrip¢ni faktor, ¢imz zpasobuje jeho lyzi (Nonaka a kol., 2006).
2.3.3.1.3 FtsH u sinic rodu Synechocystis

V genomu Synechocystis se nachazeji Ctyfi geny pro FtsH proteazy (Mann a kol.,

2000). FtsH homology tvofi tfi proteazové komplexy (Boehm a kol., 2012). Dva komplexy



jsou hetero-oligomerni (FtsH2/3 a FtsH1/3). FtsH2/3 komplex je hexamer sestaveny
z pravidelné se stfidajicich se podjednotek FtsH2 a FtsH3. Tento komplex neni esencialni a je
lokalizovany v tylakoidni membran€. Hraje dulezitou roli v regulaci fotosyntézy tim, ze
kontroluje kvalitu podjednotek PSII a podili se na jeho oprave, zejména podjednotky D1
(Komenda a kol., 2006). Druhy hetero-oligomerni komplexe FtsH1/3 je lokalizovany
v plazmatické membrané a je pro buriku esencialni (Boehm a kol., 2012). Z jakého divodu je
pro zivot bunky nezbytny zatim neni znamo, ale zjistilo se, Ze hraje dulezitou roli pfi adaptaci
na nedostatek zakladnich nutrientl, jako je dusik, uhlik, zelezo a fosfor (Krynicka a kol.,
2019). Tretim FtsH komplexem u Synechocystis je homo-oligomerni komplex FtsH4. Tento

komplex je lokalizovan v tylakoidni membrané a jeho funkce zatim nebyla popsana.
2.4 Mikrobialni rast

Mikrobialni rist probiha v péti fazich (Obr. 3, A-E). Prvni faze je klidova, nazyvana
také lag faze. Béhem této faze se buiky deli velice pomalu, pfipravuji proteinovy aparat
pottebny pro adaptaci na vnéjsi podminky a pro nasledné déleni. Diky tomu dochazi v této
fazi k vyraznému zvétSeni bunék. (Rolfe a kol., 2012). Z lag faze prechazi bakterie
do exponencialni faze rastu. Jak je z nazvu patmé, v této fazi dochazi k exponencialnimu
narustu bunék. Délka této faze je zavisla na okolnich podminkach a nasledn€ je limitovana
mnozstvim zivin a svétla. Rastova kiivka tak plynule prechazi do linearni faze, ve které
dochazi ke zpomaleni — linearnimu narastu bunek. Pii dalsim ubytku Zivin, a v dusledku velké
hustoty bunék i1 vyraznému ubytku svétla, prechazi buiky do stacionarni faze, kde se jejich
rast zpomali, az dojde do stadia rovnovahy, kdy se pocet bunék jiz neméni. V posledni fazi

rastu, kdy dojde k aplnému vyCerpani zivin, dochazi k odumirani bunék (Wang a kol., 2015).
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Obrazek 3: Faze bakterialniho rustu. A-lag faze; B-exponencialni faze; C-linearni faze;
D-stacionarni faze; E-faze odumirani (Wang a kol., 2015).



3 Material a metody

3.1 Pouzité kmeny

Vsechny kmeny pouzivané pro tyto studie jsou na glukozu tolerantni kmeny rodu
Synechocystis sp. PCC 6803 ptvodné pochazejici z Pasteur Culture Collection (odtud zkratka
PCC). Kontrolni kmen (wild type, dale WT), z néhoz byly pfipraveny i pouzivané mutantni
kmeny, byl poskytnuty laboratofi Prof. Petera Nixona na Imperial College v Londyné (GT;
Tichy a kol., 2016).

Pro studium funkce FtsH4 proteazy byly pouzity dva FtsH4 mutantni kmeny sinice

Synechocystis:

1. delecni kmen AFtsH4, ve kterém je pavodni gen pro FtsH4 (s/l1463) nahrazen kazetou
pro kanamycinovou rezistenci. Diky této deleci nedochazi k produkci FtsH4 proteazy

(Boehm a kol., 2012). Tento kmen se porovnaval s kontrolnim kmenem WT.

2. FtsH4 over-expresni kmen FtsH4-over, ve kterém je gen ftsH4 exprimovana vylu¢né
pod psbA2 promotorem, namisto pshA2 genu kodujicimu D1 protein (podjednotka
PSII). PsbA2 promotor je vyuzivan pro over-expresi proteint, protoze se jedna o silny
promotor. Navic delece psbA2 vyrazné neovliviiyje fenotyp buriky, protoze D1 protein
je v kmenu WT koédovany tfemi homology (psbAl, psbA2, psbA3). V kmenu FtsH4-
over se D1 protein syntetizuje hlavné pomoci exprese homologu psbA3. Pro FtsH4-

over pouzivame jako kontrolu kmen A3, u kterého gen pro psbA2 také chybi.
3.2 Péstovani a udrzovani kmenu sinic

Kmeny rodu Synechocystis rostly autotrofné v kultiva¢ni mistnosti pfi teploté 28 °C a

1

intenzité svétla 40 umol fotont m? s v zivném médiu BG11. Pro dlouhodobé udrzovani

kment byly sinice Synechocystis prechovavany na agarovych miskach.

Pro experimentalni vyuziti se kmeny péstovaly ve 100 ml tekutého média BG11 v
Erlenmeyerovych barikach o objemu 250 ml na rotacni tfepacce za vySe uvedenych podminek.

Pro HL experimenty bylo pouzito bilé LED svétlo o intenzité 550 pmol fotonti m~s™.

10



3.3 Meéreni celobunécnych absorpcnich spekter

Absorpcni spektra bunéénych kultur odebiranych v raznych fazich rastu byla méfena
na spektrofotometru Shimadzu uv-1800. Pokud neni ve vysledcich uvedeno jinak, byly
bunécné kultury pred méfenim nafedény na stejnou optickou denzitu métenou pii 750 nm
(dale OD750nm), a to OD750nm = 0,1. Ze ziskanych dat byly vytvoreny grafy v programu Sigma
Plot.

3.4 Meéreni velikosti a poctu bunék na pristroji Multisizer 4 COULTER
COUNTER

Velikost a pocet bunék byl méfen na pfistroji Multisizer 4 COULTER COUNTER®
(Beckman Coulter) s pouzitim apertury 30 um. Pro méfeni byla kultura (dle hustoty) fedéna
do 10 ml 0,9 % roztoku NaCl. Ziskana data byla zpracovana pomoci programu Multi4 a dale
pak Sigma Plot.

3.5 Izolace tylakoidnich membrain

Pro tcely izolace membranovych proteint byly tekuté kultury kmend sinic prevedeny
centrifugaci do 500 pl mikrozkumavek urcenych pro rozbijeni sklenénymi kulickami v
piistroji Mini-Beadbeater™ (Biospec Products). Po celou dobu byly vzorky uchovavany na
ledu a vystaveny pouze zelenému svétlu, aby nedoslo k degradaci fotosyntetickych komplexda.
Suspenze byla nejprve 3x promyta 200 ul izola&niho pufru (MES pufr; pH 6,5 obohaceny Ca>*
a Mg**). Po promyti byl pelet homogenizovan ve 200 ul izolaéniho pufru. K buné&né suspenzi
bylo pfidano 200 pl sklenénych kulicek 100-200 pum velkych (balotina). V pfistroji Mini-
Beatbeater™ se tato smés protiepavala 20 vtefin, poté byla 1 minutu chlazena na ledu. Proces
rozbijeni byl opakovan pétkrat. Rozbité buiky byly pfevedeny do nové mikrozkumavky tzv.
odmyvanim buné€k z balotiny, tj. postupnymi piidavky 200 pl izolaniho pufru ke smeési
s balotinou, pficemz suspenze nad balotinou byla sbirana do nové zkumavky. Odmyvani
suspenze z balotiny se opakovalo, dokud nebyla balotina opét bila. Suspenze rozbitych bunék
byla stocena 30 vtefin na 2000 rpm, aby se oddélily nerozbité buiiky od rozbitych. Supernatant
obsahujici rozbité buriky byl pfeveden do nové mikrozkumavky a staCen v centrifuze (Sigma)

pii 4 °C po dobu 20 minut pii 38 000 rfc (tzv. denzni centrifugace). Po centrifugaci doslo k

oddéleni membranové bunécné frakce od rozpustné frakce. Supernatant s rozpustnou frakci
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byl odpipetovan a pelet, obsahujici membranovou frakci, byl resuspendovan ve 100 pl

izola¢niho pufru.
3.6 Solubilizace tylakoidnich membran a priprava vzorku pro CN-PAGE

Pro elektroforetickou separaci membranovych proteinovych komplext byly komplexy
solubilizovany 1 % detergentem B-DDM. Do mikrozkumavek byl nejprve napipetovan
izolacni puft, poté 10 % B-DDM a nakonec suspenze TM. Vzorky byly po mirném promichéni
ponechany 1 minutu na ledu a nasledné byly stoCeny pii 4 °C po dobu 20 minut pti 38 000 rfc
v centrifuze (Sigma). Supernatant, ktery obsahoval solubilizované proteiny, byl ihned po

stoeni nanasen do jamek nativniho gelu.
3.7 CN-PAGE

Jednorozmérna bezbarva elektroforetickd separace byla pouzita na separaci
proteinovych komplext. Pro nalévani gelu byla pouzita aparatura BioRad Maxi pro vertikalni
elektroforézu, skla byla sestavena na gel o tloustce 1 mm. Na piipravu 4-14 % gelu byly
pouzity a smichany chemikalie podle Tab. 1. Polovina obsahu 14 % roztoku byla pouzita na
spodni Cast gelu. Poté byl 4 % a zbytek 14 % roztoku nalit do komor pro pfipravu
gradientového gelu. Do komory dal od vypusti byl nalit 14 % gel, do komory blize 4 % gel.
Po otevfeni prepusti mezi komorami dochéazelo k postupnému michani obou roztok. Smeés
byla pomoci pumpy nalévana mezi skla tak, aby doslo pfi nalévani gelu k vytvoteni gradientu.
Poté se prevrstvil 1 ml vody a nechal po dobu 1 hodiny ztuhnout. Po hodiné se voda odsala a
podle Tab. 1 byl pfipraven roztok 4 % horniho gelu. Horni gel se pomoci velké pipety prenesl
mezi skla a byl do n¢j umistén hiebinek na vytvoreni jamek tak, aby u jamek nevznikla zadna
vzduchova bublina. Po hodin€ tuhnuti se z gelu opatrn€ vytahl hiebinek a jamky se promyly

vodou.
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Tabulka 1: Slozeni nativniho gelu.

4 % 14 % 4 % horni

Glycerol Og 32¢g Og
Voda 6,4 ml 6,7 ml 3,7 ml
Gelovy Pufr 1,4 ml 2,8 ml 0,85 ml
AB 0,68 ml 4,8 ml 0,4 ml

Temed 3,5u 7 ul 5ul

10 Z"m%e;z‘;lfat 19l 38 ul 40 pl

Celkovy objem 8,5 ml 17 ml 5 ml

AB: roztok 50 % akrylamidu a 0,87 % bis-akrylamidu
Slozeni gelového pufru 6x: 3 M aminokapronova kyselina; 300 mM Bis-Tris/HCI; pH 7,6

Takto piipraveny gel byl umistén do aparatury na priabéh samotné elektroforézy. Do
aparatury se nalil spodni anodovy (0,05 M Bis-Tris/HCI; pH 7,0) a vrchni katodovy pufr (0,05
M Tricin; 15 mM Bis-Tris/HCI; pH 7,0). Na zavér se do jamek gelu napipetovaly
solubilizované vzorky TM. Elektroforéza byla spusténa pii teploté 4 °C, proudu 11 mA,
maximalnim napéti 1000 V po dobu cca 1 hodiny, nez karotenoidy ve vzorcich doputovaly
v gelu do vzdalenosti cca 6,5 cm od dna jamky. Po ukon¢eni byla aparatura rozebrana a gel
vyjmut. Gel byl pfemistén do prihledné folie a vyfocen pomoci kamery ve snimacim zafizeni
ImageQuant™ LAS4000 (GE Healthcare) a naskenovan ve skeneru Epson Perfection V550
Photo (Epson).

3.8 2D SDS-PAGE

Metoda 2D SDS-PAGE je dvourozméra elektroforéza, diky které jsou proteinové
komplexy, separované pomoci nativni elektroforézy, nasledné€ rozdéleny na jednotlivé
proteiny. Pro SDS-PAGE byl pouzit 16-20 % gradientovy gel, ktery byl piekryt 5 %
zaostfovacim gelem. Pro pfipravu gelu pro SDS-PAGE byla pouzita stejna aparatura a postup,
jako v pfipadé nativniho gelu, s tim rozdilem, Ze se naléval gel o tloustce 1,5 mm a gradient

se naléval po celé délce skla. Roztoky pro gradientovy gel byly namichany podle Tab. 2.
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Tabulka 2: Slozeni SDS gelu.

16 % gel 20 % gel 5 % gel
Sacharoza Og 1.8¢g Og
Mocovina 7,7¢g 7,7 ¢ Og
Voda 2,64 ml 0O ml 6 ml
Pufr 4,2 ml 4,2 ml 2,1 ml
AB 5,76 ml 7,2 ml 0,9 ml
Temed oul oul ou
10 % SDS 360 pl 360 ul 180 pl
10 % persulfat amonny 36 ul 36 W 36 ul
Celkovy objem 18 ml 18 ml 9 ml

AB: roztok 50 % akrylamidu a 0,87 % bis-akrylamidu
Slozeni gelového pufru: 2,8 M Tris/HCI; pH 8,6

Gel z nativni elektroforézy byl nafezan na prouzky, podle jednotlivych vzorki. Tyto
prouzky byly solubilizovany v solubilizaénim pufru (25 mM Tris/HCL; pH 7; 1 % SDS; 1 %
dithiotreitolu) po dobu 30 minut. Po solubilizaci byla délka prouzkt zkracena maximalné na
7,8 cm a poté byly prouzky gelu preneseny mezi skla. Na jednom SDS gelu byly pouzity vzdy
2 prouzky gelt se vzorky ze CN-PAGE proti sobé tak, aby byly zrcadlové orientovany vici
sobé a zaroven volnymi proteiny od sebe. Elektroforéza byla spusténa pii teploté 22 °C,
proudu 28 mA, maximalnim napéti 350 V po dobu 16-17 hodin, za pouziti téchto pufri:
katodového pufru (25 mM Tris; 0,192 M glycin) a anodového pufru (37,5 mM Tris/HCI; pH
8,3). Po ukonceni elektroforézy byla aparatura rozebrana a vyjmuty gel byl nasledné promyt
vodou a umistén na 1 hodinu do barviciho roztoku s 0,01 % SYPRO Orange fluorescenc¢ni
barvou (SYPRO Orange Protein Gel Stain; Sigma-Aldrich) v uhli¢itanovém pufru (3 mM
Na;CO3; 10 mM NaHCO3) s 10 % metanolem. Po obarveni byl gel nékolikrat promyt vodou
a nasledné byl vyfocen pomoci snimaci kamery ImageQuant™ LAS4000 (GE Healthcare).

3.9 Prenos proteint z gelu na membranu

Pro ucely imunodetekce byly proteiny z SDS gelu pfeneseny na PVDF membranu
(Immunobilon-P, Merck Millipore), tzv. mokrym elektropfenosem v uhli¢itanovém pufru
(viz. slozeni vySe) za podminek: teplota 4 °C, elektricky proud 850 mA po dobu 3 hodin. Po

ukonceni pfenosu byla membrana blokovana proti nespecifické vazbé protilatek roztokem 0,2
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% Tweenu v pufru o slozeni 10 mM Tris/HCI; pH 7,6; 150 mM NaCl. Na detekci proteint
byly pouzity primarni protilatky specifické pro D1 (Komenda a kol., 2006), SbtA (Zhang a
kol., 2004) a HIiD proteiny (Agrisera, cat.no. AS10 1615). Pro vizualizaci primarnich
protilatek byla pouzita sekundarni protilatka proti imunoglobulinu téchto protilatek
vytvofenych v kralikovi. Sekundarni protilatka byla konjugovana s polymerizovanou
kfenovou peroxidazou, ktera reaguje s pridanym substratem. Chemiluminiscenéni signal byl
detekovan pomoci ImageQuant™ LAS4000 (GE Healthcare). Pro fedéni protilatek a
promyvani byl pouzit pufr o slozeni 10 mM Tris/HCI; pH 7,6; 150 mM NacCl; 0,05 % Tween.
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4 Vysledky

4.1 Rustova krivka FtsH4 mutantnich kmenu

Pro zakladni charakteristiku FtsH4 mutantnich kment byla porovnavana jejich riastova

kiivka s ptisluSnymi kontrolnimi kmeny.

FtsH4 mutantni kmeny a jejich kontroly byly naockovany z agarové misky do tekutého
zivného média BG11, natfedény na stejnou optickou denzitu (OD750nm = 0,1) a péstovany 21
dni na normalnim svétle (40 pumol fotonti m™? s). Ristovy graf (Obr. 4A) porovnava rlist
kmenu WT a AFtsH4 v zavislosti na case. AFtsH4 kmen rostl na zacatku podobné jako WT
kmen. Po pfechodu do linearni faze rastu, tj. priblizn€ od 5. dne, se rast AFtsH4 kmenu mirné
zpomalil a jeho OD750nm dosahovala v porovnani s WT kmenem niz§ich hodnot. Oba kmeny
prechazely z linearni do stacionarni faze (SC) pfiblizné 11. den rustu. Od 14. dne se uz OD750nm
obou kmend vyrazné nemeénilo a 21. den rastu dosahovala primérna hodnota OD750nm u

AFtsH4 kmenu 5,9+ 0,5 au WT kmenu 6,5 + 0,8.
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2 06 , 2 —o— FtsH4-over
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Obrazek 4: Rustovy graf kmena WT a AFtsH4 (A), A3 a FtsH4-over (B) v zavislosti
na case. Pied zaCatkem experimentu byly oba kmeny nafedény na stejnou optickou denzitu
OD750nm = 0,1 a péstovany 21 dni na normalnim svétle (40 umol fotont m?s™). Ve dnech
0,3,5,7,9, 11, 14, 16, 18 a 21 byla méfena OD750nm na pfistroji Shimadzu. Hodnoty v
grafu odpovidaji priméru ze 3 biologickych replikatt + SD.
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Vyrazné&jsi rozdil v ristu oproti kontrole byl zaznamenan v ptipadé FtsH4-over kmenu
(Obr. 4B). Mutantni kmen FtsH4-over rostl do 9. dne podobnou rychlosti jako kontrolni kmen
A3.0d 11. dne, na pocatku SC, ale FtsH4-over vykazoval opacny ristovy trend nez delecni
mutant. Ve srovnani s kontrolou rostl vyrazné rychleji. Od 14. dne, kdy uz se OD750nm
kontrolniho kmenu A3 témét nemeénilo, u FtsH4-over kmenu opét doslo k linearnimu nartstu
kultury. 21. den rastu dosahovala primérna hodnota OD750nm u FtsH4-over 10+ 1,9 au A3 6
+0,9.

Zatimco AFtsH4 kmen mirné zpomalil rast uz pii prechodu do linearni faze a ve SC uz
tak nedosahl hodnot WT kmene, FtsH4-over pii pfechodu do SC rist oproti kontrole zrychlil
a po kratké rustové stagnaci mezi 11. a 14. dnem opét preSel do linearni faze. V méreném
Casovém intervalu 21 dni uz SC nedosahl. Z vysledki vyplyva, ze trend rastu FtsH4 dele¢niho

a over-expresniho kmenu je opacny.

Kultury byly déale péstovany dalSich 9 dni, tj. do 30. dne, aniz by bylo méteno OD750nm.
Opakovang se stalo, ze po 30 dnech kultivace byly kontrolni kmeny jesté zelené, zatimco oba
mutantni kmeny ztracely pigmenty, coz nazna¢ovalo nadchazejici bunécnou smrt. Vzhled

kultur typicky pro 30. den rlistu znazoriuje Obr. 5.

WT AFtsH4 A3 FtsH4-over

Obrazek 5: Rast bunécnych kultur za normalnich podminek po 30 dnech rastu.
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4.2 Vysoké svétlo po naiedéni ze stacionarni faze zpomaluje rist obou

FtsH4 mutantnich kmenu

V SC je mnoho biochemickych procest, jako exprese proteind, déleni bunék utlumeno,
protoze bunky nemaji k rastu dostatek zivin a svétla. Naopak, po nafedéni bunék a expozici
vysokym svétlem (HL) dochazi v bunikéach k indukci bunééného déleni. ZvySuje se exprese
proteint dualeZitych pro dé€leni buiiky a zaroven proteini potfebnych pro adaptaci na HL
(Krynicka a kol., 2015). Protoze se rast FtsH4 mutantnich kment nejvice lisil od kontroly po
prechodu do SC, zajimalo nas, jak budou oba mutantni kmeny reagovat po nafedéni ze SC a
nasledné expozici HL (kombinace obou podminek dale uvadéna jako HLsc). V tomto
experimentu byly napéstovany kultury kmenti WT, AFtsH4, A3 a FtsH4-over do SC, tj. 14 dni
od nasazeni kultury. Nasledné se kmeny natredily na stejnou optickou denzitu (OD750nm = 0,05)
a vystavily HL, tj. 550 pmol fotoni m? s!. Béhem expozice kmend HL byla op&t métena
rychlost ristu obou mutantnich kment. Pro ziskani presnéjsich informaci o poctu bunek a
jejich velikosti v ¢ase, byly kultury analyzovany pomoci pfistroje Multisizer 4 COULTER
COUNTER® (Beckman Coulter) a programu Multi4, namisto méfeni optické denzity, jelikoz
tato metoda vypovida pouze o mnozstvi biomasy (Obr. 6, 7). Pro srovnani byla rychlost ristu
za podminek HLsc jeSté porovnavana s podminkami, kde byly kultury vystaveny HL stresu
v exponencialni fazi rastu (dale HLgxp) namisto stacionarni faze (Obr. 6A, 7A). zména
velikosti bunék za podminek HLsc a HLexp je pro pfehlednost uvedena zvlast (Obr. 6B, C,
7B, C).

V grafu (Obr. 6A) je znazornéno, jak se ménil pocet bunék u WT a AFtsH4 zavislosti
na Case. Prvnich 24 hodin experimentu se pocet bunék ani u jednoho kmene vyrazné
nezvysSoval. Z porovnani s HLgxp je patré, Ze po nafedéni ze SC byla lag faze u vSech kment
delsi. WT prechazel do exponencialni faze ristu zhruba po 24 hodinach, zatimco AFtsH4 mél
oproti WT 6 hodin zpozdéni a exponencialni rist byl pomalejsi. Po 50 hodinach HL se rtst
WT kmenu postupné zpomaloval a prechazel do linearni faze, zatimco u kmenu AFtsH4
naopak rast zrychloval. Po 60 hodinach byl pocet bunék u AFtsH4 srovnatelny s WT kmenem.
V piipadé¢ HLExp nebyl béhem 60 hodin pozorovan zadny vyznamny rozdil mezi AFtsH4 a
WT kontrolou (Obr. 6A), coz vypovida o tom, ze zpozdéni v rastu u AFtsH4 za podminek
HLsc bylo zptasobeno hlavné tim, ze byly bunky ve stacionarni fazi ristu. Zmeéna velikosti
bunek béhem HLsc (Obr. 6B) korelovala s rastem. Po dosazeni SC mély buiky vsech

méfenych kment primér piiblizné€ 1,9 um. Z nasich vysledka vyplyva, ze se velikost bunék
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po expozici HL zvétSuje. U WT doslo uz beéhem 12 hodin na HL k prudkému zvétSeni bunék.
Maximalniho priméru dosahly buiikky po 24 hodinach HL. Poté, kdyz bunky presly do
exponencialni faze rastu, se primér bunék zmensoval a zhruba od 48. hodiny, kdy WT
zpomalil rast, byl zaznamenan opétovny narust bunécného prumeéru. Na rozdil od bunék WT
se builky AFtsH4 zvétSovaly vyrazné pomaleji a nedosahly maximalni velikosti naméfené u
bunék WT. Primér bun¢k AFtsH4 dosahl maxima az po 36 hodinach. Poté, kdyz se AFtsH4
zacal délit rychleji, doslo k prudkému poklesu jejich bunécného priméru. Za podminek HLExp

jsme nepozorovali vyrazny rozdil mezi WT a AFtsH4 kmenem.
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Obrazek 6: Pocet a velikost bunék WT a AFtsH4 béhem expozice HL po naredéni ze
stacionarni faze (HLsc) v ¢ase. WT a AFtsH4 kmeny byly napéstovany do stacionarni faze a
poté nafedény na OD7sonm = 0,05 a vystaveny HL. Béhem HL expozice byl v Casovych
intervalech 0 az 72 hodin odebiran 1ml kultury, u kterého byla nasledné pomoci pfistroje 4
COULTER COUNTER™ (Beckman Coulter) méfena velikost a podet bunék. A. Pocet bungk
WT a AFtsH4 béhem HLsc. Pro srovnani je v grafu prezentovana i ristova kiivka za podminek
HLEexp (expozice HL po nafedéni z exponencialni faze); B. Velikost bunék WT a AFtsH4 béhem
HLsc; C. Velikost bunék WT a AFtsH4 béhem HLexp. Hodnoty v grafech odpovidaji praiméru
ze 3 biologickych replikati + SD
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V ptipadé A3 a FtsH4-over byla situace v prvnich hodinach na HLsc podobna jako u
WT a AFtsH4 (Obr. 7). Buriky obou kment setrvavaly v lag fazi zhruba do 30. hodiny a pak
oba kmeny presly do exponencialni faze rastu (Obr. 7A). Na rozdil od AFtsH4, rast FtsH4-
over po dlouhodobé expozici HL (zhruba po 48 hodinach) oproti kontrole A3 vyrazné
zpomalil. Za podminek HLExp nebyl pozorovan zadny vyznamny rozdil v ristu mezi obéma
kmeny (Obr. 7A). Piekvapive, primér bunék u FtsH4-over rostl béhem prvnich 30 hodin HLsc
vyrazné€ rychleji nez u kontrolniho kmenu A3. Celkové buiiky FtsH4-over dosahovaly vetsi
velikosti nez kontrola. I v tomto pfipadé byl pozorovan u FtsH4-over opacny trend nez u
AFtsH4 (Obr. 7B). Naopak, za podminek HLEgxp se velikost bunék mezi A3 a FtsH4-over nijak
vyznamné nelisila (Obr. 7C).
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Obrazek 7: Pocet a velikost bunék A3 a FtsH4-over béhem expozice HL po naredéni ze
stacionarni faze (HLsc) v ¢ase. A3 a FtsH4-over kmeny byly napéstovany do stacionarni
faze a poté naredény na OD750nm = 0,05 a vystaveny HL. Béhem HL expozice byl v Casovych
intervalech 0 az 72 hodin odebiran 1ml kultury, u kterého byla nasledné pomoci pfistroje
Multisizer 4 COULTER COUNTER® (Beckman Coulter), Multi4 méfena velikost a pocet
bunék. A. Pocet bunék A3 a FtsH4-over béhem HLsc Pro srovnani je v grafu prezentovana i
rustova kfivka za podminek HLgxp (expozice HL po nafedéni z exponencialni faze); B.
Velikost bunék A3 a FtsH4-over béhem HLsc; C. Velikost bunék A3 a FtsH4-over béhem
HLExp. Hodnoty v grafech odpovidaji praméru ze 3 biologickych replikata + SD.
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4.3 Vliv ztraty nebo nadbytku FtsH4 proteazy na mnozstvi pigmentu za
podminek HLsc

Zajimalo nas, jak delece nebo over-exprese FtsH4 proteazy ovliviluje mnozstvi a
slozeni pigmentt v prabéhu expozice vysokym svétlem po nafedéni ze SC. U jednotlivych
kment byla na pfistroji spektrofotometru (Shimadzu) méfena celobunécna absorpéni spektra
v ¢asech 0, 12, 24, 36, 48, 54 a 60 hodin HLsc. Grafy (Obr. 8, 9) zachycuji rozdil absorp¢nich
spekter mezi mutantem a kontrolou v SC a po 72 hodinach HLsc. Spektra jsou normalizovana
na OD7500m. V SC bylo mnozstvi pigmentd u obou FtsH4 mutantnich kment ve srovnani
s kontrolou podobné. Po 72 hodinach HLsc se jejich mnozstvi zménilo. Zatimco u dele¢niho
mutantu mnozstvi vSech pigmentd oproti kontrole vyrazné klesa, v over-expresnim mutantu
naopak roste. Na obrazku (Obr. 10) je zobrazeno, jak se ménila absorpcni spektra v pribéhu
Casu, pficemz vtomto piipadé nebyly bunky pred meéfenim fedény a spektra nejsou
normalizovana na stejné OD750nm. I z tohoto grafu je patrné, ze AFtsH4 vykazuje opacny trend

nez FtsH4-over.
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Obrazek 8: Celobunééna absorpéni spektra kmena WT a AFtsH4 v SC a po 72 h
HLsc. Absorp¢ni spektra byla méfena na spektrofotometru (Shimadzu). Spektra jsou
normalizovana na OD750nm.
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Obrazek 9: Celobunécna absorpc¢ni spektra kmenu A3 a FtsH4-over vSC a po 72 h
HLsc. Absorp¢ni spektra byla méfena na spektrofotometru (Shimadzu). Spektra jsou
normalizovana na OD750nm.
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Obrazek 10: Celobunécna absorpéni spektra kmenia WT, AFtsH4, A3 a FtsH4-over.
Absorp¢ni spektra byla méfena na spektrofotometru (Shimadzu) u v Casovych intervalech
0, 12, 24, 36, 48, 54 a 60 hodin. Spektra nejsou normalizovana na OD750um.
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4.4 Slozieni membranovych proteinovych komplexi u FtsH4 mutantnich

kment za podminek HLsc

Vzhledem k zjevnym fenotypickym rozdilim FtsH4 mutantnich kment za podminek
HLsc nas zajimalo sloZeni jejich membranovych proteinovych komplext. Pro tento ucel byla
pouzita metoda CN-PAGE, neboli Clear native polyacrylamid gel electrophoresis. CN-PAGE
je bezbarva nativni elektroforéza v akrylamidovém gelu, kterd slouzi k separaci pigment-
proteinovych komplext izolovanych z tylakoidnich membran v nativnim stavu. Metoda se
vyuziva ke studiu slozeni multiproteinovych komplexti a ke studiu vzajemnych protein-
proteinovych interakci. Kmeny WT, AFtsH4, A3 a FtsH4-over byly péstovany 72 hodin za
podminek HLsc. Poté byly membranové komplexy naizolovany a solubilizovany 1 % p-DDM
detergentem. Horni pufr obsahoval 0,05 % deoxycholat, ktery dodava proteinovym
komplexiim zaporny naboj. Takto solubilizované membranové komplexy se rozdélily na

akrylamidovém gelu podle velikosti.

Na obrazku gelt (Obr. 11A, B) jsou vidét prouzky gelu po nativni elektroforéze u
kmeni WT, AFtsH4, A3 a FtsH4-over péstovanych 72 hodin na HLsc. Na CN gelu vyfoceném
pomoci skeneru Epson Perfection V550 Photo (Epson) jsou vidét pigment-proteinové
komplexy. Oranzovou barvu maji volné karoteny, modrou fykobiliproteiny a zelenou
komplexy obsahuyjici chlorofyl, coz vypovidd zejména o mnozstvi PSI, ktery obsahuje
chlorofylu vice nez PSII. Cernobily snimek zachycuje fluorescenci chlorofylu (Fluorescence)
vazaném v komplexech a subkomplexech PSII. Fluorescence chlorofylu v PSI je za normalni

teploty zhasena.

Z obrazku nativniho gelu (Obr. 11A, B) je vidét, ze oba FtsH4 mutantni kmeny
obsahuji po 72 hodindch HLsc méné PSI nez jejich kontroly. Zajimavy je rozdil v mnozstvi
PSII. Zatimco dele¢ni mutant akumuluje vic PSII monomeru nez kontrola, kmen FtsH4-over
neobsahuje téméf zadny dimer PSII (PSII(2)). Zato akumuluje vice PSII meziprodukti. V Obr.
11B jsou oznaCeny Cervenymi Sipkami. Z vysledkt vyplyva, Ze u delecniho mutantu jsou
komplexy PSII stabilizovany, zatimco over-expresni mutant jich celkoveé obsahuje méné a ma

problémy se sestavenim dimeru PSIL

Nativni gel (Obr. 11C) porovnava sloZeni komplexti po 72 hodinach HLsc mezi
kmenem WT a kmenem AHIiD. Kmen byl naizolovan z proteinovych komplexu, kterym chybi

gen pro HIiD protein, a péstovan za podminek jako kmen FtsH4-over. Na obrazku po
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fluorescenci je vidét rozdilné mnozstvi PSII dimeru, ktery je akumulovan ve vétsSim mnozstvi
u kmenu WT. U kmenu WT byla ptitomnost PSI trimeru také vétsi nez u kmenu AHIID. Zato

ale dele¢ni mutant HliD akumuloval vice PSI monomeru.
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Obrazek 11: Slozeni fotosyntetickych komplexu u kmenu WT, AFtsH4, A3, FtsH4-over
a AHIiD po 72 h HLsc. Membrany izolované z kmenti WT a AFtsH4 (A), A3 a FtsH4-over
(B), WT a AHIiD (C) péstovanych 72 hodin za podminek HLsc byly solubilizovany v 1 % f3-
DDM a jednotlivé proteinové komplexy byly rozdéleny na nativnim gelu. Gel byl vyfoceny
na skeneru (Scan) a vyvolany fluorescen¢ni kamerou s pouzitim autofluorescence chlorofylu
(Fluorescence). PSI(1) a PSI(3): monomer respektive trimer PSI; PSII(1) a PSII(2):
monomer, respektive dimer PSII. Cerveny obdélnik oznaduje rozdil v akumulaci PSI(3).
Cervené sipky oznaduji meziprodukty PSIL. Vzorky byly nanaseny na OD750mn.

Membranové proteiny byly dale charakterizovany pomoci dvourozmérné
elektroforézy. Nativni (CN-PAGE) gel byl nafezan na prouzky a pomoci metody SDS-PAGE

byly proteinové komplexy rozdéleny na jednotlivé proteiny. 2D gel byl nasledné obarven
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pomoci fluorescencni barvy SYPRO Orange (Obr. 12). Proteiny z gelu byly pfeneseny na
membranu a dale detekovany pomoci protilatek. Ve spodni cCasti obrazku se nachazeji vytezy
z imunodetekce po pouziti specifickych protilatek proti SbtA, HIiD a D1 proteinim. U obou
FtsH4 mutantnich kment jsme pozorovali rozdily v mnozstvi HIiD proteinu. Zatimco AFtsH4
obsahoval HIiD proteinu ve srovnani s kontrolou vice, FtsH4-over méné. Abychom potvrdili,
ze nedostatek HIiD proteinu v kmenu FtsH4-over ma vliv na mnozstvi a slozeni komplext
PSII, provedli jsme CN-PAGE analyzu membranovych proteinovych komplext izolovanych
z kmene, kterému chybi gen pro HIiD protein (Obr. 11C). Tento kmen byl péstovany za
stejnych podminek jako kmen FtsH4-over. Z obrazku nativniho gelu je zfejmé, Ze mnozstvi a
slozeni PSII komplext je obdobné. Nevyraznéjsi rozdil jsme pozorovali v mnozstvi SbtA
proteinu (oznacen v Obr. 12 modrou Sipkou). SbtA je protein zodpovédny za transport
bikarbonatu do bunék. U kmenu AFtsH4 je transportéri pfitomno napadné méné nez u
kontrolniho kmenu WT. Naopak u kmenu FtsH4-over je té€chto transportéra vyrazné vice nez
u kontrolniho kmene A3, coz je vidét hlavné na barveném gelu. Tyto vysledky naznacuji, ze

FtsH4 by mohla hrat roli v metabolismu anorganického uhliku.
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Obrazek 12: Analyza membranovych proteini pomoci dvourozmérné SDS-PAGE.
Izolované membranové proteinové komplexy kment WT a AFtsH4 (A), A3 a FtsH4-over
(B) byly rozdeleny pomoci nativni elektroforézy (CN-PAGE). Nativni gel byl vyfocen
(scan) a skenovan na fluorescenci chlorofylu (Fluorescence). CN gel byl nafezan na
prouzky po jednotlivych vzorcich a prouzky byly pouzity pro dvourozmérnou (2D) SDS-
PAGE. 2D SDS-PAGE gel byl obarven SYPRO Orange (SYPRO) a z n€j na membranu
preneseny proteiny, které byly detekovany pomoci protilatek specifickych proti HIiD, D1
a SbtA. PSI(1) a PSI(3) je monomer, respektive trimer PSI; PSII(1) and PSII(2) je
monomer, respektive dimer PSIL. Signal ATP syntazy (ATP synt.) na SYPRO gelu slouzi
jako kontrola nanasky. Vzorky byly nanaSeny na OD750nm.
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4.5 Vliv mnozstvi COz na rust FtsH4 mutantnich kmenu

Protoze byly u obou FtsH4 mutantnich kmend pozorovany rozdily v akumulaci
proteinu SbtA, tykajiciho se metabolismu anorganického uhliku, cilem bylo odhalit, jak budou
FtsH4 mutantni kmeny reagovat na nadbytek (Obr. 13, 14), anebo naopak limitaci CO2 (Obr.
15, 16). Bunky byly napéstovany do exponencialni faze ristu, poté byly v pfipadé nadbytku
CO; nafedény na OD750nm = 0,05 a v pripadé€ limitace CO2 na OD750nm = 0,1 a péstovany na
HL. Pro ziskani nadbytku CO; byly kultury probublavany vzduchem obsahujicim 0,5 % CO»,
coz je zhruba 16x vic nez obsah CO2 ve vzduchu v kultiva¢ni mistnosti. K docileni limitace
CO; byly u kultur pouzity tésné vatové zatky, které umoznovaly pouze minimalni vyménu
plynt. Podminky pro nadbytek/limitaci CO; budou dale v textu nazyvany HLgxp +CO>
respektive HLexp —CO». V obou experimentech byly vzorky pro méfeni rustu odebirany v
casovém intervalu 0 az 72 hodin. U odebranych kultur byla nasledné¢ pomoci pfistroje
Multisizer 4 COULTER COUNTER®™ (Beckman Coulter) a programu Multi4 méfena velikost
a poCet bun€k (Obr. 13-16). Rychlost ristu za podminek HLgxp +COa respektive HLexp —CO»
byla porovnavana s kontrolnimi podminkami HLgxp, za kterych koncentrace CO2 odpovidala

koncentraci CO> v kultivacni mistnosti, coz bylo pfiblizné 0,03 %.
4.5.1 Nadbytek CO:

Jelikoz je CO> zasadnim substratem pro fotosyntézu, jeho zvysenéa koncentrace znacné
podporuje rust bun€k. Proto buriky vSech kment po 72 hodinach narostly podstatné vice, nez
za kontrolnich podminek HLExp (Obr. 13 a 14). Buiky ale pfechazely do exponencialni faze
rastu pozdeji nez za podminek HLgxp. Hlavnim piedpokladem experimentu bylo, ze nadbytek
CO> bude mit pozitivni efekt zeyména na FtsH4 deleCniho mutanta, ktery obsahoval méné
SbtA transportéri. Prekvapivé, deleCni mutant rostl ve srovnani s WT kmenem vyrazné
pomaleji a v prvnich 60 hodinach dokonce i pomaleji, nez za normalni koncentrace CO2
(HLgxp, Obr. 13A). Oproti HLsc experimentu (Obr. 6A) se ani po dlouhodobé expozici na
podminky neadaptoval a ztratu poctu bunék na WT kmen nedohnal ani po 72 hodinach.
Naopak, primér bunek u delecniho mutantu dosahoval podobnych hodnot jako u kontrolniho
kmenu WT. Po dlouhodobé expozici HLexp+CO:> (zhruba po 48 h) se zdaly byt jeho butiky
mirné vétsi nez builky WT. V pfipadé FtsH4 over-expresniho kmenu jsme za podminek
HLExp+CO» naopak nepozorovali zadny vyrazny rozdil mezi mutantem a kontrolou. Nadbytek
CO, rist FtsH4-over stimuloval ve srovnani s podminkami HLgxp podobné jako u kontrolniho

kmenu A3 (Obr. 14). Také velikost bunek byla obdobna.
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Obrazek 13: Pocet a velikost bunék WT a AFtsH4 béhem expozice HL a zvySené
koncentrace CO: v ¢ase. WT a AFtsH4 kmeny byly napéstovany do exponencialni faze a
poté nafedény na OD7s50nm = 0,05 a vystaveny HL a probublavany 0,5 % CO.. Behem HL
expozice byl v Casovych intervalech 0 az 72 hodin odebiran 1ml kultury, u kterého byla
nasledné pomoci piistroje Multisizer 4 COULTER COUNTER®™ (Beckman Coulter),
Multi4 méfena velikost u pocet bunék. A. PocCet bunék WT a AFtsH4 béhem HLsc; B.
Velikost bunék WT a AFtsH4 béhem HLsc. Hodnoty v grafech odpovidaji priméru ze 3
biologickych replikati + SD.
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Obrazek 14: Pocet a velikost bunék A3 a FtsH4-over béhem expozice HL a zvySené
koncentrace CO: v ¢ase. A3 a FtsH4-over kmeny byly napéstovany do exponencialni faze
a poté nafedény a vystaveny HL a probublavany 0,5 % CO.. Béhem HL expozice byl v
casovych intervalech 0 az 72 hodin odebirdn 1ml kultury, u kterého byla nasledn€ pomoci
ptistroje Multisizer 4 COULTER COUNTER®™ (Beckman Coulter), Multi4 mé&fena velikost
a poCet bun¢k. A. PoCet bunék A3 a FtsH4-over béhem HLsc; B. Velikost bunék A3 a
FtsH4-over béhem HLsc. Hodnoty v grafech odpovidaji priméru ze 3 biologickych
replikati + SD.
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4.5.2 Limitace CO2

V piipadé limitace CO; rostly vSechny kmeny podle predpokladi vyrazné pomaleji
nez za kontrolnich podminek HLgxp. Ocekavali jsme, ze limitace CO> nejvice zasahne FtsH4
deleCniho mutanta, protoze obsahoval nejméne¢ transportérti bikarbonatu SbtA. Neocekavan€,
AFtsH4 rostl podobné jako WT, v pozdéjsich hodinach dosahoval dokonce mirné vys§iho
poctu bunek nez kontrola (Obr. 15A). Také co se tyCe velikosti bunék, se AFtsH4 mutant nijak
zasadné nelisil od kontrolniho kmene WT (Obr. 15B). Ani pro kmen FtsH4-over nebyla
limitace CO> kritickd. Kmen ale dosahoval, na rozdil od AFtsH4, mirné nizsiho poctu bunék
nez kontrolni kmen A3 (Obr. 16A). Na rozdil od nadbytku CO, byly buiiky FtsH4-over

v porovnani s kontrolou A3 vétsi (Obr. 16B).
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Obrazek 15: Pocet a velikost bunék WT a AFtsH4 béhem expozice HL a snizené
koncentrace CO: v ¢ase. A3 a FtsH4-over kmeny byly napéstovany do exponencialni faze
a poté naredény a vystaveny HL a probublavany 0,5 % CO.. Béhem HL expozice byl v
Casovych intervalech 0 az 72 hodin odebiran 1ml kultury, u které¢ho byla nasledné pomoci
ptistroje Multisizer 4 COULTER COUNTER® (Beckman Coulter), Multi4 méfena velikost
a poCet bunek. A. PoCet bunek WT a AFtsH4 béhem HLsc; B. Velikost bunék WT a AFtsH4
béhem HLsc. Hodnoty v grafech odpovidaji priméru ze 3 biologickych replikati + SD.
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Obrazek 16: Pocet a velikost bunék A3 a FtsH4-over béhem expozice HL a snizené
koncentrace CO: v ¢ase. A3 a FtsH4-over kmeny byly napéstovany do exponencialni faze
a poté nafedény a vystaveny HL a probublavany 0,5 % CO.. Béhem HL expozice byl v
Casovych intervalech 0 az 72 hodin odebiran 1ml kultury, u kterého byla nasledné pomoci
piistroje Multisizer 4 COULTER COUNTER® (Beckman Coulter), Multi4 méfena velikost
a pocet bun¢k. A. Pocet bunék A3 a FtsH4-over béhem HLsc; B. Velikost bunék A3 a
FtsH4-over béhem HLsc. Hodnoty v grafech odpovidaji priméru ze 3 biologickych
replikati + SD.
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5 Diskuze

Mnoho biochemickych procesu tykajicich se oxygenni fotosyntézy probiha v sinicich
podobné jako ve vysSich rostlinach. Stejné tak je mnoho enzymu, nevyjimaje FtsH, ATP
dependentni proteazu, konzervovanych jak v bakteriich, tak ve vSech eukaryotnich
organismech, véetné rostlin. Tam hraji FtsH proteazy dalezitou roli pii vyvoji plastidd a
regulaci bunky na stresové podminky. Mechanismus téchto déju a funkce nékterych FtsH
homologu ale stale zistava neobjasnéna. To plati i pro FtsH4 proteazu ze sinice Synechocystis,
jejiz funkce nebyla dosud popsana. Vzhledem k lokalizaci FtsH4 v tylakoidni membrané
(Boehm a kol., 2012) a faktu, ze se jeji exprese zvySuje za stresovych podminek jako je vysoka
intenzita svétla a stacionarni faze (Kopf a kol., 2014), jsme piedpokladali, ze bude hrat
dulezitou roli v regulaci fotosyntézy praveé za téchto podminek. Pro studium funkce FtsH4
proteazy jsme pouzili mutantni kmeny, ve kterych gen pro FtsH4 bud’ chybél, anebo byla jeho
exprese vyrazné zvysSena. Tyto kmeny jsme vystavili vyse uvedenym stresovym podminkam

a zaméftili se na jejich detailni charakterizaci.

Za normalnich podminek, tj. exponencialni faze ristu na normalnim svétle, se oba
mutantni kmeny chovaly obdobné jako jejich kontroly. V pozdéjsich fazich rastu uz jsme ale
pozorovali patrné rozdily mezi jednotlivymi kmeny. Pfi pfechodu bun€k zlinearni do
stacionarni faze rustu bylo ziejmé, Ze se rust delecniho mutantu mirné zpomalil, zatimco over-
expresni mutant jako by stacionarni faze vilbec nedosahl a pokracoval v rastu az do posledniho
dne méfeni, tj. 21. dne. Kultury jsme pozorovali jesté dalsi tyden, aniz bychom méfili OD750nm
a opakované se stalo, ze po 30 dnech kultivace byly kontrolni kmeny jesté zelené, zatimco oba
mutantni kmeny ztracely pigmenty, coz nazna¢ovalo nadchazejici bunénou smrt. U over-
expresniho kmenu byly tyto znaky jes§t€¢ vyraznéjsi nez u deleCniho mutantu (Obr. 5). Pri
prechodu do stacionarni (klidové) faze buriky zpomali vSechny metabolické d¢je, nedéli se a
jsou schopny v této fazi prezit jesté desitky dni. Pokud buriky, pfesto, ze uz jsou limitovany
svétlem a nedostatkem zivin, do SC neptejdou, a dale se de€li, kultura se vycerpa a dojde
k jejimu odumirani dfive, coz jsme pozorovali praveé u over-expresniho mutantu. FtsH4 ziejmée
hraje roli v regulaci metabolismu pfi pfechodu do SC. Jeji pfitomnost tento pfechod
zpomaluje, zatimco nedostatek urychluje. Cistd hypoteticky by FtsH4 protedza mohla byt
zodpovédna za degradaci proteinu fidiciho pfechod do SC, jako napriklad néktery ze

stresovych sigma faktord (Srivastava a kol., 2020). Kdyz FtsH4 chybi, protein se v buice
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akumuluje a buiiky do SC prechazi rychleji. Naopak, nadbytek FtsH4 zptsobi vyssi degradaci

tohoto proteinu a kultura do SC prechazi pomaleji.

Kromé prechodu do SC mély FtsH4 mutantni kmeny problém s adaptaci na HL,
zejména poté, co byly nafedény ze SC (HLsc). Zaméfili jsme na stanoveni poctu a velikosti
bunék v ¢ase béhem HLsc. Po natfedéni na nizké OD7sonm setrvavaji buiky del§i dobu v lag
fazi, ve které dochazi k expresi proteinu dulezitych pro déleni bunék a adaptaci na HL. V této
fazi se buriky zvétsuji (Rolfe a kol., 2012). Kdyz poté buiky piejdou do exponencialni faze
rastu, dojde opét k jejich zmenseni v dusledku dé€leni. Na rozdil od WT se buriky dele¢niho
mutantu AFtsH4 zvétSovaly vyrazné pomaleji a nedosahly maximalni velikosti namétené u
WT kmenu. U AFtsH4 kmenu bylo také patrné zpozdéni s prechodem do exponencialni faze.
Naopak po delsi expozici se AFtsH4 kmen zacal délit rychleji a ztratu na WT kmen postupné
dohnal. Over-expresni mutant FtsH4-over vykazoval naprosto opacny fenotyp. Buriky se
kratce po expozici zvétSovaly rychleji, do exponencialni faze rastu presly ve stejny Cas jako
bunky kontrolniho kmenu. Na rozdil od AFtsH4 kmene mél kmen FtsH4-over problémy

s dlouhodobou adaptaci na HL. Po dvou dnech HL expozice se jeho rist zpomalil.

Tyto vysledky naznacuji, ze FtsH4 hraje roli nejen pii kratkodobé ale 1 dlouhodobé
adaptaci na svétlo. FtsH4 kratce po pfechodu na HLsc moduluje expresi gentl a tim tvorbu
zasobnich proteint, které jsou potiebné pro adaptaci na HL a pro d€lici aparat, coz se projevuje
zvétSenim buriky. Pokud FtsH4 chybi, tvorba zasobnich proteint je zpomalena, buiiky jsou
mensi a prechazi do exponencialni faze pozd¢ji. Pokud je FtsH4 nadbytek, exprese proteint
je rychlejsi a buiiky vétsi. Tato hypotéza byla podporena MS analyzou AFtsH4 po 48 hodinach
HLsc (Peter Konik, nepublikované vysledky). Vysledky odhalily velké mnozstvi proteind,
které u AFtsH4 kmenu chybi, anebo jich obsahuje ve srovnani s WT kmenem vyrazné méné

(Obr. 17).
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Obrazek 17: Kvantitativni porovnani celobunééného proteomu mezi AFtsH4 a WT po
48 h HLsc. “Volcano plot® byl vytvofen v programu Perseus. Rozdil log»
transformovanych intenzit proteint izolovanych z bunék kment AFtsH4 a WT je vynesen
na ose x. Proteiny byly kvantifikovany v programu MaxQuant. Pro kvatifikaci byly pouzity
tf1 biologické replikaty. Osa y znazoriuje zaporny logaritmus P value, spocitané pomoci
T-testu, prahova hodnota signifikance, ktera odpovida FDR 0,05, je v grafu zndzornéna
plnou Gernou &arou. Sedé &tverecky odpovidaji jednotlivym proteindm. Graf ukazuje, Ze
po 48 h HLsc je v AFtsH4 mnozstvi vétSiny proteint nizsi (vyskytuji se v zapornych
hodnotach na ose x), nezu WT. MS analyza byla provedena Peterem Konikem.

Role FtsH4 protedzy pti adaptaci na dlouhodobou HL expozici by mohla souviset se
stabilizaci meziprodukta PSII komplexa pfi jejich syntéze. Z obrazku nativniho gelu (Obr.
10A, B) vidime u obou mutantnich kment rozdil v mnozstvi PSII. Zatimco PSII komplexy
byly u dele€niho mutantu akumulovany vice nez u WT, kmen FtsH4-over obsahoval celkové
méné PSII komplext a nevytvarel se téméf zadny dimer PSII. Na syntéze PSII komplexd, se
za podminek HL podili High light inducible proteins (dale Hlips), v€etn€ HliD proteinu. 2D
proteinova analyza FtsH4 mutantnich kment odhalila, ze pravé HIiD protein se v AFtsH4
kmeni hromadi (Obr. 12A), zatimco v kmeni FtsH4-over je ho oproti kontrole méné (Obr.
12B). CN-PAGE analyza membranovych proteinovych komplexi izolovanych z kmenu,
kterému chybi gen pro HIiD, potvrdila, Ze nedostatek HIiD proteinu ma vliv na mnozstvi a

slozeni komplext PSII a neumoziiuje tvorbu PSII dimeru (Obr. 11C). FtsH4 tedy pfispiva k
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adaptaci na dlouhodobou HL expozici tim, Ze reguluje mnozstvi Hlip proteint, jmenovité
HIiD. Pokud FtsH4 proteaza v buiice chybi, HliD protein se hromadi, coz prispiva k vys§imu
obsahu PSII komplexti v burice. Akumulace HIiD proteinu ziejmé také napomohla k
rychlej§imu rastu AFtsH4 mutantniho kmenu po dlouhodobé expozici HLsc, kdy AFtsH4
dohnal ztratu na WT. Nadbytek FtsH4 proteinu naopak vede k degradaci HliD proteinu a tim
padem nedostateCné ochrané PSII komplext po dlouhodobé expozici HL, coz mélo negativni

vliv na rust bunék FtsH4-over kmenu.

2D proteinova analyza (Obr. 12) také potvrdila rozdily v mnozstvi SbtA proteinu
v obou FtsH4 mutantnich kmenech. SbtA se v bufice podili na transportu bikarbonatu do
bunék. Zatimco dele¢ni mutant ho obsahoval malo, over-expresni mutant ho naopak hromadil.
Z tohoto divodu jsme studovali rist obou FtsH4 mutantnich kmenl jest¢ za podminek
nedostatku nebo nadbytku CO,. Prekvapivé se delecni mutant s nedostatkem CO> vyrovnal
1épe nez over-expresni mutant. Nadbytek CO2 naopak snasel 1épe over-expresni mutant. Tyto

vysledky naznacuji, ze FtsH4 proteaza hraje dulezitou roli v metabolismu uhliku.
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6 Zavér

Charakterizace FtsH4 mutantnich kmenti za riznych stresovych podminek odhalila, ze
FtsH4 proteaza hraje dilezitou roli pii pfechodu bunék do stacionarni faze rastu. FtsH4 delecni
mutant prfechazel do stacionarni faze pfi nizsi optické denzit€ nez kontrolni kmen, zatimco
FtsH4 over-expresni mutant do stacionarni faze vibec nepfesel. To vedlo u obou kmenti

k urychleni bunééné smrti.

Experimenty dale ukazaly, ze FtsH4 se podili na adaptaci buiikky na vysokou intenzitu
svétla, a to zejména po nafedéni ze stacionarni faze. FtsH4 dele¢ni mutant rostl na za¢atku HL
expozice pomaleji co do velikosti a poctu bunék, coz naznacovalo, Ze ma problém se syntézou
proteinového aparatu potiebného pro aklimatizaci buiiky na HL a pro jeji déleni. Tato
hypotéze byla posléze potvrzena kvantitativni MS analyzou celobunécného proteomu. FtsH4
dele¢ni mutant obsahoval v porovnani s WT kontrolou podstatné méné proteinti. Buriky FtsH4
over-expresniho mutantu byly naopak na zacatku HL expozice vétsi nez u kontroly, coz by
odpovidalo tomu, ze obsahovaly vice zasobnich proteint nez kontrola. Problémem pro né byla
ale dlouhodoba adaptace na HL, kterou zpusobilo nedostatecné mnozstvi HliD proteinu. HliD
protein se podili na ochrané PSII intermediata pted oxidativnim stresem, coz vede k celkové
stabilizaci PSII. Po 72 hodinach HLgsc obsahoval FtsH4 over-expresni mutant méné HliD
proteinu a diky tomu i méné PSII komplexd. Podobné jako AHIiD mutantni kmen nebyl
schopen sestavit PSII dimer. FtsH4 dele¢ni mutant naopak akumuloval po 72 hodinach HLsc
vice HIiD proteinu a zfejmé diky tomu i vice PSII komplexa nez kontrolni kmen WT. Viechny
tyto vysledky vedou k zavéru, ze FtsH4 pomaha buikam prezit HL stres jednak tim, Ze
reguluje expresi proteind potfebnych pro adaptaci na tento stres, tak i reguluje mnozstvi HliD

proteinu, ktery chrani fotosyntetické komplexy pred oxidativnim stresem.

Vliv vysoké intenzity svétla se také promitnul v mnozstvi pigmentd u FtsH4
mutantnich kment. Zatimco FtsH4 delecni mutant béhem HL expozice velkou ¢ast pigmentt

ztratil, u FtsH4 over-expresniho mutantu obsahoval pigmentt oproti kontrole naopak vice.

2D proteinova analyza dale odhalila v obou FtsH4 mutantnich kmenech rozdilnou
akumulaci SbtA proteinu. SbtA protein, ktery je dilezity pro transport bikarbonatu do bunék,
byl u FtsH4-over kmene zastoupen ve vétSim mnozstvi nez u kontroly A3, zatimco u kmenu
AFtsH4 bylo téchto transportéri méné nez u kontroly WT. Tyto vysledky indikuji, ze FtsH4

proteaza by se v burice mohla podilet také na metabolismu uhliku. Proto byly oba FtsH4
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mutantni kmeny vystaveny nadbytku, anebo naopak limitaci CO,. Nadbytek CO> se
prekvapivé ukazal byt prospésny pro FtsH4 over-expresni kmen, zatimco FtsH4 delecni
mutant rostl 1épe pii nedostatku CO2. Role FtsH4 v regulaci homeostazy uhliku zatim ale

zustava nevysvétlena a bude podrobena dal§imu zkoumani.
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