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Abstrakt

vvvvvv

fungovani mnoha proteinti. Proteiny obsahujici hem tvofi obrovskou skupinu biologicky
vyznamnych molekul, které se ucastni mnoha fyziologickych procesti. Predkladana disertacni
prace se veénuje dvéma skupinam hemovych senzorovych proteinii, a to prokaryotickym
hemovym senzortim plynnych molekul a eukaryotickym senzortim detekujicich hem. Hemové
senzory, které detekuji plynné molekuly, hraji dileZitou roli v regulaci mnoha bakterialnich
procest a jsou obvykle tvofeny dvéma doménami, doménou senzorovou a doménou funkéni.
Disertacni prace se zaméiuje na studium dvou zéstupcii ze skupiny bakteridlnich senzort
detekujicich plyny, histidinkinasy AfGcHK a diguanylatcyklasy YddV. Hlavnim cilem prace
bylo objasnit mechanismus mezidoménového pienosu signalu u téchto dvou modelovych
hemovych senzorti. Za pomoci rentgenové krystalografie a metody vodik-deuteriové vymény
v kombinaci s hmotnostni spektrometrii byly odhaleny vyznamné rozdily ve struktufe proteinu
AfGcHK pfi prechodu z jeho aktivni na neaktivni formu. Pfijem urcitého signdlu senzorovou
doménou AfGcHK ovlivni strukturni vlastnosti proteinu, a tyto konformac¢ni zmény maji pak
nepiimo vliv na enzymovou aktivitu domény funk¢ni. Disertacni prace se dale detailnéji vénuje
vlivu uspofadani dimeriza¢niho rozhrani na pienos signdlu mezi senzorovou a funkcni
doménou. V piipade, Ze je dimerizace senzorové domény narusena, je ovlivnéna schopnost
proteinu signal dal pienést, a protein tak ztraci svou enzymovou aktivitu. Jak zmény
v senzorové doméné proteinu ovliviuji jeho Kkatalytickou aktivitu v pfipadé druhého
studovaného senzoru, diguanylatcyklasy YddV, ndm pomohla objasnit detailni kineticka
analyza. Tato studie odhalila, Ze katalyticka aktivita vyrazné€ zavisi na redoxnim a ligandovém
stavu iontu Zeleza hemu. Analyza oligomernich stavi pak ukazala, ze YddV tvofi v roztoku
prevazné dimery a jeho neaktivni mutantni forma H98A ma tendenci vytvaret oktamery. Tyto
vysledky naznacuji, Ze spravny oligomerni stav je, podobné jako v pripadé AfGcHK, pro
optimalni funkci proteinu kli¢ovy. Soucasti diserta¢ni prace je také souhrnna publikace, ktera se
zabyva eukaryotickymi hemovymi senzory a ptehledn€ shrnuje nové objevenou roli hemu jako

signalni molekuly.
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Abstract [IN CZECH]

Heme is one of the most important and most studied cofactors that are essential for proper
function of many proteins. Heme-containing proteins comprise of a large group of biologically
important molecules that are involved in many physiological processes. The presented
dissertation is focused on two groups of heme sensor proteins, namely prokaryotic heme-based
gas sensors and eukaryotic heme-responsive sensors. Heme-based gas sensors play an important
role in regulation of many bacterial processes and consist usually of two domains, a sensor
domain and a functional domain. The dissertation thesis aims at the study of two model
bacterial heme-based gas sensors, histidine kinase AfGcHK and diguanylate cyclase YddV, in
order to elucidate their mechanism of interdomain signal transduction. Using X-ray
crystallography and hydrogen-deuterium exchange coupled to mass spectrometry approaches,
significant differences in the structure of the 4fGcHK protein between the active and inactive
forms were described. The signal detection by the 4fG¢cHK sensor domain affects the structural
properties of the protein, and these conformational changes then have indirect impact on the
enzyme activity of the functional domain. Further, the dissertation pays more attention to the
effect of a sensor domain dimerization interface arrangement on a signal transduction. When the
dimerization of the sensor domain is disrupted, the ability of the subsequent signal transduction
is affected, and the protein thus loses its enzyme activity. A detailed kinetic analysis helped us
to reveal how changes in the sensor domain of the protein affect its catalytic activity in the case
of the second studied protein, the diguanylate cyclase YddV. This study showed that the
catalytic activity depends significantly on the redox and ligand state of the heme iron. Analysis
of oligomeric states then exposed that YddV forms dimers in solution and its inactive mutant
form H98A tends to form octamers. These results suggest that the oligomeric state is crucial for
optimal protein function, as in the case of AfGcHK. The dissertation thesis contains also a
comprehensive review which focuses on eukaryotic heme-based sensors and summarizes the

newly discovered role of heme as a signal molecule.
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1. Teoreticky uvod

Proteiny obsahujici hem si v poslednich desetiletich ziskavaji stale vétsi
pozornost védeckych skupin po celém svéte. Veédecky zajem o hemové proteiny je zcela
opodstatnény, nebot’ tyto proteiny tvoii obrovskou skupinu biologicky vyznamnych
molekul a nachdzeji se ve vSech zndmych Zzivych organismech [Rodgers 1999,
Shimizu 2015]. Hem (komplex protoporfyrinu IX s iontem Zzeleza) je jednim z
mnoha proteinii a enzymu [Kadish 2010]. Hem je sam o sob¢ prakticky nerozpustny ve
vodnych roztocich a je toxicky [Roumenina 2016]. Jeho toxicita spodivd zejména
v tvorbé reaktivnich forem kysliku, které vznikaji pii reakci peroxidu vodiku s ionty
zeleza uvolnénych ze struktury hemu. Koncentrace volného hemu v buiikdch musi byt
proto piisné regulovana a udrzuje se na velmi nizké koncentraci. V cytosolu kvasinek je
napiiklad koncentrace volného hemu 20-40 nM [Hanna 2018].

Prototypické hemové proteiny, které obsahuji ve své molekule vazany hem, plni
mnoho dilezitych fyziologickych funkei, naptiklad pfenasi kyslik (hemoglobin),
»skladuji“ kyslik (myoglobin), aktivuji molekularni kyslik (cytochromy P450,
peroxidasy, katalasy), pfenasi elektrony (cytochromy c¢) a maji mnoho dalSich roli
zasadnich pro preziti organismu. Hem tvofi v téchto modelovych hemovych proteinech
katalytické nebo funkéni centrum [Tsiftsoglou 2006, Guengerich 2018, Huang 2018,
Kadish 2010].

Kromé téchto prototypickych a v§eobecné znamych funkci hemového komplexu
se postupné objevuji dalsi a dalsi dulezité role hemu. Hem sam o sobé miize regulovat
cetné fyziologické procesy u mnoha organismi vcetné clovéka. Tyto nové objevené
ulohy hemu jsou zprostfedkovany skupinou hemoproteinii oznacovanych jako hemové
senzorové proteiny. V takovych proteinech mize hem fungovat jako misto detekce
plynnych molekul (tj. misto detekce signalu) nebo mize byt hem sam o sob¢ primarnim
signalem [Igarashi 2008a, Igarashi 2010, Martinkova 2013, Shimizu 2015]. Hemové
senzorové proteiny tak miizeme rozdélit do dvou skupin, (1) ,,HEMOVE SENZORY
PLYNU“ (hemové proteiny, které detekuji plynné molekuly) a (2) ,,SENZORY
HEMU* (senzorové proteiny detekujici hem).

Prvni skupinu (HEMOVE SENZORY PLYNU) tvofi proteiny, které maji hem
relativné pevné vazan ve své struktufe (a za normalnich okolnosti prakticky nemiize

hem z molekuly proteinu disociovat). Hem je v téchto proteinech mistem detekce



1. Teoreticky uvod

plynnych molekul, napt. Oz, NO, CO. Pro hemové senzory plyntl plati, Ze jejich funkce
(nejcastéji fosfodiesterasova, diguanylatcyklasova nebo histidinkinasova aktivita) je
mimo jiné aktivovana nebo deaktivovana v zavislosti na tom, zda je na hem v senzorové
doméné proteinu vazana molekula plynu ¢i nikoli. Hem tak nepiimo, prostiednictvim
vazby plynu, reguluje mnoho fyziologickych funkci [Girvan 2013, Shimizu 2015,
Martinkova 2013, Sawai 2018, Kang 2019, Igarashi 2008a, Igarashi 2010]. Do této
skupiny hemovych senzorti patii dva prokaryotické proteiny, které byly studovany
v ramci této disertacni préce, histidinkinasa AfGcHK z bakterie Anaeromyxobacter sp.
Fw109-5 a diguanylatcyklasa YddV z bakterie Escherichia coli. Prokaryotické hemové
senzory poskytuji bakteriim unikatni moznosti jak pribézné sledovat slozeni jejich
okoli a regulovat vnitrobunécné procesy tak, aby se pfizplsobily ménicim se
podminkam [Martinkova 2013, Shimizu 2015].

V piipad¢ druhé skupiny hemovych senzorG (SENZORY HEMU) funguje
molekula hemu jako prvni signdl a protein plni svou funkci v zavislosti na dostupnosti
volného hemu v okoli. Senzory hemu reguluji fadu vyznamnych fyziologickych funkci,
napt. transkripci a translaci nékterych proteinli, fosforylaci a degradaci proteind,
otevirani draslikovych kanald apod. [Shimizu 2015, Martinkova 2013, Igarashi 2008a,
Igarashi 2010]. Vazba hemu na tyto proteiny (nebo naopak disociace hemu z molekuly
proteinu) zplsobi aktivaci/deaktivaci téchto funkci. PoSkozeni popsané¢ho systému
signalizace a regulace mulze byt spojovana s vyskytem vaZnych onemocnéni
[Igarashi 2008a, Igarashi 2010]. Do skupiny senzorovych proteini detekujicich hem
fadime také dva eukaryotické proteiny, kterymi se predkladana disertacni prace zabyva.
Jsou jimi transkripéni faktor Bach1 a kinasa HRI.

Hemové senzorové proteiny z obou skupin maji vzdy nejméné dvé domény:
senzorovou (vétSinou N-terminélni) doménu a funkéni (vétSinou C-terminalni) doménu
[Igarashi 2008a, Igarashi 2010, Martinkova 2013, Shimizu 2015]. Hem je umistén
v senzorové domén¢, kde je mistem detekce signdlu, pfip. je sam signdlem a se
senzorovou doménou reverzibiln€ interaguje. Signal je pfenesen z domény senzorové na
doménu funkéni, kde zplsobi takové strukturni zmény, které vedou ke zvySeni nebo
sniZzeni aktivity tohoto proteinu [Martinkova 2013, Shimizu 2015, Walker 2017,
Igarashi 2008a, Igarashi 2010]. Strukturné-funkéni vztahy, mechanismus komunikace
mezi témito doménami a prenos signalu z jedné domény na druhou vSak zatim nejsou
zcela objasnény. Pro praci se senzorovymi proteiny obsahujicimi hem je potieba tyto

mechanismy vysvétlit.
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1. Teoreticky uvod

1.1 PROKARYOTICKE HEMOVE SENZORY PLYNNYCH MOLEKUL

V nasi laboratofi se v poslednich letech podafilo pfispét k charakterizaci a
vysvétleni strukturné-funkcéni vztahli a pienosu signalu v piipadé nékolika modelovych
prokaryotickych hemovych senzorovych proteinti detekujicich plynné molekuly
[Du 2013, Stranava 2014, Yan 2015, Pavlou 2015, Fojtikova 2015, Lambry 2016,
Stranava 2016a, Fojtikova 2016]. Prokaryotické senzory plynnych molekul umoziuji
patogennim bakteriim ménit jejich stddium a virulenci, napomahaji jim vytvaret
biofilmy apod., a jsou tudiz jedine¢nym cilem pro vyvoj novych antibiotik a informace

o nich jsou velmi dalezité pro lidské zdravi.

1.1.1 Kinasa AfGcHK

Protein AfGcHK (z anglického nazvu globin-coupled histidine kinase from
Anaeromyxobacter sp. Fw109-5) je hemovy senzor detekujici kyslik, ktery se nachazi v
pudni bakterii Anaeromyxobacter sp. Fw109-5. AfGcHK sestava z N-termindlni
(globinové, senzorové) domény, kterd obsahuje hem, a C-termindlni (kinasové, funkéni)
domény, kterd zodpovidd za enzymovou (autofosforylacni) aktivitu proteinu.
Dvouatomova molekula kysliku se vaZe na ion hemového Zeleza (Fe')) v senzorové
globinové doméné, coz vede k vyznamnému zvySeni autofosforylacni aktivity jeho
kinasové domény za pomoci mezidoménového pienosu signalu (obr. 1, str. 12).
Dochazi k fosforylaci His183 v C-termindlni doméné AfGcHK, piiCemz fosfat je
nasledné prenesen z His183 histidinkinasy AfGcHK na Asp52 a Asp169 jiného proteinu
nazyvaného regulator odpovédi, RR protein (z angl. response regulator). Enzymova
aktivita hemového senzoru AfGcHK tedy zavisi na dostupnosti kysliku [Gushchin 2017,
Abriata 2017, Willett 2017, Zschiedrich 2016, Kitanishi 2011, Martinkova 2013].

Protein AfGcHK jiz byl casteéné charakterizovan [Kitanishi 2011,
Stranava 2016a, Fojtikova 2015], stale vSak zlOstdva nevyfeSeno nékolik otazek
tykajicich se jeho funkce a pfesného mechanismu plsobeni. Doposud neni napiiklad
zcela jasné, jak je signdl pfenaSen mezi senzorovou a funkéni doménou. Protein
AfGcHK se vyskytuje v pidni bakterii, kterd sama o sobé nema pifimou vazbu na lidské
zdravi, tedy nezpiisobuje Zadnou lidskou nemoc, a AfGcHK tedy neni vzhledem k jeho
biologické funkci tolik atraktivni. Pfesto vSak je tento senzor dobrym modelovym

proteinem dvouslozkovych signalizacnich systému, které jsou spojovany s tvorbou
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1. Teoreticky uvod

biofilmu a virulenci nékterych patogennich bakterii [Shimizu 2015, Kitanishi 2011,
Martinkova 2013]. Hlubsi pochopeni mechanismu ucinku proteinu AfGcHK by mohlo
byt pfimo aplikovatelné na analogické systémy patogennich bakterii, a umoznit tak

kontrolu a potlaceni patologickych procest zplisobenych témito bakteriemi.

Regulator odpovédi
(RR protein)

Funkéni
doména
Regulace
enzymoveé
aktivity

Regulace
transkripce

Obr. 1: Mechanismus piisobeni histidinkinasy AfGcHK. Vazba kysliku na hem
v senzorove doméné AfGcHK aktivuje funkcni doménu, ktera se nejprve autofosforyluje.
Fosfat z His183 proteinu AfGcHK je poté prenesen na Asp52 a Aspl69 proteinu zvaného
regulator odpovédi. Specificky cil tohoto proteinu zatim neni znam, pravdépodobné je ale

zapojen do regulace transkripce nebo aktivity jinych proteini. Prevzato a upraveno dle
[Stranava 2016b].

Na ion hemového Zeleza v senzorové doméné AfGcHK se vedle kysliku
(komplex Fe'-O») mohou vazat i dalsi malé molekuly, a vytvafet tak rlizné stavy,
z nichZ nékteré tvofi aktivni formy kinasy AfGcHK a jiné jsou formami neaktivnimi.
Kromé& komplexu hemu s kyslikem (Fe'-O,) jsou s aktivni formou asociovany také
stavy Fe-CN- a Fe"-OH™ [Fojtikova 2015]. Kinasa AfGcHK je neaktivni, je-li hemové
zelezo ve stavu Fe!' bez navazaného ligandu, ptipadné pokud v molekule proteinu hem
chybi Upln€. To naznacuje, ze strukturni zmény v blizkosti vazebného mista hemu
v globinové doméné jsou tzce spjaty s regulaci enzymové aktivity kinasové domény

prostiednictvim meziproteinového pienosu signalu [Fojtikova 2015].

12



1. Teoreticky uvod

1.1.2 Diguanylatcyklasa YddV

Druhym prokaryotickym hemoproteinem, na ktery se disertacni prace zaméiuje,
je protein YddV (neboli EcDosC), coz je hemovy senzor detekujici kyslik
s diguanylatcyklasovou aktivitou z bakterie Escherichia coli [Tuckerman 2009,
Kitanishi 2010, Tarnawski 2015]. Cyklicky diguanosin-5'-monofosfat (c-di-GMP) je
dalezitou molekulou signalizacnich drah (tzv. druhy posel) bakterii a reguluje fadu
klicovych fyziologickych funkci, jako je napt. pohyb bakterii, jejich vyvoj, virulence,
tvorba biofilmu, mezibunécnd komunikace nebo odolnost vii¢i okolnimu prostiedi

[Schirmer 2009, Tuckerman 2011].

[+]

MNH
N
5 a N
o o o 4 \_N/} NH, i </le[
HO—P-0-P-0-F-0- N HO”J N /)\N

— o

E oH ’

NH
ne™ o™ HO—P=0 a

NH 0. e | J]\

N yaio? - - N ONH;
°o 9 o ¢ A - &.0% :
N Y J 5 .

»

HO-P-0-P-0-P-0 N lo,‘ s M
LR o b AL aktivace *@ o8 on
aktivace fosfodiesteras o g

QHOH Y lineamidi-GMP

diguanylatcyklasy
YddV

2GTP
0
N
of T
/p‘- N N/
HO O (o] o NH;
e C OH
HN. NN O~
o Ly °°
o) cyklické di-GMP

Obr. 2: Mechanismus pusobeni diguanylatcyklasy YddV a fosfodiesterasy EcDOS.
Vazba kysliku na hem aktivuje diguanylatcyklasu YddV, ktera katalyzuje preménu dvou
molekul GTP na c-di-GMP. Zdroven dochdzi k aktivaci fosfodiesterasy EcDOS, kterd je

zodpovédna za linearizaci c-di-GMP. Prevzato a upraveno dle [Martinkova 2013].

Protein YddV se skladd z N-terminalni domény vdazajici hem, kterd ma
globinovou strukturu a je doménou detekujici signdl (plynny kyslik), a C-termindlni
funk¢éni domény, ktera je zodpoveédna za katalyzu premény guanosintrifostatu (GTP) na
c-di-GMP. Diguanylatcyklasa YddV pracuje spolecné s fosfodiesterasou EcDOS
(neboli EcDosP), ktera je také hemovym senzorem detekujicim kyslik a katalyzuje
konverzi cyklického di-GMP na linedrni di-GMP (/-di-GMP) [Tuckerman 2009,
Tanaka 2008]. Vazba kysliku na hem v senzorové doméné diguanylatcyklasy YddV
zpusobi zvyseni jeho enzymové aktivity, a podporuje tak preménu GTP na c-di-GMP

(obr. 2). Podobné kyslik vdzany na hem senzorové domény fosfodiesterasy £cDOS ma
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také za nésledek jeho aktivaci a vzniklé c-di-GMP je preméiovano na /-di-GMP
[Tagliabue 2010]. Pravdépodobné je tak regulovéna syntéza signdlni molekuly
c-di-GMP tak, aby se v pfipadé primarniho podnétu (zvySeni koncentrace O3)
nehromadila a byla rychle po svém vzniku a pozadovaném pusobeni opét degradovéna.
Podobné¢ jako v ptipad¢ histidinkinasy 4fGcHK byly strukturné funkéni vztahy
diguanylatcyklasy YddV v minulosti podrobné studovany [Tarnawski 2015,
Lambry 2016, Pavlou 2015, Stranava 2014]. Z divodu problematické ptipravy
aktivniho plnodélkového proteinu YddV bylo mozné provést pouze predbézné kinetické
analyzy. Tyto studie ukdzaly, ze nejaktivnéjsi je protein YddV, pokud je jeho hemové
zelezo ve stavu Fe'l'. Je-li ve stavu Fe'-O, a Fe'-CO, je enzym o néco méné aktivni a
nejméné aktivni formou je stav Fe'l. Tyto vyzkumy vs§ak hodnotily enzymovou aktivitu

pouze z hlediska pocatecni rychlosti tvorby produktu (v mikromolech c-di-GMP na
mikromol YddV za minutu) [Tuckerman 2009, Kitanishi 2010, Tarnawski 2015].

1.2 EUKARYOTICKE SENZOROVE PROTEINY DETEKUJICI HEM

Aby nase znalosti o senzorovych hemoproteinech byly ucelené a kompletni, je
potfeba vénovat pozornost také eukaryotickym senzorovym proteintim, které detekuji
hem. Exprese a purifikace téchto proteinli a manipulace s nimi je vSak mnohem

S 4

védeckych skupin.

1.2.1 Kinasa HRI

Senzorovy hemoprotein HRI (z angl. heme-regulated inhibitor), oznacovany
faktoru 2a (elF2a). Jednd se o jeden z nejvyznamnéjSich hemovych senzorovych
proteint dulezitych pro pteziti eukaryotické bunky za stresovych podminek. Funkéni
doména HRI ma kinasovou aktivitu, jejim substratem je elF2a a jeji aktivita zavisi na
mnozstvi hemu. Tento enzym je aktivni pouze v nepfitomnosti hemu (obr. 3, str. 15).
Vazba hemu na HRI zpisobi strukturni zmény, které vedou k inhibici enzymové
aktivity tohoto proteinu [Miksanova 2006, Martinkova 2007, Hirai 2007,
Igarashi 2008b].
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Obr. 3: Mechanismus piisobeni kinasy HRI. Protein HRI s navazanym hemem ztrdci
svou kinasovou aktivitu. Nefosforylovany eukaryoticky iniciacni faktor 2o (elF20) tak
spousti translaci proteinii. V pripadé nedostatku hemu se kinasa HRI aktivuje a
fosforyluje elF2a, ¢imz dojde k zastaveni translace proteinii (napr. globinu). Prevzato a

upraveno dle kapitoly 4.4.

Protein HRI svou kinasovou aktivitou reguluje proteosyntézu. Aby eukaryotické
buiiky byly schopné ptezit za stresovych podminek (nedostatek aminokyselin, vystaveni
UV zéfeni, virova infekce, akumulace denaturovanych proteini nebo nedostatek hemu),
snizi celkovou rychlost syntézy proteind. Inhibice proteosyntézy je zprostiedkovana
fosforylaci Ser51 v elF2a kinasami, které specificky reaguji na stres [Mathews 2007,
Wek 2006, Hinnebusch 2005, Connor 2005]. Do této skupiny kinas, které fosforyluji
elF2a, patii prave také HRI. Role HRI je nejlépe patrna z jeho aktivity v retikulocytech,
kde HRI reguluje syntézu globinu v zavislosti na koncentraci hemu, a udrzuje tak
molarni pomér hemu a globinu vyrovnany [Chen 1995, Chen 2000].

Role kinasy HRI v ostatnich buiikach (vyjma retikulocytil) se ale zda byt jeste
zasadnéjsi. Bylo zjisténo, Ze pacienti s rakovinou plic maji Gly202 v proteinu HRI
mutovany za Ser [Greenman 2007]. Tato mutace se mozna v urcitych krocich podili na
rozvoji rakoviny. Pro pochopeni funkce hemovych senzorovych proteini a ti¢asti HRI
ve zdravi ohroZujicich klinickych stavech je nutné detailnéji prozkoumat molekularni

mechanismy pisobeni téchto proteini.

1.2.2 Transkrip¢ni faktor Bachl

Dal$im eukaryotickym senzorovym proteinem, ktery detekuje hem, je
transkripcni faktor Bachl (akronym z angl. BTB domain and CNC homolog 1), byva
oznacovan také jako transkripéni faktor se strukturou leucinového zipu nebo

alternativné homolog 1 BTB a CNC domén. V tomto systému hem nereguluje
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enzymovou aktivitu funkéni domény (jako v piipad¢ HRI), ale reguluje transkripcni
aktivitu, tj. afinitu vazby k DNA [Igarashi 2014, Hira 2007].

Bachl je sav¢i transkripéni faktor, ktery funguje jako represor “enhancerti’” genti
pro hemoxygenasu 1 (HO-1) [Igarashi 2014, Hira 2007]. Podili se tedy na regulaci
hospodareni se zelezem, odpovédi na oxidacni stres, erytropoézy a megakaryopoézy.
Bachl1 hraje roli také v nékterych procesech souvisejicimi s rozvojem lidskych chorob,
ucastni se napi. onemocnéni kardiovaskularniho a respira¢niho systému, traviciho
traktu, poruch metabolismu glukosy, malarie a koZznich onemocnéni. Protein Bach1 byl
prvnim objevenym sav¢im transkripénim faktorem, jehoz aktivita je regulovana hemem

[Igarashi 2014].

; TRANSKRIPCE
represe NEPROBIHA

@ /FRANSLACE
/ - N
(o MafK YAV AVAWAVAWE .1V

inhibice aktivace
apoprote|n r:a[_)r_e_sia_l TRANSKR'PCE
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m%\xﬂ\\h/ \A/jw\:\)t./ ’ DV

Obr. 4: Mechanismus piisobeni transkripcniho faktoru Bachl. (A) Pri nedostatku hemu
tvori Bachl heterokomplex s proteiny Maf (napr. MafK), tento komplex se vize na
,,enhancery* genu pro hemoxygenasu, a tim blokuje jeji expresi. (B) V pripadé zvyseni
koncentrace hemu v okoli komplex Bachl-MafK od DNA disociuje, coz umozni spusteni
transkripce a ndslednou translaci proteinii (napr. hemoxygenasy). Prevzato a upraveno
dle kapitoly 4.4.

Bachl detekuje koncentraci hemu ve svém okoli a na zaklad¢ toho reguluje
transkripci hemoxygenasy (obr. 4). V pfipadé nadbytku hemu transkripci aktivuje,
v opatném piipadé (pifi nedostatku hemu) transkripci hemoxygenasy inhibuje.
Hemoxygenasa je enzym, ktery se podili na degradaci hemu, je tudiZz logicke, Ze
nadbytek hemu mé za nésledek spusténi transkripce proteinu, ktery tento nadbytek

odstrani a rozS$tépi hem na méné toxické produkty (CO a bilirubin). Pti nizké
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koncentraci hemu tvofi Bachl heterodimer s proteiny oznacovanymi jako Maf. Tento
heterokomplex se pak vdze na ,,enhancery* genu pro hemoxygenasu, ¢imz blokuji jeji
expresi. Protein Bachl tak poskytuje ochranu proti oxidacnimu stresu tim, Ze indukuje
expresi hemoxygenasy [Igarashi 2014, Zhou 2016, Hira 2007].

Vedle inhibice vazby proteinu Bachl na “enhancery” v DNA, indukuje hem také
jeho export z jadra bunky. Pro tuto regulaci genové exprese prostfednictvim hemu je v
molekule Bachl dulezity motiv dipeptidu cystein-prolin (tzv. CP motiv) [Hira 2007].
Hem se specificky vaze na Bachl v C-terminalni oblasti proteinu, ktera obsahuje Ctyfi
CP motivy [Ogawa 2001]. Hem navic také podporuje polyubiquitinylaci a naslednou
degradaci Bachl v proteasomu, ¢imz snizuje polocas jeho zivota, a opé€t inhibuje vazbu
Bachl na DNA [Igarashi 2014].

Abychom lépe porozuméli procesu, kterym hem reguluje aktivitu transkripéniho
faktoru Bachl, potfebujeme nejprve vysvétlit mechanismus, kterym se signal o
pritomnosti hemu pienese a jak ovlivni vazbu proteinu na DNA. Protein Bachl je bez
pochyby potencidlnim terapeutickym cilem v boji proti chorobdm spojenym
s oxidacnim stresem. Pro tento ucel bude vSak nejprve nutné pochopit a objasnit

konformac¢ni zmény proteinu spojené s vazbou hemu a naslednym pfenosem signalu.
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Cile disertacni prace

Hlavnim cilem ptedkladané disertacni prace bylo odhalit mechanismus

mezidoménového prenosu signalu u dvou zastupct prokaryotickych hemovych senzora

kysliku (4fGcHK, YddV) a u dvou zastupct eukaryotickych senzori detekujicich hem

(HRI a Bachl). Pfi stanovovani cili byl kladen daraz také na studium strukturnich

vlastnosti téchto modelovych proteint.

Za UCelem objasnéni mezidoménového prenosu signalu u prokaryotickych

senzoru kysliku 4/GcHK a YddV byly stanoveny nasledujici dilci cile:

>

urcit a popsat krystalovou strukturu senzorové domény AfGcHK, kterd obsahuje
ruzné redoxni a ligandové formy iontu Zeleza hemu

prostudovat vliv riznych redoxnich a ligandovych forem iontu Zeleza hemu
v senzorové doméné na strukturu a kinasovou aktivitu funkéni domény AfGcHK
objasnit, zda existuje spojitost mezi dimerizaci senzorovych domén a aktivitou
funkénich domén proteinu AfGcHK

ur¢it kinetické parametry diguanylatcyklasové reakce katalyzované hemovym
senzorem YddV a popsat vliv riiznych redoxnich stavii hemového Zzeleza a
ruznych ligandii hemu na tuto reakci

porovnat spolecné a rozdilné vlastnosti dvou modelovych kyslikovych senzort

AfGeHK a YddV

Vramci studia strukturné-funkcénich vztahi eukaryotickych senzori hemu

HRI a Bachl byly stanoveny tyto dil¢i cile:

>

>
>

charakterizovat oligomerni stav proteinu Bachl a stanovit kolik molekul hemu
s proteinem Bach1 interaguje
urcit strukturni vlastnosti transkripéniho faktoru Bachl

posoudit vliv vazby hemu na enzymovou aktivitu kinasy HRI

18



3. Komentdr a diskuze k souboru publikaci

3. Komentar a diskuze k souboru publikaci

Predkladana disertacni prace se zabyva dvéma skupinami hemovych proteini,
prokaryotickymi HEMOVYMI SENZORY PLYNU (4fGcHK, YddV) a
eukaryotickymi SENZORY HEMU (Bachl, HRI). Kratkou reSerSi dosavadnich
poznatkli o téchto skupinach senzorovych hemoproteinii obsahuje kapitola 1 (str. 9).
V nasledujici ¢asti disertani prace jsou shrnuty a diskutovany vysledky ziskané v nasi

laboratofi a popsané v ptiloZzenych publikacich (KAPITOLA 4).

3.1 PROKARYOTICKE KYSLIKOVE SENZORY AfGcHK a YddV

Celkem tfi publikace, které vznikly vramci této disertacni prace
(KAPITOLY 4.1-4.3), jsou vénovany studiu prokaryotickych hemovych senzort
plynnych molekul. Konkrétné¢ se jednd o bakteridlni proteiny AfGcHK, coz je
histidinova kinasa ptdni bakterie Anaeromyxobacter sp. Fw109-5, a YddV, ktery je
diguanylatcyklasou bakterie Escherichia coli. Oba proteiny patii mezi hemové senzory,
které detekuji kyslik, pficemz vazba kysliku na hem v jejich senzorové (globinové)
doméné ovliviluje enzymovou aktivitu pfislusné funkéni domény (KAPITOLA 1.1,
str. 11).

Flexibilita plnodélkovych kyslikovych senzori velmi znesnadiiuje urcovani
jejich struktur, a tim ztézuje 1 pochopeni mechanismu pifenosu signalu. Piesny
mechanismus pienosu signdlu nezname témét pro zadny hemovy senzorovy protein.
V nasi laboratofi se vSak podafilo za pomoci né¢kolika rGznych analytickych a
biochemickych  metod vyznamné se  piiblizit k pochopeni mechanismu
mezidoménového pienosu signalu proteinu AfGcHK (KAPITOLY 4.1 a 4.2).
Vysledky prvni publikace (KAPITOLA 4.1) odhalily, jak vazba riznych ligandid na
hem a redoxni stav hemového Zeleza (tedy jak urcity signdl) vyvolava strukturni zmény
proteinu vedouci ke zméndm v jeho aktivité. Ziskané vysledky pak doplnila a uptesnila
druhé studie (KAPITOLA 4.2), ktera je vénovéana zejména vlivu dimerizace senzorové
domény proteinu AfGcHK na jeho kinasovou aktivitu. VSechny vysledky tak tvofi
kompletni studii a vzdjemné potvrzuji nadmi navrhovany mechanismus
mezidoménového pienosu signalu kinasy AfGcHK (obr. 5, str. 24).

e o ee

vztahy proteinu AfGcHK pomoci metody vodik-deuteriové vymény v kombinaci
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s hmotnostni  spektrometrii (HDX-MS) spojenou s homolognim modelovanim
[Stranava 2016a]. Jak je detailnéji vysvétleno v kapitole 1. (str. 12), vazba kysliku na
hem v senzorové domén¢ AfGcHK aktivuje funkéni doménu, kterd nejprve podléha
autofosforylaci a fosfat je poté pfenesen na partnersky RR protein. Ziskana data vedla
k vysvétleni meziproteinového prenosu signdlu mezi kinasou AfGcHK a RR proteinem,
avSak dosud se nedafilo odhalit strukturni zmény spojené s mezidoménovym pienosem
signalu v ramci proteinu AfGcHK, tj. zmény vyvolané riznym redoxnim stavem
hemového Zeleza a vazbou rtznych axialnich ligandi. Redoxni stav zeleza a vazba
ligandGi totiz 1Gzce souvisi sregulaci enzymové aktivity kinasy AfGcHK
[Fojtikova 2015].

Prvni publikace této disertacni prace (KAPITOLA 4.1) se vénuje studiu pfenosu
signdlu mezi doménami AfGcHK za pomoci metod rentgenové krystalografie a metody
HDX-MS. Z ptedchozich studii vime, ze forma proteinu obsahujici hem v komplexu se
zelezem ve stavu Fe-CN-, Fe-OH  nebo Fe'-O, je aktivni, zatimco protein
s hemovym Zelezem ve stavu Fe!' a protein bez hemu jsou formami neaktivnimi
[Fojtikova 2015, Kitanishi 2011]. Pro porovnani struktury aktivni a neaktivni formy
proteinu bychom v idealnim ptipadé studovali krystalovou strukturu AfGcHK ve stavu
Fe'-0,, ve kterém je kinasa nejvice aktivni, a ve stavu Fe', kdy je neaktivni. Piiprava
takovych proteinovych krystalti v§ak byla narocnd, nicméné se ndm nakonec podaftilo
ziskat krystal globinové domény AfGcHK s hemem v komplexu s 6-koordinovanym
zelezem Fe'll

AfGcHK [Fojtikova 2015]. Tento krystal byl nasledné¢ ponofen do redukujiciho

-CN, ktery je nastésti také stavem spojovanym s aktivni formou kinasy

prostiedi dithioni¢itanu sodného, abychom ziskali neaktivni formu proteinu (stav Fe'').
Co se na prvni pohled zdalo jako neuspéch, se posléze ukazalo byt velkou vyhodou.
Neziskali jsme ¢isty stav Fe'', nybrz smésnou formu, kterd vedle 4fGcHK ve stavu
Fe'l-CN- obsahovala také hem vkomplexu s S5-koordinovanym Zelezem Fe'l,
Navzdory po¢atecnim rozpakiim pramenicim z netspéSné ptipravy Cistého krystalu ve
stavu Fe'' se nakonec unikatni struktura ,,smésného* krystalu ukézala byt velmi
pfinosna. Krystalova struktura, ve které asi polovina molekul zaujim4 stav asociovany
s aktivni formou a polovina stav spojovany s formou neaktivni, totiz napovida o
strukturnich zménach spojenych s prechodem mezi aktivni a neaktivni formou proteinu
daleko vice nez dva samostatné krystaly stavii Fe'' a Fe''-CN". Ve struktufe ,,sm&sného*
krystalu pozorujeme diky pfirozenému centrovani struktur pfes ion Zeleza v hemu

skute€nou superpozici obou stavii, a muzeme tak snadno sledovat pohyb, ktery
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molekula proteinu kond pfi aktivaci a deaktivaci jeho kinasové aktivity. V ptipad¢ dvou

rtiznych krystalt stavii Fe'' a Fe'l!

, které studovali naptiklad Tarnawski a kol. u proteinu
YddV [Tarnawski 2015] vyvstava problém, jak pii analyze strukturnich motivi data
spravn¢ vyhodnotit, aby odpovidala skutecnému stavu. Pfirozené centrovani obou
struktur v ndmi analyzovaném ,,smésném* krystalu je tedy velkou vyhodou.

Jak jiz bylo zminéno vyse, plnodélkové hemové senzory plynnych molekul je
obtizné krystalizovat. I naSe pokusy o krystalizaci plnodélkového proteinu AfGcHK
opakovan¢ selhaly, nakonec se ale podafrilo ziskat krystal alesponi senzorové domény
proteinu, nikoli vSak krystal proteinu v plné délce. Vysledky rentgenové krystalografie
ale velmi pékné dopliuji analyzy poskytnuté dalSi metodou, HDX-MS. Velkou
vyhodou metody HDX-MS je, Ze pracuje s proteinem v roztoku, a tak neni tfeba ho
krystalizovat. Diky tomu jsme byli schopni analyzovat konformaéni zmény a interakce
proteinu AfGcHK v jeho plnodélkové formé. Pomoci metody HDX-MS bylo tedy
mozné popsat strukturni rozdily mezi aktivni a neaktivni formou plnodélkového
proteinu AfGcHK a za pomoci rentgenové krystalografie analyzovat tyto strukturni
zmény v jeho globinové doméné. Unikatni spojeni rentgenové krystalografie a metody
HDX-MS pak poskytlo hodnotné vysledky, diky nimz jsme byli schopni poodhalit
mechanismus pfenosu signalu z jedné (senzorové) domény 4fGcHK na doménu druhou
(funk¢ni). Bylo zjiSténo, Ze redoxni stav hemového Zeleza a ptfitomnost rtiznych
axialnich ligandd strukturu proteinu AfGcHK skute¢né vyznamné ovlivituje. VSechny
aktivni formy kinasy AfGcHK (Fe'-CN-, Fe''-OH", Fe'-0,) vykazuji velmi podobné
strukturni uspoiadéani, které se 1isi od struktur pro neaktivni formy (Fe'! a bez hemu).
Nejvyraznéjsi strukturni zmény jsme pfitom pozorovali v globinové doméné v okoli
hemu a v oblasti kontaktu dvou monomert, které tvoti funkéni dimer (tzv. dimeriza¢ni
rozhrani neboli ,,interface”). V neaktivni formé& je dimerizacni rozhrani znacné
forem. Nezanedbatelné zmény ve struktufe proteinu se objevily také v oblasti dvou
helixti, které vytvaii vazebné misto pro ATP nezbytné pro autofosforylacni aktivitu
kinasové (funk¢ni) domény. Data ziskand pomoci HDX-MS tak identifikovala oblasti
proteinu, které jsou klicové pro pifenos signalu, a pomohla tak odhalit molekularni
mechanismus fungovani hemového senzoru AfGcHK. Porovname-li vysledky
rentgenové krystalografie a metody HDX-MS, mlzeme konstatovat, ze strukturni
zmény pozorované v krystalech 4fGcHK nejsou tak markantni jako ty ziskané pomoci

metody HDX-MS. Tento fakt Ize vSak vysvétlit tim, Ze krystalové struktury jsou
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tvofeny pouze globinovou doménou proteinu. Vyraznéjsi konformacni zmény jsou ale
pravdépodobné zplsobeny také pohybem funkéni domény, a proto jsou Iépe
pozorovatelné v plnodélkovém proteinu.

Jednozna¢nd zmeéna v konformaci proteinu AfGcHK v pfipadé redukce
hemového Zeleza, tj. prechodu z aktivni (Fe™-CN") na neaktivni (Fe') formu, je velmi
vyznamnym vysledkem. Pravdépodobné se totiz nejednd o obecnou zdkonitost platnou
pro vSechny hemové senzory; napt. Tarnawski a kol. tak vyraznou strukturni zménu pfi
zmén¢ redoxniho stavu hemového Zeleza proteinu  YddV  nepozorovali
[Tarnawski 2015]. Nicméné¢ je tfeba poznamenat, ze tito autofi porovnavali dva rizné

2 Fe' senzorové domény YddV a superpozici jednotlivych dat

preparaty stava Fe
mohlo dojit k ¢astecnému zkresleni vysledku. Nasi velkou vyhodou byla skute¢nost, ze
jsme ur¢ili krystalovou strukturu senzorové domény proteinu AfGcHK, kdy asi polovina

molekul zastavala aktivni konformaci, tj. byla ve stavu Fe'"

-CN", a prakticky stejné
mnozstvi molekul zaujalo konformaci neaktivni, tj. stav Fe'. Jeding diky tomuto
unikatnimu pfistupu jsme byli schopni detailné pozorovat konformaéni zménu spojenou
s prechodem senzorové domény ze stavu asociované¢ho s aktivni formou do stavu
spojovaného s formou neaktivni. Nase vysledky ziskané pomoci analyzy HDX-MS pro
aktivni a neaktivni formy proteinu AfGcHK naznacuji, Ze struktura proteinu pfi
pfechodu z aktivniho do neaktivniho stavu (a naopak) vykonavéa pohyb ptipominajici
pohyb nlzek (obr. 5, str. 24). Takovy dynamicky pohyb byl odvozen i pro jiny
kyslikovy senzor, protein EcDOS [Kurokawa 2004]. Zda se tedy, Ze by se mohlo jednat
o obecné€j$i mechanismus, ktery neni typicky pouze pro protein 4fGcHK. Abychom
vSak takovy zavér mohli plné zobecnit, je tfeba provést jeste dalsi studie, které by udaje
vhodné doplnily, a potvrdily tak nasSi hypotézu o obecném mechanismu fungovéni
alespoi ¢asti hemovych kyslikovych senzord. Nékteii autofi [Burns 2014, Burns 2016]
ale v pfipad¢ jiné skupiny hemovych senzorl plynil interpretuji své vysledky odlisné a
vysvétluji pfenos signalu v hemovych senzorech tak, ze vlivem redukce hemového
zeleza dochdzi k vyraznéj$i konformaéni zméné pouze ve struktufe hemu, a pnuti
v protoporfyrinovém skeletu pak vede ke zméné aktivity a/nebo oligomerniho stavu
celého proteinu.

Pomoci rentgenové krystalografie (KAPITOLA 4.1) jsme také zjistili, Ze
senzorovd doména proteinu AfGcHK tvofi za normalnich podminek dimery. Aktivni
forma proteinu ma pfitom dimerizacni rozhrani senzorové domény velmi tésné, zatimco

u struktury neaktivni formy tohoto senzoru se dimerizacni rozhrani rozvolni a je vice
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pfistupné molekulam rozpoustédla. Lze tudiz pfedpokladat, Ze blizkost dvou jednotek
dimeru senzorové domény je velmi dilezitd pro jeho funkci. Pokud bychom mohli
pozorovat strukturni zmény v senzorové doméné v piipadé, Ze by jednotlivé
podjednotky tohoto dimeru od sebe disociovaly tpIné, mohlo by to pfinést zcela unikani
vysledky. Dalsi studie (KAPITOLA 4.2) se pravé na tento pfistup zaméfila - ziskali
jsme strukturu monomerni jednotky senzorové domény AfGcHK. Toho jsme dosahli

ILCN- v prostfedi vysoké

krystalizaci senzorové domény proteinu ve stavu Fe
koncentrace imidazolu. Nadbytek imidazolu zptsobil zdménu ligandu CN™ na iontu
zeleza vhemu za molekulu imidazolu. Dal§i molekula imidazolu interagovala
s aminokyselinovym zbytkem Tyrl5. Samotnd vyména ligandd CN- za imidazol by

M_imidazol je totiz

disociaci dimeru velmi pravdépodobné nezptisobila, komplex Fe
asociovan s pln¢ enzymové aktivni formou proteinu [Fojtikova 2015]. Nasi pozornost
ale pfitdhla druhd molekula imidazolu a jeji interakce s Tyrl5. Zaméfili jsme se proto
poté na roli Tyrl5 v dimerizaci globinovych domén a nésledné¢ v autofosforylaéni
aktivité proteinu. Abychom byli schopni studovat vliv Tyrl5 na oligomerizaci a aktivitu
proteinu AfGcHK, bylo pfipraveno nékolik mutantnich forem tohoto hemového senzoru,
které maji tyrosin v poloze 15 zaménény za jinou aminokyselinu (plnodélkové formy
Y15A, YI5F, Y15G, Y15W a globinové domény Y15A, Y15F, Y15G, Y15W).

Analyzou vlastnosti mutantnich forem AfGcHK jsme zjistili, ze pokud je tyrosin
v poloze 15 nahrazen jinou aromatickou aminokyselinou, konkrétné jsme testovali
fenylalanin a tryptofan, globinova doména ziistava ve form¢ dimeru. Je-li vSak tyrosin
nahrazen nearomatickou aminokyselinou, napt. glycinem nebo alaninem, globinova
doména se rozpada na monomery. Zajimavé je, Ze vSechny plnodélkové mutanty, at’ uz
s aromatickou nebo nearomatickou aminokyselinou na pozici 15, tvofi v roztoku stale
dimer. Je ale urcité logické se domnivat, Ze tento fakt je dan pouze tim, ze jednotky
dimeru jsou spojeny skrze interakce v kinasové doméné, pficemz globinova doména
téchto konkrétnich mutantti se (stejné€ jako v pfipadé¢ mutanti Y15A a Y15G izolované
globinové domény) rozpadd na monomery. Dimeriza¢ni rozhrani kinasové domény je
totiz pravdépodobné rozsahlejsi, nez je tomu v piipadé domény globinové
(KAPITOLA 4.1, Stranava 2016a). Tomu odpovidaji také vysledky z gelové permeacni
chromatografie, které ukazuji, ze plnodélkové mutanty Y15A a Y15G sice vytvaii
v roztoku dimery (stejné¢ jako mutanty obsahujici aromatické aminokyseliny misto
tyrosinu), ale maji strukturu méné kompaktni nez mutanty Y15W a Y15F, coz je
vyjadieno jejich niz§im elu¢nim objem.
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A) aktivni forma B) neaktivni forma C) neaktivni forma
wt Fe'-0, wt Fe' Y15A Fe'"

Tarr )
A

Obr. 5: Schéma mechanismu pienosu signdlu ze senzorové na funkcéni doménu
AfGcHK. (A, B) Prijem signalu ve formé vazby urcitého ligandu na hem (napr. O3)
ovlivni strukturni vlastnosti proteinu, ktery pritom kona dynamicky pohyb pripominajici
pohyb niizek. Tyto konformacni zmény maji pak neprimo viiv na doménu funkcni
(kinasovou), a dochazi tak k aktivaci/deaktivaci enzymové funkce kinasy AfGcHK.
(C) V pripade, zZe je dimerizace globinové domény narusena, je ovlivnéna schopnost
proteinu signal prenést, a protein tak ztraci svou enzymovou aktivitu. Prevzato a
upraveno dle kapitol 4.1 a 4.2.

Nami ziskané vysledky tedy jednoznacné ukazuji, Ze Tyrl5 v senzorové doméné
AfGcHK je velmi dualezity pro dimerizaci této domény a spravné, tj. funkéni, uspofadani
celého proteinu. KdyZz vezmeme v vahu, Ze oligomerni stav senzorové domény
proteinu AfGcHK, 1 ve smyslu pouhého ,,rozvolnéni*“ dimeriza¢niho rozhrani, ma vliv
na enzymovou aktivitu, je pravdépodobné, zZe zdménou Tyrl5 za jinou aminokyselinu
dojde ke zméné¢ kinasové aktivity proteinu. A proto nas nepiekvapilo, Ze skutecné dva z
mutantd (Y15A, Y15G) s disociovanou senzorovou doménou a ztratou dimeriza¢niho
rozhrani svou enzymovou aktivitu Gpln¢ ztratily. Druhé dva mutanty (Y15F a Y15W),
které maji vpoloze 15 zaménén tyrosin za jinou aromatickou aminokyselinu,
vykazovaly aktivitu o néco malo niz§i nez pfirozend forma (tzv. ,,wild-type®, wt)
proteinu. U téchto mutantli totiz neni dimerizacni rozhrani naruSeno natolik, aby
monomerni jednotky od sebe disociovaly, coz potvrdili 1 oligomeriza¢ni studie pomoci
gelové permeaéni chromatografie. Tedy nejen plnodélkovy protein, ktery je dimerni
diky interakcim v kinasové doméné, ale i izolovana senzorova doména téchto mutantt

(Y15F a Y15W) zaujima skute¢né formu dimeru. Nasi hypotézu o vlivu aminokyseliny
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Tyrl5 na strukturu a funkci proteinu 4fGcHK tak analyzy oligomerniho stavu a
enzymové aktivity potvrdily. Shrneme-li tyto vysledky, je jasné, ze Tyrl5 je
nepochybné kliCovy pro spravné uspotfadani dimerizacniho rozhrani senzorové domény
AfGcHK, a tim padem 1 spravnou konformaci proteinu, a ma tak nepfimo vliv i na
autofosforylacni aktivitu kinasy AfGcHK (obr. 5C, str. 24).

Zajimavym faktem je také to, ze monomerni mutanty izolované globinové
domény (Y15A, Y15G) vedle ztraty dimerizacniho rozhrani zaroven vykazuji vyrazné
vy$§i rychlost autooxidace (pfemény ze stavu Fe'l-O, na Fe'!) neZ ty, které tvoii dimery
(Y15F, Y15W). Tento fakt je pravdépodobné dan tim, Ze strukturni zmény v okoli hemu
destabilizuji stav Fe-O,, a usnadiiuji tak oxidaci iontu hemového Zeleza na stav Fe'll,
Z diivodu nepfitomnosti aromatické aminokyseliny v blizkosti hemu se navic vytvaii ve
struktufe proteinu ,,tunel®, kterym muze 1épe k molekule hemu pronikat kyslik a voda.
Je vsak potieba zdlraznit, Ze oba stavy (Fe'-O, i Fe) senzorové domény jsou
asociovany s pln¢ aktivni formamou kinasy AfG¢cHK [Fojtikova 2015], a ztratu aktivity
plnodélkového proteinu proto nelze vysvétlit rychlejsi autooxidaci iontu Zeleza hemu.

Vysvétlenim mechanismu pfenosu signalu ze senzorové na funkéni doménu celé
fady proteinli se vénuje mnoho laboratofi po celém svété. V ptipad¢ dvouslozkovych
systému bakterii, jejichz spole¢nym znakem je histidinkinasova aktivita jedné ze slozek,
bylo navrzeno jiz né€kolik mechanismii, které vysvétluji vliv ptijeti signalu senzorovou
doménou na autofosforylacni aktivitu domény kinasové, resp. histidinkinasové
[Shimizu 2015, Lobao 2019, Cunningham 2009, Rao 2017]. Jeden z navrzenych
mechanismi je zaloZen na sterickém branéni neboli mechanickém zablokovani vstupu
ATP do aktivniho centra kinasové domény [Cunningham 2009]. Podobny mechanismus
navrhuje publikace z roku 2015, ve které autofi vysvétluji pfenos signalu jako piimy
kontakt senzorové a kinasové domény [Shimizu 2015]. Druhy mechanismus se snaZi
vysvétlit pfenos signalu nepiimou regulaci autofosforylacni aktivity bez piimého
kontaktu fosforylacniho mista v kinasové doméné s doménou senzorovou [Rao 2017].
Na zdkladé¢ nejaktualnéjSich vysledkii se v pfipadé proteinu AfGcHK velmi
pravdépodobné jednd o druhy zminovany mechanismus. Nami ziskana data
(KAPITOLA 4.1 a 4.2) nenaznacuji, Ze by senzorova doména piimym kontaktem
interagovala s doménou kinasovou, pfestoze jsou v plnodélkovém proteinu spojeny jen
15 aminokyselin dlouhym peptidem, nybrz ze je signdl pfendSen nepiimo
prostfednictvim konformacénich zmén obou domén. Takovy mechanismus pienosu

signalu je typicky pro membrdnové vazané dvouslozkové systémy [Gushchin 2017,
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Abriata 2017, Zschiedrich 2016, Willett 2016], ackoli AfGcHK neni membranovy
protein. Dynamické pfeuspofdadani molekuly proteinu AfGcHK ve stavu
aktivni/neaktivni schematicky znazoriiuje obr. 54 a 5B (str. 24).

Shrneme-li dosazené vysledky, miizeme konstatovat, ze strukturni zmény
v senzorové doméné proteinu AfGcHK maji vliv na vlastnosti jeho funkéni domény
(KAPITOLY 4.1 a 4.2). Je potieba zduraznit také fakt, Ze na prenos signalu v ptipadé
AfGcHK mé v neposledni tadé vliv uspotadani dimeriza¢niho rozhrani senzorové
domény (KAPITOLA 4.2). Mutantni formy globinové domény Y15A a Y15G vytvaii
v roztoku monomery a jejich plnodélkové formy jsou enzymové neaktivni. Rozpad
globinové domény na disociované podjednotky ma jednoznaéné za nésledek ztratu
katalytické funkce celého proteinu. Tedy v ptipadé, Ze je dimerizace globinové domény
naru$ena, neni mozné dal signal prenést, a kinasova doména tak ztraci svou enzymovou
aktivitu (KAPITOLA 4.2). Podobn¢ je tomu v ptipadé, ze proteinu chybi molekula
hemu, ptipadné celd senzorova doména [Fojtikova 2015, Stranava 2016a]. Kinasova
doména sama o sob¢ nemtize byt funkéni, protoze protein neni schopen pfijmout signal,
ktery by jeji funkci aktivoval. NavrZzeny mechanismus pfenosu signalu v hemovém
kyslikovém senzoru s kinasovou aktivitou, AfGcHK, je uveden na obr. 5 (str. 24).
Aktivni forma proteinu v jeho pfirozené (wt) forme je na obr. 5 reprezentovana ve stavu
Fe'-O; (obr. 54), neaktivni forma pak ve stavu Fe'l (obr. 5B). Obr. 5C pak znazoriuje
naruseni dimeriza¢niho rozhrani (zdménou Tyrl5 za alanin) a ztratu enzymové aktivity

proteinu, pfestoze je ve stavu Fe!l

, ktery je asociovan s pln¢ aktivni formou kinasy
AfGcHK. Diivodem znazornéni mutantni formy Y15A ve stavu Fe'! (a nikoli Fe-O,)
je, jak jiz bylo zminéno vyse, rychld autooxidace hemového Zeleza, ktera je zpiisobena
mutaci na Tyrl5. Tato forma (Y15A) se tudiZ v aerobnim prostiedi v podstaté ve stavu
Fe'-O,, nevyskytuje.

VnaSi laboratofti se dlouhodobé vénujeme vysvétleni mechanismu
mezidoménového prenosu signdlu s cilem popsat obecny mechanismus pienosu signalu
ve skupiné hemovych senzorii plynnych molekul s moznosti poukazat na specifitu
jednotlivych senzord. Analyza vlastnosti senzorovych hemoproteinli s odliSnymi
funkcemi ndm tak pomdhd ziskat uceleny pohled na danou problematiku. Druhym
prokaryotickym hemovym senzorem, kterym se disertacni prace zabyva, je protein
YddV z bakterie Escherichia coli (KAPITOLA 4.3). Protein YddV je stejné jako
AfGcHK kyslikovym senzorem, ktery je tvofen dvéma doménami - senzorovou

(globinovou) doménou, kterd vaZe hem a detekuje kyslik, a funkéni doménou s
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enzymovou  aktivitou. Funkéni doména hemoproteinu YddV ma vSak
diguanylatcyklasovou aktivitu, nikoli kinasovou, jako je tomu v piipadé AfGcHK
(KAPITOLA 1, str. 11).

Mechanismus pienosu signalu v ptipadé druhého studovaného kyslikového
senzoru, diguanylatcyklasy YddV, zlstaval dlouho neobjasnény, nebot’ se nedafilo
pfipravit tento protein v katalyticky aktivni formé [Kitanishi 2010, Tarnawski 2015].
V nasi laboratoii se ale po pocatecnich neuspésich nakonec podaiilo protein YddV
pripravit ve formé¢, ktera je dostatecné stabilni a zarovenl enzymové pln¢ aktivni. Toho
jsme docilili pfipojenim tzv. maltosu véazajiciho proteinu (MBP, z angl. maltose binding
protein) na N-konec plnodélkového proteinu YddV. Po odstranéni tohoto stabiliza¢niho
prvku bohuZel protein YddV okamzité¢ precipitoval. Enzymova aktivita i UV-Vis
spektra fuzniho proteinu MBP-YddV jsou vSak naStésti identickd jako ta pro pfirozenou
formu proteinu [Tuckerman 2009, Kitanishi 2010, Tarnawski 2015, Nakajima 2012].
Tento fakt naznacuje, ze MBP neovliviiuje vlastnosti proteinu YddV, a fuzni protein
MBP-YddV je tak vhodnym modelovym systémem pro kinetické studie YddV.

Detailni analyza enzymové aktivity proteinu YddV v rtiznych forméch tohoto
enzymu nam pak pomohla odhalit, jak zmény v senzorové domén¢ proteinu, tedy rizné
ligandové a redoxni stavy iontu Zeleza hemu, ovliviiuji jeho katalytickou aktivitu (resp.
jak se signdl ptendsi ze senzorové domény na doménu funkéni). Z naSich vysledki
vyplyva, Ze katalyticka aktivita diguanylatcyklasy YddV vykazuje kinetiku dle
Michealise a Mentenové, pH optimum tohoto enzymu je 8,5-9,0 a pro jeho spravnou
aktivitu je nutnid pfitomnost ionti Mg?" nebo Mn?'. V piipadé nahrazeni v butice
pfirozené¢ se vyskytujicich hotecnatych iontl jinymi bivalentnimi ionty neZ
manganatymi (napt. Ca’, Co®", Ni**, Zn**, Cd*") enzym aktivni neni. Nejaktivngjsi
formou diguanylatcyklasy YddV, co se oxidacniho a koordina¢niho stavu iontu zeleza

hemu tyge, je forma Fe'!!

(obr. 6, str. 28). Aktivita diguanylatcyklasy pak klesa v fadé
Fe'l > Fel-0, > Fe!-CN". Dvé& formy proteinu YddV lze povazovat za téméf neaktivni,
a to Fe' a Fe'-CO. Enzymovou aktivitu protein ztraci plné, chybi-li v senzorové
doméné hem (mutantni forma H98A neni vlivem mutace schopna hem navazat).
Zajimavym faktem je, Ze nejménd aktivni forma Fe'' je aktivovana vazbou
kysliku, ale nikoli vazbou CO (obr. 6, str. 28). Okoli hemu v senzorové doméné tedy
dokaze tyto dvé dvouatomové molekuly rozlisit. Kyslikovy senzor AfGcHK tyto dvé
molekuly také rozliSuje [Fojtikova 2015], ale naptiklad protein EcDOS, ktery je rovnéz

senzorem kysliku, to nedokaze [Tanaka 2007]. Molekuly O, a CO jsou si sice velmi
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podobné, ptesto je logické predpokladat, ze je vazebné misto v distdlni Casti iontu
zeleza hemu dokdze rozlisit. Jejich pfitomnost v okolnim prostiedi totiz znaci rozdilné
vnéjs$i podminky. Nékteré hemoproteiny (naptf. hemoglobin, myoglobin, peroxidasy,
cytochromy P450) striktné rozliSuji mezi ligandy dvouatomovych plynnych molekul,
jako jsou NO, CO a Oo, a jejich afinita k témto molekulam se mnohdy vyrazné lisi
[Tsai 2012]. Kdyz si uvédomime, ze proteiny YddV a EcDOS spolupracuji v syntéze a
degradaci c-di-GMP (KAPITOLA 1, str. 13), a zaroven vezmeme v uvahu fakt, ze
vazba kysliku u obou senzor zvySuje jejich aktivitu, miize rozdil v aktivité proteinu

s hemovym Zelezem ve stavu Fe'-CO byt dilezitym signalizaénim mechanismem.
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Obr. 6: Viiv redoxniho a ligandového stavu iontu hemového Zeleza a vazby riznych

ligandii na diguanyldatcyklasovou aktivitu proteinu YddV. Hemovy senzor YddV je

17

nejvice enzymové aktivni, je-li hemové Zelezo ve stavu Fe" (Cerna linie), jeho zcela

neaktivni formou je pak stav, kdy enzymu uplné chybi jeho kofaktor, tj. molekula hemu
(fialova linie). Prevzato a upraveno dle kapitoly 4.3.

Za UCelem objasnéni mechanismu mezidoménového pienosu signalu
diguanylatcyklasy YddV bylo pfipraveno také nékolik mutantnich forem, které maji
mutované aminokyseliny klicové pro spravné fungovani senzorové domény (Leu65,
Tyr43). Leucin 65 na distalni stran¢ hemu pravdépodobné v ptirozené formé proteinu
brani pfistupu molekul vody kiontu Zeleza hemu, zatimco hydroxidova skupina
postranniho fetézce tyrosinu 43 piimo interaguje s Oz vdzanym na hemu
[Nakajima 2012, Stranava 2014]. Jiz dfive bylo pfi studiu spektralnich vlastnosti
mutantl izolované globinové domény YddV zjiSténo, Ze tyto mutace v blizkosti hemu

(Leu65, Tyr43) maji za nasledek zvySeni rychlosti autooxidace iontu Zeleza hemu
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[Nakajima 2012]. Nami namé&fena data pak dokazuji, Ze tyto mutanty (v plnodélkové
form¢) navic castecné ztraci svou enzymovou aktivitu a maji vyssi tendenci vytvaret
tetramery. Pokud tyto vysledky srovndme se studii vénujici se proteinu AfGcHK
(KAPITOLA 4.2), 1ze udélat podobny zavér. Ztratu aktivity plnodélkového proteinu
nelze vysvétlit rychlejsi autooxidaci Zeleza, nebot oba stavy (Fe-O, i Fe™) jsou
asociovany s aktivni formou enzymu. Strukturni zmény zplisobené mutacemi v okoli
hemu destabilizuji stav Fe'-O, a usnadiiuji tak oxidaci hemového Zeleza, nicméné
samotna autooxidace pokles aktivity proteinu velmi pravdépodobné nezpiisobi. VIiv na
aktivitu enzymu maji spiSe zmény v konformaci proteinu, které vedou ke snizeni
schopnosti prevadét signal na funkéni doménu.

Enzymova aktivita i dalSich proteint s diguanylatcyklasovou aktivitou zalezi na
redoxnim stavu hemového Zeleza a vazb¢ ligandii na hem [Burns 2014, Burns 2016],
coz je ve shod¢ s vysledky YddV ziskanymi v nasi laboratofi (KAPITOLA 4.3). U
nékterych kyslikovych senzort s diguanylatcyklasovou aktivitou dochdzi ale zaroven
pti vazbé€ kysliku na hem v senzorové doméné a pii vazbé c-di-GMP jako produktu na
inhibi¢ni misto ve funkéni doméné ke zméné oligomerniho stavu proteinu [Burns 2014,
Burns 2016]. Takové zmény v oligomerizaci proteinu YddV jsme vSak nepozorovali.
Protein MBP-YddV se vyskytuje v roztoku pievazné ve formé dimeru, a to nezavisle na
redoxnim stavu iontu hemového Zeleza, vazbé ligandi nebo ptitomnosti Cci
nepiitomnosti reakéniho produktu, c-di-GMP (KAPITOLA 4.3). AvSak enzymové
neaktivni mutantni forma H98A, kterd neni schopna vazat hem, tvoii v roztoku
pfevazné oktamery. Mutantni formy, které maji vlivem mutace v okoli hemu sniZenou
katalytickou aktivitu (Leu65, Tyr43), maji zase tendenci zaujimat formu tetramert.
Tento fakt svéd¢i o tom, Ze dimerni forma je ta, kterd zaujima spravnou konformaci pro
funkci cyklasové domény proteinu YddV a Ze pravdépodobné plati, Ze spravny
oligomerni stav je pro optimalni senzorovou funkci hemovych senzorovych proteind
kli¢ovy. Nicmén¢ vliv redoxniho stavu iontu hemového Zeleza nebo vazby ligandli na
ion Zeleza na oligomerizaci se v pfipad€ YddV prokézat nepodatilo (KAPITOLA 4.3).

Diguanylatcyklasova aktivita YddV by méla byt posuzovéna také v souvislosti
s aktivitou fosfodiesterasy EcDOS, nebot’ se tyto dva proteiny podileji na regulaci
intracelularni koncentrace c-di-GMP spole¢né (KAPITOLA 1, str. 13). Oba proteiny
jsou kyslikovymi senzory, pfi¢emz vazba kysliku na hem v jejich senzorové doméné
zvySuje enzymovou aktivitu jejich funkénich domén. Pro dalsi diskuzi je dulezité se

zamyslet, co je fidicim krokem v kaskadé¢ reakci premény GTP na c-di-GMP az na
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[-di-GMP. Je tedy zasadni védét, kterd reakce probiha rychleji, zdali je to syntéza
c-di-GMP katalyzovana YddV nebo jeho degradace, kterou katalyzuje EcDOS.
Kinetické parametry (Km, Vmax) reakce katalyzované diguanylatcyklasou YddV jsme
urCili vramci analyzy enzymové aktivity tohoto proteinu (KAPITOLA 4.3), avsak
v piipad¢ fosfodiesterasy EcDOS jsou tyto hodnoty neznamé. Lze ale predpokladat, ze
koncentrace substratu EcDOS (c-di-GMP) v bufice je vyrazné niz§i nez koncentrace
GTP, které je substratem YddV. Rychlost fosfodiesterasové reakce je proto fizena
zejména afinitou EcDOS k substratu, naopak v ptipad¢ reakce diguanylatcyklasové je
rychlost reakce ddna predevSim mnozstvim substratu (GTP) v bunice. Je tedy pomérné
slozité afinitu k substratu a reaktivitu téchto dvou senzorti porovnavat. K dispozici
mame ale disociacni konstantu Kq4 kysliku obou proteinti, kterd nam napovida o afinité k
této signalni molekule, pfi¢emz se hodnota Kq senzortt YddV a EcDOS vyrazné 1i8i: pro
YddV je to pouhych 14 pM [Kitanishi 2010] a pro EcDOS 340 uM [Taguchi 2004].
YddV ma tedy ke kysliku vyssi afinitu, coz naznacuje, Ze pti limitnich koncentracich
kysliku v butice se aktivuje pouze YddV, ¢imZ se spusti syntéza c-di-GMP. EcDOS se
aktivuje aZz pii vysSich koncentracich kysliku a vzniklé c-di-GMP rychle degraduje.
Zmény v koncentraci kysliku v bunce tak ovliviluji i intracelularni koncentraci
c-di-GMP.

Jak jiz bylo zminéno vyse, funkéni doména mutantu MBP-YddV H98A, ktery
neobsahuje ve své senzorové doméné hem, je katalyticky neaktivni. Tyto vysledky jsou
ve shod¢ s analyzou enzymové aktivity histidinové kinasy AfGcHK [Fojtikova 2015] a
také se zavéry studie uvedené v kapitole 4.1. I zde plati, ze pokud senzorova doména
neni schopna pfijmout signal (napt. vazba kysliku na hem), nemiize byt funkéni doména
aktivovana. Mutantni forma H98A MBP-YddV, ktera neni schopna vézat hem, a nema
tak katalytickou aktivitu, navic tvofi primarné oktamery namisto plné funkénich dimerti
(KAPITOLA 4.3).

Studium vlivu zmén v okoli hemu lokalizovaného v senzorové doméné na
diguanylatcyklasovou aktivitu funkéni domény proteinu YddV bezpochyby obohatilo
naSe znalosti v oblasti vztahi mezi pienosem signdlu, konformaci proteinu a
katalytickou aktivitou proteinu YddV. V disledku chybé&jicich strukturnich dat
plnodélkového proteinu vSak neni studie zcela kompletni, nebot’ se bohuzel zatim
nepodafilo pfipravit krystal plnodélkové formy proteinu YddV ani analyzovat tento
protein pomoci metody HDX-MS. Vezmeme-li v vahu krystalovou strukturu

jednotlivych domén YddV [Tarnawski 2015], tak vzhledem k minimalnim zméndm ve
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strukturnim uspofadani mezi stavy Fe!' (aktivni) a Fe!' (neaktivni), nelze délat
jednoznacéné zaveéry jako v ptipadé 4fGcHK (KAPITOLY 4.1 a 4.2). Na tomto mist¢ je
ale tfeba pripomenout, Ze studie vénovana krystalovym strukturdm YddV [Tarnawski
2015] pracuje se dvéma rliznymi preparaty pouzitymi pro uréeni stavi Fe'' a Fe'l. Nasi
velkou vyhodou pii analyze krystalovych struktur AfGcHK (KAPITOLA 4.1) byl
»smesny“  krystal obsahujici oba stavy vrovnomérném zastoupeni. Pfi analyze
strukturnich motivl téchto stavl jsme tak ziskali dvé struktury, které byly ,,centrovany*
pies ion Zeleza hemu piirozené, a tim bylo umoznéno zobrazeni dvou struktur v jednom
nahledu. Nepfesnosti pii porovnani struktur v ptipadé publikace autorti Tarnawski a kol.
mohou byt jednim z moznych vysvétleni, pro¢ v naSem pifipadé pozorujeme vyrazné
vétsi  konformacni zménu pii strukturni analyze hemového senzoru AfGcHK.
Mechanismus pfenosu signalu ze senzorové (v obou piipadech dimerni senzorové
domény) na funkéni doménu je tak pravdépodobné podobny a v nasem piipadé¢ byly
pozorované zmény pouze signifikantnéjs$i. Aby byl vSak nas pohled zcela objektivni,
nesmime opomijet ani moZznost, ze mechanismus pfenosu signalu téchto dvou
kyslikovych senzort je skuteéné odlisSny a pravé rozdil ve strukturnich zménach tuto
moznost zcela nevylucuje. Zda dochdzi pii prenosu signalu ke strukturnim zménam
v senzorové doméné proteinu YddV, které pak nepfimo ovliviiuji aktivitu domény
funkéni, je proto nutné potvrdit daldimi studiemi. Udaje, které poskytuji krystalové
struktury publikace zroku 2015 [Tarnawski 2015], tedy nejsou v rozporu s nasimi
vysledky (KAPITOLA 4.3), zaroven je zatim nelze vyuzit k obecnéjSim zavértim.
Ukéazka ptedpokladaného obecného mechanismu pienosu signélu, ktery je spole¢ny pro
oba kyslikové senzory, AfGcHK a YddV, je uveden na obr. 7 (str. 32).

Studium bakteridlnich hemovych senzori (KAPITOLY 4.1-4.3) piinasi
hodnotné informace pro vyvoj novych antibiotik a napoméaha v boji proti bakterialni
rezistenci na jiZ existujici antibiotika, nebot’ prokaryotické senzory plynnych molekul
umoznuji patogennim bakteriim naptiklad ménit jejich stadium a virulenci a vytvaret
biofilmy (KAPITOLA 1, str. 11). Ackoli informace o té€chto proteinech jsou velmi
dilezité pro lidské zdravi, snaZime se nasi pozornost zaméfit také na eukaryotické
hemoproteiny, které maji na lidské zdravi a nemoci bezprostiednéjsi vliv. Vzhledem
ke snaz§i ptipravé bakteridlnich proteini a manipulaci s nimi bylo vhodné metody
studia senzorovych hemoproteinli (stanoveni enzymové aktivity, strukturni studie
pomoci HDX-MS a rentgenové krystalografie a dalsi) optimalizovat pravé na téchto

proteinech a ziskané znalosti poté aplikovat na proteiny eukaryotické. V ptipadé
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eukaryotickych proteinii vSak vétSinou piekondvame nejprve cetné problémy s jejich

izolaci, Cistotou a stabilitou.

pFijem
signalu

senzorova
doména

| W I
konformacni
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aktivace enzymové
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Obr. 7: Navrh obecného mechanismu mezidoménového pienosu signdlu hemovych
senzorii AfGcHK a YddV. Senzorova doména hemovych senzori AfGcHK a YddV
obsahuje hem, ktery je mistem detekce signalu. Po prijeti signalu senzorovou doménou
dochazi k takovym konformacnim zménam, prostrednictvim nichz se signal prendsi dal na
doménu funkcni. Funkcni doména ma enzymovou aktivitu, ktera se prijetim signalu
aktivuje (autofosforylace v pripadé AfGcHK nebo syntéza c-di-GMP v pripade YddV).
Vyznamnou roli pritom pravdépodobné hraje dimerizacni rozhrani senzorové domény
obou proteinii a pravé naruseni dimerizace senzorové domény vede k poskozeni prenosu

signalu.

3.2 EUKARYOTICKE SENZORY HEMU Bachl a HRI

Eukaryotické senzorové proteiny, které detekuji hem, jsou vedle
prokaryotickych hemovych senzorit plynnych molekul druhou velkou skupinou
hemoproteinti, které se predkladana disertacni prace vénuje. Jak jiz bylo uvedeno,
nez prace s bakteridlnimi proteiny. AvSak i1 témto proteiniim je potfeba vénovat
pozornost, aby nase znalosti o senzorovych hemoproteinech byly ucelené¢ a kompletni.

V ramci disertacni prace vznikl souhrnny ¢lanek (KAPITOLA 4.4), ktery se plné

soustedi na problematiku eukaryotickych senzorovych proteinli a dosud rozpoznanych
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mechanismil pfenosu signalu v t&chto sensorech. Clanek popisuje nejriiznéjsi senzory
hemu a piehledné shrnuje roli hemu jako aktivatoru ¢i inhibitoru enzymi. Nabizi vhled
také do zakladnich molekularnich mechanismii fungovéani hemu jako signalni molekuly,
ktery je zasadni pro pochopeni nové objevené role hemu ve fyziologickych a
patologickych procesech. Publikace vedle hemovych senzorti uvadi i n€které hemové
proteiny, ve kterych hem tvofii aktivni centrum. Z této skupiny hemoproteini jsou dobie
znamé naptiklad hemoglobin, cytochrom ¢ nebo cytochromy P450, nicméné publikace
popisuje proteiny s hemem v aktivnim centru, jejichz funkce se vyrazné lisi od téch,
které maji uvedené prototypické hemoproteiny (napt. syntéza hydrazinu nebo tvorba
N-N vazeb). V¢tsi ¢ast souhrnného ¢lanku je vSak vénovéna eukaryotickym senzorim
hemu.

Nékteré otazky tykajici se senzorii detekujicich hem ziistdvaji dosud nevyteSené.
Existuji napiiklad rozpory v diskuzich ohledné¢ pozorovani, ze u néekterych
hemoproteinti je jejich funkce regulovana redoxnim stavem hemového zeleza
[Carrica 2012, Motomura 2017], zatimco u jinych hemoproteini zména redoxniho stavu
Zeleza nestaci a pro spravnou regulaci jejich funkce je nutné interakce hemu s CO nebo
jinou dvouatomovou plynnou molekulou [Aono 2003]. Védeckd komunita v tomto
sméru neni jednotna, ve starSich publikacich byvaji Casto opomijeny a nespravné
diskutovany rozdily mezi zménami zptisobenymi vazbou CO a zménami vyvolanymi
riznym redoxnim stavem hemu. Podle naSich zji$téni nemiZe molekula CO interagovat
s proteinem, pokud protein neobsahuje ion kovu, a pokud je timto iontem kovu ion
Zeleza hemu, je nutné, aby byl v redukovaném stavu (KAPITOLA 4.4). VétSina senzort
oxidu uhelnatého jsou tudiZ proteiny, které zaroven detekuji hem, na ktery se CO vaze,
¢imz je zprostfedkovana modulace funkce daného proteinu. Na tomto misté je vSak
vhodné zminit také jednu publikaci, ktera popisuje interakci CO s volnymi ionty Zeleza,
nezavislou na hemu [Wang 2017]. Autofi této publikace predpokladaji, Ze volné ionty
zeleza jsou v roztoku pfipraveného proteinu vzdy pfitomné a podili se na interakci mezi
CO a molekulou proteinu, pfi¢emz se vSak nejednd o vazbu CO na ionty Zeleza
hemového. Takovy zavér je vSak ojedinély a da se proto predpokladat, ze se v tomto
piipadé ziejmé jednd o arteficialni vysledky, nebot’ dosud nebylo popsdno, ze by se
molekula CO vazala na protein jinak neZ skrze ionty kovu pfimo vazané ve struktuie
proteinu. Mnoho autort popisuje interakci CO s iontem Zeleza hemu, pficemz vazba CO
na hem reguluje aktivitu proteinu [Lukat-Rodgers 2010, Reinking 2005, Pardee 2009].

Jak jiz bylo zminéno, CO se vzdy vaZe na hemové Zelezo, které je ve stavu Fe!l
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[Boczkowski 2006, Motterlini 2010, Motterlini 2017]. Co ale neni uz tak jednoznacné,
je, zdali dochazi nejprve ke zméné redoxniho stavu Zeleza na Fe'' a az poté je CO
schopen se navazat, jak popisuje napt. publikace autorG Dioum a kol. [Dioum 2002],
nebo jestli se CO svou vazbou na hem nepodili na redukci zeleza [Sher 2012].

Kapitola 4.4 dale zmifluje také rizné motivy, které slouzi jako misto detekce
hemu. V mnoha senzorovych proteinech je to tzv. CP-motiv (oblast proteinu, ktera
obsahuje sekvenci Cys-Pro), na ktery se molekula hemu vaze. Vyznam prolinu
sousediciho vedle cysteinu je pravdépodobné sterickd regulace struktury proteinu
v blizkosti mista vazby hemu, kterd umoziuje vazbu hemu na cystein [Zhang 1995,
Omura 2005]. Nicméné ion Zeleza hemu interaguje v senzorovych proteinech i s jinymi
aminokyselinami, nez je cystein lokalizovany vedle prolinu. Hem se mtze vazat také na
cystein, ktery vSak nesousedi s prolinem [Tang 2003], nebo naptiklad na aminokyselinu
histidin [Lechardeur 2012].

V ramci zpracovavani této disertani prace jsme se vénovali zejména dvéma
zastupciim eukaryotickych senzort detekujicich hem, a to transkripénimu faktoru Bachl
a kinase HRI. Zikladni informace tykajici se funkce a vyznamu téchto dvou
senzorovych hemoproteintl jsou uvedeny v kapitole 1 (str. 14). Hlavnim dtivodem, pro¢
byly pro strukturné-funkéni studie vybrany pravé senzory HRI a Bachl, je jejich
nesporny vyznam v metabolismu hemu obecné. V pfipad€, ze dochazi k poruchdm
syntézy hemu (napf. anémie, protoporfyrie, talasémie), HRI detekuje nizkou
koncentraci hemu v retikulocytech, ¢imz dochéazi k jeho autofosforylaci a naslednému
prenosu fosfatu na elF2a. Fosforylace elF2a mé pak za nasledek ukonceni syntézy
globinu, coz vede k vyrovnani koncentrace globinu a hemu, a tak ke spravné syntéze
hemoglobinu [Chen 2007]. V ptipad¢ nadbytku volného hemu, zplsobi interakce hemu
s Bachl aktivaci transkripce nekterych proteind, které jsou spojovany s metabolismem
hemu. Konkrétné se jedna o hemoxygenasu 1, kterd volny hem degraduje, ferritin, jehoz
ulohou je skladovani volnych iontd zeleza, ferroportin, ktery napomaha exportu volného
Zeleza z buniky, a globin, ¢imz se opét vyrovnava pomér hemu a globinu [Igarashi 2014,
Igarashi 2017]. Bachl spolecné s HRI tak vyznamné zmirfiuji toxicitu volného hemu a
zn¢j uvolnéného volného iontu zeleza. Obr. 8§ (str. 35) ptehledné shrnuje ulohu
hemovych senzorit HRI a Bachl v metabolismu hemu. Je dilezité zduraznit, Ze ptestoze
se eukaryotické senzorové hemoproteiny ucastni mnoha dilezitych fyziologickych
funkci, jen madlo informaci je dosud zndmo o molekularnim mechanismu jejich

pusobeni.
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Obr. 8. Schéma ulohy senzorit HRI a Bachl v metabolismu hemu. Pri nadbytku hemu
neni kinasa HRI schopna fosforylace elF2o0 a nefosforylovany elF2a pak spousti syntézu
globinu. Globin vaze hem a vytvari hemoglobin. Pri vysoké koncentraci hemu v burice
zdaroven nedochdzi k tvorbé heterodimeru Bachl s MafK, a spousti se tak transkripce
genit pro hemoxygenasu 1 (HO-1) a apoferritin. HO-1 se ucastni degradace hemu a
uvolnéné ionty zeleza jsou vychytavany apoferritinem za vzniku ferritinu.

Optimalizaci exprese a purifikace studovanych eukaryotickych proteinii bylo
vénovano mnoho Usili a Casu, které ovSem nebyly vyvédzeny tak kvalitnimi vysledky
jako v ptipad¢ studia prokaryotickych hemovych senzori (KAPITOLY 4.1-4.3).
Protein Bachl se ale po prvotnich obtizich pii pfipravé vhodného plazmidu pro expresi
v bakterialnich buiikéach datilo izolovat v dostate¢ném mnoZstvi i Cistoté pro provedeni
nékolika rGznych experimenti. Byla napiiklad provedena analyza oligomernich stavli
proteinu Bachl pomoci analytické ultracentrifugace. Nami ziskana data ukazuji, ze
protein Bachl se vyskytuje v roztoku pfevazné ve formé dimeru, pfi¢emZ mald Cast
molekul proteinu zaujima formu monomeru ¢i tetrameru (obr. 9, str. 36). V ptipade
holo formy Bachl (forma, kterd obsahuje ve své struktufe vdzany hem) monomerni

struktury pfevladaji nad tetramernimi. Pro apo formu Bachl (bez vdzan¢ho hemu) je
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tomu naopak. Dillezitym poznatkem je to, ze sedimentacni koeficient pro holo formu
Bachl1 je vyssi nez pro apo formu, strukturni zmény proteinu Bachl vlivem vazby hemu
jsou tedy natolik vyznamné, ze se projevi zvySenim sedimentac¢niho koeficientu. Jednim
z vysvétleni mize byt zvySeni molekulové hmotnosti proteinu v disledku vazby hemu
(s Bachl totiz pravdépodobné interaguje vice nez jedna molekula hemu). Zména
v sedimenta¢nim koeficientu je vSak tak vyrazna, ze pravdépodobnéjSim vysvétlenim

bude vznik kompaktnéjsi struktury vlivem interakce shemem, ktera rychleji

sedimentuje.
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Obr. 9: Analyza oligomernich stavii proteinu Bachl pomoci analytické
ultracentrifugace. Vétsina molekul proteinu Bachl zaujimd formu dimeru, cast molekul
vytvari v roztoku monomery a cast tetramery. Pomér monomer:tetramer je vyssi, je-li
Bachl ve své holo formé, tj. s navazanym hemem. Sedimentacni koeficient apo formy

Bachl (bez hemu) je pritom o néco nizsi nez sedimentacni koeficient holo formy, coz

znaci vznik kompakinéjsi struktury viivem vazby hemu do struktury proteinu.

Vysledky spektroskopickych analyz proteinu Bachl publikované v minulych
letech nejsou jednoznacné a naptiklad v poctu molekul hemu, které se vazou na protein
Bachl, se autofi neshoduji [Igarashi 2014, Hira 2007, Ogawa 2001]. Né&které
spektroskopické studie ukazaly, ze Bachl obsahuje pro vazbu hemu dva typy vaznych
mist s riznou koordinaéni strukturou a ze se na ¢tyfi CP motivy na C-konci Bachl
vazou ¢tyfi molekuly hemu. Tyto vysledky vedly k zavéru, ze hem reguluje vazbou na

riznd mista v molekule Bachl dvé¢ odlisné aktivity tohoto transkripéniho faktoru - jeho
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vazbu na DNA a export z jadra [Hira 2007]. Jiné studie popisuji, ze Bachl interaguje
pouze s jednou molekulou hemu [Ogawa 2001]. Za Gcelem vysvétleni této diskrepance
jsme provedli spektroskopické titracni experimenty se zvySujici se koncentraci hemu v
roztocich proteinu Bachl. Nase detailni spektroskopicka analyza ukazala, Ze se na
protein Bachl vadzou pravé dvé molekuly hemu. Tento vysledek jsme ovétili také
pomoci metody atomové absorpcni spektrometrie, kterou jsme detekovali mnozstvi
zeleza, resp. iontu Zeleza, v preparatech proteinu Bachl.

Jako hlavni metoda studia molekularniho mechanismu ptsobeni a funkce
proteinu Bachl byla zvolena metoda HDX-MS, ktera je velmi vhodna ptesné pro takové
ucely, kdy chceme sledovat strukturni zmény proteini zplisobené vazbou hemu a
pfenosem signalu. Tato metoda byla jiz v nasi laboratofi uspé$né vyuzita ke sledovani
strukturnich zmén vyvolanych meziproteinovymi interakcemi a vazbou rtiznych ligandt
pfi studiu hemového senzoru AfGcHK (Stranava 2016a, KAPITOLA 4.1), a zdala se
proto byt vhodnd i pro analyzu konformacnich zmén transkripéniho faktoru Bachl.
V ramci experimentil pomoci metody HDX-MS jsme porovnavali dva stavy proteinu
Bachl, a to jeho holo formu (s navdzanou molekulou hemu) a apo formu (bez hemu).
Prvotni studie sice zatim neodhalila podminky vhodné pro pozorovéni strukturnich
zmén proteinu Bachl zplsobené vazbou hemu na protein, nicméné¢ nami ziskané
vysledky jsou ve shodé s obecnou strukturou proteinu Bachl (obr. 10, str. 38). Jeho dvé
funkéni domény (BTB a bZIP doména) jsou spiSe strukturované, coZ naznacuje fakt, Ze
vodikové atomy v téchto oblastech byly vyméiovany za atomy deuteria jen velmi
pomalu a postupné stupent deuterace rostl. Ostatni casti proteinu byly naopak
deuterovany asi z 60 % témér okamzité a stupenn deuterace se uz v ¢ase neménil. To
naznacuje, Ze vétSinu proteinu Bachl tvofi sekvence bez sekundarnich struktur, tedy
nestrukturované a molekulam rozpoustédla vice pfistupné oblasti. Pro sledovani
vyznamnéjSich strukturnich zmén v molekule proteinu Bachl bude pravdépodobné
potieba zapojit do studie také interakéniho partnera proteinu Bachl, transkripéni faktor
MafK, spolecné s DNA, na kterou se komplex Bachl-MafK vaze. Od dalSich
strukturnich studii Bachl (a MafK) pomoci HDX-MS jsme vSak byli nuceni upustit.
Pti¢inou bylo nedostatecné pokryti sekvence proteinu pii proteolytickém Stépeni, kdy
v sekvenci chybi zejména klicové oblasti obsahujici CP-motivy, na které se molekuly

hemu vézou (obr. 10, str. 38).

37



3. Komentdr a diskuze k souboru publikaci

obecna struktura proteinu Bach1l
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Obr. 10: Strukturni analyza proteinu Bachl pomoci metody HDX-MS. V horni casti
obrazku je schematicky zndzornéna obecnd struktura proteinu Bachl se zvyraznénymi
funkcnimi doménami — BTB doména a bZIP doména — a CP-motivy, na které se miize
vazat molekula hemu. Dvé domény Bachl vykazuji v pocatecnich casech reakce nizky
stupen deuterace (v obrdazku vyznaceno ovaly), jedna se tedy o oblasti strukturované.
Ostatni  cdsti  proteinu tvori vétsinou sekvence bez sekunddrnich struktur, tedy

nestrukturované a molekulam rozpoustédla vice pristupné oblasti.

Pro dal$i studie bylo potfeba pfipravit také interakéniho partnera Bachl,
transkripcni faktor MafK, ktery s Bachl vytvafi heterodimery. Protein MafK se ndm ale
nepodafilo izolovat ve form¢é FLAG-tag ani His-tag proteinu. Po dlouhodobych obtiZich
jsme piipravili MafK ve formé fuzniho proteinu s MBP. Pfi pokusu o odstépeni této
purifika¢ni (a stabiliza¢ni) znaCky se bohuZel samotny MafK staval nestabilnim a
precipitoval. Rozhodli jsme se tedy pracovat s fiznim proteinem MBP-MafK.
Problémem ale je, ze pfipraveny protein MBP-MafK jednak obsahoval velké mnozstvi
DNA, po jejimZ odstranéni DNasou protein degradoval, a jednak je purifika¢ni znacka
MBP mnohem vétsi (42,5 kDa) nez samotny MafK (17,5 kDa). Neni proto mozné pro
MBP-MafK ptedpokladat stejné vlastnosti a chovani jako pro samotny MafK.

Vysledky diskutované v predchozich odstavcich, ziskané pfi studiu strukturné-
funkénich vztahl transkripéniho faktoru Bachl nejsou sice zatim soucasti Zzadné

publikace, byly vSak prezentovany formou plakatovych sd€leni na dvou narodnich
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konferencich, TOXCON 2017 (Plzen, 21. — 23. 6. 2017) a XIX. Interdisciplinary
meeting of young life scientists (Milovy, 20. — 23. 5. 2019), a dvou mezinarodnich
konferencich, FEBS 2018 (Praha, 7. — 12. 7. 2018) a Paris Redox 2018 (Pariz, 25. —
26. 6. 2018).

Druhym modelovym eukaryotickym senzorem hemu, kterym se disertacni prace
zabyva, je HRI, ktery na zakladé mnozstvi hemu v buiice reguluje expresi proteinti
(KAPITOLA 1, str. 14). Tento protein byl rekombinantni expresi v bakteridlnich
bunkach piipraven v dostateném mnozstvi i1 Cistoté. Aby mohla byt optimalizovana
metoda stanoveni enzymové aktivity kinasy HRI, bylo potieba pfipravit také jeho
proteinovy substrat elF2a. Diky tomu pak mohla byt ovéfena schopnost hemu
fosforyla¢ni aktivitu HRI inhibovat. Enzymova aktivita HRI a jeji inhibice hemem byly
charakterizovany pomoci K, Vmax a ICso. Déle byl piipraven mutant proteinu HRI
G2028, ktery je spojovan s vyskytem rakoviny plic [Greenman 2007]. Zatim jsme vSak
vyznamnéj§i zmény v aktivité enzymu nebo v mife inhibice hemem nepozorovali.

V ramci analyzy inhibi¢nich vlastnosti hemu na aktivitu kinasy HRI jsme
testovali také dvé latky, oznaCované jako artesunat a MSU-39446, které inhibuji aktivitu
senzorovych kinas skrze interakci s hemem [Zheng 2017]. V pfipad¢ HRI, jehoz
fosforylacni aktivita je vazbou hemu inhibovéna (KAPITOLA 1, str. 14), bychom
ocekavali, ze interakce téchto latek s hemem zplisobi obnoveni aktivity HRI plivodné
potlacené pfitomnosti hemu. Sledovali jsme nejprve vliv inhibitorti artesunatu a
MSU-39446 na samotnou fosforylacni aktivitu HRI v prostfedi bez hemu, pfi¢emZ jsme
dospéli k zavéru, ze tyto latky sami o sob€ nejsou schopny enzymovou aktivitu HRI
ovlivnit a pro jejich spravné plsobeni je nutnd piitomnost hemu. BohuZzel se ndm ale
zatim nepodaftilo prokazat ani obnoveni aktivity HRI inhibované vazbou hemu pomoci
téchto dvou latek. Vedle méfeni enzymové aktivity kinasy HRI byly vSak provedeny
také spektroskopické studie, které ukazaly vyznamné zmény v UV-Vis spektrech
proteinu HRI v pfitomnosti danych inhibitord. Pfitomnost artesundtu ve smési HRI
s heminem (ve stavu Fe') zptisobila mirny posun absorpéniho maxima Soretova pasu.
Po redukci hemového Zeleza na Fe' dokonce doslo ke vzniku nového absorpéniho
maxima pfi 470 nm. Tyto zmény v absorpénich spektrech naznacuji, Ze skute¢né
dochazi k interakci mezi artesundtem a hemem vazanym v HRI, a to zeyména, pokud je
ion Zeleza hemu v redukovaném stavu Fe''. Vliv této interakce na enzymovou aktivitu
HRI se vSak zatim prokazat nepodafilo. Na piiprav€é publikace na toto téma se

intenzivné pracuje.

39



3. Komentdr a diskuze k souboru publikaci

Abychom lépe porozuméli procesu, kterym hem reguluje aktivitu proteint
Bachl a HRI, potfebujeme nejprve vysvétlit mechanismus, kterym se signal o
pritomnosti hemu pienese a jak ovlivni jejich funkci (vazbu na DNA, resp. fosforyla¢ni
aktivitu). Tyto vysledky by pak mohly piinést zdsadni informace i1 pro l1ékarské ucely,
nebot’ proteiny Bachl a HRI jsou bezesporu potenciadlnimi terapeutickymi cili v boji
proti chorobam spojenym s poruchami metabolismu hemu a oxida¢nim stresem. HRI se
navic pravdépodobné ucastni rozvoje rakoviny plic, a odhaleni strukturné-funkcnich
vztahl proteinu HRI by tak mohlo napomoci pfi rozvoji protinddorovych 1é¢iv. Nejprve
vSak bude nutné pochopit a objasnit strukturni zmény proteinti spojené s vazbou hemu
(pfijetim signalu) a naslednym pfenosem signalu a vysvétlit molekularni mechanismus
jejich ptisobeni. Nase znalosti o eukaryotickych senzorech se tak v nasi laboratofi
budeme snazit dal§imi analyzami rozsifit, a napomoci tak v pochopeni mechanismu
prenosu signdlu ve formé vazby hemu jako unikatni signdlni molekuly. Véfime, ze
stejn¢ jako v pripad¢ bakteridlnich hemovych senzori (KAPITOLY 4.1-4.3) pfinese i

studium eukaryotickych senzorti hemu zasadni vysledky.
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5. Zagvér

5. Zaveér

Predkladana disertatni prace veénovana studiu strukturné-funkénich vztahi
modelovych hemovych senzorovych proteinti si vzala na cil prostudovat vlastnosti dvou
prokaryotickych hemovych senzorti detekujicich kyslik (4fGcHK, YddV) a dvou
eukaryotickych senzort detekujicich hem (Bachl a HRI). Hlavnimi cili této prace bylo
popsat mezidoménovy prenos signalu u proteini AfGcHK a YddV a prostudovat vliv
ruznych koordina¢nich a redoxnich stavli hemového Zeleza na strukturni a kinetické
vlastnosti téchto proteinti. Cile disertacni prace byly naplnény, nejvyznamnéjsi vysledky

ziskané pfi zpracovani této prace jsou piehledné shrnuty v nasledujicich bodech.

prokaryotickych senzoru kysliku 4/GcHK a YddV lze shrnout nasledovné:

v" Pomoci rentgenové krystalografie byly odhaleny rozdily ve struktuie senzorové
domény kinasy AfGcHK pii redukci hemového Zzeleza, tj. pii prechodu z aktivni
formy proteinu na formu neaktivni (KAPITOLA 4.1).

v' Dal§i strukturni studie pomoci metody HDX-MS ukazaly rozdily v konformaci
kinasy AfGcHK v plnodélkovém stavu za riznych redoxnich a koordinacnich stavii
hemového Zeleza (KAPITOLA 4.1).

v' Oligomerizaé¢ni studie a analyza enzymové aktivity mutantnich forem proteinu
AfGcHK potvrdily vyznamny vliv dimeriza¢niho rozhrani na spravnou konformaci
senzorové domény a nasledné na aktivitu funkéni domény proteinu
(KAPITOLA 4.2).

v' Na zaklad¢ ziskanych vysledkli byl navrzen mechanismus mezidoménového
pfenosu signdlu u modelového hemového senzorového proteinu AfGcHK
(KAPITOLY 4.1 a4.2).

v' Kineticka analyza diguanylatcyklasové reakce katalyzované hemovym senzorem
YddV odhalila, ze redoxni stav hemového zeleza a vazba riznych ligandd na hem
v senzorové doméné ma vyrazny vliv na enzymovou aktivitu jeho funkéni domény
(KAPITOLA 4.3).

v' Vysledky strukturnich a kinetickych analyz modelovych hemovych senzoru
AfGcHK a YddV poukdzaly na nékteré spolecné a nékteré rozdilné rysy obou
hemoproteinti a na zakladé téchto poznatkli byl navrzen obecny mechanismus

pfenosu signalu hemovych senzorovych proteinit (KAPITOLY 4.1-4.3).
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5. Zagvér

Studium strukturné-funkénich vztahti eukaryotickych senzord hemu HRI a

Bachl pftineslo nésledujici vysledky:

v' Byly zavedeny a optimalizovany metody exprese a purifikace modelovych
eukaryotickych proteind.

v" Senzory hemu Bachl a HRI byly ptedbézné charakterizovany.

v' Oligomeriza¢ni studie potvrdily, Zze protein Bachl zaujima v roztoku prevazné
formu dimeru.

v’ Spektralni analyza odhalila, ze Bachl interaguje se dvéma molekulami hemu.

v Za pomoci metody HDX-MS byla potvrzena obecna struktura proteinu Bachl,
pfi¢emz dvé funkéni domény proteinu tvoii strukturované oblasti, avSak vétSina
molekuly proteinu Bachl jsou flexibilni a molekulam rozpoustédla vice piistupné
oblasti.

v Byla provedena pilotni enzymova charakterizace kinasy HRI pro ucely dalSich
experimentd.

v Cast disertadni prace byla vénovéana rozsahlé souhrnné publikaci, ktera se zabyva

eukaryotickymi hemovymi senzory a piehledné shrnuje nové objevenou roli hemu

jako signalni molekuly (KAPITOLA 4.4).
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