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Abstrakt

Dvoukomponentni signaliza¢ni systémy predstavuji jeden z nejrozsirenéjsich zptsobii signalni
transdukce u bakterif, ktery je vyuzivan pro detekci podnétii z okoli a nasledné zprostredkovani
adekvatni odpovédi na prijaty signdl. Jednim z modelovych zastupc dvoukomponentnich
signaliza¢nich systému je proteinovy komplex histidinkinazy obsahujici globinovou doménu
z bakterie Anaeromyxobacter sp Fw. 109-5 (AfGcHK) a ptisluiného reguldtoru odpovédi.
Histidinkindza AfGcHK slouzi jako senzor kysliku, ktery umoziiuje bakterii urcit, zda se nachézi
v aerobnim ¢i anaerobnim prostredi. Aktivace AfGcHK spoc¢iva v navazan{ kysliku na molekulu
hemu v senzorové doméné, které je nasledoviano autofosforyla¢ni reakei ve funk¢ni doméné
enzymu. Dal$i krok zahrnuje fosfotransferdzovou reakci, pfi které je fosforylovd skupina
z AfGcHK prenesena na prislusny reguldtor odpovédi. Doposud nebyla objasnéna struktura
komplexu AfGcHK:RR primymi metodami, a také neni zcela zndmy mechanismus
fosfotransferazové reakce. Predmétem této prace je zminéné odhaleni struktury komplexu
uzitim kryoelektronové mikroskopie a nasledna diskuse moznych zptisobt prenosu fosforylové

skupiny mezi jednotlivymi komponentami komplexu.

Klicova slova: dvoukomponentni signaliza¢ni systémy, histidinkindza, regulator odpovédi,

kryoelektronova mikroskopie



Abstract

Two-component signalling systems represent one of the most widely used signal transduction
pathways in bacteria, which are used to detect environmental stimuli and then mediate
an appropriate response to the received signal. A model representative of two-component
systems is the histidine kinase protein complex containing the globin domain from
Anaeromyxobacter sp Fw. 109-5 (AfGcHK) and the corresponding response regulator.
The AfGcHK histidine kinase serves as an oxygen sensor that allows the bacterium to determine
whether itis in an aerobic or anaerobic environment. Activation of the AfGcHK histidine kinase
involves the binding of an oxygen molecule to the sensor domain heme molecule, which is
followed by an autophosphorylation reaction in the functional domain of the enzyme. The next
step involves a phosphotransferase reaction involving the phosphoryl group from AfGcHK being
transferred to the appropriate response regulator. To date, the structure of the AfGcHK:RR
complex has not been elucidated by direct methods, and the mechanism
of the phosphotransferase reaction is also not fully understood. The subject of this work is
toreveal the structure of the complex using cryoelectron microscopy and the subsequent
discussion of possible ways of phosphoryl group transfer between the individual components

of the complex.

Key words: two-component signal systems, histidin kinase, response regulator, cryo-electron

microscopy
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1 Uvop

1 Uvop

Jeden znejrozsifenéjsich zplsobll prenosu signdld vbakteriich zahrnuje vyuziti
dvoukomponentnich signaliza¢nich systému. Jednd se o funkéni uskupeni dvou (ale i vice)
proteintl, z nichZ jeden funguje jako senzor prijimajici signal, a druhy predstavuje funkénf
komponentu vyvolavajici odpovéd na dany signdl. Roli senzoru ve dvoukomponentnich
signaliza¢nich systémech zastdvd enzym histidinkindza, jez se sklddd ze senzorové domény
detekujici signdl a funkénf kindzové domény, ktera §iri signal na druhou komponentu systému,
tzv. regulator odpovédi (RR, z angl. response regulator). Aminokyselinova sekvence kin4zové
domény je vysoce konzervovana, proto ma u rtznych typd histidinkindz velmi podobnou
strukturu. Naopak senzorovych domén je vice druhd, coZ umozZiiuje dvoukomponentnim
systémim reagovat na nejruznéjsi podnéty z okoli. Rolf histidinkindzy je aktivovat RR, ktery
zprostredkovava vyvolani bunééné odpovédi. RR miZe fungovat jako enzym katalyzujici dalsi

dil¢i reakce signaliza¢ni kaskady, ¢i pfimo jako transkripéni faktor ovliviiujici genovou expresi'.

Proteinovy komplex histidinkindzy obsahujici globinovou doménu =z bakterie
Anaeromyxobacter sp Fw. 109-5 (AfGcHK) a p¥isluného RR piedstavuje modelového z4stupce
dvoukomponentnich signaliza¢nich systému. Proces signalni transdukce je zahdjen aktivaci
histidinkinazy AfGcHK, ktera slouzi jako senzor kysliku. Navazani kysliku na molekulu hemu
v senzorové doméné AfGcHK zajisti aktivaci enzymu, kterd spusti autofosforylaéni reakci
v kindzové doméné proteinu. Fosforylova skupina je ndsledné v rdmci fosfotransferdzové reakce
prenesena na druhou slozku systému RR, ktery vyvola pozadovanou odpovéd na prijaty signdl.
Zajimavosti je, Ze senzorova doména AfGcHK obsahuje globinovy motiv, jenz se u zadné dalsi
histidinkinazy neobjevuje. AfGcHK je tak prvni objevenou histidinkindzou, kterd je tvorena

kombinaci kindzové funkéni domény a globinové senzorové domény>.

Kvuli velké flexibilité tiseku spojujici senzorovou a funk¢ni doménu nebyla doposud
primymi metodami objasnéna struktura celé histidinkindzy AfGcHK, tudiZ ani komplexu
AfGcHK:RR. Odhaleni celé struktury komplexu by mohlo pomoci 1épe objasnit mechanismus,
jakym dochazi k prenosu signalu mezi jednotlivymi komponentami systému. Proto je cilem této
prace zminovanou strukturu komplexu AfGcHK:RR odhalit za pouziti nejnovéjsich primych

metod a ndsledné diskutovat mozné mechanismy, jakymi dochazi k transdukci signalu.

11



2.1 Dvoukomponentni signalizaéni systémy bakteri 2 LITERARNI PREHLED

2 LITERARNI PREHLED

2.1 Dvoukomponentni signalizacni systémy bakterii

Existuje mnoho zpusobi, kterymi organismy prijimaji signdly ze svého okoli, dale jej

7 ¥4 vYIrvN7 v v 7 Ve . . . v 7 7 v b4 bon U
zpracovavaji a $iri az ke kone¢nému ¢initeli, jenz vyvolava pozadovanou bunéénou odpoved.
Diky témto riznorodym signaliza¢nim kaskdddm jsou organismy schopny reagovat na zmény
v prostredi, nédlezité na né odpovédét a prizplsobit se. Proces signalni transdukce zahrnuje
zachyceni signdlu, jeho nasledné sifeni, a nakonec vyvolani prislusné odpovédi. Neméné
dulezité je vSak i ukonceni procesu signalizace, aby buné¢nd odpovéd netrvala déle, nez je

nezbytné nutné.

Jednim ze zplsobt Sifeni signélu je i takzvany dvoukomponentni signaliza¢ni systém.
Jak uZ z ndzvu vyplyv4, jednd se o systém sloZeny ze dvou komponent, jimiz jsou histidinkinaza
a RR. Tento typ signaliza¢niho systému je rozsifeny napri¢ vSemi skupinami organismi
a ucastni se regulace riznych bunéénych procesti. Velmi hojné se vyskytuje u prokaryot, ale
obsahuji ho i eukaryota, u kterych jinak prevladdd signalizace skrze serinové, threoninové
atyrosinové proteinkinazy. Naptiklad Escherichia coli obsahuje dokonce 30 raznych
histidinkinaz a 32 RR3. Prikladem je systém histidinkindzy CheA a RR CheY, které hraji roli
v regulaci bakteridlni chemotaxe*. U eukaryotnich organismt dvoukomponentni signaliza¢ni

systémy ucastni napriklad kontroly procesti osmoregulace u Sacharomyces cerevisiae® nebo

zrani plodt fizeného ethylenem u rostlin rajcete®.

senzorova
doména

histidinkindza - 0
Py ®
kinazova
doména
%\ %\‘ regulator

odpovédi ——
B (P
o Histidinkinaza je aktivovana e Nasledné je fosfat e Aktivovany regulator odpovédi ma
stimulem z okoli, ¢imz dochazi z histidinkinazy pfenesen funkci enzymu ¢i transkripnéiho
k autofosforylaci na histidinovém na aspartat regulatoru faktoru, ¢imz SiFi signal déle nebo
zbytku v kindzové doméne. odpovédi. vyvolévé bunécnou odpovéd.

Obrdzek 1: Mechanismus pfenosu signdlu ve dvoukomponentnim signalizaénim systému bakterii. Schéma vytvoreno dle®.



2.1 Dvoukomponentni signalizaéni systémy bakteri 2 LITERARNI PREHLED

Siteni signalu skrze dvoukomponentni systémy probihd nasledujicim zptisobem
(Obrézek 1, str. 12). Prvni slozkou systému je histidinkin4za, které p¥ijima signél z okolf pomoci
senzorové domény. Takovym signdlem mulze byt napriklad zmeéna teploty?, svételnych
podminek?, hladiny kysliku® nebo koncentrace rtznych ligandi. Na zakladé toho, o jaky
z téchto stimuld z okolnfho prostfedi se jednd, je uzpusobena funkce senzorové domény
konkrétnfho dvoukomponentniho systému. Zachyceni signalu vyvola aktivaci histidinkinazy
vedouci k autofosforyla¢ni reakci na histidinovém zbytku v kindzové doméné, diky které se
vytvari vysoce energetickd fosforylovd skupina. Néasledné je tato fosforylovad skupina
z histidinkindzy prenesena na aspartatovy zbytek RR, ktery posléze vyvola bunécnou odpovéd
¢i 8iri signal na dalsf komponenty signaliza¢ni kaskady*. Funkce RR mohou byt opét riizné, mtze
se jednat napriklad o enzym™ ¢i transkripéni faktor, ktery naprimo ovlivni genovou expresi®.
Jak bylo vyse zminéno, velmi dilezitou soucésti signalni transdukce je i ukonceni signalizace.
Mechanism1, kterymi dochazi k defosforylaci RR, je vice, avSak nejrozsitenéjsim zptisobem je
zpétné preneseni fosfatu z RR na histidinkinazu. Proto histidinkindza kromé kindzové aktivity
vykazuje také i fosfatdzovou aktivitu, pri které dochdzi k odstranéni fosforylové skupiny

z aspartatu RR.

2.1.1 Histidinkindza — prvni slozka dvoukomponentniho signalizacniho systému

V soucasné dobé miZeme histidinkindzy rozdélit do tfi jednotlivych skupin. Prvni t¥idou jsou
histidinkinazy, které funguji samostatné a maji autokindzovou, fosfotransferazovou
i fosfatazovou aktivitu. NejCastéji jsou tyto histidinkindzy transmembranové, ale mohou se také
vyskytovat volné rozpusténé v cytosolu’. Do druhé tridy patfi histidinkindzy, jezZ mohou byt
cytoplazmatické i transmembranové, ale jejich hlavni odli$nosti je chybéjici senzorova doména.
Funkci senzorové domény v tomto pripadé nahrazuje interakce histidinkindzy s riiznymi typy
receptorovych proteind, které stejné jako senzorovd doména zpracovavaji signil z okoli
aaktivuji prislusnou histidinkindzu®®. Posledni tfeti tridu predstavuji neddvno objevené

histidinkinazy, které kombinuji charakteristiky obou predchozich trid .

Vétsina histidinkindz se vyskytuje v podobé dimeru. Jednotlivé monomery jsou
v nejjednodussi formé tvoreny senzorovou, kindzovou a pripadné itransmembranovou
doménou. Senzorovd doména je velmi variabilni a existuji rtzné typy napri¢ organismy,
v zavislosti na tom, jaky typ signdlu ma byt zachycen. Naopak kindzovd doména je vysoce
konzervovand a u vétSiny histidinkindz se objevuji stejné ¢i podobné strukturni motivy.

Kombinace riznych typt senzorovych domén s konzervovanou kindzovou doménou umoznila

vznik histidinkindz rozeznéavajicich rozmanité druhy signald, u kterych je vsak zajisténa
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jednotna odpovéd v podobé autofosforylace a nasledné fosfotransferdzové reakce na RR:.
Transmembranové histidinkindzy obsahuji navic doménu, kterad zajistuje ukotveni proteinu
v membrané. Tyto domény maji nékolik raznych podob. Nékteré z téchto domén prochéazi
membranou pouze jednou?®? jiné i vicekrat®?, nejvice jsou vSak zastoupeny histidinkinazy,

jejichZ transmembranova doména je tvorena dvéma prochézejicimi a-helixy?.
2.1.1.1  Funkéni kindzova doména

Spoletnym znakem vSech histidinkinaz je jejich konzervovand kindzova doména, ktera je
zodpovédna za navazani ATP, naslednou autofosforylaci a prenos fosforylové skupiny na RR.
Kinidzovd doména se sklddd z dimerizaéni domény, kterd hraje zdsadni roli pfi tvorbé
homodimeru dvou histidinkin4dzovych podjednotek. Zaroven také obsahuje histidinovy zbytek,
na ktery je prenesena fosforylova skupina z ATP v autofosforyla¢ni reakci. Druhou slozkou
kin4dzové domény je katalytickd doména, kter4 obsahuje vazebné misto pro ATP (Obrazek 2).
V kindzové doméné je nékolik konzervovanych tsekd aminokyselin, které se objevuji u vétsiny
histidinkinaz. Jedna se o tzv. H, N, F, G1 a G2 box, pri¢emz H box je soucasti dimeriza¢nf domény

azbylé N, F, G1 a G2 boxy se nachézeji v katalytické doméné»>+.

A Funkéni kindzovd doména B
; ) Katalyticka doména
; dimerizacni
C doména =
ol S
= G1 box
/ ) % |
a) N N\ F box

katalyticka !
doména VK
!

Obrdzek 2: Struktura kindzové domény histidinkindz. A) Kindzovd doména je tvorena katalytickou (oranZové) a dimerizacni doménou
(modfre). Dimerizacni doména je tvorena dveéma a-helixy, které vytvadreji interakci s helixy druhé podjednotky kindzové domény a podili se tak
na tvorbé homodimeru. Zdroveri dimerizacni doména obsahuje histidinovy zbytek (fialové) slouzici jako misto fosforylace. Zobrazeno na
histidinkindze B. subtillis DesK (PDB: 3GIG). B) Katalytickd doména je tvorena tfemi a-helixy a dvéma B-listy, obsahuje vazebné misto pro ATP,
které je tvoreno konzervovanymi useky N, F, G1 a G2. Mezi useky F a G2 se nachdzi tzv. ATP viko, které uzavird nukleotid v aktivnim misté.
Zobrazeno na histidinkindze E. coli PhoQ (PDB: 1ID0). Viytvoreno v programu ChimeraX ver. 1.9.
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Dimeriza¢ni doménu tvori vlasenka dvou a-helixd, kterd interaguje s vlasenkou druhého
monomeru histidinkindzy, ¢imZ vznikd svazek ¢tyf a-helixdi, a umoziiuje tak dvéma
podjednotkdm histidinkinazy utvorit homodimer. Priblizné uprostred ai-helixu je umisténa
konzervovanid sekvence H box obsahujici histidinovy zbytek, jenz je substritem
pro autofosforylaci®. Zaroven hraji dimeriza¢nf doména i zminény histidinovy zbytek dlezitou
roli pri fosfatdzové reakci zprostredkované histidinkinazou®®. Katalytickd doména je tvorena
a/B sendvic¢em, ktery se skldd4 z 5 antiparalelnich B-listti a tfech a-helixd. Stejny motiv je
pritomny i u nékterych ATPaz vyskytujicich se napfic prokaryotnimiieukaryotnimi organismy,
naptriklad DNAgyraza B, opravny enzym MutL nebo chaperon Hspgo®. Soucasti katalytické
domény je vazebné misto pro ATP, jenz je tvofeno N, F, G1a G2 boxy. Mezi F a G2 boxem se nachézi
flexibilni usek oznafovdn jako ATP viko (z angl. ATP-lid), ktery méni svou konformaci
v zavislosti na tom, zda je v aktivnim misté navdzano ATP. Pokud je nukleotid navazan, ATP viko
skuteéné funguje jako jakési viko prekryvajici nukleotid, a naopak pokud je nukleotid

nepritomny, viko prechazi ve vice flexibilni strukturu22.
2.1.1.2  Senzorova doména

Zatimco kindzovd doména je u histidinkindz vysoce konzervovanou strukturou, senzorové
domény jsou naopak rizné a lisi se od sebe svou strukturou a funkci. Propojeni riznych
senzorovych domén s vysoce konzervovanou kindzovou doménou zajistuje jednotny zptsob
transdukce signalu jako odpovéd na rozdilné stimuly. Diky tomu jsou histidinkindzy schopné
zaznamendvat napriklad rozdilnou teplotu, jako je tomu u proteinu DesK Bacillus subtilis, ktery
zménu teploty detekuje na zdkladé fluidity membréany?. Dile existuji histidinkinazy, jejichz
funkce je regulovana meénicimi se svételnymi podminkami®. Mnohé histidinkindzy detekuji
razné malé ligandy, naptiklad CitA Mpycobacterium tuberculosis detekuje citrat’®, KinD
B. subtilis detekuje pyruvat® a NarX E. coli detekuje nitrat3°. Histidinkindzy mohou detekovat
také molekuly plynu za pomoci Fe-S klastrii (protein NreB Staphylococcus carnosus)® ¢ hemu

(protein FixL Bradyrhizobium japonicum)™.

Histidinkindzy mGZeme rozdélit do dvou skupin na transmembréanové a volné rozpustné
v cytoplazmé. Zda se histidinkindza nachaz{ v cytoplazmé, ¢i je ukotvend v membrané, je dano
typem signalu, jeZ ma jeji senzorovd doména zachytit. Na zakladé toho miZeme senzorové
domény histidinkinaz rozdélit na cytoplazmatické a extracelularni. Cytoplazmatické senzorové
domény se vyskytuji u histidinkindz volné rozpustnych v cytoplazmé, ale jsou pritomny
iutransmembranovych histidinkindz v cytoplazmatické ¢asti proteinu, kde slouzi jako

pridavné senzorové domény zachytavajici intracelularni signaly. Nejcastéjsi cytoplazmatickou
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doménou je PAS doména (ndzev odvozen od proteint Per, Arnt a Sim, u kterych byla poprvé
identifikovdna) a GAF doména (nizev odvozen od fosfodiesteraz stimulovanych c-GMP,
adenylatcykldz Adabaneaa FhiA E. coli)*. PAS doména je tvofena motivem péti antiparalelnich
B-listd a nékolika a-helixd, jejichZ pocet a umisténi se u riiznych proteinti 1i§i*. Prikladem je PAS
doména cytoplazmatické histidinkindzy NreB S carnosus, kterd obsahuje konzervované
cysteinové zbytky utvatejici [4Fe-4S]>* klastr, pomoci kterého detekuji molekulu O,34. Dal$im
prikladem histidinkin4zy s PAS doménou je FixL B japonicum detekujici kyslik pomoci hemu,
jenZ je navdzdn v PAS doméné (Obrazek 3, &4st A vpravo)®. Druhou cytoplazmatickou doménou
je GAF doména, kterd je svou strukturou velmi podobnd PAS doméné. Je tvorena Sesti
antiparalelnimi B-listy a péti a-helixy, jejichz pocet se také miZe rtznit®*. Prikladem jsou
histidinkindzy DosS a DosT M. tuberculosis, které maji vsenzorové doméné navidzanou

molekulu hemu a slou#i jako redoxni senzory (Obrazek 3, ¢4st A vlevo)3637.

GAF doména PAS doména PDC doména a-helikalni doména

~
- -
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> S
-
q: e J:\
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Obrazek 3: Typy senzorovych domén histidinkindz. A) Extraceluldrni senzorové domény — PDC doména histidinkindzy Dcus E. coli, kterd detekuje
pritomnost fumardtu (PDB: 3BY8), alfa-helikdlni doména histidinkindzy NarX E. coli, jeZ detekuje pritomnost nitratu (PDB: 3EZI). B)
Cytoplazmatické senzorové domény — GAF doména histidinkindzy DosS M. tuberculosis, ktery pomoci navdzaného hemu detekuje pritomnost
kysliku (PDB: 2W3D), PAS doména histidinkindzy FixL B. japonicum detekujici pfitomnost kysliku za pomoci hemu (PDB: 1DRM). Vytvoreno
v programu ChimeraX ver. 1.9.

Nejcasté&j$i extracelularni senzorovou doménou histidin kindz je PDC doména (ndzev
odvozen od proteini PhoQ, DcuS a CitA, u kterych byla poprvé identifikovana). Je tvorena
motivem péti antiparalelnich B-listd a nékolika a-helix@®. Strukturou je velmi podobna vyse
popisované PAS doméné, nicméné se lisi v helikdlnich strukturach na C a N konci?*. Prikladem
je PDC doména histidinkindzy DcuS E. col, jejimz ligandem, ktery se vaze do aktivniho mista, je
fumarét (Obrazek 3, ¢ast B vlevo)+°. PDC domény se mohou v senzorovych proteinech vyskytovat
iv tandemovém usporadani, naptiklad histidinkindza LuxQ obsahuje dvé extracytoplazmatické

PDC domény, které detekuji pritomnost LuxP proteinu#. Druhym ¢asto zastoupenym typem
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extraceluldrnich domén jsou a-helikdlni domény, jeZ jsou celé tvoreny pouze a-helixy
(neobsahuji B-listy). P¥ikladem je histidinkin4za NarX E. coli (Obrazek 3, ¢4st B vpravo, str. 16),

jejiz senzorova doména je tvorena svazkem ¢tyt helixti#2.

2.1.2 Regulator odpovédi — druha slozka dvoukomponentniho signalizacniho systému

Druhou slozkou dvoukomponentniho signaliza¢niho systému bakterif je RR. V nejjednodussim
usporadani je tvoren dvéma doménami, a to konzervovanou N-terminalni prijmovou doménou
Rec (z angl. receiver domain), kter4 je spojena s variabilni C-termindlni efektorovou doménou.
Rec doména katalyzuje prenos fosforylové skupiny z prislusné histidinkin4dzy na aspartitovy
zbytek RR. Fosforylace aspartitu v Rec doméné vyusti ve zménu konformace, kterd je sifena az
do efektorové domény, ¢imz zptisobi jeji aktivaci a zajisti tak vyvoldni bunééné odpovédi

na prijaty signdl’.
2.1.2.1 Recdoména

Struktura Rec domény je tvofena péti paralelné uspotraddanymi p-listy (B1-ps), kolem kterych je
uspotddano pét a-helixt (a1-as). Listy B1, B3 a B4 se nachdzeji v hydrofobnim jddfe domény a jsou
nejvice konzervovanou strukturou, naopak struktury na povrchu domény (o-helixy a listy B2
a B5) se svou strukturou u raznych RR 1§ (Obrizek 4, ¢ast A,). Nejvice konzervované jsou
aminokyselinové zbytky, jenz tvori aktivni misto domény. Jedna se o aspartatovy zbytek na konci

B3 listu, na ktery je prendsena fosforylova skupina z histidinkinazy prifosfotransferazové

A B

& 0 y o
\ = ‘V
a5 X & h b a5-B5

REC doména aktivni misto REC domeény

Obrdzek 4: Rec doména RR. A) Rec doména se sklddd z péti paralelné usporddanych B-listi (hnédé) umisténych v hydrofobnim jédie domény
a péti a-helix( umisténych na povrchu domény (modre). B) Aktivni misto Rec domény je tvoreno aspartdtovymi zbytky umisténymi na smycce
mezi helixem a1 a listem 81, lysinovym zbytkem nachdzejicim se mezi helixem a5 a listem 85 a threoninovym zbytkem mezi helixem a4 a listem
84 (svétle modre). Tyto zminéné aminokyselinové zbytky koordinuji hofecnaté ionty nezbytné pro katalyzu a atomy kysliku fosforylové skupiny
(v tomto pFipadé nahrazena BeF*), kterd se vdZe na aspartdtovy zbytek (tmavé modre) na konci listu 83. Zobrazeno na RR CheY E. coli (PDB:
1FQW). Vytvoreno v programu ChimeraX ver. 1.9.
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reakci. Déle je aktivni misto tvoreno aspartatovymi zbytky umisténymi na smycce mezi helixem
a1 a listem 1, které koordinuji hore¢naty iont nezbytny pro katalyzu. Konzervovany lysinovy
zbytek nachézejici se mezi helixem as a listem (35 spolu s threoninovym zbytkem mezi helixem

a4 a listem B4 koordinuji atomy kysliku fosforylové skupiny* (Obrézek 4, &st B, str. 17).
2.1.2.2 Efektorova doména

Zatimco Rec doména je napri¢ riznymi RR konzervovanou strukturou, efektorovych domén
existuje mnoho druhti a zastivaji nejriznéjsi funkce. Celkem 23 % ze vSech doposud objevenych
RR vsak efektorovou doménu postradé a sklada se pouze ze samotnych Rec domén#. Prikladem
je CheY E. coli podilejici se na regulaci chemotaxe, ktery méa obé domény Rec®. RR SpoOF
ucastnici se sporulace B subtilisje tvoren pouze jedinou Rec doménou. Nejvétsi skupina tvorici
66 % vsech RR obsahuje jako efektorovou doménu, kterd je schopnd vazby na DNA. Diky
struktufe této domény jsou RR schopny se navazat primo na DNA a funguji jako transkripéni
regulatory. Dal$im typem efektorovych domén se zastoupenim 8 % jsou ty, které maji enzymovou
funkci#. Prikladem jsou domény regulujici hladiny cyklického di-GMP, jenZ je rozsifenym

druhym poslem v bakteridlni signalizaci®® nebo methylesterazy Gc¢astnici se chemotaxe®.

2.1.3 Mechanismus prenosu signalu u dvoukomponentnich systému

Jak bylo vyse popséano, hlavni funkci dvoukomponentnich systémd je prijimat signal z okoli
a nasledné ho dale sirit s cilem vyvolani pozadované bunééné odpovédi. V poslednich letech byly
intenzivné studovdny molekuldarni mechanismy, kterymi k tomuto Sifeni signdlu dochazi,
a s kazdym dal$im objasnénym mechanismem jsme bliZe k pochopeni, jak dvoukomponentni
systémy funguji. Prenos signalu lze rozdélit na tri zadkladni procesy: jakym zplisobem se Sirf
signal v histidinkindze ze senzorové domény na kindzovou; jakym mechanismem probiha

autofosforylace histidinového zbytku v kindzové doméné, a nakonec jak dochazi k prenosu

fosforylové skupiny z histidinkindzy na RR¥.
2.1.3.1  Prenos signdlu ze senzorové domény na kindzovou doménu

Vétsina histidinkindz se vyskytuje ve formé homodimeru. Senzorovid doména histidinkinazy
obsahuje v misté dimerizace prodlouzeny helix, ktery propojuje senzorovou doménu se zbytkem
proteinu. V blizkosti prodlouZeného helixu se nachdzi aktivni centrum enzymu, proto
konforma¢ni zména zplsobend navazanim ligandu do aktivniho centra pozméni orientaci
prodlouzeného helixu, ¢imz je signal Sifen do dalSich domén histidinkindzy*. V pripadé
transmembranovych proteinti zptisobi zména orientace prodlouZeného helixu pozménéni

vzdjemné polohy transmembranovych helixd. Dosud bylo popsdno nékolik modeld, jakymi se
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tato zména vzajemné polohy helixi odehrava. Jednd se o pistovy posun, pri kterém helixy
vykonavaji pohyb proti sobé, pricemz dva protilehlé helixy se posunuji dolti a zbylé dva smérem
vzhiiru®. Dalsi model popisuje zménu orientace helixQ tzv. nizkovym mechanismem, ktery
zahrnuje zménu tGhlu, ktery mezi sebou sviraji protilehlé helixy>>4. U histidinkindaz, jejichz
transmembranovd doména je tvorena vice prochazejicimi helixy, probiha nejcastéji prenos
signalu helikalni rotaci®%2. Jednotlivé modely zmény orientace helixd se mezi sebou vzajemné
nevylucuji, jelikoz u nékterych histidinkinaz dochazi ke kombinaci téchto mechanismti4. Signal
miize byt ztransmembrianové domény dile Sifen primo na kindzovou doménu, avsak
v nékterych pripadech mohou byt soucasti histidinkinazy i dalsi pridavné cytoplazmatické
domény, jez navazuji na transmembranovy usek proteinu a slouzi k signalni transdukci.
Ptikladem takovychto domén je HAMP doména (n4zev odvozen od skupin protein® obsahujicich
tuto doménu: histidinkindzy, adenylylcyklazy, proteiny akceptujici methyl a prokaryotické
signalizaéni proteiny)® ¢ STAC doména (nédzev vytvoren z komponenty asociované s prenaseti
rozpustnych ldtek a tuberéznim sklerézovym komplexem, z angl. solute carrier

protein/tuberous sclerosis complex-associated component)s+.

2.1.3.2 Autofosforylace

Poté, co je signdl ze senzorové domény prenesen do funkéni kindzové domény skrze
konformacéni zmeény jednotlivyjch struktur, dochdzi k vhodnému natoceni a priblizeni
katalytické domény obsahujici vazebné misto pro ATP a dimeriza¢ni domény s histidinovym
zbytkem. Diky tomu je nésledné umoznéna autofosforyla¢ni reakce, pti které dochézi k prenosu
fosforylové skupiny na histidinovy zbytek. VétSina histidinkindz se az na vyjimky vyskytuje
ve formé homodimeru®, proto prenos fosfatu mtize probihat dvéma zptsoby, tzv. trans nebo cis

mechanismem (Obrazek s, str. 20).

Trans-autofosforylace predstavuje proces, pri kterém katalytickd doména zjednoho
monomeru katalyzuje fosforylaci histidinového zbytku v dimeriza¢ni doméné druhého
monomeru. Jak bylo zminéno, dimeriza¢ni rozhrani je tvoreno svazkem ¢tyr a-helixi, z nichz
dva jsou antiparalelni helixy z jednoho monomeru a dalsi dva jsou helixy z druhého monomeru.

7

Vzajemné jsou usporadany tak, Ze histidinovy zbytek v dimeriza¢ni doméné jednoho monomeru
miti ke katalytické doméné druhého monomeru, coZ umoziiuje, aby probihala fosforylace trans
mechanismems5758, Zarovenl vSak nékteré histidinkindzy vykazuji i cis mechanismus
autofosforylaces, pri kterém katalytickd doména fosforyluje histidinovy zbytek v dimeriza¢ni
doméné monomeru, kterého je sama soucasti. O tom, zda bude probihat autofosforylace trans

¢icis mechanismem rozhoduje vzajemné usporadani ctyr helixG vdimerizacéni doméné.
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Urcujicim faktorem je, zda je svazek helixti levotoc¢ivy, ¢i pravotocivy, coz urcuje, jak jsou k sobé
domény vzajemné orientovany, a zda bude katalytickd doména fosforylovat histidin na stejném
¢ivedlej$im monomeru. Levoto¢ivy svazek helixi je zodpovédny za cis mechanismus

autofosforylace a pravotoCivy za trans autofosforylaci®.

A TRANS autofosforylace
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Obrdzek 5: Mechanismus autofosforylace histidinkindz. A) TRANS autofosforylace — katalytickd doména (Zlutd) je orientovdna vuci
dimerizacni doméné (modrd) po sméru hodinovych rucicek, proto je vazebné misto pro ATP jedné podjednotky umisténo v blizkosti
histidinového zbytku druhé podjednotky a probihd tak autofosforylace kfizem mezi dvéma podjednotkami homodimeru. Zobrazeno na
histidinkindze EnvZ E. coli (PDB: 4KP4). B) CIS autofosforylace — katalytickd doména (Zlutd) je vici dimerizacni doméné (modrd) orientovdna
proti sméru hodinovych rucicek, coZ umozni priblizeni vazebného mista pro ATP a histidinového zbytku ze stejné podjednotky homodimeru,
a tim padem probihd autofosforylace v ramci jedné podjednotky. Zobrazeno na histidinkindze HK853 T. maritima (PDB: 3DGE). Vytvoreno
v programu ChimeraX ver. 1.9.

2.1.3.3  Prenos fosforylové skupiny na RR

Nasledujicim krokem signalni transdukce dvoukomponentniho systému je fosfotransferazova
reakce, tedy preneseni fosforylové skupiny z histidinového zbytku kindzové domény
histidinkinazy na aspartatovy zbytek v Rec doméné RR. Aby se tento krok mohl odehrat, musi
dojit k interakci histidinkinazy s RR a k vzdjemnému pribliZzeni histidinového a aspartatového
zbytku. Jelikoz je tato interakce pouze prechodna, je velmi obtizné zachytit strukturu celkového
komplexu svysokym rozliSenim. Proto byla prozatim popsana struktura komplexu
histidinkindzy s prislusnym RR pouze u nékolika mélo zdstupct. Prikladem je komplex
histidinkinazy HK853 a RR468 Thermotoga maritima® nebo komplex histidinkinazy SpoOF a RR
SpoOB B. subtilis®4.
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Specifita interakce konkrétniho typu histidinkindzy s prislusnym RR je zajisténa typem
aminokyselinovych zbytkti, které se nachazeji v misté styku histidinkindzy a RR. Komplex
HK853:RR468 T. maritima pattici do skupiny histidinkindz prvni t¥idy slouzi jako model pro
popis interakci struktur proteinti ve dvoukomponentnich systémech. Hlavni interakce
je zprostredkovana a1 helixem a smyckou B5-a5 Rec domény RR, které jsou vloZeny mezi dva
a-helixy dimeriza¢ni domény histidinkinazy. Diky tomu se dostava histidinovy a aspartatovy
zbytek do bezprost¥edni blizkosti a miZe tak prob&éhnout fosfotransferdzova reakce (Obrazek 6,
¢4st A a B). Daldi struktury, které se podili na interakci proteintt jsou smycky B3-a3
a p4-a4 Rec domény RR, které interaguji s katalytickou doménou histidinkinazy. Také spolu
interaguji struktury C-termindlni c¢asti dimeriza¢ni domény histidinkindzy a propojeni

dimerizaéni a katalytické domény druhého monomeru (Obrazek 6, ¢4st B)®>.
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Obrdzek 6: Interakce histidinkindzy a RR ve dvoukomponentnim signalizacnim systému. A) Hlavni kontakt histidinkindzy a RR je
zprostredkovdn interakci al helixu a a5-85 smycky Rec domény RR s a-helixy dimerizacni domény HK. Diky tomu je umozZnéno pribliZzeni
histidinového a aspartdtového zbytku, mezi kterymi miZe probihat fosfotransferdzovad reakce. PDB: 3DGE. B) Model histidinkindzy HK853 a
RR468 T. maritima. Na modelu jsou barevné zndzornény kontakty jednotlivych struktur proteini po utvoreni komplexu HK853:RR468.
Vytvoreno v programu ChimeraX ver. 1.9 dle%.
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2.2 Proteinovy komplex AfGcHK:RR

Jednim ze zastupct dvoukomponentnich signaliza¢nich systémt je komplex histidinkinazy
AfGcHK a prislusného RR. AfGcHK je senzorovym proteinem, ktery detekuje molekuly kysliku
a umoznuje bakterii ur¢it, zda se nachazi v aerobnim ¢i anaerobnim prostfedi a podle toho
uzpusobit sv@j metabolismus. Molekuly kysliku jsou detekovany hemem navizanym
v globinové senzorové doméné histidinkindzy. Po prijeti signdlu dochazi k aktivaci
histidinkinazy, kterd vede k autofosforylaci na histidinovém zbytku v kindzové doméné
andsledné je fosforylova skupina prenesena na prislusny RR. Doposud byly identifikoviny
histidinkinazy obsahujici senzorové domény snavdzanym hemem, jakymi jsou napf. PAS
doména ¢i GAF doména, avsak AfGcHK je prvni identifikovanou histidinkinazou, jejiZ senzorova

doména obsahujici hem je tvorena globinovym motivem?.

2.2.1 Struktura AfGcHK a RR

Histidinkindza AfGcHK je tvorena globinovou senzorovou doménou umisténou na N-konci
a kindzovou doménou na C-konci proteinu®. Nach4zi se ve formé dimeru a v monomerni podobé
m4 molekulovou hmotnost 43 kDa>%. Globinovd doména je tvofena sedmi a-helixy (o1-o7)
a sedmi smy¢kami (S1-S7), sekven¢né se nejvice bliZi globinové doméné senzorového proteinu
Geobacter sulfurreducens (34% sekvenéni podobnost)%. Hydrofobni jddro domény je tvoreno
helixy a6, a7 a ¢astf helixu a4, pricemz helixy 06 a a7 se zaroven podili na tvorbé homodimeru
(Obrazek 7, ¢4st A, str. 23). Globinova doména je charakteristick4 svou schopnosti vazat molekulu
hemu. Vazebné misto pro hem je tvoreno helixy a2-a7, pricemz histidinovy zbytek Hisgg
z helixu o5 vytvari koordinaéni vazbu s iontem Zeleza hemu na proximaln{ strané a tyrosinovy
zbytek Tyr4s formuje distalni vazebné misto hemu (Obrazek 7, &ast B, str. 23). Distalni vazebné
misto hemu je tvoreno helixem a3 spolu se smyckami S3 a S4 a predstavuji nejvice flexibiln{
strukturu domény. Pravé vysoka flexibilita tohoto iseku umoznuje navazani molekuly plynu na
iont Zeleza z distalni strany®. Schopnost vazat molekuly plynu je vSak zavisld na redoxnim stavu
iontu zeleza v hemu. Pokud se iont Zeleza nachazi v Fe3*-OH" formé, utvari 6-koordinovany
nizko-spinovy komplex, kde jsou axidlnimiligandy Hisg9 na proximalni strané a molekula vody
nebo OH" iont na distaln{ strané (s molekulou vody ¢ OH- iontem interaguje zminé&ny Tyr4s).
Pokud je vSak iont Zeleza redukovan do stavu Fe?*, dochézi k utvoreni 5-koordinovaného vysoko-
- spinového komplexu, pricemz jako axialniligand ztistdva navazany pouze His99. V tomto stavu
je mozné, aby roli axidlniho ligandu z distalni strany zaujala pravé molekula plynu, konkrétné

kysliku ¢i oxidu uhelnatého (Obrizek 8. str. 25)>.
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vazebné misto hemu

globinova doména

Obrdzek 7: Struktura globinové senzorové domény proteinu AfGcHK. A) Senzorovd doména proteinu AfGcHK je tvorena globinovym
motivem, ktery se sklddd ze sedmi a-helixi (a1-a7). Helixy a6 a a7 se podileji na tvorbé homodimeru a mezi helixy a3, a4 a a5 se nachdzi
vazebné misto pro hem. B) Molekula hemu je v aktivnim misté navdzdna koordinacni vazbou mezi iontem Zeleza a aminokyselinovymi zbytky
His99 na proximdlni strané a Tyr45 na distdini strané (PDB: 50HE). Vytvoreno v programu ChimeraX ver. 1.9.

Strukturu celé histidinkindzy se doposud nepodatilo primymi metodami odhalit.
Na zdkladé homologniho modelovani spojeného metodou vodiko-deuteriové vymény
nésledovanou hmotnostni spektrometrii (HDX-MS) je pravdépodobné globinovd doména
spojena s kindzovou doménou dlouhou a velmi flexibilni smyckou, kterd je plné pristupna
rozpousStédlu a mé nestrukturovany charakter®. Kindzova doména je tvorena, podobné jako
tomu je i u dal$ich histidinkin4z (kapitola 2.1.1, str. 13), dvéma subdoménami, a to katalytickou
a dimeriza¢ni doménou. Katalytickou doménu celkové tvori tfi a-helixy a10-a12 a pét B-listti
B1-Bs5, pricemz helix a11 je umistén v hydrofobnim centru a vytvafi vazebné misto pro ATP.
Dimeriza¢ni doména je tvorena dvéma helixy a8 a 09 propojenymi smyckou, pricemz na helixu
a8 se nachazi histidinovy zbytek Hi83, na ktery je prendsSena fosforylova skupina vramci
autofosforyla¢ni reakce histidinkinazy. Jak vyplyva z ndzvu domény, helixy a8 a a9 se podileji na
formovani dimeru histidinkinazy tim, Ze vytvareji svazek Ctyr helixti spolu s dvéma helixy

druhého monomeru®.

2.2.1.1 Dimerizacni rozhrani AfGcHK

Kromé dimeriza¢ni domény se na formaci dimeru AfGcHK podili i globinova senzorova
doména svymi a6 a a7 helixy. Dimeriza¢ni rozhran{ globinové domény 1ze rozdélit na dvé ¢asti.

7 Y7

Prvnf{ ¢4st vyskytujici se v misté vzdalenéj$im od kindzové domény, zahrnuje predevsim van der
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Waalsovy interakce a vodikové vazby zprostredkované molekulami vody. Druhd ¢ast, ktera je
umisténa blize kindzové doméné, je tvorena primymi vodikovymi vazbami mezi atomy
aminokyselinovych zbytkdi dvou monomert histidinkindzy, dile hydrofobnimi interakcemi

VYevs v

a také vodikovymi vazbami zprostfedkovanymi molekulami vody. Prvni a vzdalenéjsi ¢ast je
diky celkové slabsim interakcim flexibilnéjsi nez ¢ast druh4, a proto v ni mohou probihat vétsi
strukturni zmény pfi prechodu mezi jednotlivymi konformaénimi stavy proteinuc®.
Pri porovnani krystalovych struktur dimeru a monomeru samotné globinové domény lze
pozorovat strukturni zmény v usporaddani helixQ a1, a6 a a7. Ve formé homodimeru se nachézi
tyrosinovy zbytek Tyris v helixu a1 v takové pozici, Ze je zanoten do vazebného mista obsahujici
hem v druhém monomeru. Avsak pokud je globinova doména ve formé monomeru, torzni tthel
Tyr1s je pozménén a dochazi k jeho oddéleni od vazebného mista druhého monomeru. Spolu
s tim dochézi i k relaxaci a zméné pozice celych helixti a1, a6 a a7. Dalezitou roli Tyris v tvorbé
homodimeru potvrdily i mutaéni studie, ze kterych vyplyva neschopnost utvorit dimer
globinové domény bez zminéného tyrosinového zbytku. Toto ovSem neplati v pripadé celkové
histidinkinazy, kter4 tvori homodimer i s mutovanym Tyr15, pravdépodobné kvili dodateé¢nym

interakcim kinazovych podjednotek monomert, ackoliv této podobé neni enzymové aktivni.

K histidinkin4ze AfGcHK pfislusi RR, ktery se skldda ze dvou Rec domén (Rec1 a Rec2)?
anachdzi se ve formé monomeru smolekulovou hmotnosti 27 kDa. Jednotlivé domény
strukturou odpovidaji obecné organizaci Rec domény (kapitola 2.1.2, str. 17). Celkem je RR tvoren
deviti a-helixy (01-a9) a deseti B-listy (B1-B10), které jsou propojeny dvaceti smy¢kami (S1-S20),

pricemz smycka S11 propojuje doménu Rec1 s doménou Rec2.
2.2.2 Pfenos signalu v komplexu AfGcHK:RR

Komplex AfGcHK:RR predstavuje signaliza¢ni systém, ktery umoziiuje bakteriim rozpoznat,
zda se nachézeji v prostredi s dostatkem kysliku, a na zdkladé toho mohou prizptisobit své
metabolické pochody. Prenos signalu mezi témito dvéma komponentami probihd néasledujicim
zpusobem. Nejprve dochézi k aktivaci histidinkindzy v senzorové doméné, pricemz aktivni
podobou proteinu je forma s navdzanym Fe3* iontem v hemu a také forma s Fe?* s navdzanou
molekulu kysliku ¢i oxidu uhelnatého? Aktivace histidinkindzy vede k autofosforyla¢ni reakei,
pti které je na histidinovy zbytek His183 v dimeriza¢ni doméné prenesena fosforylova skupina
z katalytické domény. Nésledné dochazi k prenosu fosforylové skupiny z AfGcHK na RR, ktery
obsahuje dva aspartatové zbytky, jenz mohou byt fosforylovany. Jedna se o Asps2 v Rec1 doméné
a Asp169 v Rec2 doméné (Obrazek 9, str. 26). Byly identifikovany celkem t¥i fosforylované formy

RR - monofosforylovana forma s fosfatem na Asps2, déle druhd monofosforylovand forma

24



2.2 Proteinovy komplex AfGcHK:RR 2 LITERARNI PREHLED

s fosfatem na Aspi69 a také difosforylovana forma s fosfiaty na obou zminénych aspartatovych
zbytcich. Doposud neni zcela objasnéno, vjakém poradi a jakym mechanismem dochazi

k fosfotransferdzové reakci z AfGcHK na RR2.

Jak bylo vyse zminéno, aktivita AfGcHK je zavisld na koordinac¢ni strukture hemu. Pokud
se iont Zeleza hemu nach4zi v Fe3*-OH- formé (iont Zeleza je 6-koordinovany), je histidinkin4za
aktivni a miZe dojit k autofosforyla¢ni a fosfotransferdzové reakci. Je-li viak iont Zeleza v hemu
redukovén na Fe** (iont Zeleza je 5-koordinovany), enzym se stava neaktivnim, aviak v této
podobé je schopen navazat molekulu kysliku ¢i oxidu uhelnatého, kterd pozméni koordinaéni
strukturu hemu (iont Zeleza se opét stdvd 6-koordinovany) a dojde k opétovné aktivaci
histidinkindzy (Obrazek 8)> Enzym je také aktivni v p¥ipadé navazani dal3ich ligand@ na iont
Zeleza, jedna se napriklad o formy Fe3*-CN-, Fe3*-imidazol®” a Fe3*-SH-%8. Pritomnost samotného
hemu jako takového je také nezbytné nutnd pro zachovini aktivity enzymu®. Studie
histidinkinazy obsahujici komplex protoporfyrinu IX, ve kterém byl iont Zeleza substituovan
iontem kobaltu, ukazala, Ze jesté vice nez na koordinac¢ni struktutre hemu zavisi na spinovém
stavu pFislu§ného iontu kovu. Pokud je iont kovu v nizko-spinovém stavu (formy Fe3*-OH,
Fe**-0,, Co>*-OH" a C0**-0,) je AfGcHK aktivni, a naopak ve vysoko-spinovém stavu (Fe> forma)

je enzym neaktivni®.

6-koordinovany nizko-spinovy 6-koordinovany nizko-spinovy
AKTIVNI AKTIVNI

Obrdzek 8: Schéma vazebného mista senzorové domény AfGcHK. Pokud se iont Zeleza nachdzi v Fe3+-OH" formé, kterd je 6-koordinovand a
vysoko-spinovd, dochdzi k aktivaci enzymu. Naopak v Fe?* (5-koordinované, vysoko-spinové) je enzym neaktivni, avSak po navdzdni molekuly
kysliku se Zeleznaty iont stdvd 6-koordinovanym nizko-spinovym, coZ vede k opétovné aktivaci enzymu. Vytvoreno v programech ChimeraX
ver 1.9.
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Pri prechodu zneaktivni do aktivni formy enzymu AfGcHK dochazi k pozménéni
struktury. Dle studiif HDX-MS probihd pfi pfechodu do neaktivni formy v histidinkinadze pohyb
podobny otevirani nizek, pri kterém pravdépodobné dochézi k oddéleni senzorovych domén
jednotlivych monomert od sebe, a zarovenn probihd i oddaleni katalytické domény
od dimerizaéni domény ve funkéni kindzové doméné&® (Obrazek 9). Tento pohyb senzorovych
domén miZe byt zptisoben zménami v dimeriza¢nim rozhrani senzorové domény. Jak bylo vyse
zminéno (kapitola 2.2.1, str. 22), pro utvofeni dimeru senzorové domény je nezbytné nutny Tyris.
Pokud je tyrosinovy zbytek mutovany za jiny alifaticky aminokyselinovy zbytek, senzorova
doména nenf schopna utvorit homodimer a navic absence Tyri5 v celé histidinkinaze zptisobi
jeji deaktivaci. Proto byl navrZen nasledujici model signdlni transdukce v AfGcHK. Prijeti
signélu senzorovou doménou (navizidni{ molekuly plynu na hem) m4 zanisledek zmény
v usporadani dimeriza¢nfiho rozhrani senzorové domény, které zahrnuje priblizeni senzorovych
domén. Tato zména struktury je nasledné dale Sitena do funk¢ni kindzové domény, ve které
dochazi k priblizeni katalytické domény k dimerizacni doméné, coz umozni probéhnuti

autofosforyla¢ni reakce’°.

k\

/ﬂ
@

senzorova
domeéna hem T
—~ (
H183 \) AQSZ ASp162

kinazova Sp
doména regulator
odpovédi

NEAKTIVNI AKTIVNi AKTIVNi

Obrazek 9: Schéma niizkového pohybu domén histidinkinazy AfGcHK pfi pfechodu z neaktivni do aktivni formy.
V neaktivni formé jsou od sebe senzorové domény jednotlivych monomert oddaleny, a zaroveri katalytické doména je oddélena
od dimerizacni domény. Pokud dojde k aktivaci enzymu navazanim molekuly kysliku, dochazi k pribliZeni senzorovych domén,
coZ vyusti'v Sifeni signalu do kinazové domény vedouci k pribliZzeni katalytické domény k dimerizaéni doméné. Diky priblizeni ATP
k histidinovému zbytku H183 je umoZnéna autofosforylacni reakce. Fosforylova skupina je nasledné pfenesena na aspartatové
zbytky RR.

Komplex AfGcHK:RR je tvoren homodimerem AfGcHK, na ktery je navazan pouze jediny
monomerni RR®. Z experimentd HDX-MS vyplyvé, Ze RR je v kontaktu s AfGcHK pouze svou
Rec1 doménou, konkrétné o1 helix RR interaguje s N koncem a9 helixu AfGcHK a as helix RR

interaguje s C koncem a8 helixu AfGcHK®. Presto, Ze RR interaguje s AfGcHK pouze svoji Rec1

26



2.2 Proteinovy komplex AfGcHK:RR 2 LITERARNI PREHLED

doménou, dochazi k fosforylaci aspartatovych zbytkt jak v Rec1 doméné, tak i v Rec2 doméné.
Je mozné, Ze Rec1 doména ma vyssi afinitu k AfGcHK neZ Rec2 doména, coz by odpovidalo
preferen¢ni fosforylaci Asps2 v Reci doméné pri kratkych inkubaénich ¢asech?. Zarovei je

mozné, Ze fosforylace Asps2 vyvold zménu struktury RR, coZ umozni lep$i pristup Rec2 domény

k AfGcHK®.
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3 CiLE PRACE
Cile predkladané diplomové prace jsou nasledujici:

- priprava rekombinantnich proteind AfGcHK a RR snavdzanou histidinovou kotvou
(His tag) a proteinu AfGcHK s kotvou tvofenou proteinem vézajicim maltézu (MBP tag,

z angl. maltose-binding protein)

— ovéreni enzymové aktivity komplexu AfGcHK:RR zahrnujici autofosforylacni reakci

v AfGcHK nésledovanou fosfotransferazovou reakei z AfGcHK na RR

- vytvoreni teoretického modelu komplexu AfGcHK:RR v programu AlphaFold3 pro nésledné

porovnani s experimentdlnim modelem komplexu
— urcenf struktury proteinového komplexu A/GcHK:RR pomoci kryoelektronové mikroskopie
s cilem identifikovat zptsob interakce mezi AfGcHK a RR, a z toho vyplyvajici mechanismus

fosfotransferazové reakce

— urceni struktury homodimeru AfGcHK-MBP tag pomoci kryoelektronové mikroskopie

s cilem identifikovat strukturu celé histidinkinazy AfGcHK
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4 MATERIAL A PRISTROJE
4.1 Pouzité chemikalie
2-merkaptoethanol

3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio] -
-1-propansulfonit (CHAPSO)

adenosintrifosfat (ATP)
akrylamid

ampicilin

Amylose resin

Bacto Tryptone

Bacto Yeast Extract
bromfenolovd modr

chlorid draselny

chlorid hote¢naty

chlorid sodny
dihydrogenfosfore¢nan draselny
dimethylsulfoxid (DMSO)
dodecylsiran sodny (SDS)
fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
glycerol

glycin

hemin

hydrogenfosfore¢nan draselny
InstantBlue Protein Stain

imidazol
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Fluka (Svycarsko)

Sigma-Aldrich (USA)

Sigma-Aldrich (USA)

Fluka (Svycarsko)

Roche (Svycarsko)

New England BioLab (USA)
Oxoid (USA)

Oxoid (USA)

Lachema (Cesk4 republika)
Lach-ner (Cesk4 republika)
Lach-ner (Ceska republika)
Lach-ner (Ceska republika)
Lach-ner (Cesk4 republika)
Lach-ner (Cesk4 republika)
Fluka (Svycarsko)

Serva (Némecko)

Lach-ner (Ceska republika)
Penta (Ceska republika)
Sigma-Aldrich (USA)
Lach-ner (Cesk4 republika)
Expedeon (Velk4 Britdnie)

Lachema (Ceska republika)
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4 MATERIAL A PRISTROJE

isopropyl-B-D-1-thiogalaktopyranosid (IPTG)
kmen BL-21 (DE3) E. coli

kyselina chlorovodikova

kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA)
Luria-Bertani Broth (LB médium)
Luria-Bertani Agar (LB agar)

lysosym

N,N’-methylen-bis-akrylamid (BIS)
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (TEMED)
peroxodisiran amonny

plasmidy:
pET-21c(+)/ AfGcHK-His tag
pET-21c(+)/RR-His tag
pMal-cse/ AfGcHK-MBP tag

Precision Plus Protein Unstained Standard
TALON Superflow
tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)

uranylacetat
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Sigma-Aldrich (USA)
Stratagen (USA)

Lach-ner (Cesk4 republika)
Lachema (Ceska republika)
Carl Roth (N&mecko)

Carl Roth (Némecko)

Fluka (Svycarsko)

Fluka (Svycarsko)
Sigma-Aldrich (USA)
Lachema (Cesk4 republika)

laboratot prof. Toru Shimizu, PhD.,

Univerzita Tohoku v Sendai, Japonsko

Bio-Rad (USA)
GE Healthcare (USA)
Fluka (Svycarsko)

EM Sciences (USA)
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4 MATERIAL A PRISTROJE

4.2 Pouzité pristroje
analytické vahy

autoklavy

centrifugaé¢ni filtr

centrifugy

elektroforetickd aparatura

elektronovy mikroskop
filtr

chromatograficka kolona

chromatograficka kolona s fritou
chromatograficky systém

inkubatory

kahan
kamera

kfemennd kyveta

laboratorni vahy

lamindrni box

magnetickd michacka

mrazici komora

mrizky pro kryoelektronovou mikroskopii

PELCO Glow Discharge systém

ER-120A, A&D

Microjet, Enbio Technology
MLS-3781L, PHCbi

Amicon Ultra, Merck Millipore
Allegra X-30R, Beckman Coulter
Avanti JXN-26, Beckman Coulter
Mini-PROTEAN Tetra Cell, Bio-Rad
JEM-2100Plus, JEOL

Millipore Express PLUS 0,22 pm, Merck
Superdex 200 increase 10/300 GL, GE
Healthcare

Econo-Column, Bio-Rad

AKTAprime plus, GE Healthcare
Mini Dry Bath, MD-MINI, Major Science
ES-60 Incubator Shaker, MIULab
IB-01E, Schoeller Instruments
Gasprofi 2 SCS, WLD-TEC
TemCam-XF416 4K CMOS, TVIPS
High Precesion Cell, Quartz Suprasil,
Hellma Analytics

440-35N, KERN

HM-200, A&D Instruments

BIO 126, Labox

C-MAG MS 7, IKA

VARIOMAG Electronicrithrer MONO,
H + P Labortechnik

Vitrobot Mark IV, Thermo Fisher Scientific

karbonovéa Cu mfizka (300 mesh, 2 um),
UltrAuFoil (R 1,2/1,3, 300 mesh) Quantifoil

PELCO easiGlow, Ted Pella Inc.
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rotacni trepacka Chemos Group
skener Perfection V550 Photo, Epson
spektrofotometry Cary 60, UV-VIS, Agilent Technologies

DS-11, DeNovix

stolnf centrifuga Mini centrifuge C1301, Labnet
trepacka Multritron Pro, Infors HT
ultracentrifuga Optima XPN-90 Ultracentrifuge,

Beckman Coulter
ultrazvukovy homogenizator Sonopuls HD 3100, sonda KE 76, Bandelin

vortex MS1 Minishaker, IKA
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5 MEeToODY

5.1 Priprava rekombinantnich proteinii AfGcHK-His tag, AfGcHK-MBP tag a RR-His tag
5.1.1 Priprava agarovych ploten pro kultivaci bunék

Roztok LB agaru o koncentraci 40 g/l byl nejprve sterilizovan v mikrovilnném autokldvu
(Microjet, Enbio Technology) p¥i 121 °C po dobu 20 minut a poté byl temperovén na teplotu
priblizné 5o °C. Nésledné byl v lamin4drnim boxu (BIO 126, Labox) roztok LB agaru preveden
do sterilni zkumavky Falcon a bylo do néj priddno antibiotikum ampicilin tak, aby vysledna
koncentrace ampicilinu vroztoku ¢inila 100 pg/ml. Vyslednd smés byla ve zkumavce
promichédna a prevedena na sterilni Petriho misky v mnoZstvi 10 ml roztoku na jednu misku.

Misky s LB agarem byly ponechdny v lamindrnim boxu pri laboratorni teploté po dobu 1 hodiny.

5.1.2 Transformace bunék E. coli BL-21 (DE3) a jejich nasledna kultivace

ZmraZené buiiky E. coli BL-21 (DE3) spolu s plasmidy pET-21c(+)/AfGcHK-His tag (118 ng/ul),
pMal-cse/AfGcHK-MBP tag (113 ng/wl) a pET-21c(+)/RR-His tag (128 ng/ul) byly ponechény
temperovat na ledu p¥i laboratorni teploté. V laminarnim boxu (BIO 126, Labox) byla suspenze
bunék E. coli BL-21 (DE3) prevedena do ¢tyt sterilnich mikrozkumavek Eppendorf po 25 ul. Déle
bylo k suspenzi bunék priddno 5ul prislusného plasmidu tak, aby kazdd mikrozkumavka
obsahovala buriky a jeden typ plasmidu. Do posledni mikrozkumavky nebyl k suspenzi bunék
pridan zadny z plasmidd, a tudiz slouzila jako kontrola. Obsah mikrozkumavek byl promichan
a vysledné suspenze byly ponechiny v mikrozkumavkach na ledé po dobu 30 minut. Poté byl
proveden teplotni S0k, a to inkubaci suspenze bunék v termostatu pti 42 °C po dobu 45 sekund

(myBlock, Mini Dry Bath, Benchmark) a naslednym ochlazenim smési na ledu po dobu 5 minut.

Do ptipravené suspenze bunék s plasmidy (v ptipadé kontroly bez plasmiduy), jeZ prosly
teplotnim $okem, bylo v lamin4rnim boxu p#id4no 250 pul LB média (koncentrace 25 g/1, predem
sterilizovdno v autokldvu Microjet, Enbio Technology p#i teploté 121 °C po dobu 20 min). Smés
byla promichdna a ponechéna inkubovat p#i 37 °C po dobu 60 minut (ES-60 Incubator Shaker,
MIULab). Po uplynutf této doby byla smés z mikrozkumavek pfevedena na pfipravené plotny
obsahujici LB agar a ampicilin a nasledné byla sterilni hokejkou rovnomérné rozprostrena
po celé plose. Po vsdknuti roztoku do agaru byly Petriho misky uzavfeny vikem, zajistény
parafilmem a dnem vzhiiru inkubovany pti teploté 37 °C po dobu 18 h (IB-o1E, Schoeller
Instruments). Po inkubaci byly plotny s transformovanymi buitkami uchovény v chladniéce

pro dalsi pouziti.
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5.1.3 Exprese proteinl AfGcHK-His tag, AfGcHK-MBP tag a RR-His tag

Pro expresi zminénych proteint byla pouzita vZdy pouze jedna kolonie transformovanych
bunék E. coli BL-21 (DE3) (kapitola 5.1.2, str. 33). Od kaZdého typu plasmidu byla vybrdna
izolovana kolonie bunék a vlamindrnim boxu byla sterilnim paratkem prenesena do sterilnf
zkumavky typu Falcon obsahujici 5ml roztoku LB média (25 g/l, pfedem sterilizovano
v autokldvu Microjet, Enbio Technology pfi teploté 121 °C po dobu 20 min) a 5 pl ampicilinu
(o vysledné koncentraci 100 pg/ml). P¥ipravena smés byla inkubovéna p¥i 37 °C a 200 ota¢kach
za minutu (RPM, z angl. revolutions per minute) po dobu 18 hodin (ES-60 Incubator Shaker,

MIULab).

V dal$im kroku byly pfipravené bunétné kultury preneseny a kultivovany v Terrific
Broth médiu (TB médium). Toto médium bylo pFipraveno smichdnim Bacto Yeast Extract
o vysledné koncentraci 24 g/l a Bacto Tryptone o vysledné koncentraci 12 g/l, poté bylo
prevedeno po 500 ml do velkych Erlenmeyerovych banék, jejichz hrdlo bylo uzavieno alobalem.
Tato smés byla nésledné sterilizovdna v autokldvu p#i teploté 121 °C po dobu 20 minut (MLS-
-3781L, PHCbi) a poté k ni byl pfiddn pr¥edem prefiltrovany roztok dihydrogenfosfore¢nanu
draselného (o vysledné koncentraci 0,017 M), hydrogenfosfore¢nanu draselného (o vysledné
koncentraci 0,072 M) a glycerolu (o vysledné koncentraci 0,4 % (v/v)). Do kazdé batiky obsahujici
500 ml sterilntho TB média bylo nésledné p¥idéano 500 ul ampicilinu (vyslednd koncentrace
100 pg/ml) a také 250 pl buné&éné kultury transformované p¥islusnymi plasmidy (kapitola 5.1.2,
str. 33 a predchozi odstavec). Vyslednd suspenze byla inkubovéna na t¥epaéce (Multritron Pro,
Infors HT) pti 37 °C a 180 RPM do okamZiku, kdy se opticka densita roztoku p¥i vinové délce 600
nm pohybovala v rozmezi 0,6 aZ 1,2 (Cary 60, UV-VIS, Agilent Technologies). Po dosaZenf t&chto
hodnot byla sniZena teplota na 15 °C a otacky na 140 RPM. Néasledné byla v bunikach indukovana
exprese genti pro prislusné rekombinantni proteiny pfidanim 100 pl isopropyl-p-D-1-
-thiogalaktopyranosidu (IPTG) o vysledné koncentraci 0,1 mM. Takto pfipravené bun&iné
kultury s aktivni expresi prislusného proteinu byly inkubovany pfi 15 °C, 140 RPM po dobu
20 hodin (Multritron Pro, Infors HT).

Na zavér byly buné¢né suspenze podrobeny centrifugaci pti 4 °C, 6 500 RPM, po dobu
20 minut (Optima XPN-9o Ultracentrifuge, Beckman Coulter). Vytvorend bunéénd peleta byla
prevedena do zkumavky typu Falcon, urcena jeji hmotnost pro vypocet hodnoty vytézku bunék

(ER-120A, A&D) a uchovana pti teploté -80 °C pro dali pouZiti.

34



5.1 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace proteint AfGcHK-His tag, AfGcHK-MBP tag a RR-His tag 5 METODY

5.1.4 lzolace protein( AfGcHK-His tag, AfGcHK-MBP tag a RR-His tag

Pripravené bunécné kultury obsahujici prislusné proteiny byly ponechiny rozmrznout
pti laboratorni teploté a ndsledné resuspendovény pufrem v poméru 1:4 (butiky:resuspendaéni
pufr) obsahujicim 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 100 mM chloridu sodného, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF
a 0,2 mg/ml lysosymu. Vysledné resuspendovand buné¢na suspenze byla prevedena do kadinky,
umisténa na led a za stdlého michdn{ na magnetické michaéce (C-MAG MS 7, IKA) byly buitky
nasledné rozruseny ultrasonikaci (Sonopuls HD 3100, sonda KE 76, Bandelin). Ultrasonikace
bunék byla providéna samplitudou 55 %, vSesti minutovych intervalech prerusenych

45s prestavkami.

Déle byl do bunécného homogenizatu pridan 5 mM roztok heminu v DMSO v takovém
mnozstvi, aby jeho vysledna koncentrace ¢inila 300 pM. Za stalého michdni na magnetické
michaéce (VARIOMAG Electronicrithrer MONO, H + P Labortechnik) byla ptipraveni smés
inkubovana v chladové mistnosti pfi 4 °C po dobu 20 minut. Po dokoncenf inkubace s heminem
byla provedena centrifugace (ultracentrifuga Optima XPN-9o Ultracentrifuge, rotor 7o Ti,
Beckman Coulter) p#i 4°C, 55000 RPM po dobu 70 minut. Po ultracentrifugaci bylo
ze supernatantu odebrano 100 pl vzorku pro pozdéjsi provedeni diskontinuélni elektroforézy

v polyakrylamidovém gelu v p#{tomnosti dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE, z angl. sodium

dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis) (vzorek ¢&. 1, kapitola 5.3).

V nasledujicim kroku byla pouzita afinitni chromatografie pro selekci pripravovanych
proteind. Jako afinitni nosié pro proteiny s histidinovou kotvou (AfGcHK-His tag, RR-His tag) byl
pouZit TALON SuperFlow (GE Healthcare) a pro protein s MBP kotvou (AfGcHK-MBP tag) byl
pouZit Amylose Resin (New England BioLabs). Oba typy afinitnich nosi¢d byly nejdfive
ekvilibrovany pufrem A obsahujicim 50 mM Tris-HCI (pH 8,0) a100 mM NaCl. Proces ekvilibrace
zahrnoval dikladné promichani nosi¢e a prevedeni 3 ml suspenze daného afinitnfho nosice
do zkumavky typu Falcon. Nasledné byla provedena centrifugace pfi 4 °C a 200 RPM po dobu
2 minut (Allegra X-30R Centrifuge, rotor SX4400 spolomérem 10,1 cm, Beckman Coulter).
Oddéleny supernatant byl odebrin a do zkumavky bylo priddno takové mnozstvi pufru A,
aby byl s nosicem v poméru 1:1, v tomto pripadé 1,5 ml. Cely proces centrifugace, odstranéni
supernatantu a pridani pufru A byl opakovan celkem trikrat. Takto ekvilibrovany afinitni nosié
byl smichan se supernatantem obsahujicim prislusny izolovany protein a inkubovan pti 4 °C
za stdlého michani na rota¢ni tfepadce (Chemos Group) po dobu 1 hodiny. Po skonéen{ inkubace
byla smé&s aplikovdna na chromatografickou kolonu s fritou (Econo-Column, Bio-Rad), kterd byla

predem promyta deionizovanou vodou. Z proteklého eluatu bylo odebrano dalsich 100 pl vzorku

35



5.1 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace proteint AfGcHK-His tag, AfGcHK-MBP tag a RR-His tag 5 METODY

na SDS-PAGE elektroforézu (vzorek ¢&. 2, kapitola 5.3). Nasledné byla kolona promyta 50 ml pufru
A a poté byly proteiny eluovany 15 ml elu¢niho pufru. V pripadé proteint s histidinovou kotvou
obsahoval elu¢ni pufr 5o mM Tris-HCl (pH 8,0), 100 mM chloridu sodného a 200 mM imidazolu;
pro proteiny s MBP tagem elu¢ni pufr obsahoval 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 100 mM chloridu
sodného a 10 mM maltézy. Z vysledného eludtu obsahujici prislusné proteiny AfGcHK-His
tag/MBP tag ¢i RR-His tag bylo odebrano 100 ul vzorku pro SDS-PAGE elektroforézu (vzorek ¢. 3,
kapitola 5.3).

Vdalsim kroku bylo potfeba eluat zafinitni chromatografie o objemu 15 ml
zakoncentrovat. Odebrany eludt byl pfeveden do kyvet s centrifugaénim filtrem (Amicon Ultra,
Merck Millipore), jejichZ typ byl zvolen podle molekulové hmotnosti proteinti. Pro AfGcHK-His
tag a AfGcHK-MBP tag byly pouzity filtry Amicon, které nepropousti latky vétsi 30 kDa
aproprotein RR-His tag byly pouzity filtry slimitem 10 kDa. Roztok vkyvetach byl
centrifugovan p#i 4 °C a 4 000 RPM po dobu 2 minut (Allegra X-30R Centrifuge, rotor SX4400
s polomérem 10,1 cm, Beckman Coulter) a poté byl promich4n. Tento cyklus byl opakovan, dokud

nebyl roztok proteinu zakoncentrovan na kone¢ny objem 500 ul.

Findlnim separa¢nim krokem bylo provedeni gelové permea¢ni chromatografie
(chromatograficky systém AKTAprime plus, kolona Superdex 200 increase 10/300 GL,
GE Healthcare). Nejd¥ive bylo potfebné pfed samotnou separaci vykonat pfipravu. VSechny
roztoky pouzivané jako mobilni faze byly sterilizovany v autokldvu pfi 121 °C po dobu 20 minut
(MLS-3781L, PHCbi) a prefiltrovdny (Millipore Express PLUS 0,22 wm, Merck). N4sledné byl
promyt systém hadicek, néstfikové smycky a sbérace frakci deionizovanou vodou a poté
roztokem mobiln{ faze obsahujici 20 mM Tris-HCl (pH 8,0) a 150 mM chloridu sodného. Déle byla
nasazena a promyta kolona (Superdex 200 increase 10/300 GL, GE Healthcare) ptiblizné 5o ml
mobilni faze s pritokem 0,2 ml/min a tlakem 1 MPa. Priprava byla zavrsena filtraci roztoku
proteinu pres filtr s membranou o velikosti pért 0,22 pM (Millipore Express PLUS 0,22 um,
Merck). Vzorek proteinu o objemu 500 pl byl pies nasttikovou smyc¢ku vpraven na kolonu,
prutok mobilni faze byl nastaven na o,5 ml/min a hodnota tlaku se pohybovala kolem 1 MPa.
Po cely proces chromatografie byly zaznamenaviany hodnoty absorbance pti vinové délce
280 nm, v bodé nejvyssich namérenych hodnot absorbance byly sbirany jednotlivé frakce eluatu
o objemu o,5 ml. Tyto frakce obsahujici izolovany protein byly po ukonc¢eni chromatografie
sloueny a nésledné opét zakoncentrovany v kyvetdch s centrifuga¢nim filtrem (Amicon Ultra,
Merck Millipore) na finalni objem 250 ul (postup totozny jako pii zakoncentrovavéani proteinu

po afinitni chromatografii, viz strana 35). Na zavér byl vysledny roztok obsahujici proteiny
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rozdélen na alikvéty o objemu 5 ¢i 10 pl, které byly zamrazeny vkapalném dusiku a poté
uchovany v mrazaku pri teploté -8o °C. V pripadé proteinu AfGcHK-MBP tag byly frakce
obsahujici protein detekovany vizudlné, jelikoz nebyl dostupny zdznam z detekéniho zarizeni.
U téchto frakci byla zmérena koncentrace a frakce s nejvyssi koncentraci byla odebrana a ihned

pouzita pro pripravu preparatu na kryoelektronovou mikroskopii.

5.2 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace proteinli AfGcHK-His tag, AfGcHK-MBP tag
a RR-His tag

Pro stanoveni koncentrace prislusného proteinu v roztoku findlniho preparatu bylo vyuzito
spektrofotometrické stanoveni absorbance proteintt pri vlnové délce 280 nm
na spektrofotometru DS-11, DeNovix za pouZiti metody ,Protein A280“ Jako blank byla pouZita
mobiln{ fize z gelové permeaéni chromatografie obsahujici 20 mM Tris-HCl (pH 8,0) a 150 mM
chloridu sodného. Poté byl na detekéni plochu pristroje nanesen vzorek roztoku proteinu
oobjemu 2 pl a byla zméfena jeho absorbance. Z naméfenych hodnot absorbance pti vlnové

délce 280 nm byla vypocitana koncentrace proteinu dle Lambert-Beerova zdkona:

Azg0 |

Cprot =

€280l

kde ¢, predstavuje hmotnostni koncentraci proteinu (mg/ml), A, je absorbance roztoku
pti vlnové délce 280 nm, &,5,znadi moldrni absorpéni koeficient pti vlnové délce 280 nm (€5,
AfGcHK His tag = 35410 M*cmr?, €50 afscHk MBP tag = 101 760 M cm”, &5 xR His tag = 2 980 Mcnr),
loznatuje optickou drahu paprsku svétla (/= 0,05 cm) a M predstavuje molekulovou hmotnost
proteinu (g/ mol), (MAK;CHKHis tag = 42 763 g/ mol, Mugcux-msp tag = 84 968 g/ mol, Mgy mis tag = 26 674
g/mol). Hodnoty teoretickych molekulovych hmotnosti a moldrnich absorpénich koeficientl
byly stanoveny pomoci aplikace Expasy - ProtParam?” s vyuzitim aminokyselinovych sekvenci

danych proteint ziskanych z databdze UniProt”.

5.3 Diskontinualni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného

(SDS-PAGE)

Pro provedeni SDS-PAGE byla pouzita elektroforetickd aparatura Mini-PROTEAN Tetra Cell,
Bio-Rad. Do aparatury byla vloZena c¢istd skla, kterd byla nasledné naplnéna roztokem
pro pripravu 10% separaéniho gelu obsahujici 6,7 ml pufru B (0,1% w/v SDS, 375 mM Tris-HCI,
pH 8,8), 3,3 ml polymera¢niho roztoku B (30% wy/v akrylamid, 0,8% w/v BIS v pufru B),
10 Wl TEMED a 100 pl peroxodisiranu amonného (koncentrace 100 mg/ml). Tato smés byla

prevrstvena deionizovanou vodou, kterd byla mezi skly ponechana do ukonceni polymerizace
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roztoku a vytvofen{ gelu (p#iblizné 35 minut). Po uplynuti doby byla voda odstranéna
a na separacni gel byl navrstven roztok pro pripravu 4% zaostrovaciho gelu obsahujiciho 3,5 ml
pufru C (0,1 % w/v SDS, 125 mM Tris-HCl, pH 8,8), 533 ul polymeriza¢niho roztoku C (30 % w/v
akrylamid; 0,8 % w/vBIS v pufru C), 4 ul TEMED a 80 pul peroxodisiranu amonného (koncentrace
100 mg/ml). Do roztoku pro p¥ipravu zaostfovaciho gelu byl vloZen hieben na vytvofeni jamek
urCenych pro aplikaci vzorklt do gelu. Po ukonceni polymerizace roztoku a vytvoreni
zaostrovaciho gelu byla aparatura se skly vloZena na elektroforetické vany, ktera byla naplnéna

elektrodovym pufrem obsahujici 0,1% w/vSDS, 0,192 mol/l glycinu, 0,025 mol/1 Tris-HCI (pH 8,3).

Odebrané vzorky b&hem izolace pFislusnych proteint (kapitola 5.1.4) a vzorky finélnich
preparati byly pripraveny pro SDS-PAGE naredénim deionizovanou vodou a smichanim se
4x koncentrovanym redukujicim vzorkovym pufrem (8 % w/vSDS, 250 mM Tris-HCl, pH 6,8, 20
% v/v2-merkaptoethanol; 40 % v/vglycerol, 0,008 % w/vbromfenolovd modf). Vysledné slozeni

pripravenych vzorkt je uvedeno v tabulce 1.

Tabulka 1: SloZeni vzorkii z izolace proteini pro SDS-PAGE.

. Objem Objem Hmotnost
Objem vzorku L . . .
Vzorek m deionizované vzorkového proteinu
H vody [ul] pufru [ul] v jamce [pg]

Vzorgk c 1: Supernate?nt . 25 5,0 25 i
proteinu po ultracentrifugaci
Vzorgk ¢.2: N.ez.aclhycen.ew 7.5 0 25 i
proteiny na afinitnim nosici
Vzorek €. 3 Eluat prgte!nu 25 5.0 25 i
zachycenych na afinitnim nosici

. s , 0,5 3,25 1,25 1
P 1 o0 zm
P & 2 13,00 5,00 4

Poté byly vzorky promichany, inkubovany pti teploté 100 °C po dobu 5 minut (Mini Dry Bath,
MD-MINI, Major Science) a kratce stofeny na centrifuze (Mini centrifuge C1301, Labnet).
Z pripravenych polyakrylamidovych gel byl vyjmut hieben a do vzniklych jamek byly
naneseny vzorky po 10 pl a do jedné z jamek také 10 pl standardu (Precision Plus ProteinTM
Unstained Standard). Poté byla zah4jena SDS-PAGE ptipojenim aparatury ke zdroji o napéti
200V (PowerPac Basic Power Supply, Bio-Rad) a takto byla ponechéna po dobu 70 minut.
Po ukonceni byl gel prenesen do roztoku InstantBlue Protein Stain, kde probihalo barveni
proteint po dobu 1hodiny. Poté byly gely z barvici 1dzné vyjmuty, oplachnuty deionizovanou

vodou a nasledné vloZeny na 1 hodinu do deionizované vody pro Uplné vymyti zbytkové
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nezachycené barvy. Nakonec byl porizen obrazovy zdznam geld pro budouci vyhodnoceni
(Perfection V550 Photo, Epson). Zavérem byla identickym zptisobem provedena SDS-PAGE vSech
tfi findlnich prepardtd proteint, které byly smichdny s deionizovanou vodou a vzorkovym
pufrem tak, aby vyslednd hmotnost proteinu v jamce ¢inila 2 pg. Ze zdznamu této analyzy byla
denzitometricky stanovena cistota findlnich preparati proteinti AfGcHK-His tag, RR-His tag

a AfGcHK-MBP tag pomoci programu Image].

5.4 Analyza mechanismu pfenosu signalu v komplexu AfGcHK:RR pomoci Phos-tag elektroforézy

Pro studium interakce proteinu AfGcHK s jeho interak¢énim partnerem RR byla provedena Phos-
tag elektroforéza. Do elektroforetické aparatury Mini-PROTEAN Tetra Cell, Bio-Rad byla
vloZena ¢ista skla a nasledné byla naplnéna roztokem pro pripravu 10% separacniho Phos-tag
gelu obsahujiciho 3,3 ml pufru B (0,1% w7/v SDS, 375 mM Tris-HCl, pH 8,8), 1,7 ml polymeraé¢niho
roztoku B (30% w/v akrylamid, 0,8% wy/v BIS v pufru B), 10 pl chloridu manganatého
(o koncentraci 100 mM), 38 pl roztoku Phos-tag (o koncentraci 5 mM), 5 ul roztoku TEMEDu
a 50 pl peroxodisiranu amonného (o koncentraci 100 mg/ml). Roztok pro p¥ipravu separa¢niho
gelu byl prevrstven deionizovanou vodou a ponechan po dobu 30 minut pfi laboratorni teploté
do ukonéeni polymerizace a vytvoreni gelu. Vrstva vody byla ndsledné odstranéna a jeji prebytky
byly z prostoru mezi skly odsaty filtra¢nim papirem. Poté byl na separa¢ni gel navrstven roztok
pro piipravu 4% zaostiovaciho gelu obsahujictho 1,7 ml pufru C (0,1 % w/vSDS, 125 mM Tris-HCl,
pH 8,8), 267 ul polymera¢niho roztoku C (30% wy/v akrylamid, 0,8% w/v BIS v pufru C),
2 ul TEMEDu a 40 pl persiranu amonného (o koncentraci 100 mg/ml). Do roztoku pro p¥ipravu
zaostrovaciho gelu byl vlozen hteben za ticelem utvoreni jamek slouzicich pro nanaseni vzorkda,
a poté byl roztok ponechén pti laboratorni teploté po dobu 45 minut do ukonceni polymerizace
a vytvoreni gelu. Po uplynuti této doby byla skla obsahujici pripravené gely umisténa

do elektroforetické aparatury.

Nésledujicim krokem byla pfiprava proteinového komplexu AfGcHK:RR smichidnim
roztokll proteint A/GcHK a RR (oba o vysledné koncentraci 10 M), 1 ul Tris-HCI (koncentrace
1M, pH 8,0), 2 pl chloridu draselného (koncentrace 0,5 M) a 1 pl chloridu hotfe¢natého
(koncentrace 100 mM) tak, aby objem vysledné smési byl 19 pl. Takto pfipravend smés byla
inkubovana p¥i 20 °C po dobu 5 minut a poté byl do smési p¥idan roztok 1 wl ATP (koncentrace
100 mM) pro zapoéeti fosfotransferové reakce. Vysledné koncentrace jednotlivych slozek smési
byly nésledujici: 50 mM Tris-HCl (pH 8,0), 50 mM chloridu draselného, 5 mM chloridu
hore¢natého, 1 mM ATP. Celkem bylo pripraveno 10 mikrozkumavek, z nichz kazd4 obsahovala

20 pl pripravené smési s probihajici fosfotransferazovou reakci. V ¢asech 0 min, 0,5 min, 1 min,
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2 min, 5 min, 10 min, 20 min, 30 min, 40 min a 60 min od pocatku reakce byly postupné
vjednotlivych mikrozkumavkach ukonceny reakce pridinim 10 pl terminaéniho pufru
obsahujiciho 0,25M Tris-HCl (pH 8,0), 4% (w/v) SDS, 20% (v/v) 2-merkaptoethanol, 40% (v/v)
glycerol, 0,004% (w7v) bromfenolovou mod¥. Vzorek obsahujici terminaéni pufr byl inkubovan

pri 60 °C po dobu 5 minut a poté byl temperovéan na laboratorni teplotu.

Z predem pripraveného polyakrylamidového gelu obsahujiciho SDS a Phos-tag byl vyjmut
hteben a do utvorenych jamek byly naneseny vzorky proteinového komplexu AfGcHK:RR,
u nichz probihala fosfotransferdzova reakce po uréitou dobu. Elektroforeticka aparatura byla
pfipojena ke zdroji s nastavenym napétim 200 V (PowerPac Basic Power Supply, Bio-Rad) a takto
byla ponechdna po dobu 50 minut, dokud vzorky nedoputovaly ke spodni hranici gelu.
Po ukonceni elektroforézy byl gel vyjmut ze skel, oplachnut deionizovanou vodou a néasledné
ponotfen do barvici 14zné roztoku InstantBlue Protein Stain. Za stdlého michédni byl gel
inkubovan v barvici 14zni po dobu 60 minut a poté byl opldchnut a ponofen do deionizované
vody po dobu dal$ich 60 minut. Na z4vér byl pofizen obrazovy zdznam gelu pomoci skeneru

Perfection V550 Photo, Epson.

Pro srovnéni byla provedena druha obdobna analyza s totoZnym pracovnim postupem
jako v pripadé Phos-tag elektroforézy, ve které byl v roztoku pro pfipravu gelu chlorid

manganaty nahrazen chloridem hote¢natym (ve stejném mnoZstvi a koncentraci).

5.5 Modelovani struktury komplexu AfGcHK:RR pomoci programu AlphaFold3

Jelikoz doposud nebyla odhalena struktura celé histidinkindzy AfGcHK ani komplexu
AfGcHK:RR, bylo provedeno teoretické modelovani struktury za pomoci nejnovéjsi verze
programu AlphaFolds, ktery je schopen predikovat strukturu nejen samostatnych proteint, ale
i proteinovych komplexd”. Jako vstupni hodnoty byly zaddny aminokyselinové sekvence
proteint AfGcHK a RR, pricemz histidinkinaza AfGcHK v podobé dvou kopif a RR v jedné kopii,
aby byl zachovén zjist&ny stechiometricky pomér 2:1%. Dale byla vloZena molekula hemu (opét
ve dvou kopiich) jako ligand senzorové domény histidinkinazy. Vysledek byl graficky zpracovan

pomoci programu ChimeraX ver. 1.9.
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5.6 Kryoelektronova mikroskopie komplexu AfGcHK:RR a proteinu AfGcHK-MBP tag
5.6.1 Priprava vzorkl pro kryoelektronovou mikroskopii

Pred samotnou elektronovou mikroskopii bylo potfeba pfipravit komplex proteini AfGcHK
a RR. K pripravé komplexu byly pouZity proteiny ihned po zavére¢ném kroku jejich izolace nebo
byly pouzity jiz zamrazené roztoky proteinti, které byly ponechdny roztat naledu ptilaboratorni
teploté. Komplex AfGcHK:RR byl pfipraven smichanim proteint AfGcHK-His tag a RR-His tag
vmoldrnim poméru 2:1 a nésledné byla provedena gelovd permea¢ni chromatografie
(chromatograficky systém AKTAprime plus, kolona Superdex 200 increase 10/300 GL,
GE Healthcare). V ptipadé samotného proteinu AfGcHK-MBP tag byla provedena také gelova

permeacni chromatografie dle nasledujiciho postupu.

Roztoky mobilni faze a deionizované vody byly sterilizovany v autoklavu pri 121 °C
po dobu 20 minut (MLS-3781L, PHCbi) a ptefiltrovany (Millipore Express PLUS 0,22 pum, Merck).
Poté byl promyt deionizovanou vodou a mobiln{ fz{ (20 mM Tris-HCI (pH 8,0) a 150 mM NaCl)
systém hadicek, nasttikové smycky a sbérace frakci. Nasledné byla nasazena kolona a promyta
priblizné 5o ml mobilni fize s pratokem 0,2 ml/min a tlakem 1 MPa. Roztok proteinu byl
prefiltrovan pres filtr s membranou o velikosti périi 0,22 pM (Millipore Express PLUS 0,22 pm,
Merck). Do néstfikové smycky bylo injekéni sttikatkou s jehlou vpraveno 500 pl roztoku
proteinu, pricemz prutok mobilni fize byl nastaven na o,5 ml/min a tlak se pohyboval kolem
hodnoty 1 MPa. Pomoci detektoru byly zaznamenavany hodnoty absorbance pri vlnové délce
280 nm a v okamziku nejvyssich namérenych hodnot byly sbirdny jednotlivé frakce proteini.

Poté byly finalni roztoky komplexu AfGcHK:RR ¢i proteinu AfGcHK-MBP tag nafedény

na koncentrace 1 mg/ml, 0,1 mg/ml a 0,01 mg/ml.

5.6.2 Negativni barveni

Negativni barveni a snimani na elektronovém mikroskopu bylo provedeno Mgr. et MgA.
Adamem Schrofelem, Ph.D. dle nésledujictho postupu. Pro danou metodu byly zvoleny
kontinudlni karbonové Cumtizky Quantifoil pro kryoelektronovou mikroskopii (300 ok
o velikosti 2 wm), jim# byla p¥edem zvySena hydrofilita za pomoci systému PELCO easiGlow -
Glow Discharge Cleaning System. Nésledujici negativni barveni bylo provedeno dle uvedeného
protokolu. Na Cumfizku byly naneseny 2 pl roztoku proteinové komplexu
AfGcHK:RR/proteinu AfGcHK-MBP o koncentraci 0,01 mg/ml a po uplynuti 30 s byl prebyte¢ny
roztok odsdn filtraénim papirem. Poté byla mrizka oplachnuta ultracistou vodou tak, Ze byla

postupné smocena ve dvou jednotlivych kapkach ultracisté vody a prebytek byl opét odsin
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filtratnim papirem. Pro barveni byl pouZit 1% w/v roztok uranylacetatu, ze kterého byly
na pracovni plochu naneseny 2 kapky. Do prvni kapky byla ponotena Cu mrizka obsahujici
protein a prebytec¢né barvivo bylo ihned odsato. Nasledné byla mrizka vloZena do druhé kapky,
byla zde ponechana po dobu 30 s a poté byl prebyte¢ny roztok také odsan filtraénim papirem.

Takto pripravené mrizky byly ponechdny uschnout v digestori.

Data byla nasnimina pomoci elektronového mikroskopu JEM-2100Plus, JEOL
s krystalovou katodou LaBy, pti napéti 200 kV, dévce 50 e /A2, kamerou TemCam-XF416 4K
CMOS, TVIPS. Pro komplex proteinit AfGcHK:RR bylo nasnimano celkem 54 videi, s velikosti
pixelu 1,93 A/px. Nasbirana data byla zpracovana pomoci programu CryoSPARC. Nejprve byly na
nasnimané videa aplikovany funkce korekce pohybu (lokalni a celkovd) a funkce pfenosu
kontrastu (CTE, z angl. contrast transfer function) a nasledné byla pouZita funkce ,Blob picker*
pro vybér ¢astic v rozmezi velikosti 50-200 A. Ze ziskanych a upravenych mikrografii bylo pti
nastaveni velikosti okna 256 px vybrdno celkem 174 358 ¢astic. Z téchto ¢astic byla provedena
prvni 2D klasifikace a vybrané 2D tfidy proteint byly pouzity jako Sablona pro opétovny vybér
castic. Pri zvolené velikosti okna 100 px bylo vybrano 142 189 ¢astic, které byly vramci druhé
2D klasifikace rozttizeny do 20 trid. Néasledna 3D rekonstrukce struktury proteinu nebyla
provedena, jelikoz ziskané 2D tridy nebyly dostate¢né kvality. V pripadé proteinu AfGcHK-MBP

nejsou uvedeny podrobnosti o sniman, jelikoz doslo k precipitaci proteinu p#i ptripravé vzorku.

5.6.3 Kryoelektronova mikroskopie

Priprava, snimani na elektronovém mikroskopu a néslednd analyza byly provedeny
Mgr. Danielem Rozbeskym, Ph.D a Mgr. et MgA. Adamem Schréfelem, Ph.D dle nésledujiciho
postupu. Roztok proteinového komplexu AfGcHK:RR byl smichan s 3mM detergentem CHAPSO
do vysledné koncentrace proteinu 1 mg/ml. Nasledujici priprava mrizek probihala v mrazici
komote Vitrobot Mark IV (Thermo Fisher Scientific) pti teploté 4°C a vlhkosti v rozmezi
90 - 100 %. Na m¥{Zku UltraAuFoil (300 ok, R 1,2/1,3) byly naneseny 4 ul roztoku proteinu. Poté
probéhla 10s inkubace nésledovand pfenosem na filtraéni papir (tzv. blottingem) trvajici 4 s.

Na zavér byla mrizka rychle zmrazena ponorenim do kapalného ethanu a do dalsiho pouziti byla

uchovéana v boxu v kapalném dusiku pri teploté -8o °C.

Snimani dat probihalo na elektronovém mikroskopu JEM-2100Plus, JEOL s krystalovou
katodou LaB,, pti napéti 200 kV, kamerou TemCam-XF416 4K CMOS, TVIPS. Pro komplex
proteinti AfGcHK:RR bylo celkem nasnimano celkem 271 videi s velikosti pixelu 1,41 A/px

a hodnotou rozostteni vintervalu -1,4 aZ -2,8 um. Nasbirani data byla zpracovidna pomoci
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programu CryoSPARC. Viech 271 videi bylo podrobeno korekci pohybu (lok4lni i celkové) a CTF
a ze vzniklych mikrosnimki bylo pomoci funkce ,blob picker” s nastavenou velikosti ¢4stic
50-150 A a velikosti okna 150 px vybrano celkem 529 036 Castic. Nasledné byla provedena
2D klasifikace, kterd vSechny vybrané ¢astice roztadila do 30 tfid. Poté probéhla ab-initio 3D
rekonstrukce, kterou byly vytvoreny dva 3D modely, u kterych bylo provedeno heterogenni
a homogenni zpresnéni struktury. Heterogenni zpresnéni se provadi v pripadé, Ze by vzorek
mohl obsahovat vice rtiznych tiid, napriklad vice riznych struktur ¢i konformacnich stavii.

Homogenni zpresnéni se provadi u vzorku, kde vsechny ¢astice zastupuji tutéz strukturu.
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6 VYSLEDKY

6.1 Priprava rekombinantnich proteinii AfGcHK-His tag, AfGcHK-MBP tag a RR-His tag
6.1.1 Exprese rekombinantnich proteini AfGcHK-His tag, AfGcHK-MBP tag a RR-His tag

Kmen bunék E.coli BL-21 (DE3) byl transformovan plasmidy pET-21c(+)/AfGcHK-His tag,
pMal-cse/AfGcHK-MBP tag a pET-21c(+)/RR-His tag a nasledné kultivovdn na LB agaru
(kapitola 5.1.2, str. 33). Na vSech agarovych plotnich obsahujici transformované butiky byly
patrné narostlé kolonie bakterii £.coli, zatimco negativni kontroly byly zcela bez pritomnosti
jediné kolonie bakterii. Poté byla v butikich indukovéna exprese p¥islusnych proteini (kapitola
5.13, str. 34). Vysledny vytéZek bunék obsahujici protein AfGcHK-His tag ¢inil 19,2 g (tj. 9,6 g
bunék na 11 TB média), vytéZek bunék s RR-His tag ¢inil 24,4 g (tj 6,1 g bunék na 11 TB média)
a vytézek bunék s A/GcHK-MBP tag ¢inil 16,3 g (tj. 8,15 g na 11 TB média).

6.1.2 lzolace rekombinantnich proteint AfGcHK-His tag, AfGcHK-MBP tag a RR-His tag

Po expresi danych proteinti v burikach E. colibyla provedena izolace AfGcHK-His tag, AfGcHK-
-MBP tag a RR-His tag z bunék, jejimZ zavére¢nym separa¢nim krokem byla gelova permeaé¢ni
chromatografie (kapitola 5.1.4, str.35). V p¥ipadé AfGCHK-His tag byly na chromatogramu
(Obrézek 10, &4st A, str. 45) zaznamendny dva piky. Prvn{ pik, ktery svého maxima dosahuje pti
elu¢nim objemu 9,1 ml, predstavuje balastni proteiny o vyssich molekulovych hmotnostech,
pripadné také protein AfGcHK-His tag ve vysokém oligomernim stavu. Druhy pik s maximem
pri eluénim objemu 13,5 ml predstavuje homodimer AfGcHK-His tag. Jimany byly frakce
v rozsahu elu¢nich objemtl 12-15,5 ml (vyznaéen modrou barvou na obrdzku 10, &4st A, str. 45).
Na zaznamenaném chromatogramu proteinu RR-His tag (Obrazek 10, ¢4st B, str. 45) jsou patrné
dva piky, z nichz pik s maximem v elu¢nim objemu 8,7 ml predstavuje balastni proteiny o vyssich
molekulovych hmotnostech, pripadné také protein RR-His tag ve vysokém oligomernim stavu
a druhy pik s maximem v 16,1 ml predstavuje monomer RR-His tag. Jimany byly frakce v rozsahu
elu¢nich objem 13,5-18 ml (vyzna¢en modrou barvou na obrazku 10, ¢4st B, str. 45). V p¥ipadé

proteinu AfGcHK-MBP tag neni chromatograficky zdznam dostupny.
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Obradzek 10: Chromatograficky zaznam gelové permeacni chromatografie proteinu AfGcHK-His tag (A) a RR-His tag (B). A) Protein AfGcHK-
His tag - graf zdvislosti absorbance pfi 280 nm na elucnim objemu. Kfivka zobrazuje dva piky, pricemZ prvni s maximem v 9,1 ml predstavuje
balastni proteiny o vyssich molekulovych hmotnostech a pripadné protein AfGcHK-His tag ve vysokém oligomernim stavu. Druhy pik
s maximem v 13,5 ml predstavuje homodimer AfGcHK-His tag. Modrou barvou je vyznacena oblast frakci proteinu, které byly spojeny
a poskytly findIni prepardt proteinu AfGcHK-His tag. B) Protein RR-His tag - graf zdvislosti absorbance pri 280 nm na elucnim objemu. Krivka
zobrazuje dva piky, pricemZ prvni s maximem v 8,7 ml predstavuje balastni proteiny o vyssich molekulovych hmotnostech a pripadné protein
RR-His tag ve vysokém oligomernim stavu proteinu a druhy pik s maximem v 16,1 ml predstavuje monomer RR-His tag. Modrou barvou je
vyznacena oblast spojenych frakci protein, které predstavuji findIni prepardt RR-His tag.

K vyhodnoceni uspésnosti purifikace prislusnych proteinti byla provedena SDS-PAGE
vzork odebranych b&hem izolace proteint (kapitola 53, str. 37). Jednalo se o vzorky
supernatantu po ultracentrifugaci lyzatu bunék E. co/iBL-21 (DE3) obsahujici dany protein, déle
vzorky z afinitni chromatografie zahrnujici proteiny nezachycené na afinitnim nosici, eluat
proteint zachycenych na afinitnim nosi¢i a finalni preparat purifikovaného proteinu. Zdznam
SDS-PAGE z priibéhu izolace proteind je zobrazen na obrazku 11 na str. 46, ¢ast A zobrazuje
schéma rozmisténi vzorkll a ¢ast B zobrazuje zdznam SDS-PAGE. Prvni draha obsahuje
proteinovy standard, v draze 2 se nachdz{ supernatant po ultracentrifugaci (vzorek ¢. 1), v dréze
3 eludt proteindl zachycenych na afinitnim nosi¢i (vzorek ¢. 3), vdraze 4 jsou proteiny
nezachycené na afinitnim nosic¢i (vzorek ¢&. 2) a drahy 5-7 obsahuji finalni preparét proteinu
o tfech r@znych koncentracich (vzorek &. 4). Cisla vzorkfl odpovidaji ¢islovani v metodich
v tabulce 1, str. 38. Jako pfiklad je uvedena detailni analyza vzorkd odebranych béhem izolace
proteinu AfGcHK-His tag pomoci metody SDS-PAGE (Obrazek 11, ¢4st B, str. 46). Ve viech drahach
obsahujicich vzorky se nachazi protein o priblizné velikosti 40 kDa odpovidajici AfGcHK-His tag

s teoretickou molekulovou hmotnosti 43 kDa. Zatimco v drize 2 a 4 je pfitomna celd $kéla
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protein@ s riiznou molekulovou hmotnosti, tak v drah4ch 3 a 5-7 (pfedstavujici vzorky jiZ po
probéhlé afinitni chromatografii v pfipadé drahy 3 a gelové permeaéni chromatografii v pripadé
drah 5-7) se nachézi ptedev§im protein AfGcHK-His tag a balastnich proteint vyrazné ubylo.

Data z analyzy vzorkt pribéhu izolace proteinti RR-His tag a AfGcHK-MBP nejsou uvedena.
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Obrdzek 11: Analyza vzorki odebranych béhem jednotlivych izolacnich krokii proteinu AfGcHK-His tag pomoci SDS-PAGE a analyza
findlnich prepardti proteini AfGcHK-His tag, RR-His tag a AfGcHK-MBP tag pomoci SDS-PAGE. A) Schéma rozmisténi vzorku z izolace
proteint pro analyzu pomoci SDS-PAGE. B) Zdznam z analyzy SDS-PAGE proteinu AfGcHK-His tag. Ve vSech drahdch je patrnd pritomnost
proteinu o priblizné molekulové hmotnosti 40 kDa predstavujici AfGcHK--His tag s teoretickou molekulovou hmotnosti 43 kDa. C) Schéma
rozmisténi vzork( v gelu pro analyzu findlnich prepardtia proteinG pomoci SDS-PAGE. D) V drdze Cislo 2 je patrnd prfitomnost proteinu
odpovidajici priblizné molekulové hmotnosti 40 kDa odpovidajici proteinu AfGcHK-His tag s teoretickou molekulovou hmotnosti 43 kDa.
V drdze Cislo 4 se nachdzi protein, jehoZ molekulovd hmotnost predstavuje priblizné 25 kDa, a tim odpovidd proteinu RR-His tag (teoretickd
molekulovd hmotnost = 27 kDa). V drdze 6 je pritomny protein s molekulovou hmotnosti priblizné 80 kDa, ¢imZ odpovidd proteinu AfGcHK-
-MBP tag s teoretickou molekulovou hmotnosti 85 kDa.
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Zaznam analyzy vSech tri findlnich izolovanych proteintt AfGcHK-His tag, AfGcHK-MBP
tag a RR-His tag pomoci SDS-PAGE je zobrazen na obrdzku 11, ¢ast D, str. 46. Schéma rozlozeni
vzorkl je zobrazeno na obrazku 11, ¢ast C, str. 46. V drdze 1 se nachazi proteinovy standard,
v dréze 2 je patrna pritomnost proteinu o priblizné molekulové hmotnosti 40 kDa odpovidajici
proteinu AfGcHK-His tag s teoretickou molekulovou hmotnosti 43 kDa. V draze 4 1ze pozorovat
protein s pribliznou molekulovou hmotnostni 25 kDa, ¢imZ odpovidd proteinu RR-His tag
s teoretickou molekulovou hmotnosti 27 kDa. Draha 6 obsahuje protein odpovidajici molekulové
hmotnosti 80 kDa, kterd koresponduje s teoretickou molekulovou hmotnosti 85 kDa proteinu
AfGcHK-MBP tag. Cistota findlnich preparatl proteint ¢inila 8o % pro protein AfGcHK-His-tag,
99 % pro protein RR-His tag a 65 % pro protein AfGcHK-MBP tag.

Koncentrace izolovanych proteinti byla stanovena spektrofotometricky na zakladé
Lambert-Beerova zdkona (kapitola 5.2, str. 37). Bylo ziskdno celkem 260 ul proteinu AfGcHK-His
tag o hmotnostni koncentraci 71,4 mg/ml odpovidajici latkové koncentraci 1,660 mM. Déle bylo
ziskdno 660 pl proteinu RR-His tag o hmotnostni koncentraci 7,5 mg/ml odpovidajici latkové
koncentraci 290 uM. VytéZek z bunék kultivovanych v11 TB média ¢inil v pripadé AfGcHK-
-His tag 9,3 mg a v pripadé RR-His tag 1,2 mg. Z pripraveného proteinu AfGcHK-MBP tag byla
pouzita pro experimenty pouze frakce o nejvyssi hmotnostni koncentraci 9,98 mg/ml

odpovidajici latkové koncentraci 117 uM.

6.2 Mechanismus autofosforylacni a fosfotransferazové reakce v ramci proteinového komplexu

AfGcHK:RR

Pro studium vzdjemné interakce jednotlivych komponent proteinového komplexu
AfGCHK:RR byla pouZita metoda Phos-tag elektroforézy (kapitola 5.4, str. 39).
Na polyakrylamidovy gel byly naneseny vzorky obsahujici roztok proteinti AfGcHK-His tag
a RR-His tag, ke kterym bylo pfi ptipraveé priddno ATP a byly zajistény optimalni podminky pro
probéhnuti autofosforylac¢ni a fosfotransferdzové reakce. Jednotlivé vzorky se od sebe lisily
v ¢asech ukonéeni probihajicich reakei. Analyza autofosforylaéni a fosfotransferazové reakce je
zobrazena na obrazku 12, ¢ast A, str. 48. Protein AfGcHK-His tag se nachdzi v horni ¢asti gelu,
pricemz jeho signal je rozdélen tak, Ze frakce nefosforylované formy AfGcHK-His tag ma vyssi
mobilitu v gelu (nachézi se niZe) a AfGcHK-His tag po prob&hlé autofosforylaci ma mobilitu
v gelu nizdi (nach4zi se nahote). Je patrné, Ze kritce po zapoCeti reakce (v ¢ase 10 sekund od
po¢atku reakce) je ve vétd{ mife p¥itomna nefosforylovand forma AfGcHK-His tag oproti
fosforylované formé proteinu. Jak s postupujicim ¢asem probihd autofosforyla¢ni reakce,

ptibyva fosforylované formy AfGcHK-His tag (od 30. sekundy od po¢atku reakce). Ve spodnf &4sti
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gelu se nachdazi signal proteinu RR-His tag. V ¢ase 30 sekund od pocatku reakce je patrné, ze
zaind probihat prenos fosfatu z AfGcHK-His tag na RR-His tag a s postupujicim ¢asem klesa
mnozstvi pritomného nefosforylovaného RR-His tag na tkor pfibyvajicich forem
fosforylovaného RR-His tag (viz dva pruhy nachdzejici se uprostfed gelu - Ds2-P nahote
a D169-P dole?). Zarovet je patrné, Ze v kratich inkubaénich ¢asech je intenzita D52-P formy

vy$si nez D169-P.
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Obrdzek 12: Zdznam analyzy enzymové aktivity komplexu AfGcHK:RR metodou Phos-tag elektroforézy. A) Na obrdzku Ize pozorovat
autofosforylaci proteinu AfGcHK a ndslednou fosfotransferdzovou reakci z AfGcHK na RR. S pribyvajicim ¢asem dochdzi k ndrustu mnoZstvi
fosforylované formy AfGcHK (AfGcHK-P) v disledku autofosforylacni reakce. Naopak ubyvd mnoZstvi nefosforylované formy RR s tim, jak
dochdzi k prenosu fosfatu a postupné vznikaji fosforylované formy RR (RR-P). B) Analyza vzorki komplexu AfGcHK:RR pfi které byly zaménény
manganaté ionty za horfecnaté. Je patrné, Ze nedoslo k oddéleni fosforylovanych forem proteini od nefosforylovanych.

Pro srovnani byla provedena druhd analyza stejné pripravenych vzorka obsahujicich
roztok proteinti AfGcHK-His tag a RR-His tag, ke kterym bylo pri pripravé pridano ATP a byly
zajistény optimalni podminky pro probéhnuti autofosforylacni a fosfotransferazové reakce.
Rozdilem bylo priddni hofecnatych iontl do smési namisto manganatych iontf. Vysledna

analyza je zobrazena na obrazku 12 v ¢asti B, str. 48, kde jsou patrné pouze dvé sady pruhti, tudiz
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nedoslo kseparaci fosforylovanych forem proteind od nefosforylovanych. Spodni pruhy
predstavuji nefosforylovanou formu RR spolu se vSemi fosforylovanymi formami RR a horni
zahrnuji fosforylovanou i nefosforylovanou formu AfGcHK. Touto analyzou bylo ovéfeno, Ze
ve vSech inkubaénich smésich se nachdzi v souhrnu stejné mnozZstvi proteinti a lze proto

porovnévat zastoupeni jednotlivych forem proteinii na obrdzku 12, ¢ast A, str. 48.

6.3 Modelovani struktury komplexu AfGcHK:RR pomoci programu AlphaFold3

V programu Alphafold3 bylo provedeno modelovani struktury komplexu AfGcHK:RR
(se stechiometrickym pomérem 2:1) obsahujiciho dvé molekuly hemu jako ligandy senzorovych
domén histidinkinazy (kapitola 5.5, str. 40). Ve vytvofeném modelu je histidinkindza AfGcHK
sloZzena ze senzorové domény obsahujici globinovy motiv a funkéni kindzové domény
tvorené katalytickou a dimerizaéni doménou. Senzorovd doména je propojena s funkéni
kindzovou doménou dvéma prodlouZenymi a helixy. Pfislusny RR je tvofen dvéma Rec
doménami, pti¢em? svou Reci doménou interaguje s dimeriza¢n{ doménou AfGcHK (Obrazek 13,
¢4st A). P#i pohledu na kindzovou doménu AfGcHK z pozice senzorové domény je patrné, e

o helixy v dimerizaéni doméné maji pravotodivé uspotddéni (Obrézek 13, ¢ast B). Hodnota

A B

senzorova

doména doména

AfGcHK

katalytickd %
doména

Recl Recl
doména RR doména RR

kinazova
doména

C ‘-Reczén‘ Y’ - < LB
= \r!} = dimerizaéni
S

\ ~

Recl .
doménat "m0 domers
-

RR AfGcHK

Obrdzek 13: Model komplexu histidinkindzy AfGcHK a prislusného RR vytvoreny v programu AlphaFold3. A) Na strukture je barevné
zobrazeno skére pIDDT, pricemZ tmavé modrd barva predstavuje pIDDT >90, svétle modrd barva pIDDT 90-70, Zluté barva pIDDT 70-50
a oranZovd barva pIDDT<50. B) Pohled na kindzovou doménu AfGcHK a protein RR ze sméru senzorové domény AfGcHK. V dimerizacni
doméné AfGcHK je patrné pravotocivé usporddani a-helixd. Viytvoreno v programu ChimeraX ver. 1.9.
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celkové presnosti modelu (pTM, z angl. predicted template modeling) ¢inila 0,55 a hodnota
presnosti interakce mezi jednotlivymi podjednotkami (ipTM, z angl. interface predicted
template modeling) ¢inila o,5. Vysledny model komplexu (Obrazek 13, ¢4st A, str. 49). je zabarven
podle toho, jakych hodnot spolehlivosti dosahuji jednotlivé aminokyselinové zbytky (plDDT,
zangl. predicted local distance difference test), (Obrézek 13, str. 49). Tmavé modrd barva
predstavuje velmi vysokou presnost (pIDDT > 90), svétle modrd barva vysokou pfesnost

vvrs _ ¥

(pIDDT 90-70), zluté barva niZ$i pfesnost (pIDDT 70-50) a oranZové barva velmi nizkou pfesnost
(pIDDT < 50). Je patrné, Ze nejpresnéji je struktura modelu je odhadnuta pro senzorovou doménu
AfGcHK, déle je velmi presné odhadnuta struktura katalytické domény v kindzové doméné
AfGcHK a také vnitfni struktury Rec domén RR. Nejméné presny je N-koncovy tsek senzorové
domény AfGcHK a C-koncovy tsek RR, déle oblast ATP vika v katalytické doméné A/GcHK a také

spojeni mezi senzorovou a kindzovou doménou AfGcHK. Vysokou miru nejistoty ma i odhadnutd

strukturni oblast, ve které dochéazi ke kontaktu proteintt AfGcHK:RR.

Vérohodnost vytvoreného modelu se stanovuje také na zdkladé hodnot predpoklddané
chyby pozice (PAE, zangl. predicted aligned error), které predstavuji predpoklddanou chybovost
pozice (A) daného aminokyselinového zbytku vzhledem k pozici jiného aminokyselinového

zbytku proteinu (Obréazek 14, &4st A, str. 50). Barevn4 $kéla je opét od modré barvy predstavujici
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chybovost, naopak odstiny sedé aZ po bilou barvou vysokou chybovost. Na grafu jsou zvyraznény jednotlivé oblasti proteinovych domén
B) Interpretace hodnot PAE vyznacenim kontakti mezi jednotlivymi aminokyselinovymi zbytky do vzddlenosti 8 A s pouZitim barevné skdly
z ¢asti A. Vytvoreno v programu ChimeraX 1.9.
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nejnizsi chybovost, pres zlutou a oranzovou barvu az po bilou barvu s nejvyssi chybovosti.
Na obrazku 14, v ¢4sti B, je zobrazen model komplexu AfGcHK:RR, ve kterém jsou graficky
zndzornény hodnoty PAE v podobé kontaktl mezi jednotlivymi aminokyselinovymi zbytky
(zobrazeny jsou kontakty do vzijemné vzdalenosti 8 A). Vtomto zobrazeni je patrni nizka
chybovost vzajemné pozice aminokyselinovych zbytkl uvnitf senzorové a katalytické domény
AfGcHK a také vRec doménach RR. Pokud se zamérime na oblasti, ve kterych dochdzi
k proteinovym interakcim (Obrizek 15), lze si poviimnout vysoké pfesnosti v dimerizaénim
rozhrani senzorovych domén AfGcHK. Nizsi presnosti dosahuje oblast dimeriza¢niho
rozhranf kindzovych domén AfGcHK, presto se zde vyskytuji oblasti s niz§imi hodnotami PAE.
Co se tyk4 mista interakce AfGcHK s RR, zde se PAE pohybuje jiz ve vy$sich hodnotach a pfesnost
této oblasti modelu je velmi nizka. Nicméné pokud se zamérime na oblast C-konce a8 a N-konce
a9 helixu dimeriza¢ni domény AfGcHK a oblast a1 helixu, as helixu, 85 listu a a5-B5 smycky RR,

lze na grafu PAE (Obrdzek 15) pozorovat mista smodrou barvou, tedy mista sniZ3i

predpoklddanou chybovosti pozice.
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Obrdzek 15: Grafické zndzornéni oblasti proteinovych interakci v modelu komplexu AfGcHK:RR a jejich odpovidajicich hodnol
predpokldadané chyby pozice. Oblast dimerizacniho rozhrani senzorovych domén AfGcHK (svétle modrd) dosahuje ve vytvoreném modelu
vysoké presnosti. NiZ$i presnosti dosahuje oblast dimerizacniho rozhrani kindzovych domén AfGcHK (fialovd/riZovd) i oblast interakce
AfGcHK s RR. Vytvoreno v programu ChimeraX ver 1.9.
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6.4 Kryoelektronova mikroskopie komplexu AfGcHK:RR

6.4.1 Negativni barveni

Pro ziskani hrubé struktury komplexu proteintt AfGcHK:RR s niz$im rozliSenim byla pouZzita
metoda negativniho barveni nésledovand elektronovou mikroskopii (kapitola 5.6.2, str. 41).
Vzorky byly obarveny roztokem uranylacetatu, ktery pri snimanf elektronovym mikroskopem
vytvari tmavé pozadi, oproti kterému se ¢astice proteint ¢i proteinovych komplexi jevi svétlejsi.
Celkem bylo nasnimano 54 videi, s velikosti pixelu 1,93 A/px. Na obrazku 16 je v ¢4sti A uveden
priklad jednoho ze zaznamenanych snimk, na kterém je patrné velké mnozstvi svétlych Castic

na tmavém pozadi, jez by mohly predstavovat jednotlivé Castice komplexu AfGcHKRR,
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Obrdzek 16: Snimky zelektronové mikroskopie komplexu AfGcHK:RR za pouZiti metody negativniho barveni.

A) Pfiklad snimku zobrazujici svétlé C&dstice na tmavém pozadi, které by mohly predstavovat proteinovy komplexu AfGcHK:RR.

B) ,Power spectrum” snimku (vpravo experimentdlné ziskané spektrum, vlevo programové dopocitané teoretické spektrum).
C) CTF snimku — zavislost kontrastu na prostorové frekvenci.
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¢ijednotlivé disociované proteiny AfGcHK a RR. V ¢asti B obrazku 16, str. 52 je vyobrazeno
grafické zndzornéni Fourierovy transformace prislusného snimku, tzv. ,power spectrum®, které
urcuje kvalitu a rozliSeni snimku (v pravé &4sti je zobrazeno experimentilné ziskané ,power
spectrum”, zatimco vlevo je programové dopolitané teoretické ,power spectrum®). Toto
spektrum zachycuje zavislost amplitudy na prostorové frekvenci, tedy sjakou intenzitou je
na snimku pfitomna vlnova funkce o uréité frekvenci a sméru. Cim je dany pixel svétlejsi, tim
vice je pritomna vlnova funkce s prislusnou prostorovou frekvenci. Prostredni ¢ast spektra
predstavuje vlnové funkce o nizké frekvenci, a tedy poskytuje informace o hrubsich strukturach
s niz§im rozliSenim a smérem k okrajim se frekvence zvysuje, a proto naopak predstavuji
informaci o jemnych detailech snimku. Ze ziskaného spektra je proto patrné, Ze porizeny

snimek (Obrézek 16, &4st A, str. 52) dosahuje pouze nizkého rozliSeni a drobné detaily chybéji.

Déle jsou na spektru patrné opakujici se kruhy, tzv. ,Thon rings®, které predstavuji
grafické znizornéni funkce prenosu kontrastu (CTE zangl. contrast transfer function).
P¥i sniman{ na elektronovém mikroskopu doché4zi k tomu, Ze nékteré informace (vlnové funkce
o uréité frekvenci neboli komponenty Fourierovy transformace) jsou na vysledném snimku vice
nebo naopak méné zastoupeny a jiné zcela ztraceny. To, jakou mérou je kontrast prenesen
do vysledného snimku v zavislosti na prostorové frekvenci, popisuje pravé CTE. Svétlé kruhy
reprezentuji informaci, kterd je na snimek pfenesena, zatimco tmavymi kruhy jsou vyobrazeny
informace, které schazeji. Graf CTF je zobrazen na obrazku 16, ¢ast C, str. 52. Pro vylepSeni

kvality snimkd byla pouzita funkce korekce CTF v programu CryoSPARC.

Vsech 54 videi bylo upraveno funkci korekce pohybu. Jednalo se o lokalni korekci pohybu,
kterd m4 za cil vyporddat se s pohybem jednotlivych ¢4stic béhem sniméani (Obrazek 17, &ast A,
str. 54) a dale byla pouZita i korekce celkového pohybu, jenZ je zplisoben pohybem vzorku
zapfi¢inénym vnéj$imi vlivy (napf. vibracemi z okoli), (Obrazek 17, &4st B, str. 54). Z takto
upravenych mikrosnimk bylo vybrano celkem 174 358 ¢astic a ndsledné u nich byla provedena
prvni 2D klasifikace. Vytvorené 2D ttidy byly pouzity jako $ablona, podle které byly opét ze vsech
mikrosnimkd vybirany ¢astice, pri¢emz jich bylo nalezeno 142 189. Z téchto vybranych ¢astic
byla vykondna druha 2D klasifikace, ktera stanovila celkem 20 tid predstavujicich jednotlivé
pohledy na &3stici z riiznych uhlt (Obrézek 17, &ast C, str. 54). Ziskané 2D t¥idy nedosahuji

uspokojivé kvality a pri blizsim prozkoumdani jednotlivé tridy nepfipominaji tutéz castici
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Obrdzek 17: Korekce pohybu snimkii z elektronové mikroskopie komplexu AfGcHK:RR za pouziti metody negativniho barveni a
ndslednad 2D klasifikace selektovanych proteinovych cdstic. A) Lokdlni korekce pohybu. Na obrdzku Ize pozorovat trajektorii pohybu
jednotlivych bodu snimku. B) Celkovd korekce pohybu. Na obrdzku Ize pozorovat trajektorii pohybu celého vzorku. C) 2D klasifikace — z
vybranych 142 189 &dstic bylo vytvoreno celkem 20 tfid predstavujicich jednotlivé pohledy na Edstici z raznych dhlia. D) Graf zndzorriujici

zavislost poctu ¢dstic na efektivnim poctu trid.

zobrazenou z raznych thld pohledu. Také o tom svéd¢i i hodnoty efektivniho poctu trid, které

vyjadfuji, ke kolika 2D tfid4dm je jedna konkrétni ¢4stice prifazena. V idedlnim pripadé by méla

byt ¢astice zarazena pouze do jedné tfidy a hodnota by méla byt 1, v tomto pripadé vsak efektivni

pocet tfid dosahuje u vétsiny ¢astic vy

Vv

SS1C
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2D tr'id dostacujici, dalsi kroky procesu rekonstrukce struktury nebyly provedeny.
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6.4.2 Kryoelektronova mikroskopie komplexu AfGcHK:RR

Navzdory netspésné elektronové mikroskopii komplexu AfGcHK:RR metodou negativniho
barveni byla provedena kryoelektronovd mikroskopie. Celkem bylo nasnimdno 271 videf
s velikosti pixelu 1,41 A/px a hodnotou rozostieni v intervalu -1,4 a# -2,8 um. P¥iklad jednoho
ze ziskanych snimk lze vidét na obrazku 18 v ¢asti A. Na snimku jsou patrné Castice, které by
mohly predstavovat komplex proteintt A/GcHK:RR, pripadné disociované proteiny AfGcHK aRR.
Zvolena koncentrace vzorku 1 mg/ml se zda byt optimalni, jelikoZ hustota ¢astic na snimku je
vyhovujici pro nésledujici analyzu. V ¢asti B obrazku 18 je zobrazeno ,power spectrum®
prisluiného snimku (na pravé strané se nachazi experimentdlné ziskané ,power spectrum®,

zatimco vlevo je programem dopo&itané teoretické ,power spectrum)®. Stejné jako u metody

negativniho barveni (kapitola 6.4.1, str. 52) i zde ,power spectrum“ naznacuje, Ze potizeny
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Obrdzek 18: Snimky z kryoelektronové mikroskopie komplexu AfGCcHK:RR. A) Priklad snimku zobrazujici jednotlivé Cdstice, které by mohly
predstavovat proteinovy komplex AfGcHK:RR. B) Power spectrum snimku (vpravo experimentdlné ziskané spektrum, vlevo programem
dopocitané teoretické spektrum). C) CTF snimku — zdvislost kontrastu na prostorové frekvenci.
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snimek neni prili§ vysokého rozliSeni a také nejsou prilis dobte rozliseny jednotlivé prstence
predstavujici CTF. Graf funkce prenosu kontrastu je zobrazen obrdzku 18 v ¢asti C, str. 55.
VSechny porizené snimky byly v programu CryoSPARC upraveny pomoci funkce korekce CTF.

Déle byla u viech snimkii provedena korekce lokdlnfho (Obrazek 19, ¢4st A) a celkového pohybu

(Obréazek 19, ¢4st B).
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Obrdzek 19: Korekce pohybu snimki z kryoelektronové mikroskopie komplexu AfGcHK:RR. A) LokdIni korekce pohybu. Na obrdzku Ize
pozorovat trajektorii pohybu jednotlivych bodu snimku. B) Celkovd korekce pohybu. Na obrdzku Ize pozorovat trajektorii pohybu celého

vzorku.
Z upravenych 271 videi bylo vybrano celkem 529 036 ¢astic, ze kterych byla provedena
2D klasifikace, jejimz vysledkem bylo 30 trid predstavujicich zkoumany objekt z riznych thla
pohledu (Obrézek 20, &4st A, str. 57). Vysledné 2D tiidy vypadaji 1épe pti tomto experiment4lnim
uspotddéni neZ u metody negativniho barveni (kapitola 6.4.1, str. 52), nicméné stale nedosahujf
potrebné kvality a Castice nejsou dostatecné odliSeny od pozadi. Naobrdzku jsou patrné
globularni utvary, jez by mohly predstavovat jednotlivé domény proteinti, ale nelze s jistotou
rict, zda se opravdu jedna o ¢astice proteinového komplexu AfGcHK:RR. Hodnoty efektivniho
poctu trid jsou u vétSiny ¢astic vyssi nez jedna a vyjadiuji tak, ze tyto Castice nelze prifadit pouze
k jedné konkrétn{ 2D t¥{dé (Obrazek 20, ¢4st B, str. 57).
Poté byla z ¢astic za pomoci vytvorenych 2D tfid provedena ab initio 3D rekonstrukce
proteinového komplexu AfGcHK:RR nasledovand sérif heterogennich a homogennich zpresnéni

struktury. Vysledkem jsou dva rtizné strukturni modely - model A, kjehoZ vytvoreni bylo

pouZito 178 438 &4stic a model B, utvofeny ze 159 931 ¢4stic. Na obrazku 21 (str. 57) je zobrazena
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Obrdzek 20: 2D klasifikace cdstic komplexu AfGcHK:RR. A) 2D klasifikace — z vybranych 529 036 Cdstic bylo vytvoreno celkem 30 trid
predstavujicich jednotlivé pohledy na dstici z riznych ahld. B) Graf zndzorriujici zdvislost poctu ¢dstic na efektivnim poctu trid.

anguldrni distribuce ¢4stic modelu A (¢4st A) a modelu B (¢4st B). Jedn4 se o transformaci
povrchu 3D modelu na 2D plochu (charakterizovanou azimutem a sklonem), na ni? je barevné
vyznacen pocet snimki ¢astic, které prislusi k dané orientaci modelu. Anguldrni distribuce tedy
vyjadfuje, zda jsou ve vzorku rovnomérné zastoupeny vSechny moZné orientace Castic.
Z priloZenych obrazka vyplyva, Ze v modelu B je zastoupeni vSech orientaci ¢astic rovnomérné.

V modelu A jsou nékteré z orientaci vice preferovany (tmavé ¢ervené oblasti) a naopak nékteré
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Obrdzek 21: Anguldrni distribuce édstic v modelech komplexu AfGcHK:RR vytvorfenych na zdkladé kryoelektronové mikroskopie.
A) Angularni distribuce cdstic modelu A. B) Anguldrni distribuce ¢dstic modelu B.
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orientaci jsou p¥itomné méné (zelené oblasti), stdle by se vSak i v pfipadé modelu A dalo
zastoupeni jednotlivych orientaci ¢astic charakterizovat jako pomérné rovnomeérné a zadna

z orientaci se nezda byt preferovéana.

Kvalita rozliseni ziskanych modeld 3D struktur se urcuje na zdkladé tzv. Fourierovy korelace
slupek (FSC, z angl. Fourier shell correlation). Jedn4 se o funkci, ktera uréuje shodu mezi dvéma
3D strukturami, kde kazda z nich je sestavena z poloviny ndhodné vybranych ¢4stic tvoricich
dany model. Mira shody odpovidd hodnoté korela¢niho koeficientu, pric¢emz hodnota 1 znadi,
Ze struktury se zcela shoduji a hodnota o vyjadiuje, Ze jsou struktury zcela odlisné. Graf FSC
predstavujici zavislost korelacniho koeficientu na rozliseni struktury je zobrazen na obrazku 22
(¢4st A - model A, &st B - model B). Barevné jsou rozliSeny ktivky pro jednotlivé 3D modely, na
které byl programem CryoSPARC aplikovdn néktery druh masky (sférick4, volna, tésni
a vylepSen4” maska), tzn. Ze byl vybrdn pouze uréity objem kolem modelu, aby byl potladen
okolni Sum. Rozliseni, které odpovidd hodnoté korela¢niho koeficientu 0,143 je uréeno jako
vysledné rozliseni modelu. Pro model A je stanoveno rozliseni 6,05 Aa pro model B 5,92 A.
V idedlnim pripadé by méla mit vysledna krivka sigmoidélni tvar, avSak krivky u obou modelt
(A i B) sigmoidélni tvar nekopiruji, proto nelze uréena rozliSeni u obou modellt povaZovat

za spravna.

A B
MODEL A - FSC rozliseni 6,05 A MODEL B - FSC rozliseni 5,92 A
1.0 1.0
= bez masky (6,8 A) \ —— bez masky (6,3 A)
. 081 sféricka maska (6,1 A) _ 081 sféricka maska (5,6 A)
S volna maska (6 A) 5 \ volna maska (5,5 A)
2 —— t&sna maska (4,9 A) & \ —— tésna maska (4,5 A)
5 0.6 . a2 %67 lepsena maska (59 A
= vylepSend maska (6,8 A) = vylepéena maska (5,9 A)
:E :E
'S 0.4+ 'S 04+
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Obrdzek 22: Graf funkce Fourierovy korelace slupek (FSC). Jednd se o funkci, kterd vyjadiuje shodu mezi dvéma 3D strukturami, kde kazdd
2 nich je sestavena z poloviny ndhodné vybranych &dstic tvoficich dany model. A) Model A, jeho? vysledné rozliseni je 6,05 A. B) Model B, jeho?
vysledné rozliseni je 5,92 A. Vynesené kfivky nekopiruji sigmoidni tvar, proto uréend rozliseni nelze povazovat za spravnd.

Zavéretnym krokem bylo porovnani obou vyslednych experimentdlnich modeld
z kryoelektronové mikroskopie s teoretickym modelem komplexu AfGcHK:RR vytvorenym
pomoci programu AlphaFolds3 (Obrazek 23, str. 59). Proteinovy komplex je tvofen homodimerem

proteinu AfGcHK (svétle a tmavé modré barva), pficem? ka?d4 z podjednotek je tvofena
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senzorovou a kindzovou doménou. Druhou komponentou komplexu je protein RR skladajici se
zedvou domén Reci a Reca (¥lutd/oranzovd barva). Vysledné modely z kryoelektronové
mikroskopie jsou vyobrazeny Sedou barvou. Jak lze na obrazku 23 pozorovat, oba modely A i B
maji nizké rozliSeni a odpovidaji pouze z ¢asti modelu predikované struktury. Korelaéni
koeficient pro shodu modelu A s teoretickym modelem byl stanoven 0,5 a pro model B pouhych
0,42. Nelze proto sjistotou urcit, zda byly modely pti vyhodnoceni zcela spravné vzajemné
orientovany. U obou modell témér chybi Cast predstavujici senzorovou doménu proteinu
AfGcHK, avsak u modelu A je tato ¢ast o néco vyraznéji pritomna nez u modelu B a z¢asti tak

senzorovou doménu pokryva. V pripadé kindzové domény AfGcHK se oba modely A i B shoduji

smodelem predikované struktury ve vét$i mife. Jak je na obrazku patrné, prekryvaji se

komplex AfGeHK :RR

komplex AfGcHK : RR

Obrdzek 23: Grafické porovndni experimentdlnich modelii z kryoelektronové mikroskopie s teoretickym modelem komplexu AfGCcHK:RR
vytvofenym pomoci programu AlphaFold3. A) V dsti A je z riznych Ghli zobrazen vzdjemny prekryv modelu A z kryoelektronové mikroskopie
(Sedé) s modelem zobrazujici predikovanou strukturu komplexu AfGcHK (modre):RR (Zluté/oranZoveé). B) V &dsti B je z ruznych uhli zobrazen
vzdjemny prekryv modelu A z kryoelektronové mikroskopie (Sedé) s modelem zobrazujici predikovanou strukturu komplexu
AfGcHK(modre):RR(Zluté/oranZové). Model predstavujici predikovanou strukturu komplexu AfGcHK:RR byl vytvofen pomoci programu
AlphaFold3 a ndsledné grafické porovndni shody mezi jednotlivymi modely bylo provedenu v programu ChimeraX ver. 1.9.
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v oblastech alfa helixd dimeriza¢niho rozhrani, tak i v oblasti katalytické domény. U proteinu
RR je shoda modell opét nizka, vice je pokryta podjednotka Rec1, naopak oblast predstavujici
podjednotku Rec2 u model® A i B témé&t chybi (nejlépe patrné na obrazku s pootoéenim modelu
090°). Oblast interakce histidinkinazy AfGcHK a RR, kter4 v teoretickém modelu z AlphaFoldus
zahrnuje a8 a a9 helixy AfGcHK a a1 helix spolu as-f5 smyckou RR je v experimentalnich
modelech z kryoelektronové mikroskopie taktéz pritomna. Navic se v této oblasti proteinové

interakce u obou modelt A i B nachazi podobn4 kavita (Obrazek 24).

A B

dimerizac’;ﬁi'
doména AfGcHK

dimerizaéni -
doména AfGcHK

LR A Recl/doména RR

Obrdzek 24: Oblast interakce proteinii v komplexu AfGcHK:RR - porovndni teoretického modelu z AlphaFoldu3 s experimentdlnim modelem
z kryoelektronové mikroskopie. Interakce mezi jednotlivymi komponentami komplexu je zprostredkovdna dimerizacni doménou AfGcHK
a Recl doménou RR, které pokryva model A (A) i model B (B) z kryoelektronové mikroskopie (zobrazen pohled ze sméru senzorové domény
AfGcHK). U obou modelu se také v oblasti interakce proteint nachdzi kavita. Vytvoreno v programu ChimeraX ver. 1.9.

6.5 Kryoelektronova mikroskopie proteinu AfGcHK-MBP tag

v_ 7z

Kryoelektronovd mikroskopie proteinu AfGcHK-MBP tag nebyla Gspésna. Pozorovali jsme
precipitaci proteinu na rozhran{ ledu a vzduchu pti pripravé vzorku. Tento problém pretrvaval
iv pripadé, ze byl do vzorku pridan detergent CHAPSO za i¢elem omezeni precipitace proteinu.
Dalsi pokusy kryoelektronové mikroskopie proteinu AfGcHK-MBP tag nebyly z cCasovych

dtivodt provedeny.
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Proteinovy komplex bakteridlni histidinkindzy AfGcHK aprislusného RR predstavuje
modelového zastupce dvoukomponentnich signaliza¢nich systémi, které jsou nedilnou soucasti
signalni transdukce a regulace bunéénych pochod bakterii**4, Ulohou komplexu AfGcHK:RR
je detekovat, zda se bakterie nachazi v aerobnim ¢i anaerobnim prostredi a nasledné vyvolat
adekvatni bunéénou odpovéd. Molekuly kysliku jsou detekoviny hemem senzorové domény
histidinkinazy>¢’, pricemz v pripadé AfGcHK se jednd o senzorovou doménu tvorenou
globinovym motivem?. To ji dél4 unikatni mezi ostatnimi zastupci histidinkinaz, jelikoz zadna
z doposud identifikovanych histidinkindz neobsahuje kombinaci globinové senzorové domény

s funkéni doménou vykazujici kindzovou aktivitu2.

Dvoukomponentni signaliza¢ni systémy se vyskytuji i u patogennich mikroorganisma,
coz je divodem jejich intenzivniho vyzkumu v posledni letech, s cilem vyuzit ziskané poznatky
pri vyvoji novych 1é¢iv. Tyto signaliza¢ni systémy se podileji na regulaci velkého mnozstvi
esencidlnich metabolickych drah a bunéénych procesii, véetné regulace virulence bakterii
a vzniku antibiotické rezistence. Diky témto vlastnostem jsou povazovany za vhodné potenciilni
cile terapeutického zasahu vboji proti bakteridlnim infekcim?®7”. Pro vyvoj novych 1ékt
zameérenych na dvoukomponentni signaliza¢ni systémy je nezbytné nejprve podrobné pochopit
jejich strukturu a mechanismus fungovani. Proto je pfedmétem této prace vyuzitim modernich
technik uréit strukturu a mechanismus prenosu signalu komplexu AfGcHK:RR, jakoZto

modelového zastupce dvoukomponentnich signaliza¢nich systéma.

V prvni ¢asti experimentalni prace byly pripraveny rekombinantni proteiny AfGcHK-
-His tag, RR-His tag a AfGcHK-MBP tag heterologni expresi vbuitkdch BL-21 (DE3) E. coli.
Hodnoty vyslednych vytézkd bunék E.coli obsahujici exprimované proteiny (kapitola 6.1.1,
str. 44) se u vSech t¥ech zminénych proteini vyrazné neli¥{ a jsou srovnatelné s vytézky
v predchozich studiich?-%c. V pripadé findlnich prepardti dosahoval nejvys$si koncentrace
i vytézku protein AfGcHK-His tag, pricemz tyto hodnoty jsou vyssi i v porovnani s dal$imi
studiemi®°-82. Koncentrace findlniho preparatu AfGcHK-MBP tag byla srovnatelnd s koncentraci
izolovaného AfGcHK-His tag. Findlni preparat proteinu RR-His tag byl izolovan sniz$im
vytézkem i niz$i koncentraci oproti proteinu AfGcHK-His tag, presto byly tyto hodnoty plné
dostaéujici pro dalsi experimenty (kapitola 6.1.2, str. 44). Navzdory niZ§imu vytézku proteinu
RR-His tag, Cistota jeho findlnfho preparatu ¢inila 99 %. Naopak proteiny AfGcHK-His tag

a AfGcHK-MBP tag dosahovaly sice vysokych vytézka, ale Cistota téchto preparatti byla nizsi nez
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u RR-His tag. Pravé sniZend Cistota findlnich preparatl muze byt jednim z divodd, proc¢ se
nepodarilo ziskat model struktury komplexu AfGcHK:RR pomoci kryoelektronové mikroskopie
ve vy$$i kvalité a rozliSeni. Pritomnost dal$ich balastnich proteint ve findlnim preparatu
zpusobuje nizkou homogenitu ¢astic ve vzorku snimaném kryoelektronovym mikroskopem, coz
zasadné zhorsi zpracovani vyslednych dat. Stejny problém se objevuje i v pripadé AfGcHK-MBP
tag, u kterého byla pozorovana nejnizsi Cistota ze vSech findlnich prepardtd proteint,
jez s nejvétsi pravdépodobnosti zcela znemoznila rekonstrukci modelu znasnimanych dat

z kryoelektronové mikroskopie.

Pred planovanymi strukturnimi studiemi bylo ovéfeno, Ze je komplex proteint AfGcHK-
-His tag a RR- His tag enzymoveé aktivni a skute¢né v pfitomnosti ATP dochazi k autofosforyla¢ni
reakci v rdmci AfGcHK a néslednému prenosu fosforylové skupiny na RR (Obrazek 12, &4st A,
str. 48). Vprovedené analyze je patrnd separace fosforylovanych forem proteinti
od nefosforylovanych, coZ potvrzuje probihajici autofosforylacni a fosfotransferazovou reakei.
U RR doslo k oddéleni dokonce dvou fosforylovanych forem proteinu, u kterych bylo na zdkladé
predchozi studie*® urceno, Ze se jednd o monofosforylované formy RR na aspartatovém zbytku
D52 nebo Di169. Rozdilem oproti drive provedenym experimentim?>#34 je chybéjici treti
identifikovana disfosforylovana forma RR. Pri podrobném prozkoumani zdznamu provedené
analyzy (Obrazek 12, &st A, str. 48) se zd4, Ze by tato difosforylovan4 forma RR mohla mit velmi
podobnou mobilitu jako nefosforylovana forma AfGcHK, tedy Ze difosforylovanou formu RR
predstavuji pruhy s velmi nizkou intenzitou nachazejici se tésné pod nefosforylovanou formou
AfGcHK. Tuto hypotézu ovSsem vyvraci druha analyza stejnych vzorkl, ve které nedoslo
k oddéleni jednotlivych fosforylovanych forem zdGvodu z&dmény manganatych iontd
za hofe¢naté (Obrazek 12, &4st B, str. 48). Na ziskaném zdznamu analyzy je totiZ patrné, Ze se
vném zminéné velmi svétlé pruhy nachazeji také, tudiz nemlZou predstavovat
difosforylovanou formu RR. Jelikoz pri této druhé analyze s pridanymi hore¢natymi ionty
namisto manganatych iontd nedochdzi koddéleni fosforylovanych forem proteinti
od nefosforylovanych forem, lze usuzovat, ze manganaté ionty jsou nezbytné nutné pro
vytvoreni Phos-tag znacky, kterd zptsobuje odliSnou mobilitu fosforylovanych forem proteint

v gelu.

Druhym moznym vysvétlenim absence difosforylované formy RR v analyze enzymové
aktivity komplexu AfGcHK:RR pomoci Phos-tag elektroforézy (Obrazek 12, &ast A, str. 48) je
totoznd mobilita difosforylované formy RR s mobilitou nefosforylované formy AfGcHK, a ve

vysledku se tyto formy vzijemné prekryvaji. Tuto hypotézu podporuje i fakt, Ze intenzita
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nefosforylované formy AfGcHK ziistava se zvySujicim se ¢asem inkubace stéle stejnd, pritom by
mélo dochazet k jejimu poklesu z divodu postupného pretvareni na fosforylovanou formu.
Pravé tato konstantn{ intenzita by mohla byt zpisobena prekryvem ubyvajici nefosforylované
formy AfGcHK a narustajici difosforylované formy RR. V potaz bychom vSak méli brat i to, Ze po
autofosforyla¢ni reakci probihé prenos fosforylové skupiny z AfGcHK na RR, tedy AfGcHK
prechdzi zpét na nefosforylovanou formu, coZ miZe byt rovnéz divodem pro konstantni
intenzitu nefosforylované formy AfGcHK v case. V predchozich studiich byl namisto RR
s histidinovou kotvou pouZit RR obsahujici kotvu glutathion-S-transferazy (GST tag). JelikoZ ma
RR-GST tag vyssi molekulovou hmotnost, atedy i nizsi mobilitu v gelu neZz AfGcHK, maji
jednotlivé formy proteinti rozdilné usporddani oproti experimentu v této praci, coz eliminuje
moznost vzdjemného prekryvu. V této praci byl pouzit RR-His tag namisto RR-GST tag kvuli co
nejmensimu ovlivnéni funkce proteinu navdzanou kotvou, ale zddvodu pravdépodobného
prekryvu nékterych forem protein@ se zd4 byt toto pouZiti nevhodné. ReSenim by mohlo byt

pouziti jiného slozeni gelu, ve kterém by doslo k lepsimu rozliseni jednotlivych forem proteind.

Vtéto praci, stejné jako vpredchozich experimentech®%, je naziznamu analyzy
enzymové aktivity komplexu AfGcHK:RR vcase pomoci Phos-tag elektroforézy patrné,
ze v kratkych inkubac¢nich casech dochdzi vramci fosfotransferazové reakce nejdrive
k fosforylaci aspartatového zbytku Ds2 (Obréazek 12, ¢4st A, str. 48). Pozdéji se objevuje i forma
RR s fosforylovanym aspartatovym zbytkem D169 a v predchozich studiich je pritomna také
difosforylovana forma na D52 a D169>%3%. Pomoci neprimé metody HDX-MS bylo identifikovéno,
ze RR interaguje s histidinkindzou AfGcHK prostrednictvim své Rec1 domény®. Jako mozné
vysvétleni prednostni fosforylace D52 autofi navrhuji, ze Rec1 doména proteinu RR obsahujici
Ds2 md vy33 afinitu k AfGcHK ne? Rec2 doména (obsahujici Di69). Z4roveri prednostni
fosforylace na D52 muZze zpusobit zménu struktury celého proteinu vedouci k lepsi pfistupnosti

Rec2 domény k AfGcHK. Vysledky prezentované v predkladané praci (Obrazek 12, ¢4st A, str. 48)

toto vysvétleni podporuji a jsou s nim v souladu.

V programu AlphaFold3 byl vytvoren teoreticky model struktury komplexu AfGcHK:RR
(Obrazek 13, str. 49) za tfelem jeho porovndni se ziskanym experimentilnim modelem
komplexu z kryoelektronové mikroskopie. Vysledny teoreticky model koresponduje se zavéry
predchozich studif, které identifikovaly, Ze histidinkindza AfGcHK je tvorena globinovou
senzorovou doménou a funkéni kindzovou doménou, jez jsou vzajemné propojeny flexibilnim
usekem?®. Ve zde uvedeném modelu je tento flexibilni tisek charakterizovan jako prodlouzeny

a helix, ktery propojuje 09 helix kinazové domény a a7 helix senzorové domény, zatimco
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v modelech z predchozich studif byly domény propojeny nestrukturovanym aminokyselinovym
usekem®*¢, Struktura senzorové domény, jez byla drive identifikovina rentgenovou
krystalografii’°, v modelu dosahuje vysokych hodnot pIDDT, maZeme tedy predpokladat, Ze byla
urCena svysokou presnosti. Pfiporovnani teoretického modelu z AlphaFold3 a struktury
ziskané rentgenovou krystalografif jsou struktury senzorovych domén témér identické, jediné
drobné rozdily se nachdzeji v oblasti vazebného mista molekuly hemu. Lehky posun a helixi
obklopujicich hem mutiZe byt zplisoben rozdilnou koordinaéni strukturou hemu, u které je
v pripadé struktury urcené rentgenovou krystalografii pritomny CN- jako Sesty ligand iontu
Zeleza, zatimco pfi tvorbé modelu v AlphaFoldu3 byl jako vstupni parametr zaddn pouze hem
bez navazaného ligandu (kapitola 5.5, str. 40). Dale byly v teoretickém modelu struktury
z AlphaFoldu3 dle hodnot pIDDT s vysokou presnosti urceny struktury katalytickych domén
AfGcHK a vnitfni struktury Rec domén RR, pravdépodobné z divodu vysoké konzervovanosti
struktur. Tyto zmiflované struktury jsou témét identické se strukturami prislusnych domén
v modelech z ptedchozich studii®%¢. Nejméné piesnymi strukturami v modelu (dle pIDDT) je
spojeni senzorové a kindzové domény AfGcHK a oblast ATP vika v katalytické doméné AfGcHK,
které u histidinkindz predstavuje flexibilni Gsek, jenz méni svou konformaci v zavislosti na tom,
zda je v katalytické doméné navazany nukleotid®”?8. Vysoka flexibilita proteinovych segmentt
muZe zpusobit obtiZznou predikci jejich prostorového usporadani, proto nizka presnost oblasti
spojeni senzorové a kindzové domény a ATP vika podporuje zjisténi, Ze se jednad o vysoce

flexibilni struktury?72855,

Zpusob propojeni a vzdjemnd orientace katalytické a dimeriza¢ni domény v kindzové
funkéni doméné urcuje, zda probiha autofosforylace v histidinkindze cis nebo trans
mechanismem®. V teoretickém modelu struktury komplexu AfGcHK:RR z predchozi studieje
svazek helixG vdimeriza¢ni doméné levotocivy®, tudiz dochazi k priblizeni katalytické
a dimeriza¢ni domény v ramci jednoho monomeru a autofosforylace by méla probihat cis
mechanismem. Toto vzijemné usporddidni domén je pravdépodobné zpiusobeno pouZitim
histidinkindzy HK853 T" maritima jako predlohy pro modelovani struktury kindzové domény
AfGcHK, kterd ma levotocivé usporaddni helixG v dimeriza¢ni doméné a vykazuje cis
mechanismus autofosforylace®>. Naopak v teoretickém modelu z AlphaFoldu3 vytvoreném
v experimentalni ¢asti této price je svazek helixti dimeriza¢ni domény pravotocivy, tudiz se
katalytickd doména (obsahujici vazebné misto pro ATP) zjednoho monomeru ptibliZuje
k dimeriza¢ni doméné (obsahujici His183) z druhého monomeru (Obrizek 13, ¢4st B, str. 49).

V tomto pripadé by méla autofosforylace v komplexu AfGcHK:RR probihat trans mechanismem,
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coz koresponduje s nedavno provedenou studif zamérenou na autofosforylaéni mechanismus

histidinkinazy AfGcHK?®.

Celkova presnost modelu predikované struktury komplexu AfGcHK:RR byla urcena
na zdkladé hodnoty pTM, kterd ¢inf 0,55. Skére pTM muze nabyvat hodnot mezi o-1, pric¢emz
za spodni hranici, pri které se d4 model z hlediska presnosti akceptovat, se povazuje hodnota
0,57. Z toho vyplyvé, Ze vytvoreny model s pTM 0,55 je pouZitelny, ale nedosahuje pfilis velké
presnosti. Hodnota ipTM stanovujici pfesnost interakce jednotlivych domén ¢ini 0,5 a nachazi se
pod spodni hranici ipTM 0,6, pod kterou nelze z hlediska této hodnoty model akceptovat”. Nizké
hodnoty pTM a iPTM jsou pravdépodobné zptsobeny flexibilnimi tiseky spojujicimi jednotlivé
domény. Ty jsou také divodem, pro¢ se doposud nepodarilo objasnit strukturu histidinkinazy
AfGCcHK v plné délce p¥imymi metodami. Z graflt PAE (Obrézek 14, str. 50 a Obrézek 15, str. 51)
je patrné, Ze i pres stanovenou nizkou hodnotu ipTM probihd mezi nékterymi doménami
interakce, tudiZz vysledny model nemusi byt zcela nepresny. V teoretickém modelu
z AlphaFoldu3 se a6 a a7 helixy jednotlivych monomerti senzorovych domén nachézeji v tésné
blizkosti a vytvareji tak svazek ¢tyr a helixd, ktery byl na zadkladé hodnot PAE urcen s vysokou
presnosti. To je v souladu se zjisténim, Ze interakce v tomto svazku o helix@ jsou zodpovédné

za vznik homodimeru.

Pro tuto praci je nejzajimavéjsi oblast interakce AfGcHK a RR, ktera byla v modelu jako
celek dle hodnot PAE urcena s nizkou presnosti. Presto se v této oblasti nachazeji iseky s niz§imi
hodnotami PAE, tedy vyssi presnosti. Jednd se o struktury C-konce a8 helixu a N-konce
a9 helixu dimeriza¢ni domény AfGcHK a oblast a1 helixu, a5 helixu, 85 listu a as-B5smycky Rec1
domény RR (Obrazek 15, str. 51). N&které z téchto struktur byly jiz také uréeny jako misto
interakce AfGcHK a RR na zdkladé HDX-MS, jednd se o C-konec a8 helixu AfGcHK , ktery
interaguje s as helixem a 6 listem RR a N-konec a9 helixu AfGcHK interagujici s a1 helixem
a B2 listem RR®. V komplexu HK853 a RR468 T’ maritima, u kterého byla struktura stanovena
rentgenovou krystalografii a predstavuje proto model interakce komplexu histidinkindzy a RR,
je interakce jednotlivych komponent komplexd zprostfedkovdna pomoci dvou helixi
dimeriza¢ni domény HK853 a a1 helixu a a5-B5 smyCky RR468%. V teoretickém modelu
z AlphaFoldus se zminéné a8 a a9 helixy AfGcHK a a1 helix spolu a5-B5 smyckou RR nachdazeji
v takové pozici, kterd umoziuje vzajemnou interakci. Vyssi presnost prostorového usporadani
téchto struktur dle hodnot PAE podporuje zjisténi, ze jsou tyto struktury opravdu zodpovédné

za vzajemnou interakci komponent v komplexu histidinkindzy a RR®>¢5.
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Aby bylo mozné 1épe a do vétsich detailti prozkoumat interakci histidinkinazy AfGcHK
sprislusnym RR, byla provedena kryoelektronovd mikroskopie za ucCelem ziskani
experimentdlniho modelu struktury prislusného komplexu proteinii. Soucésti zpracovani dat
bylo roztazeni vSech nasnimanych ¢astic do nékolika t¥id predstavujicich komplex z rtiznych
uhld pohledu, tzv. 2D klasifikace. V pripadé negativniho barveni i klasické kryoelektronové
mikroskopie nedosahuji jednotlivé t¥idy v 2D klasifikaci p¥li§ uspokojivé kvality (Obréazek 17,
&4st C, str. 54; Obréazek 20, &4st A, str. 57). Celkové jsou astice predstavujici konkrétni t¥idy
rozmazané a bez pritomnosti detailnéjsich struktur, a také nejsou prilis dobre oddéleny
od pozadi (pfedeviim u metody negativniho barveni), které je zrnité a obsahuje um. Tomu
odpovidaji i vysoké hodnoty efektivniho poctu t¥id (Obrézek 17, ¢ast D, str. 54; Obréazek 20, &4st B,
str. 57). U obou 2D klasifikaci 1ze pozorovat, e je velky pomér tiid tvofen &astici s tiemi
globuldrnimi utvary podobné velikosti, které by teoreticky mohly predstavovat senzorovou
doménu AfGcHK, kindzovou doménu AfGcHK a RR, jenz maji vzajemné podobnou molekulovou
hmotnost 7. ZplGsobem usporadani tyto tfi Utvary pripominaji spiSe vzdjemnou pozici
homodimeru senzorové domény a dvou katalytickych domén AfGcHK. Nicméné jako celek
Castice 2D t¥{d nevykazuji prili§ velkou podobnost ve srovndni se strukturou komplexu
AfGcHK:RR v teoretickém modelu z AlphaFolds z této prace ¢i z predchozich studii®*®®, proto lze

predchozi tvrzeni povaZovat pouze za velmi nejisté odhady.

I pres nizkou kvalitu vytvorenych trid v 2D klasifikaci byla z nasnimanych c¢astic
provedena 3D rekonstrukce komplexu AfGcHK:RR. Vysledkem jsou dva modely A a B, u kterych
bylo na zédkladé FSC urceno vysledné rozliSeni 6,05 Apromodel Aas,92 A promodel B. Na zdkladé
tvaru kfivek vFSC grafu (Obrazek 22, str. 58), jeZ nekopiruji sigmoidalni tvar, lze Fict,
Ze stanovené rozliSeni modeld neni presné. I pri samotném pohledu na vysledné modely
komplexu (Obrazek 23, str. 59) je patrné, Ze jejich rozliSeni je mnohem niZ%$i oproti uréenym
hodnotdm. Vysledek v podobé vice nez jednoho modelu pfi 3D rekonstrukci maze byt zpisoben
heterogenitou vzorku, ktery obsahuje rGzné strukturni varianty proteinového komplexu.
JelikoZ m4 komplex AfGcHK:RR nizkou disocia¢ni rovnovdZnou konstantu (18 uM)%, je interakce
mezi jednotlivymi komponentami pomérné slabd a postupné rozpadani komplexu muze
zplisobit zminénou heterogenitu analyzovaného vzorku. Druhym moznym vysvétlenim
vytvoreni dvou vyslednych modelt A a B je vyskyt vice konformaci komplexu ve vzorku.
Pri prechodu na aktivni formu histidinkindzy AfGcHK pravdépodobné dochazi ke zméné
konformace proteinu pohybem jednotlivych domén vuci sobé nizkovych mechanismem?®.

Analyzovany vzorek proteinového komplexu obsahuje pouze aktivni formu histidinkinazy
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obsahujic{ hem s Fe3* jontem, tudiz by ke zméné konformace z divodu prechodu na aktivni
formu nemélo dochézet. Dalsi zména konformace komplexu by mohla nastat v dasledku
fosforylace histidinového zbytku v AfGcHK aaspartitovych zbytkt RR. Probéhnuti
fosforyla¢nich reakei je vSak podminéno pritomnosti ATP, které pti pripravé proteinového
komplexu priddno do smési nebylo, tudiZ ani toto vysvétleni nepodporuje pritomnost vice
konformaci ve vzorku. Tfetim divodem, ktery miiZe zpisobit vystup v podobé dvou modeld
komplexu, je nejednoznacné vyhodnoceni dat programem. JelikoZ samotnd 2D klasifikace
dosahuje nizké kvality a vysledné modely maji podobnou strukturu a velmi nizké rozlisent, je
velmi pravdépodobné, Ze interpretace ziskanych dat byla pro program velmi obtiznd, a ve

vysledku vznikly dva modely predstavujici dvé mozné struktury proteinového komplexu.

Zéavéretnym krokem bylo porovnani vyslednych modeld komplexu AfGcHK:RR
z kryoelektronové mikroskopie s teoretickym modelem struktury z programu AlphaFold3
(Obrazek 23, str. 59). P¥i takto nizké kvalité a rozliSeni je zarovnani teoretického modelu
do hustotni mapy z kryoelektronové mikroskopie velmi obtiZné a neptresné. Pro model A iB bylo
provedeno zarovnani tak, aby bylo dosaZeno co nejvyssich hodnot korela¢nich koeficientd,
presto se podarilo dosdhnout pouze hodnot 0,5 u modelu A, u modelu B dokonce pouze 0,42
(rozsah hodnot korelaénich koeficientdi se pohybuje mezi 0-1, pfi¢em? 1 predstavuje iplnou
shodu a 0 Z4dnou shodu). Tyto hodnoty svédéi o tom, Ze se jednd pouze o malou shodu mezi
experimentdlné ziskanymi modely z kryoelektronové mikroskopie a teoretickym modelem
z AlphaFoldus. Navic pri takto nizkych hodnotdch korela¢nich koeficientd nelze s jistotou rict,
Ze zarovnani modelt probéhlo spradvné. Pokud bychom i presto chtéli porovnat ziskané
teoretické a experimentalni modely komplexu, lze pozorovat, Ze dochazi k prekryvu velké ¢asti
oblasti dimeriza¢ni a katalytické domény AfGcHK a mensimu prekryvu oblasti Rec1 domény RR.
Naopak senzorova doména v obou modelech z kryoelektronové mikroskopie témér chybi, stejné
tak i Rec2 doména RR. V teoretickém modelu z AlphaFoldu3 i v modelu z predeslé studie® je
interakce mezi jednotlivymi komponentami komplexu zprostfedkovina dimeriza¢ni doménou
AfGcHK a Reci doménou RR. Tyto oblasti interakce se nachézeji v obou experimentalnich
modelech z kryoelektronové mikroskopie (Obrazek 24, str. 60), ¢im# podporujf teorii, Ze se tyto
struktury podileji na interakci mezi AfGcHK a RR. Avsak s tak nizkou kvalitou a rozliSenim
ziskaného experimentalnfho modelu nelze pronést zddné jisté zavéry. Zajimavosti je, Ze v misté
interakce experimentélnich modeld A i B se nachézeji podobné kavity (Obrdzek 24, str. 60),

ackoliv se bude v obou pripadech spise jednat o oblast s chybéjici hustotou z divodu nizkého
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rozliSeni modelti. Nicméné podobné umisténi této kavity v modelech A a B by alesporl mohlo

poukazovat na totozné zarovnani modelti vzhledem k teoretickému modelu z AlphaFoldus.

JelikoZ maji vysledné modely z kryoelektronové mikroskopie prilis nizké rozliSeni
a nepokryvaji cely komplex AfGcHK:RR, nelze diskutovat dalsi podrobnosti ohledné interakce
proteinti a mechanismu pfenosu fosforylové skupiny z AfGcHK na RR. Duvodd, pro¢ se
nepodarilo ziskat model vlep$i kvalité, mtze byt nékolik. Prvni prekdzkou tuspésné
rekonstrukce struktury je nizkd molekulovd hmotnost komplexu AfGcHK:RR a to pouhych
117 kDa772. Drive byla kryoelektronovd mikroskopie pouzitelnd pro uréeni struktury pouze
velkych proteinovych komplexd, avSak diky pokrocilym technologiim lze v dne$ni dobé
analyzovat strukturu i mnohem mensich komplexti. Bez jakychkoliv pomocnych technik byly
uspésné analyzovany proteiny s molekulovou hmotnosti pod 200 kDa, naptiklad polymeraza
SARS-CoV NSP12 (131 kDa)®, prenale¢ TmrAB (151 kDa)¥” nebo cytochrom-bd-I-oxid4za
(113 kDa)®. Dokonce se podatilo ziskat strukturu i mnohem mensich biomolekul, jakymi jsou
hemoglobin (64 kDa)® ¢ streptavidin (52 kDa)?°, a prozatim nejmensi identifikovanou
strukturou pomoci konvenéni kryoelektronové mikroskopie je SAM-IV ,riboswitch®
s molekulovou hmotnosti pouhych 39 kDa%. Avsak analyza takto malych struktur je stale velmi
obtizn4 a vyzaduje pokrocilé technologie, dobrou optimalizaci a nasledné pokrocilé zpracovani
dat. Proto muZe byt nizkd molekulova hmotnost komplexu AfGcHK:RR jednim z dtivodd, proc je
ziskany model struktury komplexu zatiZen tak velkou chybou a nepresnosti. Sniméni vzorkd
proteinového komplexu AfGcHK:RR bylo provedeno na elektronovém mikroskopu JEOL, JEM-
-2100Plus, jehoz parametry zodpovédné za vyslednou kvalitu snimk® nejsou srovnatelné
s nejlepsimi elektronovymi mikroskopy typu Titan Krios. Mikroskop JEOL, JEM-2100Plus byl
v této praci pouZit pro prvotni pokusy o vytvoreni modelu komplexu, a teprve az v pripadé
uspéchu by bylo provedeno snimédni na mikroskopu Titan Krios, s kterym by pravdépodobné

bylo mozné dosdhnout vyssiho rozliSeni modelu.

Dal$imi moZnymi prekdzkami v ziskdni modelu s vy$s$im rozliSenim muazZe byt nizka
rigidita komplexu zplisobend flexibilnimi tseky propojujici jednotlivé proteinové domény
acelkova asymetrie komplexu v disledku usporddani ve stechiometrickém pomeéru 2:1
(AfGcHK:RR)%. Problém s nizkou molekulovou hmotnosti aasymetrii komplexu AfGcHK:RR mél
byt eliminovan vdalsi ¢asti experimentu, ktery =zahrnoval identifikaci struktury
kryoelektronovou mikroskopii samotného homodimeru AfGcHK-MBP tag, jenZ je symetricky,
anavic je celkovd molekulovd hmotnost navysena MBP kotvou a ¢ini 170 kDa772. Sniméni

v tomto pripadé bylo zcela netispésné, kvuli precipitaci proteinti na rozhrani ledu a vzduchu
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ve vzorku. Tento problém se d4 vyresit optimalizaci pripravy vzorkd, napriklad pridanim
detergentl. V pripadé proteinu AfGcHK-MBP tag nemélo pouziti detergentu CHAPSO vyrazny
ucinek na omezeni precipitace proteinu. V disledku nedspésného vytvoreni modelu AfGcHK-
MBP tag nelze vice diskutovat, zda je v pfipadé komplikované rekonstrukce struktury komplexu
AfGcHK:RR na viné pouze asymetrie a nizkd molekulovd hmotnost nebo se problém nachéazi

ivjinych aspektech, napt. flexibilité, pripravé azpracovani vzorku nebo kone¢né analyze

ziskanych dat.

Spole¢né s novymi vylepSenymi zobrazovacimi zarizenimi®*® a postupy pro pripravu
vzorku® byly v poslednich letech vyvinuty dalsi inovativni pfistupy, které znac¢né zjednodusuji
identifikaci struktur malych biomolekul. Jednim z pristupii je pouziti fragmentti protilatek,
které navysi celkovou molekulovou hmotnost proteinu, ddle mohou uzamknout protein v urcité
konformaci, ¢imz sniZi jeho flexibilitu, a také pro svou zndmou a dobfe rozeznatelnou strukturu
slouzi jako znacka, kterd usnadnuje programu vzajemné zarovndni ¢astic pri analyze dat®.
Podobné vyuziti maji v kryoelektronové mikroskopii i tzv. nanotéliska ¢i megatéliska®. U¢innou
metodou je i vyuZiti proteinovych leSen{ (z angl. protein scaffold), na které je navdzéno nékolik
kopii analyzované biomolekuly a spolecné vytvari symetrickou a rigidni strukturu s jasnou
orientaci biomolekul?’. Pouziti téchto modernich pfistupt by mohlo byt dobrym néstrojem pro
lepsi identifikaci struktury komplexu AfGcHK:RR, kterd by pomohla objasnit mechanismus
signalnf transdukce mezi jednotlivymi komponentami komplexu. Kazdy novy ziskany poznatek
o fungovani bakteridlnich organismi muZze posunout stivajici vyzkum kupfedu a pomoci

ve vyvoji novych nastroji v mediciné i biotechnologickém pramyslu.
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Cile predkladané diplomové prace byly v zdsadé naplnény. Byly splnény ctyfi z péti stanovenych

cila.

- Uspésné byly ptipraveny rekombinantni proteiny AfGcHK-His tag o koncentraci 71,4 mg/ml
a RR-His tag o koncentraci 75 mg/ml. Vytézek bunék E. coli obsahujicich protein
AfGcHK-His tag ¢inil 19,2 g a vytéZek bunék obsahujicich RR-His tag ¢inil 24,4 g. Celkovy
vytézek proteinti ¢inil 18,6 mg v pripadé proteinu AfGcHK-His tag a 4,9 mg v pripadé
RR-His tag. Dale byl tispésné pripraven protein AfGcHK-MBP tag, u kterého byla pro
nasledujici experimenty pouZita pouze frakce s nejvyssi koncentraci 9,98 mg/ml. Vysledny

vytézek bunék E.coli obsahujicich protein AfGcHK-MBP tag ¢inil 16,3 g.

- Pomoci Phos-tag elektroforézy bylo ovéreno, Ze komplex proteinti AfGcHK-His tag a RR-His
tag je enzymové aktivni a probihd vném autofosforylacni a fosfotransferdzova reakce.
Prednostné dochézi k prenosu fosforylové skupiny z AfGcHK na aspartatovy zbytek 52 v Rec1
doméné RR. Druhym mistem fosforylace je i aspartatovy zbytek 169 v Rec2 doméné RR.
Pravdépodobné nejcastéji dochazi nejprve k fosfotransferu na D52 a poté k fosfotransferu na
D169, ¢im# vzniké difosforylované forma RR (dle diive provedenych experimenti>®), aviak
na zaznamu Phos-tag elektroforézy, jenz je soucésti této prace, nebyla difosforylovana forma

z metodologickych divodii pozorovatelnd (shodnd mobilita s jinym proteinem v systému).

- Bylo provedeno teoretické modelovani struktury komplexu A7GcHK:RR pomoci programu
AlphaFold3. Vysledny teoreticky model nedosahuje jako celek prilis velké presnosti kviili
flexibilnim oblastem proteint, ackoliv samotné struktury jednotlivych domén byly urceny
svy$si presnosti. Vytvoreny model koresponduje se zjisténim, Ze k interakci proteint
v komplexu dochdzi prostfednictvim a8 a a9 helixu dimeriza¢ni domény A/fGcHK a a1 helixu
a a5-fB5 smycky RR%. Také bylo zjisténo, Ze vzdjemna poloha dimerizac¢nich a katalytickych
domén v tomto modelu je predpokladem pro uskute¢néni autofosforylaéni reakce trans

mechanismem, coZ koresponduje s neddvno provedenou studif®.

— Pomoci kryoelektronové mikroskopie byl vytvoren experimentalni model komplexu
AfGcHK:RR. Model dosahuje nizkého rozliseni a jeho celkova kvalita nenf prili§ uspokojiva.
V porovnéni s teoretickym modelem z AlphaFoldu3 dochézi k prekryvu modelti v oblasti

kindzové domény a Casti senzorové domény histidinkindzy AfGcHK a v Casti oblasti Rec1
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domény RR. Mechanismus fosfotransferdzové reakce v komplexu AfGcHK:RR se nepodatilo

na zdkladé experimentalniho modelu lépe objasnit.

- Bohuzel se nepodatilo naplnit posledni, paty cil diplomové prace, a to urcit strukturu

homodimeru AfGcHK-MBP tag pomoci kryoelektronové mikroskopie.
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