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Abstrakt CZ

Hemové senzorové proteiny, které detekuji plynné molekuly, hraji v bakteridlni
fyziologii dtlezitou roli v regulaci mnoha procest jako je napi. bunécna diferenciace,
virulence, tvorba biofilmu nebo mezibunécnd komunikace. Jejich struktura se vyznacuje
typickou modularni architekturou, kde rtizné senzorové domény (nejcastéji na N-konci)
reguluji aktivitu katalytickych neboli funkénich domén (nejcastéji na C-konci). V této
disertacni praci jsme se zaméfili na studium tfi zastupcii ze skupiny senzorovych proteini
detekujicich kyslik a to histidinkinasy AfGCHK, diguanylatcyklasy YddV, fosfodiesterasy
EcDOS a dale na studium proteinu RR, ktery je interak¢nim partnerem AfGCHK.

Hlavnim cilem disertatni prace bylo prostudovat intraproteinovy/interdoménovy
prenos signalu u dvou zastupci hemovych senzorovych proteinti s globinovym uspotfadanim
senzorové domény (AfGcHK, YddV) a u jednoho zastupce s PAS uspotfadanim senzorové
domény (EcDOS). Dalsim cilem bylo popsat interproteinovy pienos signalu u
dvouslozkového systému AfGCHK-RR a strukturné charakterizovat tyto dva interakcni
partnery. Diiraz byl kladen také na studium interakce modelovych senzorovych domén s
riznymi signalnimi molekulami a popis funkce jednotlivych aminokyselin Gc¢astnicich se
vazby téchto signalnich molekul.

Studiem intraproteinového/interdoménového ptenosu signdlu bylo zjisténo, ze
aktivni formy AfGcHK vykazuji velice podobné hodnoty Vmax™", coz pravdépodobné znadi,
Ze tyto stavy maji rovnéz podobné konformace odpovédné za optimalni aktivitu proteinu.

ATP 3 také nizsi afinitu vaci ATP v

Inaktivni stavy AfGcHK vykazovaly niz$i hodnoty Vmax
porovnani se stavy aktivnimi. U proteinu ECDOS byla pozorovana korelace mezi aktivitou
jeho funkéni domény a flexibilitou jeho senzorové PAS domény, kdy flexibilita senzorové

domény nejméné aktivni formy obsahujici iont zeleza hemu ve stavu Fe3*

byla vySssi nez
flexibilita senzorové domény aktivnéjSich forem obsahujicich iont Zeleza hemu ve stavech
Fe?* a Fe?*-CO.

Studium interproteinového ptenosu signalu mezi proteiny AfGcHK a RR pfineslo
informace o vzdjemném interakénim rozhrani téchto dvou proteini, které je tvofeno oblastmi
v dimerizaéni doméné¢ AfGcHK a regulacni doméné ¢. 1 RR proteinu. Komplex
AfGCHK-RR je transientni, s vysokou rychlosti disociace, kde Kq pro komplex dimeru
AfGcHK s jednou molekulou RR proteinu je ptiblizné 18 pM.

Zkoumanim interakce senzorové domény YddV a jejich mutantnich forem s riznymi
signalnimi molekulami byla potvrzena dilezitost Leu65 v stabilizaci téchto signalnich
molekul. Leu65 zabranuje vstupu molekuly vody do distalni oblasti hemu. Vliv nové
signalni molekuly H2S na aktivitu proteinu byl prokazan jen u proteinu ECDOS, zatimco u

AfGcHK nebyl pozorovan témét zadny vliv H2S na aktivitu tohoto proteinu.



Abstrakt EN

Heme containing gas sensor proteins play important role in bacterial physiology in
regulating many processes such as cell differentiation, virulence, biofilm formation or
intercellular communication. For their structure, typical modular architecture is
characteristic where various sensor domains (usually at the N-terminus) regulate the activity
of the catalytic or functional domains (usually at the C-terminus). In this dissertation thesis,
we focused on three representatives from the group of oxygen sensing proteins, namely
histidine kinase AfGcHK, diguanylate cyclase YddV, phosphodiesterase EcDOS and also on
protein RR, which is the interaction partner of AfGcHK.

The main aim of the thesis was to study intra-protein/inter-domain signal transduction
in two representatives of heme sensor proteins with a globin fold of the sensor domain
(AfGcHK, YddV) and in one representative with PAS fold of the sensor domain (EcDOS).
Another objective was to describe inter-protein signal transduction in the two component
signaling system AfGCHK-RR and structurally characterize these two interacting partners.
Emphasis was also placed on the study of the interaction between model sensor domains and
different signaling molecules and also on function of individual amino acids involved in the
binding of these signaling molecules.

Study of intra-protein/inter-domain signal transduction revealed that the active forms
of AfGCHK exhibit very similar Vma'" values, which probably indicates that these states
also have similar conformations responsible for the optimum catalytic activity. Inactive
states of AfGCHK exhibited lower Vma™™" values and lower affinity for ATP compared to
active states. In case of EcDOS protein correlation between the activity of its functional
domains and flexibility of its sensor PAS domain was observed. Flexibility of sensor domain
of the least active form containing Fe®* heme iron complex was higher than the flexibility of
sensor domain of more active forms containing Fe?* and Fe**-CO heme iron complexes.

Study of inter-protein signal transduction between AfGcHK and RR brought
information about mutual interaction interface of these two proteins, which is localized in
AfGcHK'’s dimerization domain and a regulatory domain no. 1 of RR protein. Complex
AfGcHK-RR is transient, with a high rate of dissociation, where the Kq for the complex of
dimeric AfGcHK with one molecule of RR protein is about 18 uM.

Examining the interaction of YddV sensor domain and its mutant forms with different
signaling molecules confirmed the importance of Leu65 in stabilizing of these signaling
molecules. Leu65 prevents entry of water molecules into the heme distal side. Activating
effect of the new signaling molecule H>S was demonstrated only in case of EcDOS protein,
while the activity of AfGCHK was not affected by the H.S treatment.
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1. Teoreticky uvod

1.1. Hemoproteiny, jejich zakladni funkce a rozdéleni

V roce 2016 uplynulo jiz padesat osm let od doby, kdy byla publikovana krystalova
struktura prvniho hemoproteinu - myoglobinu [Kendrew. Nature 181, 662 /1958/]. |
navzdory ,pokrocilému véku“ a mnozstvi publikovanych praci se problematice
hemoproteinil 1 V soucasnosti vénuje velka pozornost, kterd je dana predevsim dilezitosti a
roz$itenim téchto biomakromolekul. Hemoproteiny jsou Siroce rozsifené ve vSech
organismech od jednobunécnych prokaryotl a eukaryotii pfes organismy mnohobunécné,
rostliny az po zvifata a ¢lovéka [Garry et al. Cell. Mol. Life Sci. 57, 896 /2000/]. Patti mezi
jako je transport a skladovani kysliku, selektivni aktivace C-H vazeb, redukce dusitani nebo
ptenos elektront [Lin et al. Chem. Asian. J. 8, 2534 /2013/]. Kromé téchto tzv. ,.klasickych
funkci® byla popsana participace hemovych proteinti napt. na regulaci transkripce [Sun et
al. EMBO J. 21, 5216 /2002/, Zenke-Kawasaki et al. Mol. Cell. Biol. 27, 6962 /2007/], funkci
iontovych kanalti [Tang et al. Nature 425, 531 /2003/], kontrole cirkadiannich rytmu [Kaasik
a Lee. Nature 430, 467 /2004/], Gpravé micro RNA [Faller et al. Nat. Struct. Mol. Biol. 14,
23 /2007/] nebo detekci plynnych molekul [Aono. Acc. Chem. Res. 36, 825 /2003/].

Zaklad struktury téchto proteini tvoii prostetickd skupina hemu neboli
protoporfyrinu IX s inkorporovanym iontem zeleza. Ac¢koli je hem relativné mala molekula,
po strance chemické je velice komplexni. Na obr. 1 (str. 11) je zobrazena jeho struktura
zahrnujici vysoce hydrofobni (porfyrinovy skelet, methylové a vinylové substituenty) 1
hydrofilni (propionaty a iont Zeleza) oblasti. Tyto charakteristiky umoznuji vazbu molekuly
hemu do hydrofobnich i hydrofilnich oblasti proteinu a tvorbu hydrofobnich, iontovych i
koordina¢né kovalentnich interakci. Centralni iont Zeleza muize koordinovat celkem Sest
ligandt, pficemz Ctyfi koordina¢né kovalentni vazby vytvaii s dusiky pyrolovych jader a
zbylymi dvéma ligandy mohou byt postranni fetézce aminokyselin cysteinu (cytochromy
P450), histidinu a methioninu (globiny, cytochromy ¢, cytochrom ¢ oxidasy,
oxidoreduktasy) nebo malé molekuly jako Oz, CO, NO, H.S, CN", OH", imidazol aj. [Zhang.
Heme Biology /2011/, Antonini a Brunori. Hemoglobin and Myoglobin in Their Reactions
with Ligands /1971/]. V ptipadé, ze je atom Zeleza ve struktufe proteinu pentakoordinovany,
je schopen vézat malé plynné molekuly coZ umoziuje témto proteinim vykonavat specifické
funkce jako je transport, detekce nebo aktivace plynnych molekul pro nasledné reakce. Atom
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zeleza se vyskytuje nejéastéji ve dvou oxida¢nich stavech a to ve stavu redukovaném Fe?*
nebo oxidovaném Fe3*. Terminem hem se spravné oznacuje redukovany stav, zatimco hemin
Jje oznaceni pro stav oxidovany [Zhang. Heme Biology /2011/, str. 3]. Oxida¢ni stav rovnéz
rozhoduje o tom, jaky typ molekuly se bude na iont zeleza preferen¢né koordinovat. Oz a
CO se mohou vazat jen na redukovany iont zeleza Fe?", kdezto Fe* stav vaze CN", OH™ nebo
molekulu imidazolu [Zhang. Heme Biology /2011/, Antonini a Brunori. Hemoglobin and
Myoglobin in Their Reactions with Ligands /1971/, Falk. Porphyrins and Metalloporphyrins
11964/].

HOOC

0O,/NO/CO

/4
-Cys/His/Met-

Obr. 1 Struktura molekuly hemu

Molekulu hemu tvori ¢tyri pyrolova jadra, ktera jsou spojena ctyrmi methinovymi muistky.
Hydrofobni oblasti véetné methylovych a vinylovych skupin jsou zobrazeny zelené, hydrofilni
propionaty spolu s iontem Zeleza tmavé cervene. Aminokyseliny, které nejcasteji koordinuji
iont Zeleza ve strukture proteinu, jSou Cys, His a Met. Mezi nejcastéjsi plynné ligandy patii
O2, NO, CO. Prevzato z [Zhang. Heme Biology /2011/, str. 2].

Do dnes$ni doby bylo objeveno a charakterizovdno velké mnozstvi riiznych
hemoproteinil. Jejich zakladni déleni vychdzi z funkce jednotlivych proteinli a zahrnuje Ctyii
velké skupiny. (1) Do prvni skupiny patfi proteiny transportujici a skladujici plynné
molekuly, nejcastéji kyslik. Typickymi zastupci jsou hemoglobin a myoglobin. Molekula
kysliku je v jejich struktufe vazana reverzibilné a uvoliovana na zaklad¢é okamzitych potieb
a narokd organismu [Kajimura et al. Antioxid. Redox Signal. 13, 157 /2010/]. (2) Druhou
skupinu tvofii proteiny pienasejici elektrony, typicky napt. cytochrom c v dychacim fetézci.
Samotny pfenos je zprostiedkovan jednoelektronovou redukci nebo oxidaci centralniho
atomu Zeleza, tj. prechody mezi Fe?* a Fe®" stavy. Velice ¢asto se jako axidlni ligandy Zeleza
vyskytuji postranni fetézce aminokyselin histidinu a methioninu (cytochrom c His-Fe-Met,
cytochrom b5 His-Fe-His) [Imai et al. Biochem. Biophys. Res. Commun. 469, 978 /2016/,
Durley a Mathews. Acta Crystallogr. D Biol. Crystallogr. 52, 65 /1996/]. (3) Tteti funkci
hemoproteinti je katalyza oxida¢né-redukcnich reakci. V pribéhu téchto rekci dochazi
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k aktivaci kyslikové molekuly, ktera je nasledné inkorporovana do molekuly substratu. Do
této skupiny patii napt. oxygenasy (cytochromy P450), hemoxygenasa nebo NO synthasa
[Matsui et al. J. Biol. Chem. 280, 36833 /2005/, Montellano. Chem. Rev. 110, 932 /2010/,
Santolini. J. Inorg. Biochem. 105, 127 /2011/]. (4) Posledni, nejnové&ji popsanou skupinu,
tvoii hemové senzorové proteiny. V tomto piipadé se molekula hemu nenachazi v samotném
aktivnim centru proteinu, ale v tzv. regulacni ¢asti, kterd reguluje funkéni oblasti v zavislosti
na vazbé raznych ligandi hemu (molekuly plynu) nebo vazbé hemu samotného. Typickymi
zastupci jsou napri. FixL (O2 senzor), CooA (CO senzor) nebo solubilni guanylatcyklasa (NO
senzor) [Gilles-Gonzalez et al. Biochemistry 34, 232 /1995/, Shelver et al. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 94, 11216 /1997/, Gileadi. Biochem. Soc. Trans. 42, 108 /2014/, Kajimura et al.
Antioxid. Redox Signal. 13, 157 /2010/].

Hemoproteiny jsou biomolekuly rozmanité rovnéz i po strance strukturni. Do dne$ni
doby bylo identifikovano vice nez 30 rtznych strukturnich motivii schopnych vazby
hemového kofaktoru a mnozstvi hemoproteind, u kterych byla vyfesena struktura, prevySuje
¢islo 2300 [Smith et al. Proteins 78, 2349 /2010/, Schneider et al. Nat. Prod. Rep. 24, 621
/2007/]. Navic, jeden typ strukturniho uspotadani se mize vyskytovat v proteinech
vykonévajicich rozliéné fyziologické funkce a zaroven urcita specificka funkce muize byt
zprostfedkovana proteiny s velice odliSnymi strukturnimi charakteristikami. Tak napf.
hemoxygenasa ChuS z E. coli sdili stejnou architekturu domény jako protein HemS
odpovédny za transport hemu u bakterie Yersinia enterocolitica [Suits et al. J. Biol. Chem.
281, 36776 /2006/, Schneider et al. J. Biol. Chem. 281, 32606 /2006/]. Dale, globinové
sbaleni typické pro hemoglobin nebo myoglobin mizeme rovnéz najit u bakterialnich
senzorovych proteint, které jsou odpovédné za detekci kysliku [Hou et al. Nature 403, 540
/2000/].

1.2. Hemové senzorové proteiny

Skupina hemovych senzorovych proteinti zahrnuje dvé podskupiny a to senzorové
proteiny detekujici hem a senzorové proteiny detekujici plynné molekuly. Po strdnce
strukturni je spole¢nym rysem téchto dvou podskupin pfitomnost minimalné¢ dvou domén,
senzorové a funkéni. Senzorova doména je odpovédna za vazbu hemu, ktery mtize byt vazan
bud'to reverzibilng, jak je tomu u senzorovych proteinti detekujicich hem, nebo relativné
pevné, coz je piipad proteint detekujicich plyny [lgarashi et al. Emerging Roles of Heme as
a Signal and a Gas-Sensing Site: Heme-Sensing and Gas-Sensing Proteins v knize Handbook
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of Porphyrin Science /2011/]. U senzorovych proteini detekujicich hem vystupuje tento
kofaktor v roli signalni molekuly, kde jeho asociace/disociace reguluje rozli¢né fyziologické
déje, jako je transkripce, degradace proteint, vazba na DNA nebo regulace aktivity
nékterych kinas [lgarashi et al. Acta Chim. Slov. 55, 67 /2008/]. Senzorové proteiny
detekujici plynné molekuly, které jsou vysadou predev§im bakterialni fiSe, vyuzivaji
hemovy kofaktor pro vazbu plynnych molekul, nejéastéji Oz, NO a CO. Na zaklad¢ vazby
téchto plyni reguluje senzorovda doména doménu funkcni, vykazujici riizné enzymové
aktivity jako napf. diguanylatcyklasova, proteinkinasova nebo fosfodiesterasova aktivita
[Tagliabue et al. Microbiology 156, 2901 /2010/, Sousa et al. Biochemistry 46, 6249 /2007/,
Tanaka a Shimizu. Biochemistry 47, 13438 /2008/].

1.2.1. Senzorové proteiny detekujici hem

Jelikoz je volny hem sam o sobé¢ relativné toxicka molekula podilejici se na tvorbé
reaktivnich forem kysliku, musi byt jeho hladina v buiice peclivé regulovana [Halliwell a
Gutteridge. Methods Enzymol. 186, 1 /1990/]. VétSina senzorovych proteint detekujicich
hem, které zabezpecuji tuto funkci, se vyznacuje pfitomnosti tzv. CP (Cys, Pro) motivu,
nékdy ozna¢ovaného jako HRM motivu (z angl. Heme-regulatory motiv) [Zhang a Guarente.
EMBO J. 14, 313 /1995/]. Za vazbu molekuly hemu na protein je vétSinou odpovédna
thiolatova sira cysteinu, ktera vytvafi siontem Zeleza relativné slabou vazbu
umoziujici rychlou disociaci hemu z vazného mista. Rychlost asociace kofaktoru je
podobna jako napi. u myoglobinu nebo hemoglobinu a na funkci proteinti jako senzorti hemu
nema az tak zasadni vliv. [lgarashi et al. Acta Chim. Slov. 55, 67 /2008/, Igarashi et al.
Emerging Roles of Heme as a Signal and a Gas-Sensing Site: Heme-Sensing and Gas-
Sensing Proteins v knize Handbook of Porphyrin Science /2011/].

Nejznaméjsim zastupcem této podskupiny je protein HRI (z angl. Heme-regulated
proteinu je regulace poc¢atecni faze translace v nezralych erytrocytech (retikulocytech), kde
v zavislosti na dostupnosti volného hemu ovliviiuje biosyntézu globinovych molekul pro
tvorbu hemoglobinu. Za normalnich podminek, kdy je koncentrace hemu v buice
dostatecna, je hem navazany na HRI a blokuje jeho kinasovou aktivitu. Pokles hladiny hemu
zpusobi jeho rychlou disociaci z komplexu s HRI proteinem, ktery nasledné fosforyluje

hydrolyze GTP na GDP opétovné vazat molekulu GTP vysledkem c¢ehoz je inhibice
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translace globinovych fetézct a udrzovani konstantniho poméru mezi mnozstvim hemu a
globinu (1:1) [Dever. Cell 108, 545 /2002/, Hirai et al. J. Inorg. Biochem. 101, 1172 /2007/].

Strukturné je HRI tvofen N-terminalni doménou, ktera neni povazovana za typickou
senzorovou doménu, protoze nevaze hemovy kofaktor sama o sob¢€, ale v soucinnosti
s katalytickou C-terminalni doménou. Hem je koordinovan histidinem N-terminalni domény
a cysteinem katalytické domény (viz obr. 2). Protein je velice flexibilni a z tohoto divodu
nebylo uplné jasné, ktery konkrétni histidin a cystein jsou za koordinaci hemu odpovédné.
Mutace nékterych potencialnich axialnich ligandti nemély vliv na spektralni vlastnosti
proteinu, coz znamena, ze axialni ligand mohl byt nahrazen sousednim aminokyselinovym
zbytkem z jiné ¢asti proteinu. V soucasnosti se ma za to, ze axialnimi ligandy jsou His119
nebo His120 N-terminalni ¢asti a Cys409 C-terminalni katalytické ¢asti [Igarashi et al. J.
Biol. Chem. 283, 18782 /2008/, Miksanova et al. Biochemistry 45, 9894 /2006/].

Obr. 2 Model struktury proteinu HRI v aktivnim a inaktivnim stavu

Vazba/disociace hemu na/z proteinu reguluje aktivitu HRI. Hem je pravdépodobné
koordinovan His119 nebo His120 a Cys409. NTD — N-terminalni doména, KD — katalyticka
doména. Prevzato z [lgarashi et al. J. Biol. Chem. 283, 18782 /2008/].

Kromé HRI byly identifikovany i dalSi proteiny detekujici hem, napi. NPAS2
[Dioum et al. Science 298, 2385 /2002/] a mPer2 [Kaasik a Lee. Nature 430, 467 /2004/]
regulujici cirkadianni rytmy, Hapl [Hon et al. J. Biol. Chem. 274, 22770 /1999/] kontrolujici
expresi genll pii oxida¢nim stresu nebo THAP protein vykazujici proteolytickou aktivitu

vaci urcitym peptidim a proteinim [Sorgine et al. J. Biol. Chem. 275, 28659 /2000/].
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1.2.2. Senzorové proteiny detekujici plynné molekuly

U proteint detekujicich plyny je primarnim signalem vazba molekuly Oz, NO nebo
CO na hem v aktivnim centru N-terminalni senzorové domény. Vazbou signalni molekuly
dochazi ke konformaéni zméné senzorové domény, ktera nasledné reguluje aktivitu C-
terminalni funk¢ni domény. Pfitomnost plynnych molekul tak reguluje tvorbu nebo
degradaci cyklického di-GMP (diguanylatcyklasy, fosfodiesterasy), fosforylaci proteint
(histidinkinasy), vazbu na DNA, chemotaxi aj [lgarashi et al. Emerging Roles of Heme as a
Signal and a Gas-Sensing Site: Heme-Sensing and Gas-Sensing Proteins v knize Handbook
of Porphyrin Science /2011/, Farhana et al. Antioxid. Redox Signal. 17, 1232 /2012/]. Na
enzymovou aktivitu téchto proteinti ma navic vliv i oxidacné/redukcni stav iontu Zeleza. Do
soucasnosti bylo identifikovano pét typli senzorovych domén vazajicich hem, konkrétné
H-NOX doména (detekce NO), CooA doména (detekce CO), GAF doména (detekce O2),
PAS doména (detekce O2) a senzorova doména s globinovym uspotadanim (detekce O>)
[Farhana et al. Antioxid. Redox Signal. 17, 1232 /2012/, Gilles-Gonzalez a Gonzalez. J.
Inorg. Biochem. 99, 1 /2005/]. Donedévna sem byla chybné fazena i tzv. SCHIC doména, u
které byla prokazana vazba hemu misto piivodné piitomného kobalaminu [Moskvin et al. J.
Bacteriol. 192, 5253 /2010/]. V roce 2015 bylo ov8em potvrzeno, ze tato doména skutecné
vaze specificky jenom kobalamin a ne hem [Vermeulen a Bauer. J. Bacteriol. 197, 2694
/2015/]. Obecné se senzorové proteiny detekujici plynné molekuly vyznacuji obrovskou
rozmanitosti strukturnich uspotadani, kde se riiznym zpiisobem a v rizném poctu kombinuji

senzorové a katalytické domény za vzniku velkého mnoZstvi funkéné odliSnych proteini.

1.2.2.1. Senzorové proteiny detekujici oxid dusnaty

NO je fyziologicky velice dulezitd plynna molekula ucastnici se bunécné signalizace
nebo plnici rizné ulohy v imunitnim systému pii obrané organismu [Toledo a Augusto.
Chem. Res. Toxicol. 25, 975 /2012/]. Nejznaméjs$im senzorem oxidu dusnatého je eukaryotni
solubilni guanylatcyklasa (SGC). SGC je heterodimer tvofeny ze dvou podjednotek al a B1.
Kazda podjednotka je sloZena ze ¢tyf domén: N-termindlni H-HNOX domény, PAS domény,
tzv. ,coiled-coil“ domény a C-terminalni guanylatcyklasové domény [Fritz et al.
Biochemistry 52, 1568 /2013/, Cary et al. Trends Biochem. Sci. 31, 231 /2006/]. Molekulu
hemu vaze jen H-NOX doména podjednotky B1 a tudiz je i odpovédna za vazbu NO. Vazba

NO na hem (Fe?") senzorové domény aktivuje katalytickou doménu a dochazi k tvorbé
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cyklického GMP, které nasledné reguluje relaxaci hladkych svalii, bunéény rust nebo
diferenciaci [Mel et al. Chem. Rev. 111, 5742 /2011/].

I ptes rozsahly vyzkum vénujici se SGC ziistava struktura celého proteinu a dokonce
i jeho jednotlivych domén stale nevyfeSena. Urcité piiblizeni nam ale mohou poskytnout
bakterialni senzory NO, kde bylo v posledni dobé publikovano nékolik struktur H-NOX
domény [Herzik et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 111, E4156 /2014/, Pellicena et al. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 101, 12854 /2004/, Ma et al. EMBO J. 26, 578 /2007/]. Publikované
prace ukazuji, ze na rozdil od Oz nebo CO, které vytvaii s molekulou hemu
hexakoordinovany nizkospinovy komplex, se NO koordinuje na hem za souc¢asné¢ho zaniku
vazby hem-histidin a vzniku pentakoordinovaného komplexu hem-NO [Herzik et al. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 111, E4156 /2014/]. Tento mechanismus vazby potvrzuje kromé
krystalovych struktur i napt. méfeni Casové rozlisené spektroskopie, kde byla prokazana
piitomnost tetrakoordinovaného hemu po disociaci molekuly NO [Yoo et al. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 112, E1697 /2015/]. Bakterialni senzory oxidu dusnatého se vV mnohych
ptipadech vyskytuji jako samostatné H-NOX domény bez katalytické Casti a Casto jsou
soucasti dvouslozkovych signdlnich systémi nebo systémii odpovédnych za bakteridlni
chemotaxi [Cary et al. Trends Biochem. Sci. 31, 231 /2006/]. Nékteré jsou schopny i vazby
kyslikové molekuly, za co je odpovédny hlavné tyrosin v distalni ¢asti hemu stabilizujici Oz
pomoci vodikové vazby. Nepfitomnost tohoto tyrosinu u specifickych NO senzorl je
divodem vysoké citlivosti k NO i za podminek, kdy je koncentrace O2 V prostiedi
mnohonasobné vyssi [Boon et al. Nat. Chem. Biol. 1, 53 /2005/, Martin et al. J. Biol. Chem.
281, 27836 /2006/].

1.2.2.2. Senzorové proteiny detekujici oxid uhelnaty

Oxid uhelnaty je plynem piirozené se vyskytujicim v zemské atmosféfe vznikajicim
napt. pfi nedokonalém spalovani nebo sopecné ¢innosti. Je vyuzivan pifedevSim bakteriemi
(aerobnimi i anaerobnimi) jako zdroj energie, pfipadné uhliku a u eukaryotnich organismu
plni funkci pfevazné signalni molekuly (neurotransmise, modulace sGC nebo aktivace
mitogenem aktivovanych proteinkinas) [Gullotta et al. Biofactors 38, 1 /2012/]. Hlavnim
zdrojem CO u eukaryoti je degradace hemu hemoxygenasou za vzniku biliverdinu a volného
iontu Zeleza [Unno et al. Nat. Prod. Rep. 24, 553 /2007/]. Jednim z nejlépe prozkoumanych
senzort oxidu uhelnatého je protein CooA fotosyntetické bakterie Rhodospirillum rubrum.

Tento homodimerni protein pattici do rodiny transkrip¢nich faktord, reguluje expresi gent
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ucastnicich se oxidace CO na CO.. Ze struktury, ktera byla publikovana v roce 2000,
vyplyva, ze protein je tvofen N-termindlni doménou vazajici hem a efektorovou doménou
obsahujici strukturni motiv HTH (z angl. helix-turn-helix) typicky pro DNA vazebné
proteiny. Ve stavu, kdy je iont zeleza v molekule hemu oxidovan (Fe®") je protein inaktivni
a axialnimi ligandy jsou Cys75 a Pro2 (Pro2 pochazi z druhé podjednotky homodimeru)
[Lanzilotta et al. Nat. Struct. Biol. 7, 876 /2000/, Roberts et al. J. Inorg. Biochem. 99, 280
/2005/, Kuchinskas et al. Biochemistry 45, 7148 /2006/]. Redukce Fe®*" na Fe?" zpusobi
disociaci Cys75 a jeho nahrazeni His77. Vazba CO vytésni Pro2 ¢imZz dochazi
k signifikantni konformacni zméné, aktivaci proteinu a nasledné vazb¢é na piislusné
regulaéni Gseky DNA. Aktivitu proteinu specificky reguluje jenom vazba/disociace CO.
Vazba O3 zptisobuje oxidaci iontu Zeleza, takze nemuize tvofit stabilni komplex a NO dava
vznik pentakoordinovanému komplexu, ktery rovnéz neni aktivni [Clark et al. Biochemistry
43, 14149 2004/, Yamamoto et al. J. Biol. Chem. 276, 11473 /2001/]. Na zaklad¢
signifikantnich konformac¢nich zmén pii pfechodech mezi Fe®* a Fe?* stavy se uvazuje o
Co0A také jako o mozném redoxnim senzoru, ovSem tato jeho funkce neni doposud detailné

popséna a vyzaduje dikladnéjsi studium.

1.2.2.3. Senzorové proteiny detekujici kyslik

Z hlediska fyziologie je pro vétSinu organismu nejdulezitéjsi plynnou molekulou
molekula kysliku a i z tohoto diivodu jsou proteiny detekujici kyslik nejvice zastoupené a
nejlépe charakterizované. Do této skupiny patii senzorové proteiny se tfemi riznymi typy
sbaleni senzorové domény a to i) GAF doména i1) PAS doména i1ii) senzorova doména
s globinovym upofadanim [Martinkova et al. J. Biol. Chem. 288, 27702 /2013/] (viz obr. 3,
str. 18).
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Obr. 3 Piiklady struktur senzorovych domén detekujicich kyslik

A — GAF doména histidinkinasy DosS [Podust et al. Biochemistry 47, 12523 /2008/], B —
PAS doména histidinkinasy BjFixL [Gong et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 95, 15177
11998/], C — globinova doména chemotaktického proteinu HemAT [Zhang a Phillips.
Structure 11, 1097 /2003/].

Kyslikové senzory S GAF doménou

Proteiny obsahujici GAF doménu jsou hojné zastoupeny v prokaryotnich i
eukaryotnich organismech. Akronym GAF je odvozeny z nazvu proteinovych rodin, u
kterych byla tato doména poprvé objevena, konkrétné cGMP dependentni fosfodiesterasy,
Anabena adenylatcyklasy a E. coli FhlA [Heikaus et al. Structure 17, 1551 /2009/, Zoraghi
et al. Mol. Pharmacol. 65, 267 /2004/]. GAF doména se vyznacuje typickym prostorovym
uspotadanim, kde centralni ¢ast proteinu tvoii B-list slozeny z péti antiparalelnich fetézci,
kolem kterého jsou usporadané ¢tyti a-helixy [Cho et al. J. Biol. Chem. 284, 13057 /2009/].
Vazebné misto pro hem muiZe kromé tohoto kofaktoru vézat i jiné ligandy jako flaviny,
adenin nebo cGMP [Ho et al. EMBO J. 19, 5288 /2000/, Anantharaman et al. J. Mol. Biol.
307, 1271 /2001/, Shimizu et al. Chem. Rev. 115, 6491 /2015/].

Histidinkinasy DosS a DosT

Dobfe prozkoumanymi zastupci jsou dvé transmembranové histidinkinasy DosS a
DosT z bakterie Mycobacterium tuberculosis, které se podileji na ptechodech mezi
virulentnim a latentnim stavem [Roberts et al. J. Biol. Chem. 279, 23082 /2004/]. Oba
proteiny jsou spole¢né s tzv. regulatorem odpovédi (z angl. Response Regulator) DosR
soucasti dvouslozkového signalniho systému, kde dochazi k ptenosu fosfatu z histidinkinasy
na asparagovou kyselinu regulatoru odpovédi. Fosforylaci dochazi k aktivaci DosR, ktery se

jakozto transkripéni faktor vaze na DNA a reguluje metabolické d&je za hypoxickych
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podminek a pfechod bakterie do latentniho stavu [Farhana et al. Antioxid. Redox Signal. 17,
1232 /2012/, loanoviciu et al. Biochemistry 46, 4250 /2007/, Chim et al. J. Inorg. Biochem.
133, 118 /2014/]. DosS i DosT obsahuji dvé strukturné podobné tandemové GAF domény
(GAF-A, GAF-B), pficemz hemovy kofaktor je vazan jen na prvni GAF-A doménu.
GAF-B pravdépodobné moduluje vazbu ligandu v GAF-A domén¢ kde zvySuje stabilitu
komplexu Fe?*-O; a pomaha i pfi pfenosu konformacénich zmén a aktivaci kinasové domény
[loanoviciu et al. Biochemistry 48, 5839 /2009/, Yukl et al. Biochemistry 47, 12532 /2008/].
Proteiny jsou aktivni ve stavu, kdy je iont Zeleza v hemu redukovan (Fe?*) bez navazaného
ligandu a inaktivni ve stavu Fe?*-O,. Schopnost tvofit s kyslikem stabilni komplex ma jenom
DosT, zatimco U DosS dochazi k vyrazné rychlejsi autooxidaci komplexu Fe?*-O, na Fe3*
[Vos et al. Biochemistry 51, 159 /2012/]. | na zakladé této skute¢nosti se DosS povazuje spis
za redoxni nez za kyslikovy senzor [Kumar et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 104, 11568
120071].

Kyslikové senzory s PAS doménou

PAS doména sestava z piiblizné 100 — 120 rezidui a je jednou z nejrozsitengjSich
senzorovych domén majici své zastupce ve vSech organismech od bakterii az po Cloveka
[Henry a Crosson. Annu. Rev. Microbiol. 65, 261 /2011/]. Ackoli je primarni sekvence téchto
proteint Castokrat zna¢né odlisnd, po strukturni strance jsou si vS§echny PAS domény velice
podobné. Jejich typickym rysem je pfitomnost nékolika a-helixi a péti antiparalelnich
fetézcl tvoficich B-skladany list, které spole¢né vytvateji strukturu podobnou kosiku na
ovoce [Shimizu et al. Chem. Rev. 115, 6491 /2015/, Moglich et al. Structure 17, 1282
/2009/]. Stejn¢ jako GAF doména i PAS doména je uzpusobena pro vazbu rozli¢nych
molekul jako jsou FMN, FAD, 4-hydroxy skoficova kyselina, C3 a C4 karboxylové kyseliny
(malonova, jable¢na, jantarova) a samoziejm¢& i hem [Henry a Crosson. Annu. Rev.
Microbiol. 65, 261 /2011/]. Nejlépe charakterizovanymi proteiny obsahujicimi PAS doménu
jsou histidinkinasa FixL, ktera je spolu sregulatorem odpovédi FixJ soucasti
dvouslozkového signalniho systému nitrifikaéni bakterie Rhizobium meliloti a

fosfodiesterasa EcDOS bakterie E. coli.

Fosfodiesterasa EcDOS
EcDOS (z angl. E. coli direct oxygen sensor) je protein, jehoZz hlavni funkci je
spole¢né s dal§im proteinem YddV (viz dale, str. 22), regulovat hladinu c-di-GMP (cyklicky
bis-(3°,5")-guanosinmonofosfat ) v bunice (viz obr. 4, str. 21). c-di-GMP je v tisi prokaryot
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velice dulezity druhy posel ovlivitujici mnoho fyziologickych funkci, jako je bunééna
diferenciace, virulence, tvorba biofilmu, mezibunécna komunikace a mnohé jiné [Hengge.
Nat. Rev. Microbiol. 7, 263 /2009/]. PiedevS§im tvorba biofilmu je klinicky vyznamna,
jelikoz zahrnuje pochody, na zakladé kterych bakterie sniZzuje svoji metabolickou aktivitu,
dochazi k produkci extracelularniho matrix, coz ma za nasledek vys$i odolnost vuci
fyzikalnim vlivim nebo pasobeni antibiotik [Nadell et al. FEMS Microbiol. Rev. 33, 206
12009/, Mah. J. Bacteriol. 194, 4791 /2012/]. Obecné plati, Ze proteiny regulujici homeostazu
c-di-GMP patii mezi nejvice zastoupené v bakterialnich genomech. YddV je dokonce
jednou z nejvice exprimovanych diguanylatcyklas v E. coli [Galperin et al. Mol. Biosyst. 6,
721 /2010/, Sommerfeldt et al. Microbiology 155, 1318 /2009/]. Biosyntéza c-di-GMP u
E. coli probiha za ucasti diguanylatcyklasy YddV, ktera je rovnéz kyslikovym senzorem,
ovSem s jinym typem senzorové domény. Protein ECDOS je tvofen dvéma za sebou
nasledujicimi PAS doménami na N-konci a tzv. EAL funkéni doménou na C-konci. Mezi
druhou PAS doménou a EAL doménou se nachazi jest¢ GGDEF doména, ktera je spise
typickd pro diguanylatcyklasy. V ptipadé EcDOS ale postrada klicové aminokyseliny
asociované s diguanylatcyklasovou aktivitou a je tedy katalyticky inaktivni [Green et al.
Curr. Opin. Microbiol. 12, 145 /2009/, Tanaka et al. J. Biol. Chem. 282, 21301 /2007/].
Protein se v roztoku vyskytuje ve form¢ homotetrameru [Yoshimura et al. J. Biol. Chem.
278, 53105 /2003/], u kterého byla pozorovana kooperativita pii vazbé molekuly kysliku
(Hillav koeficient 1,5). Samostatna PAS doména jiz tuto vlastnost nevykazuje [Tuckerman
et al. Biochemistry 48, 9764 /2009/]. Hem je podobné jako u senzori s GAF doménou D0sS
nebo DosT véazéan jen na prvni PAS-A doménu a jeho axialnimi ligandy jsou His77 a
molekula H20 (Fe*" stav), piipadné Met95 (Fe?* stav) [Sasakura et al. Acc. Chem. Res. 39,
37 12006/, Kurokawa et al. J. Biol. Chem. 279, 20186 /2004/, Park et al. Biochemistry 43,
2738 /2004/].

Funkéni EAL doména katalyzuje hydrolyzu c-di-GMP na jeho linearni formu
I-di-GMP (pGpG). Aktivita C-terminalni domény je vyrazné zvySena po vazbé kysliku
(61 min'), zatimco stav Fe?* je aktivni jen ¢asteéné (9,7 mint) [Tanaka et al. J. Biol. Chem.
282, 21301 /2007/]. Stav Fe** m4 aktivitu minimélni. Vazba molekuly O zptisobi v okoli
hemu rozsahlé konformacni zmény, kdy dochazi k odstoupeni Met95 a zméné pozice Arg97,
ktery tak muzZe interagovat s molekulou kysliku [Park et al. Biochemistry 43, 2738 /2004/].
Dutlezitou roli ve vazbé kysliku méa hlavné Arg97. Zaména této aminokyseliny vyrazné

zvySuje rychlost autooxidace a zaroven i rychlost disociace molekuly O z aktivniho mista
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proteinu [Ishitsuka et al. Biochemistry 47, 8874 /2008/]. EcDOS bez hemu nebo PAS
domény vykazuje aktivitu téméi totoznou se stavem Fe?*-O, coz znamend, ze funkci
kofaktoru je potlacovat katalytickou aktivitu proteinu a udrzovat ho v inaktivnim stavu
[Tanaka a Shimizu. Biochemistry 47, 13438 /2008/]. Stejny efekt hemu byl pozorovan i u
dalsiho proteinu YddV [Kitanishi et al. Biochemistry 49, 10381 /2010/]. Zajimavosti je, ze
aktivacni efekt maji i ostatni ligandy hemu jako jsou CO, NO, CN™ nebo imidazol, coz je
pravdépodobné dano charakteristickymi zménami v distalni oblasti hemu, které souvisi

predevsim s disociaci Met95 [Tanaka a Shimizu. Biochemistry 47, 13438 /2008/].
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Obr. 4 Syntéza a $tépeni c-di-GMP proteiny YddV a EcDOS

Diguanylatcyklasa YddV syntetizuje ze dvou molekul GTP jednu molekulu c-di-GMP, ktera
miize byt dale proteinem EcDOS linearizovana na I-di-GMP. Koncentrace c-di-GMP
v E. coli reguluje mnozstvi procesu, napr. tvorbu biofilmu nebo pohyblivost bakterii. V dolni
casti je schematicky znazornéno i uspradani domén v jednotlivych proteinech. Prevzato z

[Martinkova et al. J. Biol. Chem. 288, 27702 /2013/].

Dale bylo pozorovano, ze EcDOS (jen ve stavu Fe?*) mize kromé c-di-GMP
hydrolyzovat i cAMP, i kdyZ s mnohem nizs$i rychlosti [Imamura et al. J. Biol. Chem. 271,
25423 /1996/]. Vyrazeni genu pro EcDOS zpuisobilo u E. coli signifikantni nartst
intracelularni koncentrace cAMP (jen za aerobnich podminek) a byla pozorovana i zména
Vv bunééné morfologii a rychlosti rastu [Yoshimura-Suzuki et al. J Bacteriol. 187, 6678
/2005/]. Studie tedy naznacuji, Ze i navzdory velice nizké rychlosti odbouravani cAMP
(0,15 min') se miize jednat o fyziologicky substrat. Rychlost odbourdvani mtize byt ¢astecné
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kompenzovana zvySenou expresi proteinu, ktera je za aerobnich podminek 2,6 krat vyssi nez

za podminek anaerobnich [Yoshimura-Suzuki et al. J Bacteriol. 187, 6678 /2005/].

Kyslikové senzory s globinovou doménou

Jak jiz sam nazev naznacuje, globinové senzorové proteiny se vyznacuji strukturnim
usporddanim senzorové domény podobnym myoglobinu nebo hemoglobinu. Na rozdil od
téchto proteint ale plni odlisné funkce. Vazba kysliku v tomto ptipadé ma povahu signalu,
ktery reguluje nasledné fyziologické dé&je. Pro strukturu senzorové domény je
charakteristickd pfitomnost sedmi o-helixi A-H spojenych kratkymi smyckami.
V porovnani s myoglobinem (8 a-helixt) chybi cely helix D a helix E je kratsi na C-konci.
Toto uspofadani se oznacuje jako tzv. 3/3 a-helikalni sbaleni a je pravdépodobné vyhodné
pro spravnou funkci globinovych senzorti [Martinkova et al. J. Biol. Chem. 288, 27702
/2013/]. Dale existuji proteiny vykazujici 2/2 a-helikalni sbaleni, u kterého vétsinou chybi
cely helix A (nebo je jen velice kratky), velka ¢ast helixu F je ve formé neuspotradané smycky
a mezi helixy C a E je jen velice kratka spojovaci oblast [Lecomte et al. Curr. Opin. Struct.
Biol. 15, 290 /2005/]. Zatimco PAS i GAF domény vazou rizné kofaktory i malé molekuly,
globinova senzorova doména vaze pouze hem. Ten je vazan v hydrofobnim jadte proteinu a
koordinovan histidinem helixu F, ktery je velice konzervovany u vsech globinovych senzori
[Freitas et al. J. Inorg. Biochem. 99, 23 /2005/]. V distalni ¢asti hemu je nejvice
konzervovanou aminokyselinou TyrB10, ktery je dulezity ptredev$im pii stabilizaci
navazaného Oz [Zhang et al. Biophys. J. 88, 2801 /2005/]. Jako prvni zastupce skupiny
globinovych senzord byl v roce 2000 popsan protein HemAT archaebakterie Halobacterium
salinarum a bakterie Bacillus subtilis [Hou et al. Nature 403, 540 /2000/]. Od té doby bylo
objevenych mnoho globinovych senzort, pficemz u nékterych dosud nebyla ani popsana
jejich fyziologicka funkce [Pesce et al. J. Mol. Biol. 386, 246 /2009/]. Stejné jako proteiny
obsahujici PAS nebo GAF doménu, tak i globinové senzory jsou proteiny modularni a
mohou regulovat rizné funkéni domény. V nasem ptipadé¢ je vyzkum zaméfen na dva

proteiny, konkrétné jiz diive zminénou diguanylatcyklasu YddV a histidinkinasu AfGcHK.

Diguanylatcyklasa YddV (EcDosC)

Jak jiz bylo zminéno Vv souvislosti s ECDOS, YddV je diguanylatcyklasa syntetizujici
c-di-GMP a pracujici v synergii s fosfodiesterasou EcDOS (viz obr. 4, str. 21). V genomu
E. coli jsou tyto dva proteiny soucasti jednoho operonu, jejich transkripce probiha soucasné
a je regulovana sigma faktorem RpoS regulujicim transkripci proteini za stresovych
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podminek [Méndez-Ortiz et al. J. Biol. Chem. 281, 8090 /2006/, Weber et al. Mol. Microbiol.
62, 1014 /2006/]. Fyziologickou funkci proteinu YddV je regulace produkce nékterych
komponent biofilmu, jako jsou napt. adherentni faktory (tzv. curli) [Tagliabue et al. FEMS
Immunol. Med. Microbiol. 59, 477 /2010/] a exopolysacharidy (poly-N-acetylglukosamin)
[Tagliabue et al. Microbiology 156, 2901 /2010/]. Po strukturni strance sestava YddV z
N-koncové globinové senzorové domény, nasleduje tzv. stfedova doména tvofena péti
a-helixy a na C-konci se nachazi funkéni diguanylatcyklasova doména obsahujici typicky
GGDEF motiv [Tarnawski et al. Acta Crystallogr. D Biol. Crystallogr. 71, 2158 /2015/].
Zatimco vétSina homolognich diguanylatcyklas s globinovou doménou (HemDGC,
PccGCS, BpGReg) vytvaii funkéni tetramery [Sawai et al. Biochim. Biophys. Acta. 1804,
166 /2010/, Burns et al. Mol. Biosyst. 10, 2823 /2014/], YddV byl v roztoku pozorovan
prevazné ve formé dimeru [Tarnawski et al. Acta Crystallogr. D Biol. Crystallogr. 71, 2158
12015/, Tuckerman et al. Biochemistry 48, 9764 /2009/]. Zasadnim problémem v pfipad¢
YddV je stabilita proteinu exprimovaného v plné délce, kdy dochazi k tvorbé vyssich
oligomerd (tetramery, oktamery) az agregati. Ztoho vyplyva, ze i protein ve formé
tetrameru muze mit rovnéz fyziologickou relevanci.

YddV katalyzuje v zavislosti na koncentraci kysliku kondenzaci dvou molekul GTP
za vzniku c-di-GMP a dvou molekul pyrofosfatu. Pro aktivitu proteinu jsou esencialni i Mg?*
ionty [Whiteley et al. Biotechnol. Adv. 33, 124 /2015/]. Protein je inaktivni za stavu, kdy je
centralni iont Zeleza hemu v senzorové doméné redukovan (Fe?*). Aktivni protein
reprezentuji stavy Fe3* (0,066 min™t) a Fe?*-0; (0,022 min™?), pti¢emz stavy Fe?* a Fed*
vykazuji spektra typicka pro vysokospinovy pentakoordinovany komplex (jediny axialni
ligand His98). Uvedené aktivity jsou v porovnani s hodnotami pro EcDOS (61 min* pro stav
Fe?"-0.) velice nizké, coz znamena, Ze rychlost uréujicim krokem je pravé tvorba c-di-GMP,
ktery je pak v nésledné reakci substratem pro ECDOS. Navic se zd4, Ze pfitomnost proteinu
EcDOS ovliviiuje aktivitu YddV a spoleéné vytvaii stabilni komplex YddV-EcDOS. Za
podminek, kdy bylo YddV exprimovano a purifikovano samostatné, nebyla pozorovana po
ptidani GTP tvorba c-di-GMP. Vysledkem spole¢né koexprese a kopurifikace téchto dvou
proteinu byl stabilni komplex YddV-EcDOS jiz vykazujici enzymovou aktivitu [ Tuckerman
et al. Biochemistry 48, 9764 /2009/]. Vyse zminéné katalytické aktivity byly naméfeny pro
samotny protein YddV a nizké naméfené hodnoty tedy mohou byt ovlivnény prave absenci
proteinu EcDOS. Rovnéz se zda, ze hladina c-di-GMP mize byt v E. coli regulovana

systétmem YddV/EcDOS také v zavislosti na koncentraci kysliku v prostfedi. Rovnovazna
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disociac¢ni konstanta Kq pro kyslik je u YddV (14-20 uM) vyrazné nizsi nez u ECDOS (74-
340 pM), z ¢eho pak vyplyvaji i rozdilné aktivity jednotlivych proteini za rGznych
koncentraci kysliku. Nicmén¢, na zéklad¢ katalytickych aktivit jednotlivych proteina je
ziejmé, ze homeostaza c-di-GMP bude regulovana piedevs§im proteinem EcDOS [Shimizu
et al. Chem. Rev. 115, 6491 /2015/].

Celkové¢ je afinita YddV ke kysliku v porovnani s ostatnimi proteiny s globinovou
doménou vyrazné nizsi. Diguanylatcyklasa BpeGReg vykazuje pro kyslik Kg piiblizné
0,6 uM [Wan et al. J. Mol. Biol. 388, 262 /2009/], u chemotaktického proteinu HemAT je to
ptiblizn€ 0,7 uM [Aono et al. J. Biol. Chem. 277, 13528 /2002/]. Také rychlost autooxidace
komplexu Fe?*-O2 je u YddV relativné vysoka, coz znamend, Ze v buiice je spi§ rovnovaha
Fe?*«<>Fe®" nez rovnovaha mezi stavy Fe?*«<Fe?*-O,. Aminokyselina majici nejvétsi vliv na
stabilitu kysliku v aktivnim centru senzorové domény je Tyrd3, ktery vytvaii s
molekulou kysliku vodikovou vazbu. Mutace této aminokyseliny ma za nasledek vyrazné
snizeni afinity ke kysliku a také zvyseni rychlosti autooxidace [Kitanishi et al. Biochemistry
49, 10381 /2010/]. Dalsi dulezitou aminokyselinou v distalni oblasti hemu je Leu65.
Absorpéni spektra komplexu Fe** u proteinti s mutovanym Leu65 vykazuji vyrazné rozdily,
které naznacuji, ze je centralni iont zeleza v hexakoordinavém stavu a Sestym ligandem je
molekula vody. Mutantni proteiny dale vykazuji vyrazné vyssi autooxidaéni konstanty coz
rovnéz poukazuje na roli Leu65 ve stabilizaci komplexu Fe?*-O,, kde zabraiiuje vstupu
molekuly vody do aktivniho centra proteinu [Nakajima et al. J. Inorg. Biochem. 108, 163
120121].

Strukturu jednotlivych domén proteinu YddV nedévno publikovali Tarnawski a kol.
[Tarnawski et al. Acta Crystallogr. D Biol. Crystallogr. 71, 2158 /2015/]. Autorim se
podafilo vykrystalizovat senzorovou doménu ve dvou stavech Fe®" a Fe?*, coz umoznilo
identifikovat konformacni zmény vedouci k aktivaci proteinu. Senzorova doména vykazuje
typické globinové uspofadani podobné jako proteiny HemAT [Zhang a Phillips. Structure
11, 1097 /2003/] nebo GsGCS [Pesce et al. J. Mol. Biol. 386, 246 /2009/] a jeji struktury
vV redukovaném a oxidovaném stavu jsou si rovné€Z velice podobné. Nejvyraznéjsi
konformaéni zména byla pozorovana u helixu F, ktery obsahuje His98 koordinujici
molekulu hemu ve struktufe proteinu. Vyznamnéjsi rozdily byly pozorovany také u helixi
C a E a smycek spojujici helixy C, E a F, G. Konformace hemu jsou téméft totozné, mirné se
li$i jen polohy propionatl. VSechny tyto diference jsou autory povaZovany za kli¢ové

Vv aktivaci proteinu. Na zakladé téchto dat navrhuji mechanismus ptfenosu signalu mezi
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senzorovou a funkéni GGDEF doménou, kdy je konforma¢ni zména v senzorové doméné
pfenesena pies stiedovou doménu, kterd ndsledné¢ aktivuje repozici funkéni domény do
polohy, kdy je tato dostatecné blizko druhé funk¢éni doméné dimeru a jsou tak spolecné
schopny ustavit produktivni konformaci potfebnou pro katalyzu [Tarnawski et al. Acta
Crystallogr. D Biol. Crystallogr. 71, 2158 /2015/].

Histidinkinasa AfGcHK

Ze vsech doposud popsanych proteint je o histidinkinase AfGcHK znamo nejméné
informaci. Nicmén¢, N-terminalni globinova senzorova doména i C-terminalni funkcni
histidinkinasova doména vykazuji strukturni homologii k proteintim, které jiz byly v
minulosti relativné dobfe prozkoumény, takze muzeme z jejich vzdjemného srovnani
dedukovat nékteré dulezité informace o funkci nebo struktuie proteinu AfGCHK. Tento
protein pochazi z pudni bakterie Anaeromyxobacter sp. Fw109-5, ktera byla ziskana ze
sedimentl z hloubky 15 metrii pod povrchem a pro svij rist vyzaduje predevsim anaerobni

podminky [http://genome.jgi.doe.gov/ana_f/ana f.home.html]. Protein je zajimavy hlavné

z toho duivodu, Ze se jedna o doposud jedinou charakterizovanou histidinkinasu regulovanou
pomoci globinové senzorové domény. Ostatni histidinkinasy maji nejcastéji na
N-terminalnim konci jednu nebo vice senzorovych PAS, GAF nebo HAMP domén [Galperin
et al. FEMS Microbiol. Lett. 203, 11 /2001/]. AfGcHK ma molekulovou hmotnost 43 kDa a
jako vSechny doposud popsané histidinkinasy je ve form¢ stabilniho dimeru. Funkéni
kinasovou doménu tvoii dva centrdlni a-helixy, oznacované jako DHp doména (z angl.
»dimerization and histidine phosphotransfer domain®) a katalytickdi CA doména (z angl.
,catalytic ATP-binding domain*) vézajici ATP. DHp doména obsahuje vysoce
konzervovany fosforylovatelny zbytek histidinu 183, zprostfedkovava dimerizaci proteinu a
je rovnéz mistem interakce s RR proteinem. Dimer dvou histidinkinas je tedy tvofen
svazkem Ctyf antiparalelnich a-helixt [Bhate et al. Structure 23, 681 /2015/]. CA doména
vaze molekulu ATP a po strukturni strance je tvofena p-listem slozenym z péti
antiparalelnich fetézci a tfi a-helixti situovanych na jedné stran¢é. ATP je vazéno dvéma
helixy a dlouhou smy¢kou oznacovanou jako ,,ATP lid*“ [Bhate et al. Structure 23, 681
/2015/]. Sekvence vazajici ATP jsou vysoce konzervované a oznacované jako N, G1, G2 a
F boxy. Mutace v téchto oblastech maji vyrazny vliv na vazbu ATP a celkovou aktivitu
proteinu [Kim a Forst. Microbiology 147, 1197 /2001/].
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Globinova senzorova doména AfGCHK vykazuje strukturni homologii k ostatnim
globinovym senzorum jako jsou HemAT, YddV, GsGCS, BPeGReg nebo AvGReg. K
funkcéni doméné je piipojena sekvenci Citajici priblizn€ 15 aminokyselin. Iont zeleza hemu
je v senzorové doméné ve stavu Fe®" hexakoordinovan, pfi¢emz axidlnimi ligandy jsou
His99 a pravdépodobné OH". Stav Fe** vykazuje absorpéni spektrum typické pro komplex
hemu s pentakoordinovanym iontem Zzeleza. Afinita globinové domény ke kysliku je
neobycejné vysoka s Kg kolem 0,08 uM a je schopna detekovat i stopova mnozstvi kysliku
v prostfedi. Hlavni aminokyselinou stabilizujici molekulu kysliku je, podobné jako u
ostatnich globinovych senzorti, Tyr45 v distalni oblasti hemu [Kitanishi et al. J. Biol. Chem.
286, 35522 /2011/].

V genomu bakterie Anaeromyxobacter sp. Fw109-5 je gen pro AfGCcHK situovany
vedle genu pro regulator odpovédi RR (z angl. ,,Response Regulator) a spole¢né jsou
soucasti dvouslozkového signalniho systému. Ty jsou V bakteridlni fi$i hlavnimi Ciniteli
zprostiedkovavajici pienos signalu z extracelularniho prostfedi do bunky a v genomech
bakterii jsou velice hojné zastoupeny (desitky az stovky riznych proteinti) [Galperin et al.
Mol. Biosyst. 6, 721 /2010/]. V nejjednoduss$im uspotadani je tento systém tvoien
histidinkinasou (nejCastéji ukotvenou v membrané), ktera po detekci signdlu a
autofosforylaci slouzi jako donor fosfatu pro regulator odpovédi RR. Ten funguje jako
molekularni spinac¢ regulujici riizné bunééné mechanismy od regulace genové exprese az po
zménu pohyblivosti [West a Stock. Trends. Biochem. Sci. 26, 369 /2001/]. Pienos fosfatové
skupiny na RR protein je katalyzovan samotnym RR proteinem za piitomnosti Mg?* ionti.
Vétsina RR  proteini  obsahuje konzervovanou N-termindlni regulaéni doménu
s fosforylovatelnou asparagovou kyselinou a variabilni efektorovou doménu, kterd odpovida
za vykon rluznych funkci, jako je vazba na DNA, diguanylatcyklasovd nebo
methyltransferasova aktivita [Capra a Laub. Annu. Rev. Microbiol. 66, 325 /2012/].
Regulaéni doména je tvofena péti paralelnimi B-fetézci, které jsou obklopeny péti a-helixy
[Stock et al. Annu. Rev. Biochem. 69, 183 /2000/]. V aktivnim misté, kde dochazi
k fosforylaci aspartatového zbytku je koordinovan iont Mg pomoci dalsich dvou
asparagovych kyselin a jednoho karbonylového kysliku hlavniho fetézce [Stock et al
Biochemistry 32, 13375 /1993/]. Béhem ptenosu fosfatové skupiny pravdépodobné dochazi
za Ucasti hofe¢natého iontu ke vzniku pétimocného fosforového intermediatu [Stock et al.
Annu. Rev. Biochem. 69, 183 /2000/]. Polocas zivota vzniklého fosfoaspartatu je castokrat

velice kratky v rozsahu od nékolika sekund az po jednu hodinu v zavislosti na bunécné
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odpovédi, které musi byt dosazeno [Foussard et al. Microbes Infect. 3, 417 /2001/].
Defosforylace mlize probihat za ucasti histidinkinasy nebo samotného RR proteinu, ktery

vykazuje autofosfatasovou aktivitu [West a Stock. Trends. Biochem. Sci. 26, 369 /2001/].
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Obr. 5 DvousloZkovy signdlni systéem AfGcHK-RR bakterie Anaeromyxobacter sp Fw
109-5

Po vazbe kysliku na AfGeHK dochazi k jeho aktivaci a fosforylaci His183. Fosfat je naslednée
prenasen na Asp52 a Aspl69 RR proteinu. Specificky cil pro RR protein zatim nebyl
identifikovan, ale uvazuje se o jeho mozném zapojeni v regulaci transkripce nebo v regulaci
aktivity jinych proteinii.

Presna fyziologicka role systému AfGCHK-RR neni doposud znama, ale uvazuje se o
jeho zapojeni v pfechodech mezi anaerobnim a aerobnim metabolismem. AfGcHK je
inaktivni ve stavu Fe?*, po vazb& molekuly kysliku nebo oxidaci na Fe*" dochazi k aktivaci
a prenosu fosfatu z ATP na His183. Fosfat je nasledné pfenesen na dvé asparagové kyseliny
52 a 169 vyskytujici se v konzervovanych oblastech dvou regula¢nich domén RR proteinu
[Kitanishi et al. J. Biol. Chem. 286, 35522 /2011/]. V tomto pfipad¢ tedy neni pifitomna
efektorova doména, ktera se obvykle u RR proteini vyskytuje, a proto se uvazuje, ze

aktivovany RR pravdépodobné reguluje jeste jiné proteiny (obr. 5).
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2. Cile disertacni prace

Cilem predkladané diserta¢ni prace bylo prostudovat intraproteinovy/interdoménovy

prenos signalu u dvou zastupctt hemovych senzorovych proteinti s globinovym uspotadanim

senzorové domény (AfGCHK, YddV) a u jednoho zastupce s PAS uspoiadanim senzorové

domény (EcDOS). Dalsim cilem bylo popsat interproteinovy pienos signalu u

dvouslozkového systému AfGCHK-RR a strukturné charakterizovat tyto dva interakéni

partnery. Nemaly diraz byl kladen také na studium interakce modelovych senzorovych

domén s raznymi signalnimi molekulami.

V ramci studia intraproteinového/interdoménového pienosu signalu byly definovany tyto

cile:

Ur¢it kinetické parametry histidinkinasy AfGCHK v ptitomnosti riznych ligandi
hemu a za riznych oxidac¢nich stavii iontu Zeleza hemu.
Zjistit, zda existuje korelace mezi flexibilitou senzorovych domén proteinit ECDOS,

YddV a aktivitou jejich funkénich domén.

Pro objasnéni interproteinového pienosu signalu jsme se zaméfili na tyto cile:

Charakterizovat oligomerni stavy proteinit AfGCHK a RR, urcit stechiometrii téchto
proteinti V komplexu a charakterizovat jejich interakéni rozhrani.
Ur¢it zda se kinetické parametry histidinkinasy AfGcHK lisi v pfitomnosti a

neptitomnosti RR proteinu.

Pro naplnéni posledniho hlavniho cile disertacni prace, tj. studia interakce senzorové

domény se signalem byla stanovena tato zadani:

Popsat interakci senzorové domény proteinu YddV s riznymi signaly a objasnit
funkci jednotlivych aminokyselin v distalni oblasti hemu (Tyr43, Leu65)
ve stabilizaci navdzané signalni molekuly.

Posoudit vliv mozné nové signalni molekuly SH™ na enzymovou aktivitu AfGcHK,

EcDOS a spektralni zmény senzorové domény proteinu YddV.
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3. Komentar a diskuse k souboru publikaci

Tato disertacni prace se vénuje studiu mechanismu prenosu signadlu u modelovych
senzorovych proteintl, které detekuji kyslik a je tematicky rozdélena na dva bloky obsahujici
prace publikované s pavodnimi vysledky a jednu souhrnnou praci. Blok | (kapitoly 4.1 —
4.4) obsahuje souhrnnou publikaci a dale ptivodni védecké vysledky ze studia histidinkinasy
s globinovou strukturou senzorové domény AfGcHK a jejiho interakéniho partnera, kterym
je tzv. regulator odpovédi (RR protein). Oba tyto proteiny pochazi z padni bakterie
Anaeromyxobacter sp. Fw109-5. Blok Il (kapitoly 5.1 — 5.5) zahrnuje vysledky ziskané
studiem dalSich dvou hemoproteind, které pochazeji z bakterie E. coli a to diguanylatcyklasy
YddV a fosfodiesterasy EcDOS. VSechny uvedené proteiny jsou studovany v ramci
vyzkumné problematiky, které se vénuje skupina zaméfena na hemové senzorové proteiny
na katedfe biochemie PiF UK.

Uvodni kapitola 4.1 (str. 43) bloku | obsahuje jednu souhrnnou publikaci Siroce
shrnujici poznatky v oblasti hemovych senzorovych proteint, kde je velky prostor vénovan
vSem tfem, V disertacni praci studovanym, modelovym systémim AfGcHK, YddV a
EcDOS. Dale se tato prace vénuje i ostatnim senzorovym systémim detekujicim Oz, CO,
NO a HzS, pficemz nejvétsi duraz je kladen na aktualni poznatky publikované v poslednich
deseti letech.

Naésledujici kapitoly prvniho bloku jsou zaméfeny na studium nové popsanych
proteini AfGcHK a RR, které jsou soucasti dvouslozkového signalniho systému bakterie
Anaeromyxobacter sp. Fw109-5 (kapitoly 4.2 — 4.4). Piedevsim AfGCHK je velice
zajimavym predmétem studia, jelikoz jako jedind doposud popsand histidinkinasa
kombinuje globinovou senzorovou doménu s funk¢ni histidinkinasovou doménou [Kitanishi
et al. J. Biol. Chem. 286, 35522 /2011/]. Piestoze systém AfGCHK-RR byl jiz ¢aste¢né
charakterizovan, mnoho otazek tykajicich se jeho funkce ziistalo nevyjasnénych. Rovnéz
nejsou znamy ani piislusné struktury téchto dvou proteinti. Urcité charakteristiky mohou byt
pouze odhadnuty na zéklad¢ podobnych systémil vyskytujicich se v jinych organismech. V
pfipad¢ kyslikovych senzorovych proteinti ziistdva obecné velkou neznamou, jakym
zpusobem dochézi k prenosu signalu ze senzorové na funkéni doménu a jaké konformacni
zmeény jsou za aktivaci téchto proteinti odpovédné. Hlavnim cilem na$i prace shrnuté
Vv kapitolach 4.2 — 4.4 byla strukturné-funkéni studie tohoto systému a popsani charakteristik
intraproteinového/interdoménového (AfGecHK) i interproteinového (AfGCHK — RR) pfenosu

signalu. V tomto piipadé jsme vyuzili riznych pfistupti, jako je mistné cilend mutageneze,
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analyticka ultracentrifugace, vodik-deuteriovd (HD) vyména spojend S hmotnostni
spektrometrii, homologni modelovani a stanoveni kinetickych parametrii pomoci tzv.
Phos-tag elektroforézy.

V kapitole 4.2 (str. 87) jsme se zam¢fili na strukturni charakteristiku proteint
AfGcHK, RR a popis jejich vzajemné interakce, kdy jsme vyuzili kombinaci tfi metod,
konkrétn¢ homologniho modelovani, analytické ultracentrifugace a HD vymény.
Analytickou ultracentrifugaci bylo zjisténo, Ze RR protein se v roztoku nachazi predevsim
ve formé monomeru (s2ow = 2,34 S), S malym zastoupenim dimerni formy (s2ow = 3,76 S).
Molekulova hmotnost pro monomerni formu byla z experimentu urcena na 27 kDa, zatimco
hmotnost dimeru na 52 kDa. Molekulovd hmotnost RR proteinu urcena ze sekvence je
ptiblizn¢ 26,9 kDa. VétSina histidinkinas se vyskytuje ve formé dimerd, za tvorbu kterych
je odpovédna tzv. dimerizaéni doména tvofena dvéma centralnimi a-helixy, které v dimerni
formé¢ vytvareji svazek ¢ty helixti [Casino et al. Nat. Commun. 5, 3258 /2014/]. AfGcHK
neni vyjimkou a v roztoku se nachézi témét vyhradné ve formé dimeru se sedimentacnim
koeficientem sxow = 4,74 S, ktery odpovida molekulové hmotnosti 82 kDa. Molekulova
hmotnost AfGcHK uréena ze sekvence je v tomto ptipadé 43 kDa. Dimerni forma tohoto
proteinu je navic velice stabilni, kdy pfitomnost monomerniho proteinu nebyla pozorovana
k AfGcHK dochazelo k postupnému posunu sedimenta¢niho koeficientu pro dimer AfGCHK
K vy$§im hodnotam, ale nebyly pozorovany ptedpokladané stabilni komplexy dimeru
histidinkinasy s jednou nebo dvéma molekulami RR proteinu. Uvedené vysledky znaéi, ze
komplex t&chto dvou proteini je transientni s vysokou rychlosti disociace (Koff > 1073s7).
Z méfeni byly odhadnuty rovnovazné disocia¢ni konstanty Kg, které mély hodnotu 18 uM
pro komplex dimeru kinasy s jednim RR proteinem a 158 uM pro komplex dimeru kinasy
se dvéma RR proteiny. Dale byly vytvoreny homologni modely pro AfGCHK a RR protein
na zaklad¢ dostupnych struktur GSGCS (model pro globinovou senzorovou doménu),
HK853 (model pro funk¢ni kinasovou doménu) a Aer-sal RR (model pro RR protein) a tyto
modely srovnany s vysledky HD vymény pro ¢asové rozpéti 0,5 — 180 min. Data ukazuji, Ze
nejvice flexibilni oblasti proteinu AfGcHK je smycka spojujici senzorovou a funkéni
doménu, zatimco oblasti nejméné piistupné rozpoustédlu jsou situované v helixech H4 a H7
senzorové domény. Porovnani deuteraénich profilti pro samotnou AfGCHK a v komplexu
s RR proteinem ukazalo, ze oblast interakce s RR proteinem se nachazi v helixech H8 a H9,

které jsou zaroven odpoveédné za dimerizaci. Mirné ovlivnéni po vazbé RR proteinu bylo
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patrné 1 na helixu HI11, ktery je odpovédny za vazbu ATP. S touto skutecnosti
pravdépodobné souvisi i narast hodnoty Km pro ATP u AfGcHK v piipade, Ze je ve smési
pfitomen jeho interak¢ni partner, protein RR (viz dale kapitola 4.3). RR interaguje s AfGCHK
prostiednictvim helixi H1 a HS regulaéni domény 1 (obr. 6), pficemz Zzadné zmény
V deuteraci nebyly pozorovany v regulacni doméné 2, i kdyz jsou si strukturné velice
podobné. To znamend, ze jako prvni je fosforylovana regulaéni doména 1 (Asp52) a
nasledn¢ dochazi k fosforylaci druhé regulacni domény (Aspl69) za vzniku dvojité
fosforylovaného RR proteinu. Tyto vysledky jsou konzistentni i s praci Kitanishiho a kol.
[Kitanishi et al. J. Biol. Chem. 286, 35522 /2011/], kde byl po piidani ATP ke smési
AfGCHK-RR pozorovan narust intenzity fosforylace Asp52 a Asp52/169, zatimco intenzita
fosforylované formy Aspl69 byla minimdlni. VSechny vySe uvedené experimentalni
vysledky byly vyuzity jako vstupni data pro vypocet mozné orientace obou proteinli
v komplexu, pricemz pienos fosfatu z His183 na Asp52 je mozny v piipadé, ze helix H8
AfGcHK interaguje s helixem H5 RR proteinu a helix H9 histidinkinasy interaguje s helixem
H1 RR proteinu. Timto jsme popsali interproteinovy pienos signalu mezi AfGCHK a jeho

interak¢nim partnerem RR proteinem.

Sensor Sensor

domain E E domain

Obr. 6 Schématicky model interakce AfGcHK a RR proteinu

Dvé podjednotky dimeru AfGcHK (svétle modrad a Sediva barva) a monomer RR proteinu
(oranzova barva) vzajemné interaguji pomoct helixit HS a H9 AfGcHK a helixiit HI a H5 RR
proteinu. Jako prvni je fosforylovana regulacni doména 1 (Asp52), regulacni doména 2
(asp169) je fosforylovana ve druhém kroku za vzniku dvojité fosforylovaného RR proteinu.
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Jednou z nejdilezitéjSich a zaroven nejméné jasnou otazkou ve vyzkumu
senzorovych proteint je, jakym zptisobem dochézi k pienosu signalu mezi senzorovou a
funk¢éni doménou (intraproteinovy/interdoménovy pienos signalu), tj. jaky je mechanismus
aktivace proteinu a jaké konformacni zmény jsou za aktivaci odpoveédné. Nejvétsi piekazkou
V objasnéni tohoto problému je predevsim absence krystalovych struktur nativnich forem
studovanych proteinti. Zatimco struktur individudlnich senzorovych, ptfipadné funkénich
domén, bylo publikovano n¢kolik desitek, do dneSni doby se nepodatfilo piipravit krystal
kyslikového senzoru, ktery by soucasné¢ obsahoval obé domény tj. senzorovou i funkcni
doménu. Nevi se tedy téméf nic o interakénim rozhrani mezi senzorovou a funkéni doménou,
ptipadné o jejich vzajemné orientaci v proteinu. Velkou ¢ést prace jsme vénovali prave této
problematice intraproteinového pienosu signalu, kdy se podaftilo vykrystalizovat globinovou
senzorovou doménu, vytesit jeji strukturu a za pomoci vodik-deuteriové vymény popsat
konformac¢ni zmény mezi aktivnim a inaktivnim stavem AfGcHK, pfipadné porovnat zmény
V deuteraci mezi individualnimi doménami (globinova, kinasovd doména) a proteinem
v nativni formé&, ktery obsahoval obé domény (ureni mozného interakéniho rozhrani).
Publikace je ve fazi ptipravy, s predpoklddanym terminem dokonceni do konce roku 2016 a
tyto vystupy tedy nejsou zahrnuty v predkladané disertacni praci, nicméné pro uplnost
kapitoly ,,komentar a diskuse k souboru publikaci bylo nezbytné toto zminit.

Dalsim zpiisobem, kterym Ize studovat ptenos signalu v naSem modelovém systému,
je uréeni kinetickych parametrii autofosforylaéni reakce AfGecHK za riznych podminek,
kter¢ mohou ovlivnit jak intraproteinovy/interdoménovy (rizné stavy hemového iontu
zeleza v senzorové doméng) tak interproteinovy pienos signélu (pfitomnost nebo absence
RR proteinu). Enzymova reakce katalyzovana AfGCHK je dvousubstratova. Jednim
substratem je enzym sam a druhym substratem je ATP. Produktem reakce je fosforylovana
forma AfGcHK na His183. Pro uréeni mnozstvi fosforylované formy AfGCHK v zavislosti
na koncentraci ATP byla v této praci (kapitola 4.3, str. 115) pouzita metoda tzv. Phos-tag
elektroforézy, pomoci které byly uréeny parametry jako Km™™", VmaxT" nebo Keat Vzhledem
k ATP. Tyto parametry byly ureny jak pro aktivni formy proteinu Fe**-OH-, Fe?*-O,,
Fe?*-CO, Fe®*-CN-, Fe**-imidazol, tak pro inaktivni formy, mezi které pati forma bez
hemového kofaktoru (His99Ala) a stav Fe?*. Naméfené hodnoty Vmax™" pro aktivni stavy
byly v rozmezi 9,6 — 11,8 pmol AfGCHK.min.uL™ a keat 1,0 — 1,2 min', coz naznacuje, ze
aktivni formy maji velice podobné konformace odpovédné za optimalni aktivitu proteinu.

Na rozdil od inaktivni formy Fe?*, kde je iont Zeleza molekuly hemu pentakoordinovan a
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V nizkospinovém stavu (5kNS), vykazuji vSechny aktivni stavy spektra typické pro
hexakoordinovany a nizkospinovy stav (6kNS). Na zaklad¢ analogie s molekulou
myoglobinu muzeme odvodit, Zze iont Zeleza ve stavu 6kNS bude lezet v roviné
porfyrinového kruhu, zatimco ve stavu SKNS bude vychylen mimo jeho rovinu, pfi¢emz tato
zména v konformaci hemu je pravdépodobné odpovédna za prechod mezi aktivnim a
inaktivnim stavem AfGcHK. Hodnoty Vmax™" a keat pro inaktivni formy byly v rozmezi
2,5 — 4,2 pmol AfGCHK.mint.uL! a 0,3 — 0,4 mint. Aktivni formy vykazovaly velice
podobné hodnoty Vmax™" (9,6 — 11,8 pmol AfGcHK.min.uLt), zatimco hodnoty KnA™ se
lisily mnohem vyraznéji a to v rozmezi od 18,9 uM pro stav Fe**-OH™ az po 357 uM
v pifpadé stavu Fe?*-CO. Vysledky tedy ukazuji, Ze redoxni a koordinaéni stav molekuly
hemu v senzorové doméné ma vyrazny vliv pfedevsim na afinitu funkéni domény AfGCHK
K ATP. Nejvétsi vliv na afinitu k ATP ma vazba molekuly CO, kdy pravdépodobné dochazi
ke konformaénim zménam v misté vazby ATP, jejichz vysledkem je pak snizeni afinity vici
tomuto substratu. Ostatni ligandy jako O2, CN-, nebo imidazol nevykazovaly tak
signifikantni vliv na afinitu proteinu vii¢éi ATP a hodnoty Kn*™F se pohybovaly v rozmezi
23,0 — 35,4 uM. Snizeni afinity vi¢i ATP bylo pozorovano i v ptipadé inaktivnich forem
proteinu  His99Ala (47,7 uM), Fe?** (78 uM). Jak jiz bylo uvedeno, kromé
intraproteinového/interdoménového prenosu signalu jsme se v této kapitole vénovali také
studiu interakce mezi AfGcHK a RR (interproteinovy pifenos signalu). Pravé tyto ziskané
vysledky pak byly dtlezité pro finalni zavéry uc¢inéné v kapitole 4.2. Sledovali jsme, jakym
zpusobem RR protein ovlivni autofosforylacni aktivitu AfGcHK. Kdybychom pouzili
prirozenou formu RR proteinu, kompetovalo by zde vzajemné nékolik procest a zavéry
z takové studie by byly nejednoznacné. Proto jsme zvolili mutantni formu RR proteinu
(Asp52/169Ala), ktera neni schopna katalyzovat prenos fosfatu z fosforylovaného AfGCHK
na své kliCové asparagové kyseliny 52 a 169. Sledovali jsme vliv pfitomnosti takto
modifikovaného RR proteinu na autofosforylaci AfGcHK a pozorovali jsme zvySeni hodnoty
Km”TP, coz souvisi se snizenim afinity ATP k AfGCHK v piitomnosti RR proteinu. To je
mozné vysvétlit tim, Ze se RR protein vaze do blizkosti aktivniho centra funkéni domény a
ovlivituje tak i vazbu ATP. Tyto zav€ry jsou ve shod¢ s vysledky ziskanymi pouzitim jinych
metodickych pristupi (viz kapitola 4.2). Hodnota maximalni rychlosti enzymové reakce
nevykazovala vyraznéjsi odchylky od hodnoty pro stav Fe3*-OH".

Relativné novym a velice zajimavym objektem studia v oblasti hemovych senzort a

jejich interakce s molekulami plynid se v soucasnosti stava molekula sulfanu (H2S). Sulfan
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byl vzdy povazovan za molekulu toxickou a to, Ze by se mohl ucastnit fyziologickych
regulaci, bylo dlouhou dobu jen hypotézou. Nedavno vsak byly objeveny i jeho fyziologické
funkce, mezi které patii napiiklad neuromodulace, kardioprotekce, relaxace hladké
svaloviny nebo indukce vasodilatace [Huang et al. J. Mol. Biol. 396, 708 /2010/, Singh a
Banerjee. Biochim. Biophys. Acta 1814, 1518 /2011/, Liu et al. Angew. Chem. Int. Ed. Engl.
50, 10327 /2011/]. Ve vodném roztoku, za fyziologického pH, H2S disociuje na ionty SH™ a
H*, pfi¢emZ nedisociované molekuly zistava v roztoku piiblizné jedna tietina [King. Free
Radic. Biol. Med. 55, 1 /2013/]. Kromé této reakce muzeme ionty SH™ ziskat i rozpu$ténim
sulfidu sodného (Naz2S) ve vodé [Nicolau a Menard. J. Crystal Growth 92, 128 /1988/]. V
posledni praci vénované histidinkinase AfGCHK (kapitola 4.4, str. 133), byl zkouman vliv
Na2S na koordinac¢ni stav iontu Zeleza hemu a enzymovou aktivitu tohoto proteinu. Pfestoze
je AfGcHK povazovan za kyslikovy senzor, studium vlivu jiného ligandu iontu Zeleza hemu
muze rovnéZ pomoct objasnit intraproteinovy/interdoménovy pienos signalu, jehoz studiu je
tato disertacni prace vénovana. Krom¢ AfGCHK byl v této praci zkouman i vliv Na2S na
spektralni zmény u dalSitho zastupce hemovych proteini s globinovym uspofadanim
senzorové domény a to diguanylatcyklasy YddV. I kdyz je vétSina poznatkl ziskanych
studiem proteinu YddV soucasti bloku II, v této publikaci jsme porovnavali vliv NaS na
proteiny se stejnym typem senzorové domény, a proto jsou pro piehlednost dané vysledky
komentovany v tomto bloku. Z proteinti obsahujicich globinové uspofadani byl vliv sulfanu
popsan jen u myoglobinu nebo hemoglobinu, kdy v pfitomnosti sulfanu dochézelo u obou
proteint k tvorbé sulthemu — hemu s inkorporovanym atomem siry [Berzofsky et al. J. Biol.
Chem. 246, 3367 /1971/, Nichol et al. Biochim. Biophys. Acta 156, 97 /1968/, Pietri et al.
Antioxid. Redox Signal. 15, 393 /2011/]. Po ptidani NazS dochazelo v ptipadé AfGCHK ke
vzniku komplexu Fe®*-SH-, ktery byl stabilni v ase a nebyla pozorovana redukce komplexu
hemu na Fe?* nebo vznik komplexu Fe?*-O; jako v p¥ipadé proteinu ECDOS (viz dale blok
I, kapitola 5.1). Stejné chovani vykazovaly i proteiny s mutovanym Tyr45, ktery je
odpovédny za vazbu molekuly O,. Mutace v tomto misté (Tyr45Leu, Tyrd5Phe, Tyr45Trp)
tedy nemd vyrazng$i vliv na vazbu ligandu SH™. Vyraznéj$i zmény byly ovSem
zaznamenany v piipadé nekterych variant S mutovanou aminokyselinou Leu68, u které se
predpoklada, Ze plni analogickou funkci jako v piipadé Leu65 proteinu YddV, kde zabranuje
vstupu molekuly vody do aktivniho centra senzorové domény (viz dale blok II, kapitoly 5.3
a 5.4). Zatimco Leu68Phe nevykazoval po pfidani NazS vyrazngj$i zmény v porovnani

s pivodni formou proteinu, v piipadé mutantnich forem Leu68Asn, Leu68Gly, Leu68Val
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byl ve spektrech pozorovan vznik Sirokého piku kolem 650 nm, ktery naznacuje ptitomnost
modifikovaného hemu. Z hmotnostnich spekter bylo nasledné prokézéno, ze se jedna o
verdohem, pficemz piitomnost sulfhemu, jako v piipadé myoglobinu, nebyla prokazana.
Tvorba verdohemu po piidani NazS byla pozorovana i v piipadé proteinu EcDOS, konkrétné
u mutantu Arg971le (viz blok I1, kapitola 5.1). Na rozdil od proteinu ECDOS, ktery je vazbou
ligandu SH™ aktivovan (blok II, kapitola 5.1), nebyl v ptipadé AfGCHK ani jeho mutantnich
forem pozorovan téméi zadny vliv tohoto ligandu na katalytickou aktivitu V porovnani

s formou Fe**. Byl zaznamenan jenom mirny nartst hodnot Kn”A™

, zatimco Vmax zUstala
nezménéna. Spektralni data naméfena pro AfGcHK byla dale porovnana s daty pro
izolovanou senzorovou doménu proteinu YddV (YddV-hem), kterd vykazovala ve stavu
Fe3* spektrum typické pro pentakoordinovany vysokospinovy komplex iontu Zeleza.
Piiddnim Na2S dochazelo velice rychle ke vzniku komplexu Fe?*-O,, zatimco komplex
Fe3*-SH™ nebyl viibec pozorovan. Delsim plisobenim sulfanu vznikal redukovany komplex
Fe?*. Takovéto chovani je tedy vyrazné odliné od obou senzorovych proteini AfGCHK i
EcDOS. Mutanty YddV-hem v polohach Tyr43 a Leu65, které jsou analogické mutantim
Tyr45 a Leu68 proteinu AfGcHK, vykazovaly v ptitomnosti sulfanu jenom pokles intenzity
Soretova pasu znacici degradaci hemového kofaktoru. Rovnéz byla v pfipadé nékterych
proteinti pozorovana pfitomnost komplexu Fe?*-O2, ktery mize byt vtomto piipadé
povazovan za meziprodukt pii degradaci hemu (viz blok 11, kapitola 5.3).

V nasledujicim bloku II, ktery zahrnuje kapitoly 5.1 az 5.5, jsou shrnuty vysledky
ziskané studiem dal$ich dvou senzorovych proteinti YddV a EcDOS. Protein EcDOS byl
jedinym modelovym senzorovym proteinem s PAS doménou, pfi¢emz Senzorovd doména
proteinu YddV (stejn¢ jako senzorova doména AfGCHK — viz blok I) ma globinové
uspotfadani. U téchto proteinll jsme se primarné zaméfili na porozumeéni interakce signalu
sjejich senzorovou doménou. Pro tuto charakterizaci byly vyuzity predev§im
spektroskopické techniky jako je UV-VIS, ultrarychld a infracervena spektroskopie nebo
spektroskopie za vysokych hydrostatickych tlak.

V navaznosti na pokusy s proteiny AfGCHK, YddV a sulfidem sodnym (viz vyse
komentaf ke kapitole 4.4) byl vliv této molekuly na enzymovou aktivitu zkouman také u
proteinu ECDOS. Jak jiz bylo vysvétleno vySe, sulfan ve vodném roztoku disociuje za vzniku
SH™ a stejny ion poskytuje také sulfid sodny rozpustény ve vode€. Prvni prace vénujici se
pasobeni NazS na protein ECDOS byla publikovana autory Takahashi a kol., kde ptidani

NazS k roztoku ECDOS mélo za nasledek soucasny vznik hexakoordinovanych komplext
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Fe¥*-SH™ a Fe?*-O.. Zaroven doslo k vyraznému nar@istu katalytické aktivity proteinu,
pficemz nebylo jasné, jestli je za zvySenou aktivitu odpovédny i komplex Fe®*-SH-
[Takahashi et al. J. Inorg. Biochem. 109, 66 /2012/]. Pro objasnéni role iontu SH™ v aktivaci
proteinu jsme piipravili mutantni proteiny v polohach Met95 a Arg97 (kapitola 5.1, str. 157).
Met95 je axialnim ligandem komplexu hemu Fe?*, zatimco Arg97 stabilizuje navazanou
molekulu kysliku v aktivnim centru senzorové domény [Kurokawa et al. J. Biol. Chem. 279,
20186 /2004/, Park et al. Biochemistry 43, 2738 /2004/]. Po pfidani NaoS k mutantnimu
proteinu Met95Ala doslo k vytvofeni komplexu Fe**-SH™ bez piitomnosti formy Fe?*-O; a
zaroven byl pozorovan i nartist enzymové aktivity proteinu. To znamena, Ze v tomto ptipadé
nedochazi k redukci iontu Zeleza a ani k nasledné vazbé molekuly kysliku a iont SH™ je
rovnéz schopen aktivace proteinu. V situaci, kdy byl Na.S pfidan k roztoku Arg971le, doslo
ke zméné zabarveni proteinu, coZ naznaCovalo ptitomnost modifikované formy hemu.
Hmotnostni spektrometrii bylo prokazano, ze v ptipad¢ dané¢ho proteinu dochazi pisobenim
sulfidu sodného k degradaci hemu a tvorbé redukovaného verdohemu. Pfi¢inou tohoto jevu
je pravdépodobné plsobeni reaktivnich forem kysliku. Pfitomnost sulfidu sodného ale
Vv tomto piipad¢é neméla vyrazngjsi vliv na enzymovou aktivitu proteinu.

Pfi dal$im studiu proteinu ECDOS byla vyuzita technika UV-VIS spektroskopie za
vysokych hydrostatickych tlakti, kterd mize poskytnout cenné informace o
flexibilité¢/kompresibilité¢ okoli hemu senzorové domény. Flexibilita senzorové domény je
jednim z faktort, které hraji dilezitou roli v regulaci enzymové aktivity hemovych
senzorovych proteind. Spolu sizolovanou senzorovou doménou proteinu ECDOS
(EcDOS-hem) jsme vySe uvedenou technikou zkoumali i senzorovou doménu proteinu
YddV (YddV-hem) a naméfena data byla vyuzita pro objasnéni korelace mezi flexibilitou
jejich senzorovych domén a enzymovou aktivitou téchto dvou proteinti (kapitola 5.2, str.
181). Z méfeni bylo zjisténo, ze flexibilita izolované PAS domény proteinu ECDOS je nizsi
ve stavu Fe?* (forma asociovana se stfedné aktivnim stavem) nez ve stavu Fe' (forma
asociovand s nejmén¢ aktivnim stavem). Kdyz je navic v senzorové doméné na hem vazana
molekula CO (forma asociovana s plné aktivnim stavem), dochédzi k dalSimu poklesu
flexibility. To naznacuje, ze flexibilita senzorové PAS domény souvisi i s enzymovou
aktivitou proteinu, kde aktivnéjsi formy (Fe?*, Fe?*-CO) vykazuji niz§i miru flexibility nez
méné aktivni formy (Fe**). To je ve shodé s krystalografickou studii proteinu ECDOS, ktera
ukazuje, ze ve stavu Fe?* je struktura jeho senzorové domény mnohem méné flexibilni nez

je tomu ve stavu Fe3* [Kurokawa et al. J. Biol. Chem. 279, 20186 /2004/, Park et al.
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Biochemistry 43, 2738 /2004/]. Protein YddV-hem byl méfen jen v ptitomnosti CO, kdy
bylo pozorovano zvyseni flexibility po mutaci Tyr43 a naopak jeji snizeni v ptipad¢ mutace
Leu65. Snizeni flexibility v pfipadé Leu65GIn a Leu65Thr pravdépodobné souvisi i s
ptritomnosti molekuly vody v aktivnim centru (viz také kapitoly 5.3 — 5.5). Korelace
vysledkli mezi aktivitou a flexibilitou je v pfipadé¢ YddV komplikovanéjsi, jelikoz formy
Fe3*, Fe?* a Fe?*-CO, nejsou viechny identické z hlediska koordina¢niho nebo spinového
stavu.

Nasledujici kapitoly 5.3 — 5.5 bloku II obsahuji souhrn vysledkt ziskanych studiem
izolované globinové senzorové domény diguanylatcyklasy YddV. Detailni objasnéni
interakce senzorové domény se signalem, kterym je vétSinou ligand iontu zeleza hemu,
souvisi se studiem mechanismu pienosu signalu. Za timto ucelem byla studovana distalni
oblast hemu proteinu YddV-hem, kde k této interakci dochazi. Cilem této ¢asti prace bylo
popsat a charakterizovat vlastnosti jednotlivych mutantnich proteinti, u kterych byly
zaménény klicové aminokyseliny v distalni oblasti hemu, konkrétné Leu65, piipadné Tyr43.
V pribéhu dalsi prace se ukazalo, ze vSechny mutantni formy proteinu YddV-hem v misté
Leu65 maji tendenci degradovat hem v aktivnim centru globinové domény (kapitola 5.3, str.
194) a to dokonce i v neptitomnosti Na>S (NazS zpusoboval u proteinu ECDOS s mutaci
Arg97lle degradaci hemu na verdohem, viz kapitola 5.1). Po expresi a izolaci YddV-hem
S Leu65 nahrazenym jinou aminokyselinou se ukézalo, ze tyto proteiny obsahuji kromé
hemu i rGzné zastoupeni verdohemu, pfi¢emz jeho nejvyssi mnozstvi bylo pozorovéano u
mutantu Leu65Asn. Fyziologicky dochazi ke vzniku verdohemu ptisobenim hemoxygenasy,
za ucasti molekuly Oz a NADPH:cytochrom P450 reduktasy (CPR), ktera vyuziva jako zdroj
reduk¢nich ekvivalenti molekulu NADPH [Matsui et al. J. Am. Chem. Soc. 130, 4220
/2008/]. Vysoce specifickym meziproduktem této reakce je molekula CO, ktera mize byt
nasledné vyuzita i pro kvantifikaci hemoxygenasové reakce. Pti pokusech s nativni formou
YddV-hem byla odhalena schopnost CPR redukovat tento protein v pfitomnosti NADPH za
vzniku komplexu Fe?'-O,. Na zakladé tohoto zjiiténi jsme byli schopni piipravit
rekonstituovany systém obsahujici CPR a protein YddV-hem Leu65Asn, ktery byl pfipraven
rekonstituci apo-formy v roztoku heminu. Tvorba verdohemu timto systémem byla
prokazdna meétfenim absorpCnich spekter a na zakladé mnozZstvi vyprodukovaného CO.
Mnozstvi vyprodukovaného CO bylo méfeno 1 v bakteridlnich kulturdch exprimujicich
mutantni proteiny Leu65Asn, Leu65GIn, Leu65Gly, Leu65Met, Leu65Phe, Leu65Tyr.

V porovnani s plvodni formou proteinu byl zaznamenan 3 — 7nasobny narlst
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vyprodukovaného CO, kde nejvyssi hodnoty byly pozorovany pravé v priitbéhu exprese
mutantu Leu65Asn. Kromé toho bylo detailnéji zkoumano, jaké konkrétni reaktivni formy
kysliku se mohou degradace hemu ucastnit. V tomto piipadé byl sledovan vliv
superoxiddismutasy, katalasy a peroxidasy na mnozstvi vyprodukovaného CO
rekonstituovanym systémem. Ptfidani jednotlivych enzymi do systému zpusobilo pokles v
mnozstvi vyprodukovaného CO, ¢imz byla potvrzena participace reaktivnich forem kysliku,
jako jsou superoxidové radikaly nebo peroxidy na hemoxygenasovou reakci YddV-hem
Leu65Asn (obr. 7B, str. 39). Pfidanim systému xantinoxidasa-xantin (produkce
superoxidovych radikald) a peroxidu vodiku k rekonstituovanému systému doslo k zvyseni
produkce CO, coz nam opét potvrdilo piedpoklad o zapojeni reaktivnich forem kysliku
Vv tvorbé verdohemu. Na rozdil od plivodni formy YddV-hem, kterd je typické pfitomnosti
pentakoordinovaného vysokospinového komplexu iontu zeleza, vykazuji nékteré jeho
Leu65 mutanty spektra pro hexakoordinovany vysokospinovy komplex, kde Sestym
ligandem je molekula vody (obr. 7A, str. 39) [Nakajima et al. J. Inorg. Biochem. 108, 163
12012/]. Jak se zda, pravé ptitomnost vody v aktivnim centru sehrava dulezitou roli
Vv destabilizaci navazané molekuly kysliku, ¢imz pfispiva ke tvorbé reaktivnich forem
kysliku a degradaci hemového kofaktoru. Nase zavéry tedy potvrzuji, ze Leu65 v senzorové
doméné YddV brani vstupu molekul vody do aktivniho centra globinové domény a velkym
dilem se podili na stabilizaci navdzané molekuly kysliku. Na zékladé téchto ziskanych
vysledktt mizeme odvodit i funkci analogické aminokyseliny Leu68 u proteinu AfGCHK

(viz blok I, kapitola 4.4).

38



Asn65

Fe(ID)-0O, Fe(II-O0OH

{

His98 P
= HooC ~ Z 0,,€ Hooc

==

Fe(lll) L65N mutant

verdoheme o-meso-hydroxyheme

Obr. 7 Model aktivniho mista YddV Leu65Asn s piitomnou molekulou vody a navrhovany
mechanismus tvorby verdohemu u proteinu YddV

(A) V pripade, zZe je Leu65 v distalni oblasti hemu nahrazen Asn, je ligandem iontu Zeleza
hemu molekula vody. Leu65 tedy zabranuje vstupu molekuly vody do aktivniho centra
senzorové domény proteinu YddV. (B) Pravdépodobny mechanismus tvorby verdohemu u
proteinit s mutovanym Leu65. Molekula vody miize slouzit jako primy donor protonii za
vzniku hydroperoxidu navdzaného na iont zeleza hemu, ¢imz umoZzinuje hydroxylaci molekuly
hemu a nasledny vznik verdohemu.

Funkce mnoha hemovych senzorovych proteinti detekujicich plyny zavisi i na
schopnosti vazat jako axidlni ligandy razné molekuly, které se mohou vzéjemn¢ zaménovat,
¢imz dochdazi k regulaci enzymové aktivity jejich funkénich domén. Proto je dalsi dalezitou
otazkou tykajici se funkce hemovych proteintl, jakym zptisobem mohou byt ligandy vazané
na hem nahrazeny za jiné ligandy vyskytujici se v blizkosti hemu. Pfikladem proteinu, jehoz
aktivace je spojena se zaménou axialniho ligandu je protein ECDOS. Pfi vazbé molekuly
kysliku dochazi k odstoupeni axialniho ligandu Met95 a zvySeni enzymové aktivity proteinu
[Park et al. Biochemistry 43, 2738 /2004/]. Do dne$ni doby vSak nebyl znam systém, kde by
bylo mozné sledovat vzijemnou zaménu dvou rozlicnych ligandi soucasné ptitomnych
v okoli hemu. V dalsi kapitole jsme zkoumali metodou ultrarychlé spektroskopie mutantni
proteiny YddV-hem v poloze Leu65 (kapitola 5.4, str. 214). Ukazalo se, ze po fotodisociaci
oxidu dusnatého (= imitace termdlni disociace ligandu) dochédzi u mutantu Leu65Gly k
velice rychlym spektralnim zménam (~4 ps), které indikuji nahrazeni molekuly NO jinym
ligandem. Jelikoz jiz z ptedchozich méfeni vime, Ze mutace hydrofobniho Leu65 ma za
nasledek zpfistupnéni aktivniho centra molekulam vody (kapitola 5.3), znamena to, Ze praveé
tato molekula se koordinuje na hem misto disociovaného oxidu dusnatého. Podobny proces

napt. v ptipadé myoglobinu trva stovky nanosekund a je limitovan difuzi molekuly vody do
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aktivniho centra proteinu [Cao et al. Biochemistry 40, 5728 /2001/]. To znamena, Ze V
ptipadé Leu65Gly je molekula vody v momenté fotodisociace NO piitomna v tésné blizkosti
hemu a kompetuje s ni o vazbu na hem. Kvantitativni analyzou bylo zjisténo, ze k tomuto
nahrazeni dochdzi asi v 25 % ptipadi. Ve zbylé ¢asti pak dochéazi k opétovné vazbé NO na
iont Zeleza molekuly hemu. Proteiny s mutaci v poloze Tyr43, vykazuji podobna
pentakoordinovana spektra jako nativni (nemutovana) forma proteinu a rovnéz v piipadé
fotodisociace komplexu Fe3*-NO nebyla pozorovana tvorba komplexu Fe**-H,0. Déle bylo
zjisténo, Ze aktivacni bariéra nahrazeni NO molekulou vody je velice nizka (~7x niz$i nez u
myoglobinu), coz dale podporuje piedpoklad, ze molekula vody je spole¢né s NO ptitomna
v aktivnim centru a neputuje do distalni casti z okolniho prostfedi. Pro lepsi vysvétleni
tohoto procesu byla vyuzita simulace molekulové dynamiky, kterd ukézala, ze v ptipadé
nativni formy YddV-hem i Leu65Gly se desitky ps po fotodisociaci NO tento ligand nachazi
ve vzdalenosti piiblizng 4 A od iontu Zeleza. OvSem, blizkost molekuly vody byla u obou
proteint velice rozdilna, kdy u ptivodni formy byly pozorovany jedna az dvé molekuly vody
ve vzdélenosti ptiblizné 8 A, zatimco u Leu65Gly to byly v priiméru tfi az ¢tyfi molekuly,
v n&kterych ptipadech vzdalené jen 2 A. Z t&chto zjidténi vyplyvaji nejen diilezité poznatky
tykajici se daného modelového systému, ale také obecné zavery aplikovatelné a vyuzitelné i
pro dal$i hemoproteiny interagujici s riznymi ligandy. Pti vzdjemné zaméné ligandi totiz
mize byt rychlost jejich vymény limitovana rychlosti termalni disociace vazby hem-ligand
spiSe nez hodnotou Koff ptvodné navazaného ligandu, kterd mimo jiné zavisi i na
pravdépodobnosti, s jakou tento disociovany ligand opusti aktivni centrum.

Funkce kli¢ovych aminokyselin Tyr43 a Leu65 proteinu YddV-hem byla dale
zkouména pomoci dalSich technik, konkrétn¢ infracervené spektroskopie spojené s
Fourierovou transformaci (FTIR) a ¢asové rozliSené infracervené spektroskopie spojené s
Fourierovou transformaci (TRS?-FTIR) (kapitola 5.5, str. 229). V piedchozi praci Kitanishi
a kol., kde byla zkoumana funkce Tyr43 technikou rezonan¢ni Ramanovy spektroskopie
[Kitanishi et al. Biochemistry 49, 10381 /2010/] bylo zjisténo, Ze frekvence vazby Fe-O> a
Fe-CO v piipadé Tyr43Phe se vyrazné lisi od hodnoty pro ptvodni formu YddV-hem. To
naznacuje, ze Tyr43 vytvaii s témito ligandy vodikovou vazbu a je tedy dulezity pro jejich
stabilizaci v aktivnim centru senzorové domény. Na rozdil od rezonanéni Ramanovy
spektroskopie je vyhodou techniky pouzité v této praci schopnost sledovat i kratkodobé
konformacni zmény proteinu. Pro studium byly v tomto pfipadé pouzity kromé nativni

formy i mutantni proteiny Tyr43Ala, Tyr43Phe, Tyr43Trp, Leu65Met, Leu65Tyr. Prestoze
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vime, Ze senzorovy protein YddV funguje jako kyslikovy senzor, pro konkrétni metodické
piistupy byvaji s vyhodou vyuzity i dal$i biatomické plynné molekuly. Zatimco pro
predchozi experimenty byla vhodnou modelovou plynnou molekulou molekula NO
(kapitola 5.4), pro studie v kapitole 5.5 byla s vyhodou pouzita molekula CO, kdy byl
zkouman vliv vySe uvedenych mutaci na dynamiku proteinu po fotodisociaci této molekuly.
Ve FTIR spektru vykazuje molekula CO vazana proteinem YddV-hem dva konformery
s frekvencemi 1962 a 1923 cm’, zatimco v piipadé proteini Tyr43Phe, Tyr43Trp,
Leu65Met, a byla pozorovana jenom jedna vibrace C-O s hodnotou 1955 cm™, 1953 cm™ a
1953 cm, coz poukazuje na signifikantni zménu v distalni oblasti hemu po t&chto mutacich.
V pfipadé¢ mutantu Leu65Thr byla pozorovéna nizsi G¢innost fotodisociace, ale nebyla
detekovana Zadna zména ve vibraci C-O. RovnéZ nebyly pozorovany odlisné charakteristiky
ani v piipadé mutantu Tyr43Ala, z ¢ehoz vyplyva, Zze tyto specifické mutace zasadnim
zptisobem neovliviuji silu vazby C-O. Z TRS?-FTIR diferen¢nich spekter po fotolyze CO
byla méfena rychlost zpétné rekombinace molekuly oxidu uhelnatého, ktera byla v ptipadé
mutanti Leu65Met a Leu65Thr mnohem vys$si nez v ptipadé ptivodni formy proteinu. Na
rozdil od FTIR, kde u Leu65Thr nebyly pozorovany vyrazné&jsi odchylky, TRS?-FTIR
méfteni ukazuji, ze obé mutace maji signifikantni vliv na dynamiku vazby CO na protein, a
tedy potvrzuji dilezitost Leu65 ve vazbe tohoto ligandu. Vysledky dale ukazuji, ze i kdyz je
senzorova doména YddV podobna napt. proteinu HemAT, vazba ligandti CO nebo O je u
nich velice odlisna [Tarnawski et al. Acta Crystallogr. D Biol. Crystallogr. 71, 2158 /2015/,
Zhang a Phillips. Structure 11, 1097 /2003/]. Hlavné konformaéni zmény po disociaci
ligandu jsou mnohem pomalejsi v pfipad€ YddV, zatimco propionaty hemu se chovaji po

vazbé nebo disociaci ligandu velice podobné.
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6. Zavér

Ptedkladana disertacni prace shrnuje vysledky ziskané studiem celkem tfi hemovych
senzorovych proteind detekujicich kyslik a to AfGCHK, YddV, EcDOS a dale proteinu RR,
ktery je interakénim partnerem AfGcHK. Mezi hlavni cile této prace patiilo popsani
intraproteinového/interdoménového (AfGCHK, YddV, EcDOS) a interproteinového pienosu
signalu (AfGCHK-RR) a funkéni charakterizace tohoto sytému z hlediska enzymové aktivity
za riznych koordina¢nich nebo redoxnich staviit AfGecHK. Pozornost byla dale vénovana
popisu funkce kliCovych aminokyselin v distadlni ¢asti hemu a tim na samotny proces
identifikace signalu proteini AfGCHK (Tyr45, Leu68), YddV (Tyr43, Leu65), EcDOS
(Met95, Arg97). Nejdulezitéjsi vysledky disertacni prace jsou shrnuty v nésledujicich
bodech:

Vysledky ziskané ze studia intraproteinového/interdoménového prenosu signalu 1ze shrnout
nasledovné:

- Aktivni formy AfGcHK, charakteristické ptitomnosti hexakoordinovaného iontu
7eleza molekuly hemu, vykazuji velice podobné hodnoty VmaT", coZ
pravdépodobné znaci, ze tyto stavy maji rovnéz podobné konformace odpoveédné za
optimélni aktivitu proteinu. U stavu Fe?*-CO, bylo pozorovano vyrazné sniZeni
afinity k ATP v porovnani se stavem Fe®*

- Inaktivni stavy AfGcHK vykazuji niz8i hodnoty VmaxT" a také nizsi afinitu viici ATP

Vv porovnani se stavem Fe>".

- Protein EcDOS vykazoval korelaci mezi aktivitou jeho funkéni domény a flexibilitou
jeho senzorové PAS domény, kdy flexibilita senzorové domény nejméné aktivni
formy obsahujici iont Zeleza hemu ve stavu Fe*" byla vyssi nez flexibilita senzorové

domény aktivnich forem obsahujicich iont Zeleza hemu ve stavech Fe?*, Fe?*-CO.

Studiem interproteinového prenosu signalu byly ziskdny tyto vysledky:
- Histidinkinasa AfGCHK je v roztoku pfitomna ve formé dimeru, zatimco jeji
interak¢ni partner RR protein se vyskytuje pfedevsim jako monomer.
- Komplex AfGCHK-RR je transientni, s vysokou rychlosti disociace (Koff > 1073s),
kde Kqg pro komplex dimeru AfGcHK s jednou molekulou RR je pfiblizné 18 uM a
pro komplex 2:2 pfiblizn¢ 158 uM.
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Interak¢ni rozhrani komplexu AfGCHK-RR tvofi helixy H8 a H9 dimerizacni
domény AfGcHK a helixy H1 a HS regula¢ni domény 1 RR proteinu.

AfGCcHK vykazuje v ptitomnosti RR proteinu sniZzenou afinitu vaéi ATP, coz
naznacuje, ze se RR protein vaze do blizkosti vazného mista pro ATP v proteinu

AfGcHK.

vewr

nasledujici:

Leu65 proteinu YddV je kli¢ovou aminokyselinou ve stabilizaci navazané molekuly
kysliku, kdy zabraniuje vstupu molekuly vody do distalni oblasti hemu.

Proteiny YddV s mutovanym Leu65 vykazuji zvySenou tvorbu verdohemu, za co
jsou odpovédné reaktivni formy kysliku (pfedevS§im superoxidové radikdly a
peroxidy), jejichz vznik je spojen pravé s pritomnosti molekuly vody v distalni
oblasti hemu.

Pokud protein YddV-hem Leu65Gly interaguje s NO, dochazi po fotodisociaci této
signalni molekuly k jeji velice rychlé (~4 ps) zaméné za molekulu vody. To znamena,
ze molekula vody je spolecné s NO pfitomna v distalni oblasti hemu.

Leu65 proteinu YddV je rovnéz dilezity pro vazbu molekuly CO, kdy mutace
Vtomto mist¢ mély za nasledek zvySeni rychlosti zpétné rekombinace CO
s molekulou hemu.

Koordinace iontu SH™ na iont Zeleza hemu nema vliv na enzymovou aktivitu AfFGCHK
v porovnani s formou Fe®'. Né&které mutanty Leu68 vsak v piftomnosti NazS
degradovaly hem za tvorby verdohemu.

Vazba SH™ na iont Zeleza hemu PAS domény proteinu ECDOS vede k nartstu jeho
enzymov¢ aktivity. V piipadé mutantu Arg971le dochézi v pfitomnosti NazS k tvorbé

verdohemu.
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