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Abstrakt

Abstrakt

Hemové senzorové proteiny maji vyznamnou funkci pfi regulaci nékolika procesti, mezi
které patii regulace genové exprese a enzymové aktivity. Hemové senzorové proteiny se
mohou délit na ty, které detekuji hem ana ty, které¢ detekuji plyny. Tato prace byla
zam¢eiena na hemové senzorové proteiny, které detekuji plyny. Duraz byl kladen na
hemovy senzorovy protein, ktery detekuje kyslik z bakterie Escherichia coli s oznacenim
EcDOS. Byla uskuteénéna transformace bun¢k E. coli BL-21 (DE3) prostiednictvim
plasmidu pET-28a(+)/EcDOS a nasledné byla provedena exprese proteinu EcDOS.
Hemoprotein byl poté izolovan a purifikovan. Bylo zjisténo, Ze finalni preparat proteinu
EcDOS je plné enzymové aktivni. EcDOS vykazuje fosfodiesterasovou aktivitu,
tj. katalyzuje preménu c-di-GMP na Dos. Testovani enzymové aktivity proteinu £cDOS
prob&hlo v jeho oxidované iredukované formé iontu Zeleza hemu. Soucasti této
bakalaiské prace bylo také zkoumani vlivu potencidlnich inhibitord hemovych
senzorovych proteind. V ptipadé testovanych latek, Artesunate a MSU-39446 (HC106),

nebyl za zvolenych podminek prokézan zadny vliv na enzymovou aktivitu EcDOS.

Kli¢ova slova: hem, hemové senzorové proteiny, kyslikovy senzor, pfenos signalu



Abstract

Heme sensor proteins play an important role in the regulation of processes, including
the regulation of gene expression and enzyme activity. Heme sensor proteins can be
divided into two groups — heme-responsive sensors and heme-based gas sensors. This
thesis is focused on the heme-based gas sensors, namely on the heme-based O sensors
from the bacterium Escherichia coli (EcDOS). Transformation of E. coli BL-21 (DE3)
cells by plasmid pET-28a(+)/EcDOS was followed by EcDOS protein expression,
isolation and purification. It was found that the isolated protein EcDOS is fully
enzymatically active showing phosphodiesterase activity, i.e. it catalyzes the conversion
of ¢-di-GMP to 1-di-GMP. The enzyme was active in both its tested states, namely
oxidized and reduced form of the heme iron ion in its sensing domain. Another part of this
bachelor thesis was to investigate the effects of potential inhibitors of heme sensor
proteins. Under chosen conditions, the tested compounds, Artesunate and MSU-39446
(HC106), haven't shown any effects on the enzymatic activity of EcDOS.

[IN CZECH]
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Seznam zkratek a symbolil

Seznam zkratek a symbolt
AfGcHK histidinkinasa s globinovou strukturou senzorové domény

z Anaeromyxobacter sp. Fw 109-5

c-di-GMP cyklicky bis-(3',5")-guanosinmonofosfat

cGMP cyklicky guanosin-3',5'-monofosfat

CooA transkripéni faktor bakterie Rhodospirillum rubrum
DMSO dimethylsulfoxid

DosS hemovy senzorovy protein, ktery detekuje kyslik z bakterie

Mpycobacterium tuberculosis a obsahuje GAF senzorovou doménu,

funk¢éni doména ma histidinkinasovou aktivitou

DosT kyslikovy senzor z bakterie Mycobacterium tuberculosis obsahujici GAF

doménu a funkéni doménu s histidinkinasovou aktivitou

EAL motiv ¢ast funkéni domény ptimého kyslikového senzoru s fosfodiesterasovou

aktivitou z Escherichia coli

EcDOS piimy kyslikovy sensor s fosfodiesterasovou aktivitou z bakterie

Escherichia coli, ktery obsahuje PAS doménu

E. coli Escherichia coli

elF2 eukaryotni transla¢ni iniciacni faktor 2

elF2a o podjednotka eukaryotniho transla¢niho inicia¢niho faktoru 2

FixL hemovy senzorovy protein, ktery detekuje kyslik s histidinkinasovou

aktivitou bakterie Rhizobium meliloti nebo Sinorhizobium meliloti,

obsahuje PAS doménu

GAF strukturni motiv prostorového uspotadani proteinti, akronym ,,cGMP-
specific and-stimulated phosphodiesterase®, ,,adenylate cyclase a ,,E. coli

formate hydrogen lyase transcription activator

GGDEF motiv ¢ast funkéni domény piimého kyslikového senzoru s fosfodiesterasovou

aktivitou z Escherichia coli
GTP guanosin-5'-trifosfat

H-NOX strukturni motiv hemové senzorové domény, ktera detekuje oxid dusnaty,

z anglického ,,heme-nitric oxide/oxygen binding domain/protein*
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1 Teoreticky uvod

1 Teoreticky uvod

Hem je dulezity kofaktor fady proteini vyskytujicich se v eukaryotnich i prokaryotnich
bunkach. Z celé velké skupiny hemoproteint se tato bakalaiska prace zamétila na hemové
senzorové proteiny. Ty maji vyznamnou funkci pfi regulaci nékolika procesti, mezi které
patii regulace genové exprese a enzymoveé aktivity. Hemové senzorové proteiny se mohou
dale délit na ty, které detekuji hem a na ty, které detekuji plyny. Velkou vyzvou soucasného
védeckého badani je pochopeni mechanismu pienosu signalu u téchto senzorovych proteind.
Takova znalost by nam pak umoznila terapeuticky zasdhnout senzorové proteiny a pomoci
inhibitoru nebo aktivatoru zmeénit jejich vlastnosti. Tato prace byla zaméfena na hemové
senzorové proteiny, které detekuji plyny. Z této skupiny byl vybran modelovy zastupce,
konkrétn¢ kyslikovy senzor s fosfodiesterasou aktivitou z bakterie FEscherichia coli
s oznacenim EcDOS. Zamérem bylo pfipravit modelovy protein rekombinantni expresi
ve vysoce purifikovaném stavu tak, aby se mohla testovat jeho enzymové aktivita a sledovat
vliv potencialnich inhibitord. Od tohoto vyzkumu si slibujeme pfispévek pochopeni

fungovani tohoto modelového systému.

1.1 Charakteristika hemoproteint

Hemoproteiny jsou proteiny, jejichz hlavni slozkou je molekula hemu, ktery je zde
prostetickou skupinou. Hem je cyklicky tetrapyrrol. Tetrapyrroly se skladaji ze ctyf
pyrrolovych jader spojenych v jedné roviné v a-polohach methynovymi mistky [1]. Tyto

slou€eniny se nazyvaji porfiny [2].

Jsou-1i porfiny substituovany uhlikovymi fetézci ve vSech B-polohach pyrrolovych
jader, vznikaji jeho derivaty zvané porfyriny (vizte obrazek ¢. 1[A], strana €. 12). Nazev
porfyrind se skldda z pfedpony a Cisla umisténého za nazvem. Pfedpona udéva charakter
substituenti a fimska ¢islice vyjadiuje jejich rozlozeni na makrocyklu. Dle navazanych

substituentl a jejich rozlozeni na porfyrinu lze rozeznat nékolik izomera [2].

V hemoproteinech se vyskytuje pouze asymetricky izomer protoporfyrin IX.
Z protoporfyrinu IX dale vznika ferroprotoporfyrin IX (detaily ohledné koordinace iontu
zeleza vizte dalsi odstavec), ktery byva obecné oznacovan jako hem [2]. Hem patii mezi
jeden z nejstabilngjSich porfyrinovych komplext. Molekula hemu obsahuje ve vSech
B-polohach pyrrolovych jader navdzané substituenty, jimiz jsou 4 methyly, 2 vinyly
a 2 propionaty (vizte obrazek ¢. 1[B], strana ¢. 12) [1].

11



1 Teoreticky ivod

Porfyriny se chovaji jako slabé dvojsytné kysely. Jsou schopné nahradit oba
pyrrolové atomy vodiku za ionty kovu v alkalickém prostiedi soli. Zbyvajici dva pyrrolové
atomy dusiku obsahuji volné elektronové pary. Porfyrinové soli tézkych kovli jsou navic

stabilizovany chelata¢nim vlivem téchto volnych elektronovych para [2].

CH2
7
[B] CH CHa
H
ki

H3C CH
HaC CHy

‘I:Hz ?”2

l|3H2 CHy

|
coo~ coo™

Obrazek €. 1: Schematické znazornéni makrocyklu porfyrinu [A]. Struktura molekuly
hemu [B]. Upraveno a pfevzato z [2].

vegwvEw s

vvvvvv

hemoproteinti:

Hem véazany na protein globin dava vzniknout hemoglobinu. Hemoglobin mé
schopnost reverzibiln¢ véazat kyslik a transportovat ho krevnim fecistém [1]. Vazba
kysliku na hemoglobin je zprostfedkovana pies iont [Fe(Il)]. Kyslik je schopen vazat se
pouze na komplex obsahujici dvoumocny iont Zeleza [Fe(II)], nikoli na trojmocny iont
zeleza [Fe(Ill)] [3]. Myoglobin je strukturné¢ podobny hemoglobinu. Myoglobin se
vyskytuje ve svalovych buiikach obratlovci 1 bezobratlych [1].

VétSina hemoproteinli Gicastnici se oxidoredukénich reakei se fadi do skupiny
cytochromil. Zde zastupuji funkci pfenaSeci elektronl. Mezi vyznamné zastupce patii

cytochrom c [1].

Hemoproteiny mohou také plnit funkci enzymovou. Piikladem mohou byt
katalasy, jejichz tkolem je rozklad peroxidu vodiku [1]. Dal§im hemoproteinovym
enzymem je peroxidasa, kterd ma za tikol aktivovat peroxid vodiku [4]. Hemoproteiny se

téz podili na aktivaci kysliku a typickym zastupcem této skupiny hemovych enzymi jsou

12



1 Teoreticky uvod

cytochromy P450, které¢ pomahaji aktivovat molekulu kysliku rozs$tépenim vazby

0-0 [3,4].

Ve vsech vySe zminénych hemoproteinech tvoii hem katalytické nebo funkéni
centrum danych proteini. Hem vSak mize plnit 1 dalsi funkce v jiné skupiné
hemoproteintl a to funkci signalni molekuly. Jedna se o skupinu hemovych senzorovych

proteind [5].

1.2 Hemové senzorové proteiny

Hemové senzorové proteiny lze rozdélit na dvé skupiny, (i) hemové senzorové proteiny,

které detekuji hem a (i1) hemové senzorové proteiny, které detekuji plyny.

Naprosta vétSina hemovych senzorovych proteint se sklada ze dvou domén. Prvni
doménou je senzorova doména (vétSinou na N-konci proteinového fetézce) a druhou
funkéni doména (C-terminalni). V piipad¢ skupiny hemovych senzorovych protein,
které detekuji hem, si mechanismus jejich plisobeni lze pfedstavit ndsledovné. Hem ma
schopnost navézat se na senzorovou doménu. Pokud se tak stane, tak dojde ke strukturni
zméné senzorové domény. Hem mé zde funkci nositele prvniho signalu. Tato strukturni
zména vyvola druhy signal, diky kterému dojde ke strukturni zméné funkéni domény.
Mechanismus je znazornén na obrazku €. 2, strana €. 14. Tyto strukturni zmény maji
za nasledek aktivaci nebo inaktivaci rliznych reakci v zavislosti na mnozstvi hemu
v okoli [4]. M& to vliv na mnoho fyziologickych funkci, jako jsou protein-kinasova
aktivita, degradace proteind, regulace transkripce, regulace translace a funkce iontovych

kanali [4,6].

13



1 Teoreticky ivod

Senzorova doména Funkéni doména

\j @ Strukturni zména
Katalyza
Interakce s DNA

Senzorova doména Funkéni doména
s navazanym hemem

Obrazek ¢. 2: Schéma mechanismu pisobeni hemovych senzorovych proteini, které
detekuji hem. Molekula hemu se vaze na senzorovou doménu. Tim je vyvolana jeji strukturni
zména atéz strukturni zména funkéni domény. Tyto strukturni zmény mohou mit vliv
na katalytickou aktivitu funkéni domény nebo na jeji schopnost interakce s DNA. Upraveno
a ptevzato z [7].

Druhou skupinu hemovych senzorovych proteinii zastupuji hemové senzorové
proteiny, které detekuji plyny. V tomto piipadé senzorovd doména jiz obsahuje
navazanou molekulu hemu, ktera je schopna detekovat molekuly plynu. Velka pozornost
je vénovana hemovym senzorovym proteintim, které detekujici molekuly O, NO a CO.
Molekula hemu je k proteinu senzorové domény obvykle vazadna pomoci koordina¢nich
vazeb. Navazani molekuly plynu na hem v senzorové domén¢ ptedstavuje prvni signal.
Tento signal vede ke strukturni zméné senzorové domény proteinu. Tato zména pisobi
jako druhy signal a vyvola strukturni zménu funkéni domény. Mechanismus je vyobrazen
na obrazku ¢. 3, strana ¢. 15. Ke strukturnim zméndm a vyvolanim prvniho signélu
dochdzi v zavislosti na mnozstvi plynu v okoli a jeho schopnosti navadzat se hemové
zelezo. Funk¢éni doména ma bud’ enzymovou aktivitu, konkrétné¢ mtize mit kinasovou,
fosfodiesterasovou a guanylatcyklasovou aktivitu, nebo vykazuje funkei transkripéniho

faktoru tj. ma schopnost se vazat na DNA [4].
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1 Teoreticky uvod

Molekuly plynu Senzorova doména Funkéni doména
(OZ: CO: NO)

\j @ Struktumi zména
O Katalyza
Hem Interakce s DNA

Senzorova doména
s navazanym hemem
a molekulou plynu

Funk¢ni doména

Obrazek ¢. 3: Schéma mechanismu pisobeni hemovych senzorovych proteini, které
detekuji plyny. Na senzorovou doménu s navdzanou molekulou hemu se vaze molekula plynu.
Tim je vyvolana jeji strukturni zména a téz strukturni zména funkéni domény. Tyto strukturni
zmény mohou mit vliv na enzymovou aktivitu funkéni domény nebo na jeji schopnost interakce
s DNA. Upraveno a pievzato z [7].

1.2.1 Hemové senzorové proteiny, které detekuji hem

1.2.1.1 Charakteristické vlastnosti hemovych senzorovych proteina,

které detekuji hem

1.2.1.1.1 Thiolat jako vazebné misto hemu

Jednou z charakteristickych vlastnosti hemovych senzorovych proteind, které deteku;ji
hem je, Ze v mistech vazby hemu na senzorovou doménu se vétSinou nachazi cysteinovy
zbytek. Molekula hemu s trojmocnym iontem zeleza [Fe(Ill)] se vaze na tento Cys zbytek
pomoci thiolatové vazby. Thiolatova vazba je relativné slaba, a proto muze dojit
k disociaci vazby hemu z jeho vazebného mista na senzorové domén¢ [7]. Snadna
disociace hemu ma dillezity vyznam, jelikoZ miiZe regulovat fadu fyziologickych funkci.
Jak jiz bylo zminéno v kapitole 1.2, tak molekula hemu plni funkci prvniho signélu. To
je také jednim z divodi, pro¢ je zadouci, aby vazba molekuly hemu na protein byla

slaba [4].

1.2.1.1.2 Hem regulaéni motiv nebo CP motiv

Hem regula¢ni motiv (HRM) je typicka sekvence aminokyselinovych zbytkt vyskytujici
se v senzorové doméné hemovych senzorovych proteini, které detekuji hem. HRM byva
také nékdy oznafovan jako CP motiv. Oznaceni pochdzi z pocatecnich pismen

aminokyselinovych zbytkll vyskytujicich se v senzorové domén¢. Aminokyselinovymi

15



1 Teoreticky ivod

zbytky byva obvykle Cys (vizte kapitola 1.2.1.1.1.) a v jeho bezprostfednim sousedstvi

se vyskytuje Pro. HRM plni dtlezitou tlohu pii detekci zmén v koncentraci hemu [8].

Hemem regulovany inhibitor (HRI) (podrobnéji o tomto senzorovém proteinu
vizte kapitola 1.2.1.2), patfici do skupiny hemovych senzorovych proteind, které detekuji
hem, se vyznacuje tim, ze v C-termindlni domén¢ ma dva CP motivy. Jeden z CP motivii
obsahuje vazebné misto pro hem. Timto CP motivem je Cys409 nasledovany Pro410.
Pokud je v aminokyselinové sekvenci hned za Cys409 vazan Pro410, tak je thiolatova
vazba iontu Zeleza hemu na tento Cys slabsi, nez kdyby vedle Cys409 nebyl prolin
ptitomen [9]. Druhy CP motiv v sekvenci HRI neinteraguje s iontem Zeleza hemu, coz
ilustruje, ze ne vSechny CP motivy v hemovych senzorovych proteinech jsou vyuzity jako
vazebna mista pro hem. Nékteré hemové senzorové proteiny, které detekuji hem, vibec
CP motiv nemaji, vtakovych piipadech ke koordinaci iontu Zeleza hemu dochézi

prostiednictvim thiolatové skupiny Cys [4].

1.2.1.1.3 Rychlost disociace hemu

Jak jiz bylo zminéno diive (v kapitole 1.2.1.1.1), tak interakce trojmocného iontu zeleza
hemu s thioldtem [Fe(Ill)hem-thiolat] je relativné slaba. Srovnanim hemovych
senzorovych protein, které detekuji hem, s jinymi skupinami hemoproteinti
(pt. hemoglobiny a myoglobiny) bylo zjisténo, Ze se jejich konstanty rychlosti disociace
hemu mohou lisit. Konstanta rychlosti disociace hemu je vyssi u hemovych senzorovych
proteint, které detekujici hem, na rozdil od asociac¢ni rychlostni konstanty, ktera
se u jednotlivych skupin hemoproteinii vyrazné neli§i. Disociace/asociace hemu je
dilezita pro spravné fungovani fyziologickych procesli, které jsou ovliviiovany
hemovymi senzorovymi proteiny, které¢ detekuji hem. Tésna vazba hemu na protein by

nebyla zaddouci [4].

1.2.1.1.4 Vazba hemu zavisla na zméné redoxniho stavu zeleza

Jak jiz bylo detailn€ vysvétleno vyse, v hemovych senzorovych proteinech, které detekuji
hem, je hem s trojmocnym iontem Zeleza [Fe(IIl)] slabé vdzan na protein. Tato vazba je
zprostifedkovana pies thioldtovou skupinu aminokyselinového zbytku Cys (vizte detailné
kapitola 1.2.1.1.1). Mlze vSak dojit i ke zméné oxida¢niho stavu iontu Zeleza tj. iont

zeleza hemu muze byt ze svého oxidovaného stavu [Fe(IIl)] redukovan na [Fe(II)].

Pokud hemovy komplex obsahuje redukovany iont Zeleza [Fe(Il)], tak je jeho

vazba na protein pies Cys zbytek jesté slabsi nez pokud hemovy komplex obsahuje jeho
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oxidovanou formu [Fe(Il[)]. Hem miize byt tedy snadnéji disociovan z hemového
komplexu obsahujici redukovanou formu iontu Zeleza [Fe(Il)] nez z hemového komplexu
charakterem thiolatové skupiny Cys. Pokud je Cys zbytek nahrazen ligandem obsahujici
dusik, jako je napt. His, je tento ligand (imidazolova skupina) schopen 1épe vazat hem

s iontem zeleza v redukovaném stavu [Fe(II)] [7].

1.2.1.1.5 Proteinova flexibilita a plasticita
Hemové senzorové proteiny, které detekuji hem, se od vétSiny ostatnich hemoproteinti

lisi vyraznou flexibilitou své proteinové struktury [7,9].

Jiz byl zminén (vizte kapitola 1.2.1.1.2) jeden z hlavnich zéstupci hemovych
senzorovych proteind, které detekuji hem, tj. HRI (detailn&ji se tomuto proteinu vénuje
kapitola 1.2.1.2). HRI, stejné jako ostatni hemové senzorové proteiny, které detekuji hem,
se sklada ze senzorové a funkéni domény. Senzorova doména je umisténa v N-terminalni
¢asti proteinu, kde se nachézi klicovy His zbytek nezbytny pro koordinaci iontu Zeleza
hemu. His ma zde funkci axidlniho ligandu neboli senzorového mista pro hem. Funk¢ni
doména je narozdil od senzorové domény v C-termindlni ¢asti proteinu. Ve funkéni
doméné se nachazi druhy kli¢ovy axialni ligand hemu tj. Cys zbytek. V pfitomnosti hemu
a jeho navazani na senzorovou doménu miize dojit k intramolekularni interakci mezi

obéma doménami a jejich strukturni zmeéné [9,10].

Predpoklada se, ze HRI je velmi flexibilni. Flexibilitu a schopnost HRI
interagovat s hemem si lze pfedstavit pomoci modelu reprezentovaného lidskou ruku
dvé domény. Ukazovacek symbolizuje senzorovou doménu a palec funkéni doménu. Oba
tyto prsty (tj. domény) propojuje molekula hemu, coz mé znazoriiovat velkou flexibilitu
celého proteinu, ktery za pfitomnosti hemu ,,pfibliZzi* ob&é domény do bezprostiedni
blizkosti tak, aby hem mohl byt navazan na ob&é domény, nejen na senzorovou doménu

[9,10]. Schéma je vyobrazeno na obrazku €. 4, strana €. 18.

Flexibilitu hemovych senzorovych proteinti, které detekuji hem, lze ilustrovat
experimentem, Ze pokud jeden z axialnich ligandl iontu Zeleza hemu mutuje, mize byt
tento ptivodni ligand nahrazen ligandem jinym nachazejicim se v blizkosti piivodniho

ligandu [4].
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Obrizek ¢. 4: Model znazornujici flexibilitu hemovych
senzorovych proteini pomoci predstavy lidské ruky.
Ukazovacek a palec symbolizuji senzorovou a funkéni doménu
interagujici s molekulou hemu. Upraveno a pievzato z [4].

1.2.1.2 Hemem regulovany inhibitor
Jak jiz bylo feceno v kapitole 1.2, hemové senzorové proteiny, které detekuji hem, hraji
dilezitou roli pfi regulaci mnoha fyziologickych funkci. Mezi hemové senzorové

proteiny, které detekuji hem, se fadi napt. HRI.

Zralé erytrocyty, které jsou zodpovédné za pienos kysliku krevnim fecistém,
obsahuji vysokou koncentraci hemoglobinu. Pro syntézu hemoglobinu jsou dilezité
3 slozky v ur¢itém poméru. Témito slozkami jsou a-globin, B-globin a hem. Pro tvorbu
stabilniho komplexu a2 hemoglobinu se ¢tyfmi molekulami hemu je vhodny pomér
slozek 2:2:4. Pokud je jedna z téchto slozek v nepoméru, miize to vést az ke vzniku
onemocnéni, z divodu cytotoxicity jednotlivych slozek vici zralym erytrocytim, jako

napft. thalassémie a hypochromni anémie pii nedostatku zeleza [11].

Pro syntézu hemoglobinu a diferenciaci erytroidnich bun¢k je velmi dilezity iont
zeleza, ktery je nezbytny pro vznik hemu [12]. Mimo vySe popsané strukturni role hemu
v molekule hemoglobinu (vizte ptfedchozi odstavec), m4a hem za ukol také regulovat
transkripci gentl globinii [12,13]. Hem zde ptsobi jako signalni molekula se schopnosti
fidit translaci v prekurzorech erytrocytii. Hem se navaze na senzorovou i funkéni doménu

HRI, a tim je fizena translace globinil (vizte detailné dalsi odstavec) [14].

Jestlize je eukaryotni bunka vystavena stresu, aktivuje nékteré obranné

mechanismy. Tyto obranné mechanismy umoziuji bufice se pfizplsobit extrémnim
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podminkdm a zajistit tak jeji preziti. Béhem bunécného stresu je snizen celkovy
metabolismus, napt. dochazi k inhibici translace mediatorové RNA (mRNA), za t¢elem
uSetfeni energie k obnoveni posSkozeni zpusobenych stresem. Translace mRNA je
inhibovana jii v jeji poééteéni fazi, v jeji iniciaci, mimo jiné také prostfednictvim HRI.
faktoru 2a (eIF2a). K aktivaci HRI dochézi primarné pii nedostatku hemu [15]. Pti nizké
koncentraci intracelularniho hemu, HRI fosforyluje a-podjednotku elF2, coz ma za
nasledek preruseni iniciace translace, a tedy zastaveni translace. Za normalnich podminek
je na globinovy fetézec navazdna jedna molekula hemu. Pii dostate¢né vysoké
koncentraci hemu se hem vaze na HRI, jeden axialni ligand (His) je v senzorové doméné
a druhy (Cys) se nachazi v doméné funkéni (vizte obrazek €. 4, strana €. 18). Dochazi
k inaktivaci HRI a nésledné syntéze proteinti (globini) a k optimalngjsi tvorbé
hemoglobinu. Pokud je intracelularni koncentrace hemu nizka, disociuje tato molekula
z HRI, tim se aktivuje funkéni doména HRI s kinasovou aktivitou a dochazi nejprve
k autofosforylaci na Thr485 (T485P). Takto autofosforylovany HRI nésledné fosforyluje
a-podjednotku elF2 (vznika P-elF2a), a tim se inhibuje syntéza proteind, resp. globini.

[16,17]. Mechanismus je zndzornén na obrazku €. 5, strana ¢. 19.

Hemoglobin
A

A

Aktivni Neaktivni

elF2 _L’ P-eIF2a Proteosyntéza

o, B globinovych Fetézeii

Obrazek €. 5: Detekce intracelularni koncentrace hemu prostiednictvim HRI
a jeho role v regulaci syntézy globini a hemoglobinu. Aktivace HRI pomoci
autofosforylace T485P pii nizké koncentraci intracelularniho hemu (vlevo).
Nasledna fosforylace elF2 a inhibice syntézy globinovych fetézcl. V druhém
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pfipadé, pfi vysoké koncentraci intracelularniho hemu dojde k inaktivace HRI
(vpravo) a poté syntéza globini mize probihat a mize se tvofit hemoglobin.

.....

.....

faktoru 2, H: hem, HRI: hemem regulovany inhibitor.

1.2.2 Hemové senzorové proteiny, které detekuji plyny

Druhou skupinou senzort fadici se k hemovym senzorovym proteintim jsou hemové
senzorové proteiny, které detekuji plyny. Jak jiz bylo detailn€¢ popsano v kapitole 1.2,
hemové senzorové proteiny, které detekuji plyny, obsahuji senzorovou a funkéni doménu.
Na rozdil od hemovych senzorovych proteint, které detekuji hem je v senzorové doméné
hemovych senzorovych proteinti, které detekuji plyny, hem navazan relativné pevné.
Vazba hemu je na senzorovou doménu proteinu zprostiedkovana velmi €asto postranni

skupinou aminokyseliny histidinu (nebo jinou aminokyselinou nez je cystein) [5].

Dle typu plynné molekuly, kterd je rozeznana senzorovou doménou se hemové
senzorové¢ proteiny, které detekuji plyny, déli na (i) hemové senzorové proteiny, které
detekuji kyslik, (ii) hemové senzorové proteiny, které detekujici oxid dusnaty nebo
(i) hemové senzorové proteiny, které detekuji oxid uhelnaty [4]. V hemovych
senzorovych proteinech, které detekuji plyny, se vyskytuje ne€kolik specifickych typt
senzorovych domén. Konkrétné: PAS doména (akronym z anglickych nazvl proteint,
ve kterych se tento motiv vyskytuje: ,,Drosophila period clock protein®, ,,vertebrate aryl
hydrocarbon receptor nuclear translocator* a ,,Drosophila single minded protein®), GAF
doména (akronym ,cyclic guanosine monophosphate-specific and -stimulated
phosphodiesterase®, ,,adenylate cyclase® a ,,E. coli formate hydrogen lyase transcription
activator®), globinovd doména, H-NOX doména (z anglického ,heme-nitric
oxide/oxygen binding domain/protein®) a CooA doména (z anglického ,,CO-oxidation

transcriptional Activator®) [5,18].

1.2.2.1 Hemové senzorové proteiny, které detekuji kyslik

funguje jako finalni akceptor elektronli v mitochondriich, je molekula kysliku. Navic
v ptipad¢ organismii, které mohou ptizptsobit svlij metabolismus jak na anaerobni, tak
na aerobni podminky (tj. zejména u bakterii a archei) mé molekula kysliku dilezitou
signalni funkci. Senzorové domény hemovych senzorovych proteinli, které detekuji

kyslik, mohou obsahovat PAS doménu, GAF doménu nebo globinovou doménu [5].
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1.2.2.1.1 PAS doména

Pojmenovani PAS domény je odvozeno od prvnich tfi proteini (konkrétné zminénych
v kapitole 1.2.2), ve kterych byl tento strukturni motiv pozorovan. Struktura PAS domény
je pomérn¢ dobie konverzovana [19], skldda se z pétivldknovych antiparalelnich
B-skladanych listh a ¢tyf a-helixti. PAS doména je schopna vézat rizné ligandy. Pokud
je timto ligandem hem, miize se na n¢j vazat molekula kysliku, coz je dulezité pro

intramolekularni transdukci zplisobenou timto signalem [5,20].

Jako prvni hemovy senzorovy protein, ktery detekuje kyslik a zarovein obsahuje
PAS doménu, byla objevena histidinkinasa v bakteriich Rhizobium meliloti nebo
Sinorhizobium meliloti (FixL) [4]. FixL je soucésti dvouslozkového signélniho systému
a je schopen regulovat expresi geni zapojenych do fixace dusiku v zavislosti na
koncentraci kysliku. PAS doména FixL prostfednictvim iontu Zeleza hemu detekuje
kyslik a predava signal o jeho pfitomnosti na funkéni doménu, které ma histidinkisanovou

aktivitu [19,21].

1.2.2.1.1.1Pfimy kyslikovy senzor s fosfodiesterasovou aktivitou z E. coli
(EcDOS)

Jednim ze zastupct hemovych senzorovych proteind, které¢ detekuji Oz a obsahuji PAS
doménu je piimy kyslikovy sensor z bakterie Escherichia coli (EcDOS), na ktery se
zamefuje tato prace. Nazev EcDOS pochazi z anglického ,,Escherichia coli direct oxygen
sensor [5]. Protein EcDOS je dimer, v jehoZ N-termindlni ¢asti jsou umistény dvé za
sebou jdouci senzorové PAS domény (PAS-A a PAS-B), avSak hem je navazany pouze
na jedné z nich, a to na PAS-A. Funk¢ni doména, ktera obsahuje dvé ¢asti, oznacené dle
jejich typického motivu jako tzv. EAL a GGDEF, je umisténa v C-termindlni ¢asti
proteinu. Funkéni doména EcDOS vykazuje fosfodiesterasovou aktivitu, ktera se
projevuje tak, Ze po navazani Oz na hem senzorové domény dojde k preméné cyklického
bis-(3',5")-guanosinmonofosfatu (c-di-GMP) na linearizovanou formu cyklického
bis-(3',5')-guanosinmonofosfatu (1-di-GMP) [22]. Pro bakterie je c-di-GMP dilezitym
druhym poslem regulujici fadu fyziologickych funkci. Mezi tyto fyziologické funkce
patii mezibunééna komunikace, pohyb bunék, bunécnd diferenciace, virulence, tvorba
biofilm1, rezistence na t€zké kovy a dalsi [23,24]. Pro preziti bakterie je dilezité¢ udrzovat
homeostazu c-di-GMP, kterd je regulovana pomoci dvou enzymt. Témito enzymy je vyse
zminovany EcDOS, ktery katalyzuje linearizaci (degradaci) c-di-GMP pomoci

fosfodiesterasy. Druhym enzymem je diguanylatcyklasa s globinovou strukturou
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senzorové domény z bakterie E. coli (YddV). YddV obsahuje funkéni doménu
s diguanylatcyklasovou aktivitou, ktera katalyzuje syntézu c-di-GMP ze dvou
guanosin-5'-trifosfati (GTP) [22]. VySe zminéné reakce katalyzované EcDOS a YddV

jsou znazornény na obrazku €. 6, strana ¢. 22.

SN NHg
oH oM GTP
2 GTP —» c-di-GMP Yddv
0
N I
NH
o_ /A ||
: & N N E NH,
4L Py = e
K M,
H M,_l “\_./H
o | [¢] OH
HN NN o P )
| | \ o c-di-GMP

c-di-GMP —» 1-di-GMP EcDOS

NN T,

“« N_¥ I-di-GMP
OoH (]l'

Obrazek €. 6: Reakce katalyzované diguanylatcyklasovou aktivitou YddV
a fosfodiesterasou aktivitou EcDOS. YddV s diguanylatcyklasovou aktivitou
katalyzuje reakci 2 GTP za wvzniku c-di-GMP. Nasledné¢ EcDOS
s fosfodiesterasovou aktivitou katalyzuje pfeménu c-di-GMP na 1-di-GMP.
Upraveno a pfevzato z [25]. GTP: guanosin-5'-trifosfat, c-di-GMP: cyklicky
bis-(3',5")-guanosinmonofosfat, 1-di-GMP: linearizovand forma cyklického
bis-(3',5")-guanosinmonofosfatu.

Iont zeleza hemu je do PAS-A domény proteinu EcDOS vazan pomoci axialniho
ligandu aminokyselinového zbytku His77. Pokud je na hemu s trojmocnym iontem Zeleza
[Fe(IIl)] navazan druhy axialni ligand, hydroxidovy aniont, je tato forma proteinu £cDOS
katalyticky neaktivni. Je-li v§ak Sestym ligandem iontu zeleza hemu kyanidovy aniont
nebo imidazol, stava se protein katalyticky aktivni. Pokud je zménén oxidacni stav iontu

zeleza, tj. iont Zeleza hemu je ze svého oxidovaného stavu [Fe(III)] redukovan na [Fe(I)],
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je jako Sesty ligand koordinacné vdzan aminokyselinovy zbytek Met95. Tato forma
EcDOS nevykazuje fosfodiesterasovou aktivitu. K aktivaci dochazi, pokud se v okoli
EcDOS nachézi Oz, NO nebo CO (vizte obrazek €. 7, strana €. 23) [5,26]. Nejprve dojde
k disociaci Met95 z hemu a nésledné ke zméné pozice Arg97 tak, Ze tento distalni ligand
stabilizuje interakci molekuly O s hemem (vizte obrazek €. 8, strana ¢. 23) [27]. EcDOS
je také schopen interagovat s H>S, coz je dalsi dilezita signdlni plynna molekula, ktera
stimuluje fosfodiesterasovou aktivitu. V aerobnim prostiedi EcDOS s hemem obsahujici
trojmocny iont zeleza [Fe(Ill)] reaguje s H2S za vzniku meziproduktu [Fe(III)]-SH. Poté
dochazi k redukci iontu Zeleza na [Fe(I)] a nasledn€ k rychlému navéazani O,. Poté je

hem s navazanym O» autooxidovan na hem s trojmocnym iontem zeleza [Fe(III)] [26].
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Obrazek ¢. 7: Vztah koordinacni struktury iontu Zeleza hemu v PAS-A doméné a enzymové
aktivity EcDOS. Aktivace EcDOS tim, ze oxidovand forma iontu zeleza [Fe(Ill)] hemu
interaguje s CN™ nebo imidazolu (vlevo). Interakce molekul Oz, NO nebo CO s redukovanou
formou iontu Zeleza [Fe(I)] v PAS-A doméné rovnéz zplsobi aktivaci enzymové aktivity EcDOS
(vpravo). Upraveno a pievzato z [26].

Arg97

%1577

Fe(Il) Fe(II)-0,

Obrazek ¢. 8: Zména koordinacni struktury redukovaného iontu Zeleza hemu [Fe(II)]
v PAS-A doméné EcDOS v absenci a v pritomnosti molekuly O,. Na dvoumocny iont zeleza
[Fe(II)] hemu je navazan Met95 (vlevo), ktery je v pfitomnosti O, z hemu disociovéan a nésledné
je zmeénéna pozice Arg97 (vpravo). Arg97 stabilizuje interakci mezi hemem a O,. Upraveno
a prevzato z [28].
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Pro vétSinu enzymovych reakei, které vyuzivaji nukleotidy jako napf.
fosfodiesterasy, kinasy, fosfatasy, guanylatcyklasy apod., je nezbytny iont Mg>".
V nékterych t&chto piipadech miize byt funkce iontu Mg?" nahrazena iontem Mn?" [29].
Porovnanim fosfodiesterasové aktivity EcDOS v pifitomnosti Mg?" a Mn?* bylo dokonce
zjisténo, ze pokud EcDOS obsahuje oxidovanou formu iontu zeleza hemu [Fe(IIl)] bez
externich ligandt (kyanidovy aniont, imidazol) v pfitomnosti Mn?*, je enzymova aktivita
EcDOS vyrazné rychlejsi nez pokud je piitomen Mg?". V pfitomnosti Mn?* dochézi
k dvoustupiiové hydrolyze c-di-GMP pies meziprodukt 1-di-GMP az na GMP.
V piitomnosti Mg?* je hydrolyza c-di-GMP na 1-di-GMP pomale;jsi a k druhému stupni
pfemény na GMP vibec nedochazi [28]. Uvazuje se, ze se Mn?" miize vyskytovat
v aktivnim mist¢ EcDOS nebo miize byt v poloze aktivniho mista koordinovan.
Pro EcDOS obsahujici redukovany stav iontu Zeleza hemu tj. [Fe(II)] v pfitomnosti Mg?*
je pro stimulaci fosfodiesterasové aktivity nutna koordinace externich ligandu (O2, NO
nebo CO) na iont Zeleza hemu. Bylo prokazano, ze pokud je na EcDOS navazan O», NO
nebo CO, tak tato vazba zvySuje afinitu Mg?" k aktivnimu mistu a/nebo k vytvoreni

koordinaéni struktury Mg?* [5].

1.2.2.1.2 GAF doména

Nézev GAF domény vychazi z anglického pojmenovani tii proteind, které obsahuji tuto
doménu (detailn¢ vizte kapitola 1.2.2). GAF doména ma podobnou strukturu jako PAS
doména, 1i§i se pouze svoji aminokyselinovou sekvenci. Strukturni podobnost GAF
a PAS domény naznacuje jistou piibuznost téchto dvou domén. A¢koli jsou GAF doména
a PAS doména strukturné podobné, lisi se ve svém vazebném misté hemu. GAF doména
plni nékolik funkci, mezi které patii napt. vazba malych molekul (napf. flavin, adenin,

cyklicky guanosin-3’,5"-monofosfat (¢cGMP) nebo hem) [30].

Mezi jedny z dualezitych proteinli obsahujici GAF doménu patfi proteiny
detekujici kyslik s histidinkinasovou aktivitou z bakterie Mycobacterium tuberculosis,
které jsou zndmy pod oznacenim DosS a DosT. Proteiny DosS a DosT jsou soucasti
dvouslozkového signalniho transdukéniho systému. Pokud je bakterialni bunka
vystavena hypoxickym podminkam, jsou tyto histidinkinasy schopné spolu s regulatorem
odezvy regulovat expresi genll nezbytnych pro pteziti buiikky [18,31]. Z novych studii je
znamo, ze DosS a DosT jsou vyznamnym mistem terapeutického zasahu pii 1é€be

tuberkulo6zy, ktera je zplisobena jiz vySe zminénou bakterii Mycobacterium tuberculosis.
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Bylo zjisténo, ze inhibice DosS a DosT je schopna potlacit perzistenci Mycobacterium

tuberculosis a tento terapeuticky zdsah mtze zkratit dobu 1écby tuberkulézy [32].

1.2.2.1.3 Globinova doména

Hemoglobin a myoglobin jsou typickymi zastupci hemoproteint s globinovou strukturu.
Podobné strukturni usporadani Ize také pozorovat u nékterych hemovych senzorovych
proteinti archei a bakterii, které detekuji kyslik. Globinovd doména je slozena z osmi
a-helixii, které se oznacuji pismeny A az H analogicky jako v pfipadé hemoglobinu
a myoglobinu [33]. Na rozdil od hemoglobinu a myoglobinu se v globinové domén¢
senzorovych proteinii nevyskytuje D-helix a E-helix, ackoli maji spolecny geneticky
ptuvod [34]. Globinovd doména se svoji strukturou li§i od PAS a GAF domény, stejné
jako schopnosti vazat dalsi ligandy. Globinova doména véze jako prostetickou skupinu

(ligand) pouze hem na rozdil od PAS a GAF domény [33].

Mezi vyznamné zastupce hemovych senzorovych proteind, které detekuji kyslik,
s globinovou strukturou senzorové domény patii YddV. Hemoprotein YddV se spolu
s EcDOS podili na regulaci c-di-GMP v bakteriich (vizte kapitola 1.2.2.1.1.1, obrazek
€. 6, strana ¢. 22). VySe zminéné c-di-GMP hraje zasadni roli pfi regulaci syntézy
polysacharidii a biofilmu. Do stddia biofilmu ptechazi nékteré bakterie, pokud jsou

vystaveny nepiiznivym podminkam, aby si zajistily pteziti [35].

1.2.2.2 Hemové senzorové proteiny, které detekuji oxid dusnaty

Dalsi dulezitou skupinou hemovych senzorovych proteind, které detekuji plyny, jsou ty,
které detekuji oxid dusnaty. U savci je z L-argininu syntetizovan citrulin a jiZ zmiflovany
oxid dusnaty pomoci enzymu NO synthasy [36]. Oxid dusnaty patfi mezi vyznamné
regulaéni molekuly, podilejici se v savéim organismu na nékolika fyziologickych
a patologickych funkcich (napf. funkce regulace imunitniho, cévniho a nervového
systému) [37,38]. K hlavnim funkcim oxidu dusnatého na molekuldrni urovni patii
aktivace rozpustné guanylatcyklasy (sGC), ktera katalyzuje pfeménu GTP za vzniku
cGMP. V lidském organismu je cGMP schopny regulovat biochemické pochody

vaskularniho systému a umoznovat vazodilataci hladkého svalstva [39,40].

Jak jiz bylo uvedeno vyse, sGC je dilezity zastupce hemovych senzorovych
proteintl, které detekuji oxid dusnaty. Protein sGC je heterodimer skladajici se ze dvou
typl podjednotek, z nichZ pouze v jedné podjednotce je navazan kofaktor tj. hem [41].

Protein sGC obsahuje také specifickou H-NOX doménu, na které je navazan hem
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s dvoumocnym iontem zeleza [Fe(Il)]. H-NOX doména je schopna detekovat koncentraci
oxidu dusnatého a prostfednictvim prenosu tohoto signalu v piitomnosti NO do funkéni

domény nasledné dochazi k zvyseni guanylatcyklasové aktivity [42].

1.2.2.3 Hemové senzorové proteiny, které detekuji oxid uhelnaty

Nékolika pfirodnimi a priimyslovymi procesy vznika v atmosféie CO. Témito procesy
muze byt napt. vulkanicka ¢innost nebo nedokonalé spalovani organické hmoty (biotické
1 abiotické) [43,44]. Atmosféricky CO je pro lidsky organismus toxicky, avSak
pro aerobni 1 anaerobni bakterie a archea mtze byt CO vyuzivan jako zdroj energie
[43—45]. Pro bakterie a archea, které vyuzivaji CO, muze byt oxid uhelnaty také dalezitou
signdlni molekulou detekovanou prostfednictvim hemovych senzorovych proteind
[43,44]. Mezi zastupce téchto senzorovych proteint patii transkripcni faktor, CooA
fotosyntetické bakterie Rhodospirillum rubrum [45]. Jednou z funkci CooA je fizeni
anaerobniho metabolismu CO. Stimulace transkripce CooA je vyvoldna vazbou CO

na CooA doménu obsahujici hem s dvoumocnym iontem Zzeleza [Fe(Il)] [45,46].
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2 Cile bakalarské prace

Pro predkladanou bakalatrskou praci byly stanoveny nasledujici cile:

1.

Jednim z cilt této prace bylo pfipravit souhrn aktualnich publikovanych poznatk
o hemovych senzorovych proteinech, které detekuji plyny, se zaméfenim

na protein EcDOS.

Dal$im cilem byla transformace bunék E. coli BL-21 (DE3) prostfednictvim

plasmidu pET-28a(+)/EcDOS a exprese proteinu EcDOS.

. Nasledujicim cilem bylo izolovat z bunék E. coli BL-21 (DE3) protein EcDOS

a uskutecnit jeho purifikaci.

V neposledni fad¢ patii mezi cile této bakalaiské prace také pilotni charakterizace

ziskaného preparatu protein EcDOS.

Pokud se prokaze, ze ziskany preparat proteinu £cDOS je enzymové aktivni, bude
jako posledni cil pfedkladané bakalatské prace pilotné testovan vliv potencidlnich
inhibitortt hemovych senzorovych proteinii (konkrétné Artesunate a MSU-39446

(HC106)).
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3 Material a metody

3.1 Pouzité pristroje
Analytické véhy:

Autoklav:

Bezdotykovy kahan:

Centrifugy:

Centrifugacni filtr:

Elektroforeticka aparatura:

Inkubatory:

Kolona pro gelovou chromatografii:

Kolona pro HPLC:

Laminarni box:

Magnetickd michacka:

Laboratorni ttepacky:

HM-200, A&D Instruments LTD, UK

Microjet, Enbio Technology
Panasonic MLS-37812, Svycarsko

Gasprofi2 SCS, WLD-TEC, Némecko

Janetzki K 70D, MLW, vykyvny rotor,
Némecko

Minicentrifuga myFuge Mini, Benchmark
Scientific, USA

7 383 K, HERMLE, vykyvny rotor

(max. 5 000 RPM), Némecko

Amicon Ultra, 30K, Millipore, Némecko

Mini-PROTEAN® Tetra Handcast Systems,
BIO RAD, USA

Mini Heating Dry Bath Incubator, MD-MINI,
Major Science, USA
Raven 2 Incubator, LTE Scientific Ltd, UK

Superdex 200 10/300 GL, GE Healthcare, USA

Luna® 5 um C18 (2) 100 A, LC Column,
150 x 4,6 mm, Ea, USA

BO 126, Labox, CR

ESP, Velp Scientifica Srl, Italie
MS 4, IKA C-MAG, Némecko
MS 7, IKA C-MAG, Némecko

Multitron Pro, INFORS HT, Svycarsko
Scientific Incu-Shaker Shaking Incubator
ES-60, MIULab, Cina

Wisd WiseShake SHO, Witeg, Némecko
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pH metr: pHenomenal, pH 1100L, VWR, CR

MXX-601, Denver Instrument, Némecko
440-3SN, KERN, Némecko

Predvazky:
Piistroj pro gelovou chromatografii: ~ AKTAprime plus — GE Healthcare, USA
Ptistroj pro HPLC: 1200 Series, Agilent Technologies, USA

Rotacni tfepacka: Chemos Group, Cz, Némecko

Scanner: Epson Perfection V550 Photo, digital ICE
technology, Japonsko

Spektrofotometr: DS-11 Spectrophotometer, DeNovix, USA

Ultracentrifuga: Ultracentrifuga Optima™ LE-80K, Beckman

Coulter, osazena uhlovym rotorem type 70 Ti,

70 000 RPM, USA

Ultrazvukovy homogenizator: Sonopuls HD 3100, sonda KE 76, Bandelin,

Némecko
Vortex: Genius 3, IKA VORTEX, Némecko

Zdroj pro elektroforézu: EPS 301, Electrophoresis Power Supply,

Amersham Pharmacia Biotech, USA

3.2 Pouzité chemikalie

BIOLOG Life Science, Germany
Bio Rad, USA:

Erba Lachema, CR:

Expedeon, Némecko:

Fluka, Svycarsko:
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c-di-GMP
Precision Plus Protein™ Standards

bromfenolova modf

chlorid sodny
InstantBlue™ Protein Stain

akrylamid

dodecylsiran sodny (SDS)

lysosym

N, N-methylen-bis-akrylamid
tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)

2-merkaptoethanol
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GE Healthcare, USA:

LACHEMA BRNO, CR:

Lach-Ner, CR:

Linde, CR:

OXOID LDT, Anglie:

Penta, CR:

Roth Chemicals, Némecko:

SIGMA, USA

SERVA Elektrophoresis, Némecko:

TALON® Superflow ™

ethanol
ethylendiamintetraoctova kyselina

peroxodisiran amonny

dihydrogenfosfore¢nan draselny
glycerol

hydrogenfosfore¢nan didraselny
dusik (g)

Bacto Tryptone
Bacto Yeast Extract

dithionicitan sodny
glukosa
glycin

chlorid hotecnaty
imidazol

dimethylsulfoxid (DMSO)

hemin

chlorid vapenaty

isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid (IPTG)
kanamycin

Luria Agar

Luria Broth (LB)

tetrabutyl amonium hydrogen sulfat

fenylmethylsulfonyl fluorid
N, N, N, N*-tetramethylethylendiimin

Plasmid pET-28a(+)/EcDOS byl poskytnut spolupracujici laboratoii profesora

Toru Shimizu, Ph.D., Tohoku Universita, Sendai, Japonsko.

Inhibitory Artenusate a MSU-39446 (HC106) byly poskytnuty profesorem

Robem Abramovitchem, Department of Microbiology and Molecular Genetics, Michigan

State University.
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3.3 Pouzité metody

3.3.1 Priprava roztokli a médii

Priprava roztoku kanamycinu
Navazka 120 mg kanamycinu byla rozpusténa ve 2 ml deonizované vody. Vysledny
roztok (vyslednd koncentrace 60 mg/ml) byl sterilizovéan filtraci pomoci 3 ml injekéni

sttikacky s 0,22 pm filtrem.

Priprava LB agaru
Navazka 8,0 g Luria Agaru byla rozpusténa ve 200 ml deonizované vody. Toto mnozstvi
bylo pfevedeno do zasobni lahve a nasledné sterilizovano vodni parou (autoklédv Microjet,

Enbio Technology) pfi teploté 120 °C po dobu 20 minut.

Priprava LB média
Navazka 2,5 g Luria Broth byla rozpusténa ve 100 ml deonizované vody. Toto mnozstvi
bylo pfevedeno do zasobni lahve a nasledné sterilizovdno vodni parou (autoklav

Panasonic MLS-37812) pfi teploté 120 °C po dobu 20 minut.

Priprava TB média

Navazka 12,0 g Bacto Yeast Extractu a 24,0 g Bacto Tryptone byla rozpusténa v 900 ml
deonizované vody. Tento objem byl rozdélen do 2 Erlenmayerovych ban€k po 450 ml.
Erlenmayerovy banky byly uzavieny hlinikovou fo6lii a néasledné sterilizovany vodni
parou (autoklav Panasonic MLS-37812) pfi teploté 120 °C po dobu 20 minut. Navazka
2,3 g KH2PO4 a 12,5 g KoHPO4 byla rozpusSténa v 70 ml deonizované vody. Tento roztok
byl filtrovan pies filtra¢ni papir do kadinky. Nésledné bylo do filtratu ptidano 8,0 ml
50% (v/v) glycerolu. Cely roztok byl pfemistén do zasobni lahve a sterilizovan (autoklav
Panasonic MLS-37812) 20 minut vodni parou pfi teploté¢ 120 °C. Po sterilizace bylo do

kazdé Erlenmayerovy baiiky sterilné ptidano 50 ml roztoku fosfatt a glycerolu.

Priprava agarovych ploten s antibiotikem

LB agar byl rozpustén v mikrovinné troub¢€ na optimalni teplotu. Poté v laminarnim boxu
(BO 126, Labox) bylo odebrano 20 ml LB agaru do sterilni zkumavky Falcon a bylo
do néj pfidano 20 pl kanamycinu o koncentraci 60 mg/ml, aby vysledna koncentrace
kanamycinu v LB agaru byla 60 pg/ml. Vysledny roztok byl opatrné promichén

a premistén do dvou sterilnich Petriho misek po 10 ml. Petriho misky s roztokem LB
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agaru a kanamycinu byly ponechany pfi laboratorni teploté¢ na vodorovném povrchu

do ukonceni procesu tvorby gelu.

3.3.2 Transformace bunék E. coli BL-21 (DE3)

Buniky E. coli BL-21 (DE3) byly vyjmuty z mrazdku a ponechany v nadobé¢ s ledem
a vodou po dobu cca 30 minut. V laminarnim boxu (BO 126, Labox) byly piipraveny dvé
sterilni mikrozkumavky Eppendorf. Do kazdé bylo pipetovano 25 ul bunék E. coli
BL-21 (DE3). Pouze do jedné mikrozkumavky bylo pfiddino 5 pl plasmidu
pET-28a(+)/EcDOS (160 ng/ul). Do druhé mikrozkumavky, ktera slouzila jako negativni
kontrola, plasmid ptidan nebyl. Nasledné byly obé mikrozkumavky ponechany na ledu.
Poté bylo do obou mikrozkumavek sterilné piiddno 60 pl LB média a jejich obsah byl
promichén. Poté byl obsah mikrozkumavek jednotlivé pipetovan na agarové plotny
s kanamycinem. Suspenze byla rovnomérné rozprostiena po agarovych plotnach
a po vsaknuti suspenze do gelu, byly plotny pfiklopeny vikem a uzavieny pomoci
parafilmu. Plotny k inkubaci byly umistény do inkubatoru (Raven 2 Incubator, LTE
Scientific) o teploté 37 °C dnem vzhiru pies noc po dobu 17 hodin. Poté byly umistény

do lednice a skladovany k dalSimu zpracovani.

3.3.3 Exprese proteinu EcDOS

V laminarnim boxu (BO 126, Labox) bylo do sterilni zkumavky Falcon pfeneseno 10 ml
LB média a 10 pl kanamycinu (vyslednd koncentrace 60 pg/ml), obsah zkumavky byl
promichéan. Poté byla polovina roztoku (cca 5 ml) pfenesena do druhé sterilni zkumavky
Falcon. Vybrané a oznacené kolonie transformovanych bunék E. coli (pfiprava vizte
kapitola 3.3.2) byly pieneseny do zkumavek Falcon s LB médiem a kanamycinem.
Pfenos byl uskute¢nén plamenem sterilizovanou pinzetou a dfevénymi paratky.
Zkumavky Falcon se svym obsahem byly umistény do laboratorni tfepacky (Scientific
Incu-Shaker Shaking Incubator ES-60, MIULab) k inkubaci na 17 hodin pfi teploté
37 °C, 200 otacek za minutu (RPM, z anglického revolutions per minutes). Po uplynuti
této doby byla dfevéna paratka vyjmuta ze zkumavek Falcon sterilni pinzetou. Roztok byl

dale pouzit k inokulaci TB média (vizte dalsi odstavec).

Do dvou Erlenmayerovych ban¢k obsahujici TB médium bylo piidano 500 ul
kanamycinu (vyslednd koncentrace 60 pg/ml) a 500 pl suspenze obsahujici
transformované bunky E. coli BL-21(DE3). Néasledn¢ doslo k inkubaci v laboratorni
ttepacce (Multitron Pro, INFORS HT) pii teploté 37 °C, 170 RPM po dobu 3,5 hodin.
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Poté byla zméfena optickd denzita piti 600 nm (ODesoo) bunék E. coli v médiu
na spektrofotometru (DS-11 Spectrophotometer, DeNovix). Hodnota tohoto parametru
byla rovna 0,7. Poté byly upraveny podminky inkubace na teplotu 15 °C, 140 RPM, po
dobu 60 minut. Poté bylo odebrano 100 ul kultivovanych bunék E. coli pied indukci
isopropyl [B-D-1-thiogalaktopyranosidu (IPTG), aby mohla byt provedena kontrola
exprese proteinu  EcDOS pomoci polyakrylamidové elektroforézy v prostiedi

dodecylsiranu sodné¢ho (SDS-PAGE) (vizte kapitola 3.3.6).

Exprese genu pro EcDOS byla indukovana ptidanim 100 ul 0,5 M IPTG (vysledna
koncentrace 0,1 mM) do Erlenmayerovych bunék sTB médiem a bunkami.
Erlenmayerovy banky s obsahem byly umistény do laboratorni ttepacky (Multitron Pro,
INFORS HT) pfes noc na 20 hodin, pii teploté 15 °C, 140 RPM. Dalsi den bylo odebrano
100 pl bunék E. coli po indukci IPTG, aby mohlo dojit ke kontrole exprese proteinu
EcDOS pomoci SDS-PAGE (vizte kapitola 3.3.6). Exprese genu kddujiciho protein
EcDOS byla ukoncena centrifugaci bunck E. coli (Janetzki K 70D, MLW) pii teploté
4 °C, 3 000 RPM, po dobu 45 minut. Po centrifugaci byl supernatant odstranén. Peleta,
kterou tvorily bunky E. coli, byla ptevedena do zkumavky Falcon a byla stanovena jeji
hmotnost. Nasledné byly zkumavky Falcon s bunikami E. coli umistény do mrazaku pii

teploté —80 °C a uchovany pro dalsi pouziti.

3.3.4 I1zolace proteinu EcDOS z bunék E. coli BL-21(DE3)
Bunky E. coli, které obsahovaly exprimovany protein EcDOS (vizte kapitola 3.3.3), byly

inkubovany pfi laboratorni teploté po dobu cca 30 minut. Do zkumavek Falcon s témito
buitkkami  bylo  pfiddno 50 ml  resuspenda¢niho  pufru (50 mM
tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)-HCl, pH 8,0, 100 mM NaCl, 1 mM
ethylendiamintetraoctova kyselina, 1 mM fenylmethylsulfonyl fluorid, 0,2 mg/ml
lysozym). Buiiky E. coli byly resuspendovany pomoci resuspenda¢niho pufru opatrnym
otaCenym a promichanim zkumavky Falcon. Nasledné byl obsah zkumavky pteveden do
kadinky s magnetickym michadlem. Kadinka s magnetickym michadlem byla umisténa
do nadoby s ledem a vodou, celé to pak bylo umisténo na magnetickou michacku (ESP,
Velf Scientifica). Nasledovala ultrazvukova sonikace suspenze za ucelem naruSeni
membrany bunék pomoci ultrazvukové sondy (Sonopuls HD 3100, sonda KE 76,
Bandelin). Sonikace byla provedena za soucasného krouzivého pohybu nadoby s ledem,
do které byla vlozena kadinka se suspenzi a ponoiena ultrazvukova sonda. Sonikace se

uskutecnila pti amplitudé 55 % v 6 cyklech po 1 minuté. Mezi jednotlivymi Useky
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sonikace byla vZdy minutova piestavka, aby se suspenze pfili§ nezahtivala. Po ukonceni
sonikace byla provedena inkubace bunék E. coli s roztokem heminu v dimethylsulfoxidu
(DMSO) po dobu 20 minut. Do suspenze bylo pipetovano 1,5 ml roztoku heminu
v DMSO s vyslednou koncentraci 300 uM a ponechdno michat na magnetické michacce
(MS 4, IKA C-MAG) 20 minut pii 4 °C. Poté byla suspenze pievedena do centrifugacnich
kyvet. Nasledn¢ byla provedena ultracentrifugace (Ultracentrifuga Optima™ LE-80K,
Beckman Coulter, osazena thlovym rotorem 70 Ti,) pii teploté 4 °C, 55 000 RPM, po
dobu 1 hodiny. Po centrifugaci byl odebran supernatant pro pozdéjsi analyzu pomoci

SDS-PAGE (vizte kapitola 3.3.6).

Bé&hem centrifugace byl pfipraven nosi¢ pro afinitni chromatografii, TALON.
Zasobni lahev se suspenzi TALONU byla promichana, aby se suspenze homogenizovala
a nasledn¢ byly odebrany 3 ml této smési. Poté nésledovala centrifugace TALONU
(2383 K, HERMLE) po dobu 2 minuty pfi teplot¢ 4 °C a 200 RPM. Roztok nad
usazenym TALONEM byl odstranén, a bylo pfiddno 5 ml pufru A (50 mM Tris-HCI,
pH 8,0, 100 mM NaCl) za tcelem ekvilibrace TALONU. Po pfidani pufru A byl roztok
promichan, centrifugovan po dobu 2 minut pii teplot¢ 4 °C a 200 RPM (Z 383 K,
HERMLE) a roztok nad TALONEM opét odstranén. Tento krok byl proveden celkem
tiikrat. Finalné¢ bylo 1,5 ml takto ekvilibrovaného TALONU pievedeno do tésné
uzaviratelné plastové nadoby obsahujici supernatant po ultracentrifugaci (vizte odstavec
vyse). Za stalého michani na rotacni tfepatce (Chemos Group, Cz) byl supernatant
obsahujici protein EcDOS inkubovan s TALONEM 1 hodinu pfi teploté¢ 4 °C. Byla
pfipravena prazdna chromatografickd kolona s fritou, kterd byla upevnéna do stojanu
apromyta deonizovanou vodou. Po ukonceni inkubace byla vySe popsand smés
aplikovana na fritu chromatografické kolony a byl jiman vzorek frakce obsahujici latky,
které¢ s afinitnim nosi¢em neinteragovaly. Nasledovalo promyti afinitniho nosice
TALONU 50 ml pufru A. Poté byl protein EcDOS eluovan 15 ml elué¢niho pufru
(50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 100 mM NaCl, 200 mM imidazol) a odebrdn do zkumavky
Falcon. Z této zkumavky byl také odebran vzorek pro analyzu pomoci SDS-PAGE (vizte
kapitola 3.3.6).

Poté byla koncentrace proteinu EcDOS upravena pomoci kyvety Amicon. Kyveta
Amicon obsahuje membranu s definovanou porozitou, v nasem piipad¢ je mezni hodnota
molekulové hmotnosti proteini, které pfes pory v membrané jiz neprojdou, urena na

30 kDa. Kyveta Amicon s eluatem po afinitni chromatografii (vizte odstavec vyse) byla
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centrifugovéana (Z 383 K, HERMLE) 15 minut, 4 000 RPM, pii teploté¢ 4 °C. Roztok
s proteinem EcDOS byl vzdy po 2 minutich promichan pomoci pipety. Uprava
koncentrace proteinu EcDOS pomoci kyvety Amicon byla provadéna do objemu 500 pl.
Vysledny roztok proteinu £cDOS byl promichan pomoci pipety a pieveden do zkumavky
Eppendorf.

Nasledovala gelova chromatografie uskute¢néna na koloné Superdex 200 10/300
GL, GE Healthcare pomoci chromatografického systému (AKTAprime plus — GE
Healthcare) se spektrofotometrickou detekci pfi vinové délce 280 nm. Kolona byla
ekvilibrovana 30 ml mobilni fazi (20 mM Tris, 150 mM NaCl) a davkovaci ventil promyt
mobilni fazi. Preparat proteinu EcDOS byl pfed nanesenim na kolonu filtrovany ptes
0,22 pm filtr. Pomoci ddvkovace bylo ddvkovéano 500 ul preparatu proteinu £cDOS do
chromatografické aparatury. Separace pomoci chromatografické aparatury byla
vykonana pii pratoku 0,8 ml/min mobilni faze a tlaku 1 MPa. Frakce obsahujic protein
EcDOS po gelové chromatografii byly spojeny a prevedeny do zkumavky Amicon
s membranou. Poté doslo k centrifugaci spojenych frakci (Z 383 K, HERMLE) pfi teploté
4 °C, 4 000 RPM na objem piiblizné¢ 250 pl. Frakce byly promichany kazdé 2 minuty
pomoci pipety. Poté byl odebran vzorek findlniho preparatu EcDOS pro analyzu pomoci
SDS-PAGE (vizte kapitola 3.3.6). Nakonec byl protein EcDOS rozd¢len do alikvotii po
40 ul, zmraZen pomoci kapalného dusiku a umistétn do mrazdku o teploté

—80 °C a skladovan pro dalsi vyuziti.

3.3.5 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace proteinu
EcDOS

Pro stanoveni koncentrace proteinu EcDOS byla vyuzita metoda ,,Protein A280*
v mikroobjemu pomoci pfistroje DS-11 Spectrophotometer, DeNovix. Koncentrace
proteinu EcDOS byla ur€ena na zdkladé méfeni absorbance pii vinové délce 280 nm dle

Lambert-Beerova zakona (1):
€= (1)

v némz c je koncentrace proteinu v roztoku v jednotkach M, 4 je absorbance pfi vinové
délce 280 nm, ¢ je molarni absorpcni koeficient analyzovaného roztoku pii vinové délce

280 nm jednotkach 1/M-cm a [ tlouSt’ka absorpcniho prostiedi v jednotkdch cm. Pfistroj
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neuvedl molarni koncentraci, ale koncentraci hmotnostni (jednotka mg/ml), kterou

pfepocetl na zéklad¢ zadané relativni molekulové hmotnosti proteinu £cDOS.

V databazi proteini UniProt (https://www.uniprot.org/) byla vyhledana sekvence
aminokyselin proteinu  EcDOS, nasledn¢ bylo vyuzito programu ExPASy
(https://web.expasy.org/protparam/), pomoci kterého byla urcena teoretickd hodnota
relativni molekulové hmotnosti (pro protein EcDOS Mr = 93 004) a molarniho
absorp¢niho koeficientu (pro protein EcDOS € =95 840 1/M-cm). Nejdelsi optickéd draha

paprsku svétla na spektrofotometru DS-11 DeNovix je 0,5 mm.

Jako ,blank® byla pouzita deonizovand voda, jejiz 2,0 ul byly umistény
na detekéni plochu spektrofotometru. Nasledné byla deonizovana voda odstranéna
z detek¢ni plochy spektrofotometru a byly aplikovany 2,0 ul roztoku proteinu EcDOS
za ucelem urceni jeho absorbance pfi 280 nm a stanoveni koncentrace finalniho preparatu

proteinu EcDOS.

3.3.6 Polyakrylamidova elektroforéza v prostredi dodecylsiranu

sodného
Dvé skla uréena pro elektroforézu byla predem odmasténa pomoci ethanolu a byla
umisténa naproti sobé do stojanu elektroforetické aparatury (Mini-PROTEAN Tetra
Handcast Systems, BIO RAD). Nejprve byl pfipraven roztok pro 10% separacni gel, ktery
vznikl smichani 3,3 ml pufru A (0,375 M Tris-HCI, pH 8,8, 0,1% (w/v) dodecylsiran
sodny (SDS)), 1,7 ml polymerizaéniho roztoku A (30% (w/v) akrylamid, 0,8% (w/v)
N, N-methylen-bis-akrylamid v pufru A), 5,0 ul N, N, N¢, N*-tetramethylethylendiimin
a 50 ul peroxosiranu amonného (100 mg/ml). Po zamichani byl roztok pfeveden do
prostoru mezi skly, nasledn¢ byl pifekryt deonizovanou vodou a nechdn 30 minut
polymerovat. Po vytvoreni separacniho gelu byla voda slita a pfebyte¢na voda vysusena
pomoci filtracniho papiru. Poté byl separacni gel pievrstven roztokem, z které¢ho posléze
vznikl 4% zaostfovaci gel. Tento roztok nezbytny pro vznik 4% zaostfovaciho gelu vznikl
smichdnim 1,7 ml pufru B (0,125 M Tris-HCI, pH 6,8, 0,1% (w/v) SDS), 267 ul
polymeriza¢niho roztoku B (30% (w/v) akrylamid, 0,8% (w/v) N-methylen-bis-akrylamid
v pufru B), 2,0 ul N, N, N*, N‘-tetramethylethylendiimin a 40 pl peroxosiranu amonného
(100 mg/ml). Do tohoto roztoku byl ihned po jeho aplikaci na 10% separacni gel vlozen
hieben, aby se vytvofily jamky a opét byl i tento roztok ponechan polymerovat 30 minut.

Nasledné byl ptipraveny akrylamidovy gel (sloZzeny ze zaostfovaci a separacni Casti)
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pfemistén do vany elektroforetické aparatury, ktera byla naplnéna elektrodovym pufrem
(0,025 M Tris-HCI, 0,192 M Glycin, 0,1% (w/v) SDS, pH 8,3). Vzorky odebrané
v pribé¢hu exprese a izolace proteinu EcDOS byl vhodné ziedény a smichany
s adekvatnim mnozstvim Ctyfikrat koncentrovaného redukujiciho pufru (0,25 M
Tris-HCI, pH 6,8, 8% (w/v) SDS, 40% (v/v) glycerolu, 20% (v/v) 2-merkaptoethanol,
0,012% (w/v) bromfenolova modri), ptesné slozeni vyslednych roztokl vizte tabulka €. 1,
strana €. 39. Vysledné roztoky byly 5 minut zahiaty v inkubatoru (Mini Heating Dry Bath
Incubator, MD-MINI, Major Science) pfi teploté 100 °C a nasledn¢ odstfedény na stolni
minicentrifuze, 6 000 RPM (Minicentrifuga myFuge Mini, Benchmark Scientific). Do
vzniklych jamek zaostiovaciho gelu bylo naneseno 10 pl standardu (Precision Plus
Protein™ Standards) a vysledné roztoky vzorkil (vizte tabulka €. 1, strana ¢. 39). Poté
byla elektroforetickd aparatura uzaviena a pripojena ke zdroji elektrického napéti
(EPS 301, Electrophoresis Power Supply, Amersham Pharmacia Biotech). SDS-PAGE
probihala 70 minut pti napéti 200 V. Po ukonceni SDS-PAGE byl gel umistén do Petriho
misky a zaostfovaci gel s jamkami byl odstranén. Do Petriho misky se separacnim gelem
byl vloZen barvici roztok InstantBlue™ Protein Stain (Expedeon, Némecko) a inkubace
probihala pfes noc za stadlého michani (Wisd WiseShake SHO, Witeg). Poté byl gel
promyt destilovanou vodou. Nakonec byly vysledky separace zaznamenany (Perfection

V550 Photo, Epson) a vyhodnoceny.
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Tabulka €. 1: Priprava vzorki pro SDS-PAGE.

Typ vzorku Redéni Objem odebraného | Objem deonizované Objem Odebrany objem Hmotnost
vzorku [ul] vody [pl] vzorkového [ul] proteinu v jamce
pufru [ul] [ng]
Bunky E. coli ptred 8x 10 20 50 10 neurceno
indukci IPTG
Bunky E. coli po 8x 10 20 50 10 neurceno
indukci IPTG
Cytosolarni frakce 4x 10 20 10 10 neurceno
bunék E. coli
Protein EcDOS po 1x 30 0 10 10 neurceno
afinitni chromatografii
Finalni preparat 20x 0,2 1,3 0,5 2 0,68
proteinu EcDOS 8x 0,5 3,25 1,25 5 1,7
4x 1 6,5 2,5 10 34

Apojou & [BLIdJBIN €
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3.3.7 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Za ucelem testovani enzymové aktivity EcDOS za riiznych podminek byly pfipraveny
nasledujici inkubacni smési. Jednotlivé inkubacni smési obsahovaly 50 mM NaCl, 5 mM
MgClz, 0,1 mM c-di-GMP, 0,2 uM EcDOS (vizte kapitola 3.3.4) a ptipadn¢ 100 uM
a 50 uM inhibitory a/nebo rozpoustédlo a/nebo 1 mM cinidlo (Na>S>04) redukujici iont
zeleza hemu EcDOS a 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, ve vysledném objemu 100 pl.

Do 14 zkumavek Eppendorf, které byly ocCislovany 1-14 a toto Cislo zaroven
oznacovalo Cislo reakce, byly pipetovany jednotlivé slozky reakéni smési dle tabulky €. 2,
strana €. 41. Jednotlivé enzymové reakce byly zahdjeny pifidanim posledni slozky,
substratu. VSechny vzorky byly inkubovany pfi teploté 25 °C po dobu 20 min. Nésledné
byly enzymové reakce ukonceny pfidanim 1 pl CaCl, (vysledna koncentrace 10 mM).
Vzorky byly pfed analyzou pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC)
kratce centrifugovany na stolni minicentrifuze, 6 000 RPM (Minicentrifuga myFuge
Mini, Benchmark Scientific). Poté bylo 10 ul jednotlivych vzorki vstiiknuto na kolonu
a analyzovano pomoci ptistroje HPLC (Agilent 1200 Series, kolona Luna® 5 um C18(2)
100 A, LC Column 150 x 4.6 mm, Ea) se spektrofotometrickou detekci vinové délky pii
254 nm. Mobilni fazi byly pufr A (0,1 M KH>PO4, pH 6,0, 4 mM tetrabutyl amonium
hydrogen sulfat, pH 6,0) a pufr B (75 % (v/v) pufr A, 25 % (v/v) methanol). Pritokova
rychlost mobilni faze byla 0,7 ml/min a byl vytvofen gradient mobilni faze v ¢ase 0 minut
40 % (v/v) pufr B a 60 % (v/v) pufru A, v ¢ase 15 minut 100 % (v/v) pufru B, v ¢ase 20
minut 100 % (v/v) pufru B a v ¢ase 21 minut 40 % (v/v) pufru B a 60 % (v/v) pufru A. Pro
detekci substratu (c-di-GMP) a produktu (1-di-GMP) bylo vyuzito sledovani hodnoty
absorbance pii 254 nm. Popsana analyza byla pro kazdy vzorek provedena ttikrat.

Ziskana data byla zpracovana pomoci programu Excel.
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Tabulka €. 2: SloZeni reakénich smési pripravenych za ticelem stanoveni enzymové aktivity proteinu EcDOS za riuznych podminek.

Cislo reakce 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Chemikalie Odebrané objemy zasobnich roztokt [ul]
500 mM NaCl 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
50 mM MgCl, 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
0,1 mM 10 0 10 10 0 10 10 10 10 10 10 10 10 10
c-di-GMP
37 uM EcDOS 0 5,4 5,4 0 5,4 5,4 5,4 5.4 5,4 5,4 5,4 5,4 54 54
NazS:04 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0
DMSO 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0
10 mM 0 0 0 0 0 0 0 1 0,5 0 0 0 1 0
Artenusate
v DMSO
10 mM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0,5 0 1
MSU-39446
(HC106)
v DMSO
50 mM 70,0 74,6 64,6 69,0 73,6 63,6 62,6 62,6 63,1 62,6 62,6 63,1 62,6 62,6
Tris-HCI,
pH 8,0

Apojoul & [BLIQBIA €



3 Material a metody

42



4 Vysledky

4 Vysledky

4.1 Transformace bunék E. coli BL-21 (DE3) plasmidem

pET-28a(+)/EcDOS
Bunky E. coli kmene BL-21 (DE3) byly transformovany plasmidem pET-28a(+)/EcDOS

(dle postupu vizte 3.3.2). Usp&$nost transformace bun&k E. coli byla posouzena analyzou
agarovych ploten. Na kontrolni agarové plotn¢ obsahujici antibiotikum kanamycin se
z4dné kolonie bun¢k E. coli kmene BL-21 (DE3) bez transformace plasmidem
pET-28a(+)/EcDOS nevyskytovaly ani po nékolikahodinové inkubaci (vizte obrazek €. 9,
strana €. 43). Bunky E. coli kmene BL-21 (DE3) transformované plasmidem
pET-28a(+)/EcDOS (ktery kromé genu pro EcDOS obsahuje také gen zasadni pro
rezistenci vii¢i kanamycinu) na druhé agarové plotné s antibiotikem kanamycin, vytvotily
po n¢kolikahodinové inkubaci zietelné bunécné kolonie (vizte obrazek ¢. 10, strana

¢. 44). Transformace bun¢k E. coli plasmidem pET-28a(+)/EcDOS probéhla uspésné.

Obrazek ¢. 9: Kontrolni kanamycinova agarova
plotna s buiikami E. coli BL-21 (DE3) bez
transformace plasmidem pET-28a(+)/EcDOS. Za
danych podminek nejsou pozorovany Zadné
bunééné kolonii.
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Obrazek ¢. 10: Kanamycinova agarova plotna
s koloniemi bunék E. coli BL-21 (DE3), které byly
transformovany plasmidem pET-28a(+)/EcDOS.
Tento plasmid kromé genu pro EcDOS obsahuje
také gen pro rezistenci vici kanamycinu.

4.2 Exprese proteinu EcDOS

Exprese proteinu EcDOS byla uskutecnéna dle postupu v kapitole 3.3.3. Je zajimavé, ze
ptestoze transformované bunky E. coli BL-21(DE3) mély dosahnout pozadované optické
denzity (tj. ODsoo v rozmezi 0,6 az 1,2) po piiblizné 3 hodinach, v nasem piipadé byla
opticka denzita ODeoo po 3 hodinach inkubace rovna 0,3 a pozadované hodnoty optické
denzity dosdhla smés az po 3,5 hodinach, kdy hodnota tohoto parametru byla 0,7.
Celkovy vytézek bunék E. coli BL-21(DE3) s exprimovanym proteinem EcDOS byl
7,0 g, toto mnoZstvi bylo ziskano z 1 I TB média. Pfed indukci a po indukci exprese
proteinu EcDOS byly odebrany vzorky pro SDS-PAGE (vizte postup 3.3.6). Do drahy
¢. 2 elektroforetického gelu byl nanesen vzorek bunék E. coli pied indukci exprese
proteinu EcDOS (vizte obrazek €. 11, strana €. 45). Pro srovnani je pak v draze €. 3 (vizte
obrazek ¢. 11, strana €. 45) analyzovén vzorek bunék E. coli po indukci exprese proteinu
EcDOS pomoci IPTG v srovnatelné koncentraci (vizte postup 3.3.3). Z tohoto srovnani
je patrny jednoznacny rozdil v obou vzorcich spocCivajici v pfitomnosti proteinu
s molekulovou hmotnosti pfiblizn¢ 90 kDa po indukci exprese protein EcDOS, jehoz gen
se nachazel na plasmidu pET-28a(+)/EcDOS. Pozorovany protein odpovidad svoji
molekulovou hmotnosti proteinu EcDOS. Je tedy velmi pravdépodobné, ze exprese

proteinu EcDOS probéhla Gspésne.
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Obrazek ¢. 11: Analyza vzorki odebranych béhem exprese a izolace proteinu EcDOS
pomoci SDS-PAGE. Detaily vizte kapitola 3.3.6, tabulka ¢. 1, strana ¢. 39.

1: Standard Precision Plus Protein™ Standards, 10 pl

: Buniky E. coli pted indukci exprese proteinu pomoci IPTG, 8x fedéno, 10 ul
: Buniky E. coli po indukci exprese proteinu pomoci IPTG, 8x fedéno, 10 pl

: Cytosolarni frakce bun€k E. coli, 4x fedéno, 10 ul

: Protein EcDOS po afinitni chromatografii, 1x fedéno, 10 pl

: Finalni preparat proteinu £cDOS, 8x fedéno, 1,7 ug, 5 ul

: Finalni preparat proteinu £cDOS, 4x fedéno, 3,4 g, 10 ul

0 I N W

: Finalni preparat proteinu £cDOS, 20x fedéno, 0,7 ug, 2 pl

4.3 lzolace proteinu EcDOS

V pribéhu izolace proteinu EcDOS byly odbirdny vzorky, které byly nasledné
analyzovany pomoci metody SDS-PAGE (vizte kapitola 3.3.6). Detaily postupu této
analyzy jsou zaznamendny v tabulce €. 1, strana ¢. 39. Izolace proteinu EcDOS byla
provedena dle postupu, ktery je detailné popsan v kapitole 3.3.4. Analyza supernatantu
bunék FE. coli po jejich 1yzi a ultracentrifugaci je zndzornéna v draze ¢. 4
na elektroforetickém gelu (vizte obrazek €. 11, strana €. 45). Je patrné velké mnoZstvi
bakterialnich proteini, které se fyziologicky nachazeji v cytosolu bakterii. Z této smési
byl rekombinantné¢ exprimovany protein EcDOS dale izolovan pomoci afinitni
chromatografie s vyuzitim histidinové kotvy uméle ptidané na konec ptirozené sekvence
proteinu EcDOS. Vzorek eluatu z afinitniho nosice, jehoZ eluce byla vyvolana 200 mM

imidazolem je znazornéna v draze €. 5 (vizte obrazek €. 11, strana €. 45). V draze €. 5 je
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patrna majoritni pfitomnost proteinu, jehoz mobilita za podminek SDS-PAGE odpovida
mobilité¢ proteinu s molekulovou hmotnosti pfiblizn¢ 90 kDa. Vzhledem k tomu, ze
teoreticka molekulova hmotnost proteinu £EcDOS je 93 kDa, je pravdépodobné, ze izolace
EcDOS afinitni chromatografii byla Gspésna (vizte obrazek €. 11, strana €. 45). Finalnim
krokem izolace byla gelovd chromatografie za ucelem odstranéni imidazolu
z ptedchoziho izolacniho kroku a také balastnich proteind, pripadné¢ také
vysokomolekularnich agregatii proteinii EcDOS (vizte kapitola 3.3.4). V prabéhu gelové
chromatografie byly jimany jednotlivé frakce a byla méfena absorbance pti 280 nm.
Frakce obsahujici proteiny s molekulovou hmotnosti odpovidajici proteinu EcDOS byly

odebrany v intervalu elu¢nich objemt 10,5 az 14 ml (vizte obrazek ¢. 12, strana ¢. 47)

Koncentrace findlniho preparatu proteinu EcDOS byla 3,4 mg/ml, coz odpovida
molarni koncentraci 37 pM. Celkové mnozstvi purifikovaného proteinu EcDOS je
0,8 mg. Vytézek je 0,11 mg/g bunék E. coli a 0,8 mg/l TB média. Na obrazku €. 11, strana
¢. 45, v drahach ¢. 6, 7 a 8 je analyzovan finalni preparat proteinu £cDOS v riiznych
koncentracich. Je patrna pfitomnost dominantniho proteinu s mobilitou srovnatelnou
s mobilitou proteinu s molekulovou hmotnosti cca 90 kDa resp. mobilitou niz$i nez
standardni protein s molekulovou hmotnosti 75 kDa a vyS$i nez standardni protein
s molekulovou hmotnosti 100 kDa. Jak jiz bylo uvedeno vyse, vzhledem k tomu, Ze
teoreticka molekulovd hmotnost proteinu EcDOS je 93 kDa, je velmi pravdépodobné, Ze
nami izolovany protein je skutecné protein EcDOS. Intenzita linie odpovida koncentraci
proteinu aplikovaného do dané drahy. Cistotu finalniho preparatu lze odhadnout na cca
95 %, protoze je patrné, ze ve findlnim preparatu je cca 5 % balastnich proteint. Tyto
interference jsou nejvice zjevné v draze €. 7 (vizte obrazek €. 11, strana €. 45), kam bylo

naneseno nejvetsi mnozstvi findlniho preparatu EcDOS.
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Obrazek ¢. 12: Chromatogram preparatu obsahujiciho protein EcDOS analyzovany pomoci
metody gelové chromatografie. Byla métena absorbance pti 280 nm pomoci spektrofotometru
a byly jimany frakce, které obsahovaly finalni preparat proteinu EcDOS v intervalu elucnich
objemtl 10,5 az 14 ml (znazornén modrymi ¢arami). Detailni podminky analyzy vizte kapitola
3.3.4.

4.4 Testovani enzymové aktivity proteinu EcDOS

Jednotlivé reakéni smési, ptipravené dle postupu v kapitole 3.3.7 a informaci v tabulce

¢. 2 na strané €. 41, byly analyzovany pomoci HPLC.

Analyzou reakéni smési obsahujici EcDOS s iontem Zeleza hemu v oxidovaném
stavu [Fe(Ill)] a substrat reakce c-di-GMP (reakce ¢. 3, znafena oranzovou kiivkou,
eluéni objem produktu reakce 11,7 ml), akontrolnich reakci tj. reakéni smési bez
substratu c-di-GMP (reakce €. 2, znacena Sedivou kiivkou) a/nebo bez enzymu EcDOS
(reakce €. 1, oznaCena modrou kiivkou, eluéni objem substratu reakce 16,3 ml) (vizte
obrazek €. 13, strana €. 48) bylo zjiSténo, Ze EcDOS s iontem zeleza hemu v oxidovaném
stavu [Fe(Ill)] je pln€ enzymové aktivni. Enzymova reakce katalyzovana proteinem
EcDOS probéhla a vSechen substrat c-di-GMP byl pfeménén na produkt, tj. 1-di-GMP
(schéma této reakce vizte obrazek €. 6, strana €. 22). Pokud reakéni smés obsahuje enzym
a jeho substrat (vizte oranzova kiivka, reakce €. 3) tvofi se nova latka s elu¢nim objemem
cca 11,7 ml. Je pravdépodobné, ze tento pik odpovida produktu reakce,
tj. 1-di-GMP, protoZe se jeho elu¢ni objem zasadné lisi od elu¢niho objemu substratu

reakce (c-di-GMP) — vizte modrou kiivku, kontrolni reakci ¢. 1 odpovidajici reakéni
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smési bez enzymu a piku pii 16,3 ml. Reakéni smés bez substratu (vizte Sediva kiivka,

kontrolni reakce €. 2) nezobrazuje zadny signifikantni pik.
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Obrazek €. 13: HPLC analyza inkubacnich smési proteinu EcDOS s iontem Zeleza hemu
v oxidovaném stavu [Fe(IIl)] za tielem stanoveni jeho enzymové aktivity. Modréd kiivka
1 znazoriuje analyzu c-di-GMP z kontrolni reakce, ktera obsahovala pouze substrat bez enzymu.
Sediva kiivka 2 piedstavuje kontrolni reakci, ktera obsahovala pouze enzym EcDOS s iontem
Zeleza hemu v oxidovaném stavu [Fe(Ill)] bez substratu. Oranzova kiivka 3 znazornuje produkt
enzymove reakce, 1-di-GMP, ktery vznikl inkubaci smési obsahujici EcDOS s iontem Zeleza
hemu v oxidovaném stavu [Fe(III)] a substrat c-di-GMP.

Analyza reakéni smési obsahujici EcDOS s iontem Zeleza hemu v redukovaném
stavu [Fe(Il)] a substrat reakce c-di-GMP (reakce €. 6, oznafena oranzovou kiivkou,
elu¢ni objem produktu reakce 11,7 ml,) a analyza kontrolnich reakei tj. reakéni smési bez
substratu c-di-GMP (reakce €. 5, znacena Sedivou kiivkou) a/nebo bez enzymu EcDOS
(reakce ¢. 4, znaCena modrou kiivkou, elucni objem substratu reakce 16,3 ml) je
znazornéna na obrazku €. 14, strana €. 49. Stejné jako v piipadé¢ enzymové reakce
katalyzované proteinem EcDOS s iontem Zeleza hemu v oxidovaném stavu [Fe(IIl)] bylo
zjisténo, ze EcDOS s iontem zeleza hemu v redukovaném stavu [Fe(II)] je pIn¢ aktivni.
Také elucni objemy pikti analyzovanych reak¢nich smési jsou téméf shodné s elu¢nimi
objemy pikii analyzovanych reak¢nich smési z predchoziho experimentu (vizte odstavec
vySe). Redukce iontu Zeleza hemu proteinu EcDOS byla uskuteCnéna pomoci
dithioni¢itanu sodného. Dithioni¢itan sodny nezménil elu¢ni objem substratu (16,3 ml)

ani elu¢ni objem produktu (11,7 ml). Nejen eluéni objemy, ale také plochy piki substratu
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a produktu jsou podobné jako v ptipadé pfedchoziho experimentu (vizte odstavec vyse).
Lze tedy fici, ze redukéni ¢inidlo dithionicitan sodny nemél zasadni vliv na elu¢ni objemy
c-di-GMP a 1-di-GMP ani na jejich plochy pikd.

Lze tedy shrnout, Ze piipraveny preparat EcDOS je pln€ enzymové aktivni, a to

jak ve své oxidované formée (vizte obrazek ¢. 13, strana €. 48), tak i ve své redukované

formée iontu Zeleza hemu (vizte obrazek €. 14, strana €. 49).
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Obrazek ¢. 14: HPLC analyza inkubacnich smési proteinu EcDOS s iontem Zeleza hemu
v redukovaném stavu [Fe(Il)] za ticelem stanoveni jeho enzymové aktivity. Modra kiivka
4 znézoriiuje c-di-GMP z kontrolni reakci, kterd obsahovala pouze substrat bez enzymu. Sediva
kiivka 5 ptedstavuje kontrolni reakci, ktera obsahovala pouze enzym EcDOS s iontem Zeleza
hemu v redukovaném stavu [Fe(I[)] bez substratu. Oranzova kiivka 6 zndzornuje produkt
enzymove reakce, 1-di-GMP, ktery vznikl inkubaci smési obsahujici EcDOS s iontem Zeleza
hemu v redukovaném stavu [Fe(I)] a substrat c-di-GMP.

4.5 Vliv potencialnich inhibitort

Byl testovan vliv potencialnich inhibitord proteinu EcDOS, konkrétné Artenusate
a MSU-39446 (HC106), na enzymovou aktivitu EcDOS a to jak v jeho oxidované formé
(obsahujici ion Zeleza hemu ve stavu Fe(Ill)), tak i v jeho redukované formé (obsahujici
ion Zeleza ve stavu Fe(Il)). Bylo zjiSténo, Ze za zvolenych experimentélnich podminek
inhibitory Artenusate a MSU-39446 (HC106) neme¢ly vliv na enzymovou aktivitu
proteinu EcDOS v zadném z jeho testovanych stavil (vizte obrazky €. 15, 16 a 17, strana

¢. 50-52). Ve vSech ptipadech je zjevné, ze vSechen substrat (c-di-GMP) je pfeménén na
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produkt reakce (1-di-GMP), schéma této reakce vizte obrazek ¢. 6, strana ¢. 22.
Analogické zavéry byly ucinény v experimentech bez potencidlnich inhibitord (vizte
piedchozi kapitola). Analyzou kontrolnich reakci bylo zjisténo, ze rozpoustédlo DMSO

neinterferuje s reakci a také nema vliv na enzymovou aktivitu proteinu EcDOS.
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Obrazek ¢. 15: HPLC analyza inkubaénich smési proteinu EcDOS v jeho redukované formé
za ufelem testovani vlivu potencialniho inhibitoru Artesunate na enzymovou aktivitu
EcDOS. Modra kiivka 1 predstavuje analyzu c-di-GMP z kontrolni reakce. Cervena kiivka 7
znédzoriiuje kontrolni reakci obsahujici EcDOS siontem zZeleza hemu v redukovaném stavu
[Fe(ID)], substrat reakce c-di-GMP a rozpoustédlo DMSO. Tmavé zelena kiivka 8 ptredstavuje
EcDOS siontem Zeleza hemu v redukovaném stavu [Fe(Il)], substrat reakce c-di-GMP
a potencialni inhibitor Artesunate rozpustény v DMSO o vysledné koncentraci 100 uM. Svétle
zelena kiivka 9 znazoriiuje totéz jako tmavé zelena ktivka, lisi se pouze ve vysledné koncentraci
inhibitoru Artesunate rozpustén¢ho v DMSO, kterd je 50 uM.
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Obrazek ¢. 16: HPLC analyza inkubaénich smési proteinu EcDOS v jeho redukované formé
za Gcelem testovani vlivu potencidlniho inhibitoru MSU-39446 (HC106) na enzymovou
aktivitu EcDOS. Modré kiivka 1 piedstavuje analyzu c-di-GMP z kontrolni reakce. Cervena
kiivka 10 znazornuje kontrolni reakci obsahujici £cDOS s iontem Zeleza hemu v redukovaném
stavu [Fe(I)], substrat reakce c-di-GMP a rozpoustédlo DMSO. Tmave razova kiivka 11
predstavuje EcDOS siontem Zeleza hemu v redukovaném stavu [Fe(Il)], substrat reakce
c-di-GMP a potencialni inhibitor MSU-39446 (HC106) rozpustény v DMSO o vysledné
koncentraci 100 uM. Svétle rizova kiivka 12 znazoriuje totéz jako tmavé rizova kitivka, 1isi se
pouze ve vysledné koncentraci inhibitoru MSU-39446 (HC106) rozpustén¢ho v DMSO, ktera je
50 uM.
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Obrazek €. 17: HPLC analyza inkubaé¢nich smési proteinu EcDOS v jeho oxidované formé
za ucelem testovani vlivu potencidlnich inhibitori Artesunate a MSU-39446 (HC106)
na enzymovou aktivitu EcDOS. Modra kiivka 1 znazorfuje analyzu c-di-GMP z kontrolni
reakce. Tmave zelend kiivka 13 pfedstavuje EcDOS s iontem Zeleza hemu v oxidovaném stavu
[Fe(Ill)], substrat reakce c-di-GMP a potencialni inhibitor Artesunate rozpustény v DMSO
o vysledné koncentraci 100 uM. Tmavé riizova kiivka 14 zndzornuje totéz jako tmaveé zelena
ktivka, li$i se v pouzitém inhibitoru, kterym byl MSU-39446 (HC106) rozpustény v DMSO
o vysledné koncentraci 100 uM.

52



5 Diskuze

5 Diskuze

Hemové senzorové proteiny se déli na hemové senzorové proteiny, které deteku;i
hem a na hemové senzorové proteiny, které detekuji plyny. Obé tyto skupiny hraji
vyznamnou roli pii regulaci nékolika fyziologickych funkci. Hemové senzorové proteiny,
které detekuji hem, se vyskytuji prevazné v eukaryotnich buitkach a mohou mit vliv na
regulaci transkripce a translace [4]. Ptikladem regulace hemovych senzorovych proteint,
které detekuji plyny, muize byt regulace enzymové aktivity, konkrétné¢ kinasové,
fosfodiesterasové a guanylatcyklasové a tyto proteiny jsou naopak typické pro bakterie
(prokaryota) [4,6]. O mechanismu ptisobeni hemovych senzorovych proteinti neni dosud
dostatek informaci, pfestoze hemové senzorové proteiny piedstavuji slibny cil
terapeutického zasahu. Hlavnim pfedmétem zajmu je mechanismus pienosu signalu ze
senzorové do funkéni domény, kterou hemové senzorové proteiny obsahuji [4].
Bakterialni senzory jsou vhodnymi modelovymi systémy, protoZe se teoreticky lépe
pfipravuji nez senzorové systémy eukaryot, piikladem miize byt HRI [47]. Pro
bakalaiskou praci byl zvolen prokaryotni senzorovy systém, konkrétné hemovy
senzorovy protein, ktery detekuje plyny s nazvem EcDOS. Funkéni doména EcDOS ma
fosfodiesterasovou aktivitu, pomoci které dochdzi k regulaci fyziologickych funkci,
napf. bunécné diferenciace a virulence [23,24]. Protein EcDOS byl vybran, protoze v nasi
laboratoii jest¢ nebyl studovan. Nejvice byly doposud studovany hemové senzorové
systémy s globinovou senzorovou doménou mezi jejichz zastupce patii YddV [48]
a histidinkinasa s globinovou strukturou senzorové domény z Anaeromyxobacter sp.
Fw 109-5 (AfGcHK) [49]. Pro komplexnéjSi zmapovani a doplnéni informaci
o zastupcich hemovych senzorovych proteinti, které detekuji plyny, bylo nutné studovat

1 hemoveé senzorove systémy s PAS doménou, kterou protein EcDOS obsahuje [28].

Byl kdispozici plasmid pET-28a(+)/EcDOS, ktery kromé genu naseho
modelového proteinu obsahoval také gen pro rezistenci proti antibiotiku kanamycin.
Proto bylo mozné sledovat, zda transformace bunék E. coli timto plasmidem probéhla
uspesné (vizte obrazek €. 10, strana ¢. 44). Protoze na kontrolni agarovou plotnu
obsahujici antibiotikum kanamycin byly aplikovany bunky E. coli BL-21 (DE3)
netransformované plasmidem a ani po né€kolikahodinové inkubaci nedoslo k zadnému
nartstu bunéénych kolonii (vizte obrazek €. 9, strana €. 43), bylo ovéfeno, ze pouzité
buniky E. coli BL-21 (DE3) rezistenci proti kanamycinu pfirozené nemaji. Teprve poté,

az byly tyto buniky GspéSné transformovany danym plasmidem, se na agarové plotné
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s kanamycinem objevily kolonie transformovanych bunék (vizte obrazek ¢. 10, strana

& 44).

Srovnanim miry exprese proteinu EcDOS s dalSimi hemoproteiny, které byly
v nasi laboratofi pfipravovany, je patrné, Zze mira exprese prokaryotnich proteint je vyssi
nez proteint eukaryotnich. Srovnani bylo u¢inéno porovndnim elektroforetickych analyz
vzorkd bun¢k E. coli BL-21 (DE3) pfed indukci exprese daného rekombinantniho
proteinu a po tomto kroku. Mira exprese prokaryotnich proteinit AfGcHK [50] a YddV
[51] byla vétsi nez mira exprese proteinu EcDOS. Naopak mira exprese eukaryotniho
proteinu HRI [52] byla niz8i. Analogické zavéry, jako o mife exprese, lze ucinit pfi

porovnani mnozstvi bun¢k E. coli exprimujici bud’ prokaryotni nebo eukaryotni protein.

Vyse diskutovand analyza miry exprese cilového proteinu EcDOS v buiikach
E. coli BL-21 (DE3) pfinesla jesté jeden pozoruhodny aspekt. Na zdznamu SDS-PAGE
v draze ¢. 2 (vizte obrazek €. 11, strana €. 45), kterd predstavuje buiiky E. coli pted indukci
exprese proteinu EcDOS pomoci IPTG, nejsou totiz patrné zadné vyrazné linie, na rozdil
od dréhy €. 3 (vizte obrazek €. 11, strana €. 45), kterd obsahuje buiiky E. coli po indukci
exprese proteinu pomoci IPTG. Lze se domnivat, Ze divod, pro¢ v draze ¢. 2 nejsou
viditelné zadné linie je, ze vzorek prfed indukci mohl byt odebran po plvodné
planovanych 3 hodinach, kdy jesté nebylo dostate¢né mnozstvi bun¢€k v preparatu. Dalsi
moznost, kterd by danou diskrepanci vysvétlila, spo¢iva v tom, Ze vzorek nebyl pred

aplikaci do elektroforetického gelu dostatecné promichan.

Plasmid pET-28a(+)/EcDOS byl mimo jiné zvolen pro nas vyzkum také z toho
divodt, aby exprimovany protein EcDOS obsahoval sekvenci Sesti za sebou
nasledujicich histiding, tzv. histidinovou kotvu. Histidinovou kotvu je schopen navazat
afinitni nosi¢ prostfednictvim kobaltnatych ionti, které jsou inkorporované ve struktufe
afinitniho nosice [53]. Této vlastnosti je vyuzito pfi afinitni chromatografii, kdy dochéazi
k zachyceni proteinu EcDOS pomoci histidinové kotvy k afinitnimu nosici a nasledné je
protein EcDOS z afinitniho nosi¢e eluovan pomoci imidazolu po oddéleni balastnich
proteinll. Zvolena strategie byla v pfipadé proteinu EcDOS tspésné a doslo k pomérné
vyrazné purifikaci naSeho preparatu, jak bude jeSté vice diskutovano niZze. Podobna
strategie izolace proteinu se v nasi laboratofi osvédcila naptiklad pro AfG¢cHK [49] nebo
HRI [47], naopak nebyla vhodna pro izolaci YddV, kde byla nakonec zvolena jina kotva
(protein, ktery vaze maltosu), kterd krom¢ vyhody beéhem purifikacnich fazi izolace, také

zvysuyje stabilitu ptivodniho proteinu [48].
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Cistota finélniho preparatu je odhadovéna na cca 95 %, lze tedy Fici, ze purifikace
byla uspésna. Dle SDS-PAGE je patrné, Ze ve findlnim preparatu je cca 5 % balastnich
proteinti (vizte obrazek €. 11, draha ¢. 6, 7 a 8, strana ¢. 45). Kontaminace proteinu
EcDOS mohla byt pravdépodobné zplsobena bohatym zastoupenim histidina
v aminokyselinové sekvenci bakterialnich proteint, které¢ byly spolu s EcDOS zachyceny
afinitnim nosi¢em pfi afinitni chromatografii. To znamend, Ze by se mohlo jednat
o fragment EcDOS, ktery mohl vzniknout ptisobenim bakterialnich proteas. Cést proteinu
obsahujici histidinovou kotvu mohla byt zadrzena afinitnim nosi¢em (proto ta nizsi
molekulova hmotnost balastnich proteintl) a druha ¢ast bez histidinové kotvy se pfi

promyvani afinitniho nosi¢e mohla odmyt. Pravdépodobnéjsi je vSak bohaté zastoupeni

histidinii v bakterialnim proteinu.

Teoretickd molekulovd hmotnost proteinu EcDOS ur¢ena na zéklad¢é jeho
aminokyselinové sekvence je 93 kDa. Hodnota 93 kDa se nachéazi se v rozmezi
molekulovych hmotnosti 75-100 kDa a tedy také elektroforetickd mobilita proteinu
EcDOS by se méla pohybovat v rozmezi mobilit standardnich proteinli s molekulovou
hmotnosti 75 a 100 kDa (vizte obrazek ¢. 11, strana ¢. 45). Je tedy pravdépodobné, ze

nami exprimovany protein byl praveé protein EcDOS.

Jiz diive bylo v literatufe popsano, ze EcDOS vytvaii v roztoku nékolik
oligomernich stavii, konkrétné monomer, dimer nebo tetramer. Oligomerni stav EcDOS
byl studovan na zaklad¢ molekulovych hmotnosti a velikosti elu¢nich objemt ziskanych
ze zaznamu gelové chromatografie. Tetramer, monomer a dimer lze urcit v fadé dle
klesajici molekulové hmotnosti a rostouci hodnoty elu¢niho objemu [54]. V nasem
ptipad¢, se pti SDS-PAGE protein jevi logicky jako monomer, protoZe tepelna denaturace
v prostiedi SDS zpiisobi disociaci v§ech oligomernich stavli. Nicméné analyzou pomoci
gelové chromatografie protein EcDOS vykazuje dimerni strukturu. PouZita
chromatografickd kolona byla kalibrovdna v pfedchozi praci na$i laboratofe [48].
Pozorovana dimerni struktura EcDOS je vsouladu s pfedchozimi publikovanymi

vysledky [54].

Po izolaci finalniho preparatu proteinu EcDOS byla testovana jeho enzymova
aktivita. VSechny proménné parametry enzymové reakce (teplota, doba inkubace,
koncentrace substratu apod.), byly zvoleny na zaklad¢ predeslych studii [55]. Pro prvotni
experiment byly zvolené podminky vyhovujici a bylo zji$téno, Ze pfipraveny preparat

EcDOS je pln¢€ enzymové aktivni, a to jak v ptipadé oxidované formy iontu Zeleza hemu
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v senzorové doméné, tak také pii redukci tohoto iontu. Nicméné, doba inkubace pro
kinetické studie byla pfili§ dlouhd, vSechen substrat byl za uvedenou dobu pfeménén
na produkt reakce. Pro presnéjs$i studium enzymové kinetiky proteinu EcDOS bude
v budoucnu tfeba zjistit piesny Casovy pruabéh reakce a dalS§i experimenty provést
v kratSich ¢asovych intervalech. Za takovych podminek pak bude mozné urcit nejen
presné kinetické parametry, ale také 1épe porovnat pribéh reakce za riznych podminek

(napf. za riznych redoxnich stavili iontu zeleza hemu).

Vyse uvedené zjisténi, Zze studovany preparat EcDOS je plné enzymové aktivni
v jeho oxidované i redukované formé iontu Zeleza hemu (vizte kapitola 4.4), bylo
ptekvapivé. Z jinych vyzkumt je zndmo, ze pokud je porovnana aktivita asociovana
s riznym redoxnim stavem iontu Zeleza hemu, je vice enzymové aktivni jeho redukovana
neZ jeho oxidovand forma [56]. Nejvétsi aktivitu vSak vykazuje protein EcDOS s iontem
zeleza hemu v redukované¢ formé s navazanym ligandem. Tyto formy vsSak v ramci
predkladané bakalatské prace nebyly studovany. Danym ligandem miize byt O> [55], coz
neni nijak pfekvapivé, jelikoz se jedna o kyslikovy senzor. Prekvapivé miize byt, Ze jeste
vyssi aktivitu mé EcDOS pokud je timto ligandem misto O, CO [57]. V ptipad¢ jiného
modelového hemoproteinu YddV se jeho katalytickd aktivita zvySuje v pofadi iontu
zeleza hemu v redukované formé [Fe(II)] aiontu Zeleza hemu v redukované formé
s navazanym CO [Fe(II)-CO] < < iontu zeleza hemu v redukované formé s navazanym
02 [Fe(I)-O2] < iontu Zeleza hemu v oxidované formé [Fe(Ill)] [48,55,58]. Protein
EcDOS je tedy enzymové podobné aktivni v oxidovaném 1 redukovaném stavu iontu
zeleza hemu, na rozdil od YddV, kde oxidovana forma iontu zeleza je asociovana

s maximalni enzymovou aktivitou a pti redukci dojde k zablokovani aktivity.

Poté¢ byl také zkoumén vliv inhibitori, Artesunate a MSU-39446 (HC1006),
na enzymovou aktivitu proteinu EcDOS. Tyto latky inhibuji DosS a DosT [32,59].
EcDOS obsahuje PAS senzorovou doménu a funkéni doména vykazuje
fosfodiesterasovou aktivitu, kdezto DosS a DosT maji GAF senzorovou doménu
s kinasovou aktivitou funkéni domény [5]. Bylo zjiSt€no, Ze ani Artesunate ani
MSU-39446 (HC106) nemaji vliv na enzymovou aktivitu EcDOS pfi nami zvolenych
podminkach. Je tedy pravdépodobné, ze testované latky nejsou inhibitory EcDOS.
Nicméné pro detailni analyzu bude potieba experimenty zopakovat za jinych podminek,
tj. kratsi ¢as inkubace apod. Timto piistupem bude mozno ovéfit, zda testované latky

nemaji alesponl slaby inhibi¢ni efekt na EcDOS. Dale bude potieba vyzkouSet efekt
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testovanych latek na zéastupci hemovych senzorovych proteinti s globinovou strukturou
senzorové domény (napi. AfGcHK). Bude zajimavé zjistit, zda pro inhibi¢ni efekt danych
latek je podstatna ptitomnost GAF domény, nebo budou schopny inhibovat 1 proteiny

s jinou neZ touto strukturou senzorové domény.

Vsechny cile bakalarské prace byly splnény. Podatilo se exprimovat a izolovat
protein EcDOS. Déle byla prokdzana jeho enzymova aktivita poté, co byl inkubovan se
substratem. Nebyl pozorovan inhibic¢ni vliv Artesunate a MSU-39446 (HC106). Prozatim
je znamo, Ze tyto inhibitory maji vliv na enzymovou aktivitu proteinti s GAF senzorovou
doménou. Nasim ukolem bylo testovat jejich vliv na proteiny s PAS senzorovou
doménou. Rada bych pokracovala ve studiu vlivu inhibitori a analyzovala jest¢ dalsi

podminky, které na inhibici fosfodiesterasové aktivity £cDOS mohou mit vliv.
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Tato bakalatska prace se zaméfila na studium hemovych senzorovych proteini, konkrétné

na modelovy hemovy senzorovy protein, ktery detekuje kyslik s oznacenim EcDOS.

Vsechny stanovené cile predkladané bakalarské prace byly splnény, konkrétné bylo

dosazeno nize uvedenych vysledk:

1.

Reserse aktualnich vysledki védeckych praci, které se tykaji dané problematiky,
je uvedena na str. 11 az 26.

Protein EcDOS byl uspésné exprimovan v bunkach E. coli BL-21 (DE3) po
indukci IPTG. Z celkového objemu 1 litru TB média bylo vyprodukovano 7,0 g
bun¢k E. coli BL-21 (DE3), které obsahovaly dany protein.

Exprese proteinu EcDOS v buikach E. coli BL-21 (DE3) prob¢hla uspésné.
Celkovy vytézek izolace byl 0,8 mg proteinli EcDOS tj. vytézek 0,11 mg/g bunck
E. coli BL-21 (DE3) a 0,8 mg/l TB media.

Ptipraveny preparat proteinu EcDOS byl pln¢ enzymové aktivni za vSech
testovanych podminek (tj. jak v oxidované formé iontu zeleza hemu, tak v ptipadé
jeho redukce).

Potencialni inhibitory hemovych senzorovych proteinti, Artesunate a MSU-39446
(HC106), nemély za zvolenych podminek na enzymovou aktivitu EcDOS Zadny

vliv.
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