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Abstrakt 

 

Hemové senzorové proteíny, ktoré detekujú plynné molekuly tvoria skupinu proteínov 

prítomných v signálnych dráhach baktérií. Precízna regulácia fyziologických funkcií ako 

medzibunková komunikácia či produkcia biofilmu je zásadná pre prežitie baktérií a ich 

adaptáciu na okolité podmienky. Hemové senzorové proteíny detekujú koncentráciu plynných 

molekúl v okolitom prostredí senzorovou doménou (ktorá obsahuje molekulu hemu ako vlastné 

detekčné miesto) a prenášajú signál na funkčnú doménu, ktorá pomáha riadiť adaptáciu 

fyziologických procesov. Tieto procesy často patogénneho prejavu prispievajú k rozšírenej 

rezistencií baktérii voči antibiotikám. Hemové senzorové proteíny sa javia ako nový 

terapeutický objekt v antimikrobiálnej liečbe. Za účelom realizácie tohto typu terapie je najskôr 

nutné pochopiť presný mechanizmus intramolekulárneho prenosu signálu hemovými 

senzorovými proteínmi. Jeden z prístupov ako odhaliť tieto mechanizmy je štúdium 

modelových signálnych proteínov. Táto diplomová práca je zameraná na výskum prenosu 

signálu dvoma modelovými hemoproteínmi s globínovou štruktúrou senzorovej domény, ktoré 

detekujú kyslík. 
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Abstract 

 

Heme-based gas sensing proteins belong to a group of proteins that are present in 

signalling pathways of bacteria. A precise regulation of physiological functions, such as 

intercellular communication or biofilm production, is essential for the survival of these bacteria 

and their adaptation to the changing surrounding conditions. Heme-based gas sensors are able 

to detect the concentration of gas molecules in the local environment via their sensory domain 

(which contains a heme molecule as the intrinsic detection site) and transmit the signal to 

the functional domain helping to regulate the adaptation of many processes. These, often 

pathogenic, processes contribute to extended resistance of bacteria against antibiotics. Heme-

based sensors are thus potentially a new therapeutic object of interest in antimicrobial treatment. 

In order to provide this type of treatment, it is crucial to understand the exact mechanism of 

intramolecular signal transduction facilitated by heme-based sensors. One of the approaches to 

unravel these mechanisms is further study of model sensory proteins. This thesis focuses on the 

analysis of a signal transduction performed by two model globin-coupled heme-based oxygen 

sensors. 
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Zoznam skratiek a symbolov 

 

AfGcHK    histidínkináza s globínovou štruktúrou senzorovej domény  

z baktérie Anaeromyxobacter sp., kmeň Fw 109-5   

ATP        adenozíntrifosfát  

BIS         N,N-methylen-bis-akrylamid   

CA        ATP-viažúca katalytická doména  

cAMP     cyklický adenozínmonofosfát 

cGMP     cyklický guanozínmonofosfát 

c-di-GMP    cyklický bis-(3’,5’)-guanozínmonofosfát 

CooA  transkripčný faktor baktérie Rhodospirillum rubrum, ktorý 

reguluje génovú expresiu v závislosti na koncentrácii oxidu 

uhoľnatého 

csgBAC operón kódujúci gény štruktúrnych komponentov adhezívnych 

faktorov 

CsgD transkripčný faktor regulujúci expresiu operonu csgBAC 

DegS histidínkináza dvojzložkového systému baktérie Bacillus 

subtilis, ktorá fosforyláciou aktivuje RR proteín DegU 

zodpovedný za reguláciu génovej expresie 

DegU RR proteín baktérie Bacillus subtilis, ktorý reguluje expresiu 

génov v kooperácii s histidínkinázou DegS 

DevR (DosR)     RR proteín, ktorý reguluje génovú expresiu v závislosti na 

prítomnosti kyslíku v baktérii Mycobacterium tuberculosis spolu 

s DosS (resp. DosT)     

DGC         diguanylátcykláza 

DHp        dimerizačná a histidín fosfotransferová doména  

di-GMP   bis-(3’,5’)-guanozínmonofosfát 
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dNTP    deoxyribonukleotidtrifosfát 

DosS      proteín s histidínkinázovou doménou, jej aktivita je riadená na 

základe detekcie koncentrácie kyslíku, oxidu uhoľnatého a oxidu 

dusnatého prostredníctvom GAF domény v baktérii 

Mycobacterium tuberculosis 

DosT      proteín detekujúci kyslík GAF doménou, ktorý má 

histidínkinázovú aktivitu a ovplyvňuje aktivitu RR proteínu 

a transkripčného faktoru DevR  

E. coli      Escherichia coli  

EcDOS     fosfodiesteráza baktérie Escherichia coli degradujúca cyklický 

bis-(3’,5’)-guanozínmonofosfát v závislosti na kyslíku 

detekovanom PAS doménou  

EDTA        ethyléndiamíntetraoctová kyselina  

EnvZ     osmotický senzor baktérie Escherichia coli s histidínkinázovou 

aktivitou 

FAD       flavínadeníndinukleotid  

EAL doména nazvaná podľa sekvencie aminokyselín E, A, L, ktorá 

riadi degradáciu c-di-GMP na lineárnu formu di-GMP 

ESI     ionizácia elektrosprejom 

FliM, FliY  proteíny tvoriace štruktúru bakteriálneho bičíka  

FixJ     RR proteín a transkripčný faktor baktérie Sinorhizobium meliloti 

FixL     proteín detekujúci kyslík s histidínkinázovou aktivitou baktérie 

Sinorhizobium meliloti, ktorý reguluje expresiu génov 

zodpovedných za fixáciu dusíku prostredníctvom RR proteínu 

FixJ 

FMN       flavínmononukleotid   

FT-ICR    iónová cyklotrónová rezonancia s Fourierovou transformáciou 
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GAF     akroným štruktúrneho motívu senzorovej domény 

hemoproteínov odvodený z anglických názvov proteínov, 

v ktorých bol motív objavený: ,,cGMP-specific 

phospodiesterases“, ,,Anabaena adenyl cyclases“ a ,,E. coli 

formate hydrogenlyase transcriptional activator“ 

GcGCS globínový senzor baktérie Geobacter sulfurreducens 

GTP guanozíntrifosfát 

HemAT   aerotaktický transduktor obsahujúci hem ako senzorové miesto 

globínovej domény, objavený v baktérii Halobacterium 

salinarum a Bacillus subtilis  

HDX-MS  vodík-deutériová výmena s hmotnostne-spektrometrickou 

analýzou 

HD-GYP doména nazvaná podľa dvoch aminokyselinových segmentov: 

HD a GYP, ktorá riadi degradáciu c-di-GMP na dve molekuly 

GMP 

HK     histidínkináza 

HNOX  štruktúrny motív hemovej senzorovej domény, ktorá detekuje 

oxid dusnatý a kyslík regulujúc guanylátcyklázovú aktivitu 

HPLC     vysokoúčinná kvapalinová chromatografia 

CheA    histidínkináza ovplyvňujúca pohyb bičíku prostredníctvom RR 

proteínu CheB  

CheB       RR proteín ovplyvňujúci smer rotačného pohybu bičíku baktérií    

CheC (CheX)  fosfatázy riadiace ukončenie stimulácie pohybu bakteriálneho 

bičíku defosforyláciou RR proteínu CheY 

CheY  RR proteín, ktorý riadi pohyb bakteriálneho bičíku po 

fosforylácii kinázou 

CheZ  chemotaktická fosfatáza RR proteínov zodpovedných za pohyb 

bičíku baktérií 
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IPTG       isopropyl β-D-1-thiogalaktopyranosid  

LB medium       Luria Broth médium  

LC-MS  kvapalinová chromatografia s hmotnostne-spektrometrickou 

detekciou 

MBP     maltózu viažúci proteín 

MCP       chemotaktický proteín prijímajúci methylovú skupinu  

NarL     RR proteín baktérie Escherichia coli, ktorý sa prostredníctvom 

regulácie génovej expresie podieľa na metabolizme dusičnanov  

NarX     senzorový proteín, ktorý reguluje RR proteín NarL 

NMR     nukleárna magnetická rezonancia 

OmpC     porín C vonkajšej membrány baktérie Escherichia coli 

OmpF     porín F vonkajšej membrány baktérie Escherichia coli 

OmpR     RR protein regulujúci expresiu génov baktérie Escherichia coli 

na základe osmolarity okolitého prostredia  

P-AfGcHK      fosforylovaná forma proteínu AfGcHK  

PAS     akroným štruktúrneho motívu senzorovej domény 

hemoproteínov odvodený z anglických názvov proteínov, 

v ktorých bol motív objavený: ,,Drosophila period clock      

protein“, ,,vertebrate aryl hydrocarbon receptor nuclear 

translocator“ a ,,Drosophila single minded protein“  

PDE        fosfodiesteráza  

P-miesto primárne inhibičné miesto diguanylátcyklázovej domény 

proteínu YddV 

PMSF        fenylmethansulfonyl fluorid  

QS medzibunkový komunikačný systém baktérii sprostredkovaný 

malými molekulami 
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REC  doména RR proteínu prijímajúca fosfátový zvyšok ako signál 

z nadradenej histidínkinázy 

RPM       počet otáčok za minútu  

RR proteín      proteín regulujúci odpoveď   

SDS         dodecylsulfát sodný  

SDS-PAGE    diskontinuálna elektroforéza na polyakrylamidovom géli 

v prítomnosti dodecylsulfátu sodného 

SDS-PAGE-Phos-tag   diskontinuálna elektroforéza na polyakrylamidovom géli 

s obsahom látky Phos-tag v prítomnosti dodecylsulfátu sodného 

Spo0E     RR proteín, podieľajúci sa na expresií sporulačných génov v 

baktérii Bacillus subtilis  

TB medium       Terrific Broth médium  

TCS     dvojzložkový signálny systém baktérií 

TEMED        N, N, N‘, N‘-tetramethylethyléndiimín  

Tm    teplota hybridizácie „primerov“ s templátom DNA 

Tris         tris(hydroxymethyl)aminomethan  

Y15 tyrozín 15 v pozícii helixu H1 globínovej domény proteínu 

AfGcHK 

YddV     diguanylátcykláza s globínovou štruktúrou senzorovej domény 

z baktérie Escherichia coli  
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1 Teoretický úvod 

1.1 Hemové senzorové proteíny 

Posledných 20 rokov výskum hemových senzorových proteínov ukazuje, že sa jedná 

o vysoko variabilnú rodinu proteínov, ktoré možno objaviť na všetkých úrovniach života na 

Zemi.1,2 Schopnosť citlivo detekovať zmeny v okolitom prostredí a adekvátne na ne reagovať 

je nevyhnutná pre reguláciu fyziologických funkcií ako aj pre zachovanie života samotného. 

Hemové senzorové proteíny sú skupina proteínov, ktoré buďto obsahujú komplex hemu, ktorý 

zohráva kľúčovú úlohu v detekcii plynných molekúl ako O2, CO či NO alebo detekujú samotný 

hem.3 Sú nerozlučne spojené s množstvom fyziologických procesov a zohrávajú nezastúpiteľnú 

úlohu v adaptačných mechanizmoch riadiacich odpoveď na zmenu extra- a intracelulárnych 

podmienok. Hlavné procesy, ktorých riadenia sa zúčastňujú sú napríklad medzibunková 

komunikácia, virulencia, chemotaxia, produkcia biofilmu, motilita, regulácia symbiózy a 

latentných štádii života alebo regulácia cirkadiálneho rytmu.1,4 Produkcia biofilmu je základný 

obranný mechanizmus baktérií proti antibiotickej liečbe a imunitnej odpovedi hostiteľa.5 Aj 

preto môžu hemové senzorové proteíny slúžiť ako nové cieľové objekty antibakteriálnej liečby 

prostredníctvom malých syntetických molekúl. Tieto molekuly môžu agonisticky alebo 

inhibične pôsobiť na senzorové proteíny a tak regulovať adaptačné mechanizmy nimi riadených 

procesov.1 V súčasnosti je dôležité čo najpodrobnejšie objasniť mechanizmus transdukcie 

signálu prostredníctvom jednotlivých proteínov či proteínových komplexov a poodhaliť tak 

konkrétne cieľové objekty pre liekovú terapiu a supresiu bakteriálnej patogenity. 2 

Hemové senzorové proteíny delíme na dve podskupiny: senzorové proteíny, ktoré 

detekujú plynné molekuly a senzorové proteíny, ktoré detekujú samotnú moleukulu hem. 

Obidve podskupiny vykazujú analogický štruktúrny základ v podobe dvoch domén: senzorovej 

a funkčnej domény, ktoré sú vzájomne prepojené.2 Signálna či senzorová doména viaže hem 

buďto reverzibilne v prípade senzorových proteínov detekujúcich hem, alebo ireverzibilne 

u senzorových proteínov detekujúcich plynné molekuly.2 Senzorová doména má za úlohu 

detekovať signálnu molekulu z okolitého prostredia, ktorou je hem alebo plynné molekuly. 

Detekcia signálu spôsobuje konformačnú zmenu senzorovej domény proteínu a tým vyvoláva 

sekundárny signál v podobe štruktúrnej zmeny funkčnej domény, ktorá sa vo väčšine prípadov 

vyznačuje enzýmovou aktivitou.6 Vďaka tomuto špecifickému signálne-funkčnému 

mechanizmu plnia obidve podskupiny hemových senzorových proteínov dôležité regulačné 
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funkcie a sú súčasťou signálnych kaskád adaptačných mechanizmov na zmeny 

extracelulárnych a intracelulárnych podmienok.2,3 

1.1.2 Hemové senzorové proteíny, ktoré detekujú plynné molekuly 

Hemové senzorové proteíny detekujúce plynné molekuly pevne viažu hem ako kofaktor 

prostredníctvom N-koncovej senzorovej domény. Hem tvorí súčasť aktívneho centra senzoru 

pre detekciu plynných molekúl O2, CO či NO.4 Funkčná doména je lokalizovaná na C-konci 

proteínu a vykonáva rozličné enzýmové funkcie, napríklad esterázovú, histidínkinázovú, 

diguanylátcyklázovú, fosfodiesterázovú alebo je schopná väzby na iné proteíny či DNA ako 

regulátor transkripcie.1,2 Hemoproteíny detekujúce plyny sú prítomné najmä v bakteriálnej ríši 

a vďaka schopnosti detekovať plynné molekuly sprostredkúvajú reguláciu mnohých 

fyziologických a patologických procesov, v závislosti na aktuálnej koncentrácii plynných 

molekúl v okolitom prostredí.3 V súčasnosti poznáme päť základných typov domén, ktoré viažu 

hem: PAS doména (detekcia O2), GAF doména (detekcia O2), senzorová doména s globínovou 

konformáciou (detekcia O2), H-NOX doména (detekcia NO) a CooA doména (detekcia CO).7 

1.1.3 Senzorové hemoproteíny detekujúce O2 

Molekula O2 je jedna z najdôležitejších plynných molekúl z hľadiska bunkového 

metabolizmu eukaryot i prokaryot. Schopnosť eukaryotického aeróbneho metabolizmu, vznik 

reaktívnych foriem kyslíka či schopnosť alebo neschopnosť prežitia eukaryot i prokaryot je 

striktne determinovaná koncentráciou O2 v ich životnom prostredí.8 Nevyhnutnosť O2 pre 

aeróbne žijúce organizmy, no i jeho toxicita pre baktérie žijúce v anaeróbnom prostredí úzko 

súvisí so signálnymi dráhami baktérií, na ktorých príklade bol doposiaľ najlepšie popísaný 

mechanizmus funkcie hemových senzorových proteínov detekujúcich plyny. Senzorové 

domény schopné interakcie s O2 delíme podľa konformácie na 3 základné typy: tzv. PAS 

doména, GAF doména a doména s globínovou štruktúrou.3,4  

1.1.4 Senzorové hemoproteíny s PAS senzorovou doménou 

Akronym PAS doména bol odvodený z anglických názvov proteínov, v ktorých bol 

tento motív objavený: „Drosophila period clock protein“, „vertebrate aryl hydrocarbon receptor 

nuclear translocator“ a „Drosophila single minded protein“. PAS doména bola identifikovaná 

v proteínoch u baktérií, archeí, ale i eukaryot.8 Je prispôsobená na detekciu rozmanitých 

fyzikálnych a chemických stimulov ako sú rozličné metabolity, divalentné íony, samotný hem 

či flavínové nukleotidy FAD a FMN, mastné kyseliny, kyselina 4-hydroxyškoricová, ale aj 

elektromagnetické žiarenie či zmena redoxného potenciálu.8,9 Pozostáva z približne 100 až 120 
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aminokyselín a doposiaľ bola objavená v spojení so širokým spektrom efektorových domén 

enzýmovej i neenzýmovej funkcie.9,10 Obvyklým partnerom z hľadiska efektorovej domény je 

kinázová doména a toto spojenie dáva za vznik mnohým senzorovým histidínkinázam 

v prokaryotických dvojzložkových signálnych systémoch.10 Z neenzýmových funkcií je pre 

PAS doménu najtypickejšie sprostredkovanie interakcie proteín-proteín. Základ štruktúry PAS 

domény je zloženie z piatich antiparalelných reťazcov tvoriacich centrálne umiestnený β-

skladaný list a niekoľko α-helixov lemujúcich toto centrum usporiadania, ktoré nápadne 

pripomína tvar košíku na ovocie.3,10 Typickým zástupcom a vôbec prvým objaveným 

senzorovým enzýmom detekujúcim plyny je histidínkináza FixL, ktorá je súčasťou 

bakteriálneho dvojzložkového signalizačného systému.11 Ďalším významným zástupcom je 

fosfodiesteráza EcDOS baktérie E.coli, ktorá premieňa cyklický bis-(3’,5’)-

guanozínmonofosfát (c-di-GMP), druhého posla prítomného výhradne v baktériách, na lineárnu 

formu di-GMP.2,3 

1.1.5 Senzorové hemoproteíny s GAF senzorovou doménou 

 V roku 1997 bol v sekvencii proteínových rodín cGMP dependentných fosfodiesteráz, 

Anabaena adenylátcykláz a E.coli transkripčného faktoru FhlA identifikovaný nový 

homologický motív, známy pod akronýmom GAF doména.12,13 Podobne ako PAS doménu aj 

GAF doménu možno nájsť naprieč rôznorodým spektrom eukaryot, baktérii a prokaryot. 

Podobnosť medzi proteínmi obsahujúcimi PAS a GAF doménu je signifikantná. Napriek ich 

vysokej štruktúrnej a funkčnej diverzite, a rozdielnej aminokyselinovej sekvencii existuje 

niekoľko charakteristík, ktoré zdieľajú obe proteínové rodiny pravdepodobne na evolučnom 

základe.13 GAF doména sa štruktúrnou topológiou a miestom väzby detekovaných signálov 

podobá PAS doméne základom v podobe piatich reťazcov tvoriacich antiparalelný β-skladaný 

list, ktorý dotvárajú štyri α-helixy.3  

 Z funkčného hľadiska je GAF doména prítomná hlavne v rodine fytochrómov, 

ktoré detekujú a prenášajú svetelný signál ako fotosenzibilné proteíny v rastlinách a 

cyanobaktériách.12 Nemenej dôležité je zastúpenie GAF domén v senzorových proteínoch 

dvojzložkových bakteriálnych systémov, detekujúcich O2, cAMP, flavínové nukleotidy alebo 

vyššie spomenuté cGMP. Fosfodiesterázy s GAF doménou regulujúce koncentráciu druhých 

poslov cAMP a cGMP sú zastúpené v signálnych kaskádach asociovaných s patogenitou 

baktérii, ale aj s dysfunkciou fosfodiesterázami riadených procesov na bunkovej a systémovej 

úrovni u človeka.13,14 Na základe týchto skutočností sú fosfodiesterázy ideálnym a v súčasnosti 

využívaným objektom liekovej terapie. Príkladom je liečba erektilnej dysfunkcie mužov, ktorá 
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je cielená na fosfodiesterázu PDE5 liekovými prípravkami komerčne nazývanými Viagra, Cialis 

alebo Levitra.14 Na bakteriálnej úrovni sú príkladom O2-citlivé histidínkinázy DosS a DosT 

z baktérie Mycobacterium tuberculosis. Obe sú súčasťou dvojzložkového signálneho systému, 

kde po disociácii O2 dochádza k stimulácii kinázovej aktivity a prenosu signálu na pridružený 

proteín nazývaný regulátor odpovedi alebo RR proteín (z anglického „response regulator“ 

protein), konkrétne DosR.3,15 Fosforylovaná forma DosR sa viaže na špecifické miesta DNA 

a ovplyvňuje expresiu génov zodpovedných za prechod Mycobacterium tuberculosis do 

latentného štádia života, podmieňujúceho patogenitu tejto baktérie.15 

1.1.6 Senzorové hemoproteíny s globínovou štruktúrou senzorovej domény  

Senzorové hemoproteiny s globínovou štruktúrou senzorovej domény sú skupina α-

helikálnych proteínov s vysokou afinitou k O2. V rozmanitom zastúpení sa globínový motív 

vyskytuje naprieč ríšou eukaryot, prokaryot i archeí.16,17 Napriek odlišnej funkcií zdieľajú 

spoločného genetického predchodcu a štruktúrny základ s hemoglobínom a myoglobínom.18 

Štruktúra globínovej domény pozostáva z ôsmych α-helixov s označením A až H.17 Existujú 

globíny tzv. myoglobínového typu, globínové senzory a skrátené globíny (z anglického 

„truncated globins“).18 Globínové senzory na rozdiel od hemoglobínu a myoglobínu 

neobsahujú D-helix a časti helixu E, táto konformácia sa označuje ako 3/3 α-helikálne zbalenie. 

Ďalším usporiadaním globínových senzorov je výrazne skrátená forma nazývaná 2/2 α-

helikálne zbalenie.18  

Špecifickým znakom globínových senzorov v porovnaní s PAS a GAF doménou je 

väzba jediného kofaktoru, ktorým je hem.17 Hem je umiestnený v hydrofóbnom jadre globínu, 

pentakoordinovaný, proximálne aminokyselinou histidín helixu F.17,19 Ďalšou výrazne odlišnou 

črtou oproti senzorom s GAF a PAS doménou je výsledok interakcie s O2 a stabilizácia tejto 

väzby. S výnimkou EcDOS väčšina známych GAF a PAS senzorov zvyšuje svoju katalytickú 

aktivitu disociáciou O2 z komplexu hemu v stave iónu železa Fe2+. Naopak komplex Fe2+-O2 

v prípade globínových senzorov výrazne zvyšuje aktivitu funkčnej enzýmovej domény.3 Tieto 

fakty naznačujú, že globínové senzory slúžia na detekciu stopových koncentrácii kyslíku 

v anaeróbnom prostredí zatiaľčo PAS a GAF senzory detekujú pokles koncentrácie kyslíku 

v aeróbnom prostredí baktérií.6 Stabilizácia komplexu Fe2+-O2  je zabezpečená z distálnej 

strany hemu aminokyselinou tyrozín v pozícii 10 helixu B v kontraste s PAS doménou, kde je 

táto väzba stabilizovaná aminokyselinou arginín.3  

Prvým objaveným globínovým senzorom, ktorého globínová doména bola štruktúrne 

charakterizovaná je HemAT z archaebaktérie Halobacterium sallinarum (HemAT-Hs) 
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a v pôde žijúcej grampozitívnej baktérie Bacillus subtilis (HemAT-Bs).4,20 Práve výskum 

HemAT prvýkrát poukázal na podstatu stabilizácie Fe2+-O2 komplexu prostredníctvom 

aminokyseliny tyrozín 70 v pozícii 10 helixu B, ktorý zároveň inhibuje autooxidáciu hemu.21 

HemAT je senzor s tzv. MCP (z anglického „methyl-accepting chemotaxis protein“) 

efektorovou doménou a umožňuje pohyb archaebaktérií a baktérií pozdĺž gradientu O2.
3 Tento 

typ funkčnej domény spolu s diguanylátcyklázovou GGDEF doménou a histidínkinázovou 

doménou prevládajú najviac spomedzi širokého spektra funkčných domén globínových 

senzorov.19,22 Z hľadiska patogenity baktérií je možno považovať za  jednu z najvýznamnejších 

diguanylátcyklázovú funkčnú doménu (DGC).5 DGC je zodpovedná za syntézu c-di-GMP, 

príkladom je kyslíkový globínový senzor YddV. c-di-GMP je bakteriálny druhý posol 

regulujúci produkciu biofilmu v závislosti na ligandom (O2) riadenom stimule senzorovej 

domény.5 Ligandom riadená aktivácia/deaktivácia globínových senzorov je v súčasnosti  

pomerne dobre preštudovaná avšak komplexný obraz o mechanizme transdukcie signálu zo 

senzorovej na funkčnú doménu bol donedávna nejasný. Až v roku 2017 boli prvýkrát objasnené 

štruktúrne zmeny vyplývajúce z ligandom riadeného dvojzložkového signalizačného systému 

(z anglického „two component signal transduction system“ alebo TCS) plnodĺžkového 

globínového senzorového hemoproteínu, histidínkinázy AfGcHK.23 

1.2 Dvojzložkový signálny systém  

Signálne systémy hrajú kľúčovú úlohu v riadení procesov na základe zmeny intra- 

a extracelulárnych podmienok u všetkých organizmov. Schopnosť zaznamenať tieto zmeny 

a adekvátne sa im prispôsobiť podmieňuje prežitie a dáva organizmom z evolučného hľadiska 

neoceniteľnú výhodu. TCS boli pôvodne objavené u baktérií až v 864 z 899 kompletne 

„osekvenovaných“ bakteriálnych genómov.24 Časom bola odhalená ich prítomnosť u približne 

50 % archeí a tiež sú kódované v približne 30 % eukaryotických genómov.24 Výskyt TCS 

u eukaryot je obmedzený takmer výhradne na nižšie eukaryotické organizmy pričom genetický 

zápis vyšších úrovní, živočíchov a človeka TCS neobsahuje.25 Od ich objavu sú TCS úzko 

spájané s riadením virulentných procesov baktérií a vďaka ich absencii u človeka sú 

považované za novú možnosť cielenia terapeutík ďalších generácií.26 

Ako naznačuje názov, TCS sa skladá z dvoch komponentov. Základom štandardného 

TCS je extracelulárne orientovaná senzorová doména spojená s intracelulárne orientovanou 

dimerizovanou histidínkinázou (HK) tvoriac prvý komponent.27 Katalytické jadro HK je často 

označované ako prevodová doména, ktorá prevádza signál na druhý komponent.25 Prevodová 

doména HK je tvorená ATP-viažúcou katalytickou doménou CA a dimerizačnou a histidín 
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fosfotransferovou doménou DHp.28 Druhá zložka zvyčajne obsahuje dva typy domén: signál 

prijímajúcu REC doménu (z anglického „receiver“ domain) a efektorovú regulačnú doménu, 

ktoré spolu tvoria tzv. odpoveď regulujúci proteín (RR protein z anglického „response 

regulator“).24,25,27,28 Majorita regulačných domén RR proteínov sa buďto viaže na DNA 

a reguluje génovú expresiu, sprostredkúva odpoveď na pôvodný signál interakciou proteín-

ligand, proteín-proteín alebo enzymaticky.28,29 V približne 17 % prípadoch je RR proteín 

prokaryot tvorený osamotenou REC doménou bez regulačnej domény. REC doména potom 

slúži ako senzor aj efektor zároveň.25,28   

Mechanizmus prenosu signálu TCS je pomyselne rozdelený na 4 fázy: detekcia signálu, 

aktivácia kinázy, fosfotransfer a tvorba odpovedi na signál.25 Signál z extracelulárneho 

prostredia je zachytený senzorovou doménou, ktorá stimuluje aktivitu intracelulárnej HK. 

Stimulovaná HK v prítomnosti ATP katalyzuje trans-autofosforylačnú reakciu 

konzervovaného histidínového zvyšku HK γ-fosfátom ATP.27,29 Fosfát je z histidínu HK 

prenesený na konzervovaný aspartát REC domény RR proteínu.29 Na transfere fosfátu sa 

podieľa primárne  fosforylovaná HK, ale zrejme aj REC doména RR proteínu, ktorá sa 

vyznačuje autofosforylačnou a autofosfatázovou aktivitou. Miera participácie 

autofosforylačnej aktivity REC domény na fosfotransfere nie je jednoznačne charakterizovaná, 

ale kladne podporená experimentami s malými energeticky bohatými donormi fosfátu ako sú 

fosforamidát, acetylfosfát, karbamylfosfát a fosfoimidazol.28,30 Väzba REC domény na 

efektorový cieľ často stabilizuje jej aktívnu konformáciu a urýchľuje fosfotransfer 

z nízkomolekulárnych donorov fosfátu. Príkladom je väzba RR proteínu OmpR na regulačné 

oblasti génov ompF, ompC pre poríny u E.coli alebo RR proteínu CheY na FliM komponent 

bičíkového motora.28,31,32 Naopak interakcia s prípadnou efektorovou regulačnou doménou 

môže stabilizovať inaktívnu konformáciu REC domény.28 V prítomnosti nízkomolekulárnych 

donorov fosfátu sa REC značne autofosforyluje, ikeď nutno podotknúť, že rád reakcie je 

výrazne nižší než u fosforylácie sprostredkovanej HK.28 Fosforylácia RR proteínu podmieňuje 

finálnu odpoveď na prvotný stimul. Typ odpovedi sa líši v závislosti na konkrétnom RR 

proteíne. V súčasnosti je zaznamenaných približne 80 000 RR proteínov rozsiahlej funkčnej 

diverzity.25 RR proteíny možno rozdeliť na päť základných typov: DNA-väzbové (63 %), RNA-

väzbové (1 %), proteín-väzbové (3 %), enzýmovo aktívne (13 %), RR proteíny so samostatnou 

REC doménou (17 %) a ostatné (3 %).25 Zaujímavá vlastnosť mnohých RR proteínov je ich 

predispozícia dimerizovať formou homo- či heterodiméru. Ako bolo preukázané u viacerých 

proteínov, fosforylácia RR proteínu spôsobuje konformačnú zmenu, ktorá často indukuje 

dimerizáciu REC domény alebo kompletného RR proteínu tvoriac tak jeho aktívne 
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usporiadanie.33 Zvyčajne sa zmena štruktúrneho usporiadania vzťahuje na motív α4-β5-α5, 

ktorý sa podieľa na dimerizačnom rozhraní. Nie je však pravidlom, že fosforylácia RR nutne 

spôsobuje dimerizáciu preto nie je možné tento mechanizmus aktivácie REC domény 

považovať za všeobecnú vlastnosť TCS.25,33  

Predpokladá sa, že RR proteíny nie sú striktne v aktívnej alebo inaktívnej forme, ale 

panuje medzi nimi určitá miera rovnováhy.28 Inaktivácia TCS prebieha prostredníctvom 

defosforylácie RR proteínu vedúcej k nakloneniu rovnováhy vzhľadom k inaktívnej forme 

proteínu. Spôsob defosforylácie a jeho mechanizmus je rôznorodý odlišujúc sa od proteínu 

k proteínu. Jednou z možností je defosforylácia riadená samotným RR proteínom 

s autofosfatázovou aktivitou. Druhý variant spočíva v pôsobení prídavných fosfatáz, ktoré sa 

delia na štyri skupiny: CheZ, CheC/CheX/FliY, Spo0E a Rap.34 Tretím spôsobom, ktorý nebol 

jednoznačne potvrdený ani vyvrátený je defosforylácia pomocou samotnej HK riadiacej 

prioritne fosforyláciu. Táto teória bola potvrdená v prípade jedného HK-RR páru v E.coli 

EnvZ-OmpR in vitro pri vyšších koncentráciach HK.35 Podobný trend bol pozorovaný 

v ďalších prípadoch typu FixL-FixJ Rhizobium meliloti, NarX-NarL v E.coli  alebo u DegS-

DegU systému Bacillus subtilis ale zostáva otázkou nakoľko je proces defosforylácie riadený 

samotnou HK alebo je v procese inaktivácie relevantná iba jej alosterická funkcia.36–39 

Objav antibiotík a ich nekontrolovaná aplikácia v liečbe bakteriálnych infekcií dosahuje 

v súčasnom období maximum svojho potenciálu. Nesprávne užívanie a nedostatočná regulácia 

trhu antibiotík na jednej strane a adaptačné mechanizmy baktérií ako TCS a mnohé ďalšie 

poskytujú baktériám čím ďalej intenzívnejšiu evolučnú výhodu, ktorá sa prejavuje v podobe 

rezistencie voči antibiotikám. Preto sa ľudská populácia vrámci výskumu obracia na nové 

potenciálne antibakteriálne ciele, medzi ktoré možno spoľahlivo zaradiť dvojzložkové signálne 

systémy TCS. V posledných rokoch prebieha nespočetné množstvo výskumných projektov 

zameraných na pochopenie presného mechanizmu prenosu signálu TCS s cieľom vývoja 

antimikrobiálnych liečiv na báze selektívnej inhibície.26,40 Prvý rozsiahly popis štruktúrnych 

zmien plnodĺžkovej HK  v TCS systéme sa podarilo uskutočniť na príklade proteínu AfGcHK.23 

1.2.1 Histidínkináza AfGcHK 

Histidínkináza AfGcHK s globínovou štruktúrou senzorovej domény pochádza z pôdnej 

baktérie Anaeromyxobacter sp., kmeň Fw109-5, žijúcej v semianaeróbnych resp. anaeróbnych 

podmienkach.6 Ide o prvú popísanú HK s C-koncovou kinázovou doménou, u ktorej sa zároveň 

vyskytuje globínová štruktúra senzorovej domény, lokalizovanej na N-konci proteínu.2,5 

AfGcHK sa dominantne vyskytuje vo forme stabilného homodiméru. Každá monomérna 
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jednotka s veľkosťou 43 kDa obsahuje jednu molekulu hemu.6 Metódou analytickej 

ultracentrifugácie bolo ukázané, že hem senzorovej domény nie je zodpovedný za dimerizáciu 

AfGcHK.41 N-koncová globínová doména sa skladá zo siedmych helixov H1-H7 spojených 

siedmymi neštruktúrovanými krátkymi slučkami  L1-L7 (L z anglického „loop“). Ku kinázovej 

doméne je pripojená slučkou L8. Kinázovú doménu tvorí päť helixov H8-H12, päť β-

skladaných listov B1-B5 a desať slučiek L9-L18.41  

Prirodzené podmienky AfGcHK poskytuje anaeróbne prostredie, kde je ión železa hemu 

v pentakoordinovanom stave Fe2+ bez prítomnosti distálneho ligandu. Jedná sa 

o vysokospinový komplex, kde je His99 proximálny ligand a AfGcHK je v tomto stave 

inaktívna. Druhou inaktívnou formou AfGcHK je jej apo-forma a je dôležité podotknúť, že 

izolovaná kinázová doména bez globínovej domény je taktiež katalyticky neaktívna.23 

Plnodĺžková AfGcHK je v aeróbnych podmienkach aktívna. Spravidla ide o hexakoordinované 

nízkospinové komplexy hemu s proximálnym ligandom His99. Distálny ligand bol pozorovaný 

OH- (Fe3+-OH-), CO (Fe2+-CO), CN (Fe3+-CN), imidazol (Fe3+-imidazol), a najdôležitejší O2 

(Fe2+-O2).
6,23  

Ako bolo uvedené vyššie, kyslíkové globínové senzory sú v porovnaní s viacerými PAS 

a GAF senzormi katalyticky aktívne po naviazaní O2 (Fe2+-O2 komplex). Afinita AfGcHK ku 

kyslíku je mimoriadne vysoká s Kd približne 0,08 µM a rád disociácie nízky vďaka čomu je 

tento senzor schopný detekovať stopové množstvo kyslíku v prostredí. Komplex Fe2+-O2 sa 

vyznačuje vysokou stabilitou a nízkou mierou autooxidácie za laboratórnej teploty.6 

AfGcHK na rozdiel od iných TCS histidínkináz nie je transmembránový proteín.23 

Princíp mechanizmu transdukcie signálu AfGcHK je pomerne dobre preskúmaný. AfGcHK 

(Fe2+) je aktivovaná ligandom (Fe2+-O2). V stave Fe2+-O2 je molekula kyslíku podobne ako v 

ďalších globínových senzoroch stabilizovaná, v tomto prípade aminokyselinou Tyr45 helixu 

H2.6,23 Inaktívna pentakoordinovaná forma (Fe2+) je charakteristická tým, že ión železa bez 

distálneho ligandu vystupuje 0,4-0,6 Å nad rovinu porfyrínového skeletu.6,42 Väzba distálneho 

ligandu a prechod na aktívnu nízkospinovú hexakoordinovanú formu spôsobuje, že ión železa 

je zasunutý do roviny porfyrinového cyklu. Tento posun, resp. zmena dĺžky väzby Fe2+-His99 

je základ ligandom-regulovanej aktivácie globínových senzorov.6 Aktívna forma AfGcHK 

následne autofosforyluje konzervovaný histidínový zvyšok vo svojej štruktúre. Mutácia 

aminokyseliny His183Ala komplexov Fe3+ a Fe2+-O2 preukázala jednoznačnú stratu 

autofosforylačnej aktivity. His183 je preto považovaný za autofosforylačné miesto AfGcHK.6 

Prenos signálu pokračuje fosforyláciou RR proteínu. Dimér AfGcHK obsahuje dve miesta pre 

väzbu RR proteínu. Dominantný prechodný stav využíva iba jedno miesto tvorbou komplexu 
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AfGcHK-RR v pomere 2:1 (dimér HK:monomér RR), stechiometria 2:2 je minoritný prechodný 

stav.41 Kinetické a štruktúrne experimenty odhalili, že RR-väzbové miesto AfGcHK je súčasť 

C-konca helixu H8 a N-konca H9  a nachádza sa v blízkosti ATP-väzbového miesta pretože 

prítomnosť RR proteínu ovplyvňuje afinitu AfGcHK k ATP a indukuje zmenu priestorového 

usporiadania ATP-väzbového miesta.41,42 Mutačné experimenty RR proteínu ukázali, že fosfát 

z His183 AfGcHK je prenesený na Asp52 a Asp169 lokalizovaný v konzervovaných častiach 

dvoch REC domén RR proteínu.6 Domény REC1 a REC2 tvoriace RR proteín asociovaný s 

AfGcHK patria do skupiny osamotených REC domén bez prídavnej efektorovej domény. Tento 

RR proteín je štruktúrne vysoko flexibilný čo sa viac prejavuje v doméne REC1 

s fosforylačným miestom Asp52.41 REC1 interaguje s H8, H9 kinázovej domény AfGcHK ako 

priorita a Asp52 je tak preferované fosforylačné miesto. Asp169 REC2 domény sa fosforyluje 

až potom čo je už Asp prvej domény fosforylovaný.6,41 V súčasnosti sa predpokladá, že 

aktivovaný systém AfGcHK-RR reguluje ďalšie proteíny v signálnej kaskáde a prispieva tak 

k výslednému efektu. Presný výsledný efekt doposiaľ nebol objasnený, uvažuje sa o kontrole 

procesov ako produkcia plodníc či sporulácia baktérií bahenných zemín.6 

Autofosforylačná reakcia aktívnych foriem AfGcHK prebieha vzhľadom k ATP 

maximálnou rýchlosťou Vmax
ATP v rozmedzí 9,6 – 11,8 pmol.min-1.µl-1 a hodnota kcat je 1,0 – 

1,2 min-1, naznačujúc podobnosť štruktúry týchto aktívnych foriem.42   

1.2.2 Štúdium štruktúrnej dynamiky AfGcHK pomocou vodík-deutériovej 

výmeny s hmotnostne spektrometrickou analýzou  

Komplexnosť dvojzložkových systémov s globínovými senzormi a ich ligandom-

regulovaná aktivácia poukazujú na potrebu určitej miery flexibility proteínovej štruktúry 

hemových senzorových proteínov s cieľom plniť regulačné funkcie.43 V plnodĺžkovej 

prirodzene sa vyskytujúcej forme je väčšina hemových senzorových proteínov vysoko 

flexibilných a takéto proteíny je obtiažne kryštalizovať alebo zmysluplne študovať niektorými 

konvenčnými štruktúrne biologickými technikami a preto je potrebný alternatívny prístup. 

Príkladom je aplikácia vodík-deutériovej výmeny (HDX).41 Donedávna bola HDX používaná 

hlavne v spojení s nukleárnou magnetickou rezonanciou (NMR) a rentgenovou kryštalografiou 

avšak v posledných rokoch nastal veľký rozmach používania tejto techniky s hmotnostne 

spektrometrickou analýzou (MS).44 Výhodou spojenia HDX-MS je najmä zachovanie pomerne 

vysokého rozlíšenia a citlivosti v spojení s takmer neobmedzeným rozsahom veľkosti 

študovaného proteínu. Veľkou výhodou je eliminácia problémových faktorov techniky 
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rentgenovej kryštalografie a NMR ako je kryštalizácia proteínu alebo jeho množstvo potrebné 

pre analýzu.45  

HDX-MS je elegantná metóda, ktorá umožňuje skúmať dynamické proteínové 

komplexy či plnodĺžkové a viacdoménové proteíny, a pozorovať konformačné zmeny 

vzhľadom na ich aktívny alebo neaktívny stav. To je možné na základe výmeny atómov vodíka 

na dusíku peptidovej väzby za deutérium v oblastiach proteínu exponovaných deuterovanému 

solventu, v ktorého prostredí experiment prebieha.44 Mieru expozície jednotlivých častí 

proteínu deutériu v reakčnom prostredí determinuje konformácia proteínu závislá na 

aktívnom/neaktívnom stave proteínu a na ďalších vplyvoch na proteín prejavujúcich sa v čase. 

Rýchlosť HDX v čase zároveň vypovedá o prítomnosti štruktúrovaných či menej 

štruktúrovaných sekvencií. Získané dáta poskytujú cenné informácie vedúce k objasneniu 

konformácie aktívnych centier proteínov, interakčných miest v proteínových komplexoch 

alebo môžu poodhaliť mechanizmus, ktorým jednotlivé časti proteínu spolu komunikujú 

a prispievajú tak k funkčnému prejavu.46  

Ako bolo uvedené, HDX je iniciovaná v okamihu vystavenia proteínu deuterovanému 

solventu. Základné usporiadanie experimentu je tzv. kontinuálne značenie, kedy je natívny 

proteín definovaným spôsobom nariedený deuterovaným solventom a v presne meraných 

časových intervaloch sú odoberané vzorky proteínu, v ktorých je reakcia ukončená. HDX je 

spravidla ukončená nárazovým znížením pH reakčného prostredia blízko hodnoty 2,5 

prídavkom HDX ukončujúceho pufru (z anglického „quenching buffer“) a znížením teploty 

blízko 0 °C prípadne zamrazením reakčnej zmesi v tekutom dusíku s cieľom eliminovať spätnú 

výmenu deutéria za vodík.47,48 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázok 1: A – graf závislosti rýchlosti HDX na pH prostredia, žltou vyznačené pH optimum pre kontinuálne 

značenie; B – graf závislosti polčasu spätnej výmeny deutéria za vodík na pH a teplote.48  
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Jeden z krokov podmieňujúcich úspešnú HDX-MS analýzu je štiepenie proteínu tesne 

pred MS analýzou.49 Aby mohol byť proteín efektívne ionizovaný v iontovom zdroji a účinne 

analyzovaný pomocou hmotnostného spektrometra je potrebné naštiepiť ho na peptidy 

s požadovanou dĺžkou, ktoré pokrývajú celú sekvenciu proteínu, navzájom sa prekrývajú 

a poskytujú tak informáciu o HDX profile v celej dĺžke proteínu. Na proteolýzu sa využívajú 

enzýmy ako trypsín či pepsín a ďalšie enzýmy imobilizované na kolone zapojenej vrámci 

systému vysokoúčinnej kvapalinovej chromatografie (HPLC). Účinnosť štiepenia si vyžaduje 

optimalizáciu zloženia HDX ukončujúceho pufru a vhodný výber enzýmu aktívneho v týchto 

podmienkach vzhľadom na konkrétny analyzovaný proteín. Tento proces optimalizácie 

a hľadania požadovaného pokrytia sekvencie sa označuje ako peptidové mapovanie. Základné 

prístrojové usporiadanie pre HDX-MS analýzu tohto typu je zložené z HPLC systému 

v tandemovom usporiadaní s hmotnostným spektrometrom. HPLC systém obsahuje kolonu 

s imobilizovaným proteolytickým enzýmom a zachytávaciu kolonu na zakoncentrovanie 

a odsolenie proteínu, ktorý bol značne nariedený deuterovaným a HDX ukončujúcim pufrom. 

Následne je v HPLC systéme zapojená separačná kolona s reverznou fázou na separáciu 

naštiepených peptidov. Štandardne je usporiadanie kolón HPLC systému temperované 

umiestnením v nádobe s ľadom a vodou s cieľom eliminovať spätnú výmenu deutéria za vodík. 

Spojenie HPLC-MS pre tieto účely je efektívne v usporiadaní s ionizáciou elektrosprejom (ESI) 

a detektorom s vysokým rozlíšením ako je iónová cyklotronová rezonancia s Fourierovou 

transformáciou (FT-ICR).50 ESI je realizovaná kapilárou s vloženým napätím približne 5 kV, 

ktorou je vedený roztok analytu. Ten tvorí vplyvom napätia na konci kapiláry tzv. Taylorov 

kónus, z ktorého sú postupne odtrhávané nabité kvapky s analytom. Okolo kapiláry prúdi 

ohriaty dusík, ktorý pomáha tvoriť nabitý aerosol a vysúša solvent v kvapkách. Vplyvom 

odparenia solventu sa kvapky zmenšujú a zvyšuje sa ich povrchový náboj. Pri hraničnej repulzii 

povrchových nábojov dochádza k tzv. Coulombickej explózii a rozpadu kvapky na niekoľko 

menších nabitých kvapiek. Takýmto spôsobom vznikajú po plnej desolvatácií mnohonásobne 

nabité ióny v plynnej fáze.51,52 Vďaka tomuto mechanizmu ionizácie je ESI najvhodnejším 

spojením LC-MS v štruktúrnej analýze. Detektor FT-ICR je v súčasnosti jeden z najcitlivejších 

MS detektorov s najvyšším rozlíšením. Princíp jeho funkcie spočíva v použití silného 

magnetického poľa, v ktorom sú ióny vybudené k pohybu po cyklickej dráhe. Každý ión je 

charakterizovaný inou frekvenciou pohybu závislou na pomere m/z. Jednotlivé frekvencie sú 

ako signál amplifikované, detekované a výstupný signál je Fourierovou transformáciou 

prevedený na závislosť intenzity signálu na m/z iónu peptidu. Výhodou FT-ICR je možnosť 

analýzy MS2 pomocou kolíznych techník, ktoré poskytujú fragmentačné ióny pôvodných 
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peptidových iónov vďaka čomu sú dostupné informácie o štruktúre proteínu. Výstupné HDX-

MS dáta o iónoch deuterovaných peptidov sú porovnané voči dátam z experimentu vykonaného 

bez expozície deutériu. Deutérium sa líši o jednotku hmoty vplyvom obsahu neutrónu na rozdiel 

od atómu vodíka. Vďaka tomu sú ióny peptidov s obsahom deutéria charakteristické odlišným 

pomerom m/z než identické ióny bez deutéria. Preto sa hmotnostné spektrum deuterovaného 

a nedeuterovaného iónu peptidu líši špecifickým posunom.  

Prvú štúdiu štruktúrnej dynamiky hemového senzorového proteínu s globínovou 

doménou AfGcHK pomocou HDX-MS predstavil vo svojej práci Stráňava v roku 2016 resp. 

2017.23,41 Bola to vôbec prvá úspešná štruktúrna štúdia plnodĺžkového senzorového 

hemoproteínu s globínovou senzorovou doménou. Pomocou HDX-MS bolo ukázané, že 

konformácia aktívnych a inaktívnych stavov AfGcHK sa výrazne odlišuje a potvrdila tak 

výsledky kryštalografickej štúdie izolovaných domén AfGcHK.23,41  

 

 

 

 

 

 

 

Obrázok 2: Percentuálne porovnanie zmeny deuterácie v čase 5 min od začiatku HDX a 60 min od začiatku HDX  

vzhľadom na aminokyselinovú sekvenciu plnodĺžkového proteínu AfGcHK. Modrá krivka vyjadruje zmenu 

deuterácie spôsobenú redukciou iónu železa hemu, teda inaktiváciou AfGcHK.23 

Konformácia globínovej domény je v porovnaní s kinázovou doménou pomerne rigídna 

a bohatá na štruktúrované sekvencie, konkrétne α-helixy. Helix H6, H7, koniec H4 a N-

koncový H1 tvoria hydrofóbne jadro globínovej domény a sú zodpovedné za dimerizáciu.23,41 

Hem je v hydrofóbnom jadre stabilizovaný H2 (distálna oblasť), H5 (proximálna oblasť) 

a spolu so začiatkom H6 je táto oblasť inaktiváciou proteínu prevedená do kompaktnejšej 

konformácie.  Naopak slučka  L3, L4 a helix H3 tvoria vysoko flexibilnú sekvenciu distálnej 

oblasti hemu zodpovednej za väzbu kyslíku. Tento profil prejavu flexibility globínovej domény 

je konzistentný s kyslíkovým senzorom EcDOS.41,43 Ako bolo uvedené, dimerizačné rozhranie 

globínovej domény AfGcHK tvorí najmä H6, H7 a môžeme ho rozdeliť na dva segmenty. Prvý 

segment: koniec H6, L7 a začiatok H7 je viac vzdialený od kinázovej domény. Tu sa prejavuje 

prvá dôležitá zmena pri inaktivácii AfGcHK. Redukciou na stav Fe2+ dochádza k oddialeniu 
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monomérov v tomto segmente. Druhý segment: stredná časť H6 a koniec H7 je bližšie spojeniu 

s kinázovou doménou pričom inaktiváciou uchováva kompaktné usporiadanie. Celý prejav 

mechanizmu inaktivácie AfGcHK nápadne pripomína pohyb otvárania nožníc, kde sa prvý 

segment rozhrania otvára a druhý segment evokuje kompaktný ohybný pánt. Podobný pohyb 

bol popísaný v prípade kyslíkového senzoru s PAS doménou EcDOS.53  

Prirodzená flexibilita kinázovej domény plynie z prítomnosti dlhých exponovaných 

helixov H8, H9 a veľkého množstva neštruktúrovaných slučiek, ktoré majú slabú stabilizačnú 

schopnosť. H8 a H9 sú zrejme zodpovedné za tvorbu kinázového diméru. H11 z časti tvorí 

ATP-väzbové miesto. Tento segment na základe HDX-MS podlieha dvojakému mechanizmu 

zmien čo potvrdzuje, že sa jedná o vysoko flexibilnú oblasť, ktorej usporiadanie sa mení na 

základe aktívneho/inaktívneho stavu.41 Inaktivácia redukciou iónu železa v globínovej doméne 

na Fe2+ spôsobuje, že časť H11 s ATP-väzbovým miestom a H9 sú v navzájom menej 

kompaktnej, solventu exponovanej konformácii. Pravdepodobný dôsledok tejto zmeny je 

zabránenie autofosforylácii v pozícii His183 (H8). Porovnanie zmien a ich korelácia naprieč 

viacerými aktívnymi a inaktívnymi stavmi poukazuje na signifikantné konformačné rozdiely 

aktívneho/inaktívneho stavu AfGcHK vzhľadom na prenos signálu.23,41 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázok 3: A - štruktúra monomérnej jednotky globínovej domény AfGcHK. Označenie helixov (H), slučiek (L) 

s rozsahom aminokyselín uvedených v zátvorke. B - štruktúra diméru globínovej domény AfGcHK, kde je 

dimerizačné rozhranie tvorené oblasťou H6-L7-H7.23 

Boli navrhnuté dva možné mechanizmy inaktivácie AfGcHK. Prvým je zmena 

konformácie pod vplyvom prenosu signálu zo senzorovej domény, čo má za následok stérickú 

zábranu autofosforylačného miesta kinázovej domény.54 Podobný mechanizmus bol navrhnutý 

pre ďalšie senzorové proteíny detekujúce plyny. Druhý mechanizmus navrhuje nepriamu 

reguláciu autofosforylačnej aktivity bez stérickej zábrany. Druhý variant ukazuje, že detekcia 
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kyslíku spôsobuje prenos signálu cez dimerizačné rozhranie globínových domén na 

dimerizačné rozhranie kinázových domén tvorených helixami H8 a H9. Výsledný signál sa 

prejaví na helixoch H9 a H11 konformačnou zmenou a stratou autofosforylačnej aktivity čo 

podporili aj kinetické experimenty.23  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázok 4: Návrh intramolekulárneho prenosu signálu plnodĺžkového proteínu AfGcHK na základe HDX-MS 

štúdie.23 A - aktívny stav proteínu AfGcHK (Fe3+-OH-) v kompaktnej konformácii s ATP-väzbovým miestom v 

blízkosti His183 (autofosforylačné miesto). B - inaktívny stav proteínu AfGcHK (Fe2+) s oddialenými 

globínovými doménami a ATP-väzbovými miestami v konformácii nevýhodnej pre fosforyláciu His183. Zmena 

štruktúry evokuje otváranie nožníc.23 

V spolupracujúcom laboratóriu doktora Dohnálka bola skúmaná izolovaná globínová 

doména AfGcHK metódou rentgenovej kryštalografie v stave Fe3+-imidazol. Imidazol je 

distálny ligand hemu, ale prekvapivo interaguje aj s aminokyselinou tyrozín 15 (Y15) helixu 

H1 čo spôsobuje narušenie dimerizácie. Z doposiaľ publikovaných štruktúr globínovej domény 

AfGcHK je zrejmé, že helix H1 obsahujúci Y15 je priamo účastný na tvorbe diméru 

globínových domén a nachádza sa v tesnej blízkosti hemu druhej globínovej domény.23 

Disociácia diméru spôsobuje zmenu priestorovej lokalizácie H1. Vyššie uvedené 

kryštalografické pozorovania poukazujú na Y15 ako významnú aminokyselinu s kľúčovou 

úlohou v prenose signálu. Na objasnenie úlohy tejto aminokyseliny v signálne-funkčnom 

mechanizme AfGcHK je zameraná aj predkladaná diplomová práca. 

1.3 c-di-GMP  

c-di-GMP patrí spolu s ďalšími nukleotidmi do skupiny cytoplazmatických druhých 

poslov, ktorí plnia úlohu intracelulárnych signálnych molekúl. Na rozdiel od cyklického 

guanozínmonofosfátu (cGMP) slúži c-di-GMP výhradne na reguláciu biologických procesov 

v baktériách. Medzi tieto procesy patrí medzibunková komunikácia, virulencia, motilita, 
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diferenciácia, expresia virulentných faktorov alebo vyššie spomenutá produkcia biofilmu.55 

Prvá významná zmienka o c-di-GMP siaha do roku 1987. V baktérii Acetobacter xylinum slúži 

c-di-GMP ako alosterický aktivátor celulózasyntázy.56 Podobná úloha bola navrhnutá o dva 

roky neskôr pre Agrobacterium tumefaciens.57 Zároveň bol c-di-GMP prvýkrát opísaný 

v kontexte enzýmov katalyzujúcich jeho biosyntézu a degradáciu.56–58 Intracelulárna 

koncentrácia c-di-GMP je prísne regulovaná diguanylátcyklázami (DGC) a hydrolytickými 

enzýmami nazývanými fosfodiesterázy (PDE).59 Syntézu c-di-GMP z dvoch ekvivalentov GTP 

katalyzuje DGC s aminokyselinovým motívom funkčnej domény GGDEF alebo GGEEF 

lokalizovaným v aktívnom mieste enzýmu.59 GG(D/E)EF doména je jedna z domén 

s najvyššou frekvenciou výskytu v bakteriálnych genómoch a je absolútne kľúčová pre aktivitu 

DGC. Akákoľvek mutácia aminokyseliny v GG(D/E)EF motíve znemožňuje enzýmovú 

aktivitu.60 Mnohé DGC obsahujú motív RxxD umiestnený pred N-koncom aktívneho miesta, 

kde sa môže viazať c-di-GMP a spätnou väzbou alostericky inhibovať ďalšiu syntézu c-di-

GMP.61 Degradáciu c-di-GMP riadia PDE, ktoré obsahujú buďto EAL alebo HD-GYP funkčnú 

doménu. HD-GYP doména riadi degradáciu c-di-GMP priamo na výsledný produkt v podobe 

dvoch ekvivalentov GMP, EAL doména riadi proces degradácie na lineárnu formu di-GMP.59  

c-di-GMP riadi biologické procesy kľúčové pre prežitie baktérií čo naznačuje aká 

dôležitá je citlivá regulácia jeho intracelulárnej koncentrácie. V súčasnosti je známych 

niekoľko foriem regulácie. Prvá možnosť súvisí s vysokou mierou expresie a koexpresie 

GGDEF, EAL, prípadne HD-GYP domén v gram-negatívnych baktériách.62 Je bežným javom, 

že domény s DGC a PDE aktivitou sú exprimované vrámci sekvencie viacerých odlišných 

proteínov jednej baktérie, pričom obidve domény môžu byť súčasťou toho istého proteínu 

a regulácia je sprostredkovaná vzájomnou interakciou týchto domén.55 Dôkazom je napríklad 

genóm E.coli, kde sa vyskytuje až 19 kópií génu pre GGDEF doménu a 17 kópií génu EAL 

domény.63 Homeostáza c-di-GMP značne závisí na kontrole lokalizácie DGC a PDE v bunke, 

zmene stability ich proteínovej štruktúry alebo kontrole transkripcie dgc a pde génov.55,59 

Nezastúpiteľnú riadiacu funkciu majú DGC a PDE spojené so senzorovými doménami typu 

PAS, GAF, hemovou senzorovou doménou s globínovou štruktúrou, REC doménou a 

ďalšími.63 Tieto senzorové proteíny sú riadené zmenou intra- a extracelulárnych podmienok, 

najmä zmenou koncentrácie O2. Ako príklad možno uviezť O2-riadenú PDE-A1 baktérie 

Acetobacter xylinum s PAS doménou alebo dva O2 senzory E.coli: DGC YddV (EcDosC) s N-

koncovou hemovou senzorovou doménou s globínovou štruktúrou a PDE EcDOS (z anglického 

„Escherichia coli direct oxygen sensor“) s PAS senzorovou doménou.64,65  
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Bolo preukázané, že konečný efekt c-di-GMP riadených procesov je sprostredkovaný 

väzbou na jeden z piatich typov pomyselných „receptorov“ či efektorov, ktoré boli doposiaľ 

objavené.55,59 Prvým je PilZ doména proteínov bez enzýmovej aktivity, ktoré po vytvorení 

väzby s c-di-GMP ďalej regulujú proteíny a enzýmy interproteínovými alebo interdoménovými 

interakciami. Druhý typ je degenerovaná GGDEF doména, ktorá stratila enzýmovú aktivitu, 

tretí typ tvoria aktívne enzýmy, ktorých aktivita je väzbou s c-di-GMP priamo stimulovaná. 

Štvrtý typ tvoria transkripčné faktory a represory, ktoré po väzbe s c-di-GMP regulujú expresiu 

cieľových génov. Posledný typ sú tzv. ribonukleové prepínače (z anglického „riboswitches“ 

alebo „RNA-based c-di-GMP sensors“).59 Jedná sa o segmenty na 5’ konci vybraných molekúl 

mRNA, ktoré v správnej konformácii viažu ligand ako c-di-GMP a zaujímajú špecifické 

priestorové usporiadanie, vďaka ktorému regulujú génovú expresiu.66  

Hlavným fenotypovým prejavom prenosu signálu prostredníctvom c-di-GMP je 

produkcia biofilmu a inhibícia motility, čiže prechod medzi pohyblivým a prisadnutým 

spôsobom života.55 To je dosiahnuté stimuláciou c-di-GMP senzitívnych proteínov, ktoré riadia 

syntézu adherentných vlákien, extracelulárneho matrix a virulentných faktorov.62 Biofilm 

možno definovať ako biologický systém či agregát mikrobiálnych buniek obklopených 

bakteriálnym matrix, adherentne prichytených na živé či neživé povrchy.67,68 Vyznačuje sa 

vysokou hustotou buniek, ktoré sú v bezprostrednom kontakte čo umožňuje efektívnu 

medzibunkovú komunikáciu systémom malých molekúl, nazývaných sumárne ako „quorum 

sensing“ systém (QS). Bakteriálny matrix je tvorený extracelulárnymi polymérnymi látkami. 

Patria sem exopolysacharidy, lipidy, proteíny, kyseliny a extracelulárna DNA.68,69 Matrix je 

základom priestorovej architektúry biofilmu, jeho odolnosti voči vonkajším vplyvom 

a zodpovedá za adhéziu k povrchom a kohéznu súdržnosť buniek.69 Jedným z hlavných 

adhezívnych faktorov E.coli sú tzv. kučeravé vlákna (z anglického „curli fibres“). Ich hlavné 

štruktúrne komponenty sú kódované operonom csgBAC, ktorý je regulovaný transkripčným 

faktorom CsgD.62 V dnešnej dobe je známy ďalší významný regulátor transkripcie csgBAC a je 

ním veľké množstvo enzýmov zo skupiny DGC a PDE.70 Biofilm patrí medzi najrozšírenejšie, 

najúspešnejšie a najzachovalejšie formy života na Zemi.68 Preto je potrebné poukázať na jeho 

pozitívne i negatívne vlastnosti prejavujúce sa v biochemických, geochemických, ale 

aj technologických procesoch ako je filtrácia pitnej vody, vznik a degradácia odpadov 

a kontaminácia vody alebo produkcia biopalív.68 V dnešnej dobe je biofilm spájaný s viac než 

65 % mikrobiálnych infekcií a s postupne narastajúcou frekvenciou výskytu rezistencie na 

antibiotiká čo je prípad patogénnych baktérií Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter 

baumannii, Vibrio cholerae, Salmonella enterica a mnohých ďalších.55,67,68 Stewart a kolektív 
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upozornili vo svojom výskume baktérie Pseudomonas aeruginosa, ktorá je príčinou vzniku 

pneumónie u pacientov s cystickou fibrózou, na vplyv kyslíku na účinnosť antibiotickej liečby. 

Zistili, že časom vzniká naprieč biofilmom nepravidelný gradient kyslíku a biofilm nadobúda 

heterogénny charakter. Nové bunky biofilmu s prístupom kyslíku sa vyznačujú pokračujúcou 

proteosyntézou, množením sa a diferenciáciou, zatiaľčo hypoxia až anoxia v hlbších vrstvách 

buniek biofilmu spolu s nedostatkom nutrientov spôsobuje spomalenie metabolizmu a prechod 

do prisadnutého spôsobu života korelujúc s rezistenciou voči šiestim rôznym antibiotikám.71 

Regulačnú úlohu kyslíku potvrdili experimentom kedy vystavili rovnako metabolicky a rastovo 

aktívne vrstvy biofilmu pôsobeniu antibiotík v aeróbnych a anaeróbnych podmienkach. 

Výsledok potvrdil, že baktérie bez prístupu kyslíku nadobudli rezistentné vlastnosti voči 

antibiotikám a baktérie v aeróbnom prostredí boli do značnej miery usmrtené.71 Kyslík je 

kľúčový regulátor bunkového metabolizmu baktérií a c-di-GMP sprostredkovanej produkcie 

biofilmu spojenej s rezistenciou na antibiotiká a zníženou citlivosťou na imunitnú odpoveď 

hostiteľa.62,64,71,72 V E.coli je rapídna syntéza biofilmu spájaná s aktivitou O2-regulovaného 

hemového senzoru YddV.64,73  

1.3.1 Diguanylátcykláza YddV (EcDosC) 

YddV patrí do skupiny hemových senzorových proteínov s globínovou štruktúrou 

senzorovej domény, umiestnenej na N-konci. Na C-konci je umiestnená GGDEF 

diguanylátcyklázová doména, ktorej aktivita je veľmi citlivo regulovaná zmenou redoxných 

podmienok a väzbou O2 na hem globínovej domény.3,74 Spojenie globínovej a GGDEF domény 

tvorí krátka prostredná doména bez špecifického štruktúrneho zaradenia.22 Gén YddV a gén 

vyššie spomenutej fosfodiesterázy EcDOS sú súčasťou jedného operonu dosCP. Spoločný 

operon zabezpečuje  koexpresiu oboch génov, vďaka čomu sú ako enzýmy fyzicky asociované 

v komplexe YddV-EcDOS a vo vzájomnej synergii riadia homeostázu c-di-GMP baktérie 

E.coli.64 Dve súbežné štúdie potvrdili, že komplex YddV-EcDOS v prítomnosti substrátu GTP 

produkuje lineárnu formu di-GMP za aeróbnych podmienok, nepriamo naznačujúc DGC 

aktivitu YddV.64,74 YddV je enzým aktívny v Fe3+, Fe2+-O2, Fe2+-CO stavoch iónu železa hemu 

globínovej domény a inaktívny v redukovanom stave iónu železa hemu (Fe2+) bez distálneho 

ligandu, a v stave Fe2+-NO. Všetky ligandy tvoriace komplex s centrálnym iónom železa hemu 

globínovej domény sa viažu distálne a proximálny ligand je aminokyselina His98.18 Stav Fe3+ 

(0,066 min-1) je aktívnejší než Fe2+-O2 (0,022 min-1). Rovnovážna disociačná konštanta pre 

kyslík je podstatne odlišná pre YddV (14-20 µM) a pre EcDOS (74-340 µM) z čoho plynie 

rôzna miera aktivity enzýmov pri rôznej koncentrácii kyslíku.18 Hodnoty kcat aktívneho YddV 



 

31 

 

(>0,022 min-1) sú rádovo nižšie v porovnaní s EcDOS (0,61 min-1) čo znamená, že DGC reakcia 

YddV, produkujúca c-di-GMP (substrát pre EcDOS) je limitujúcim krokom v udržiavaní c-di-

GMP homeostázy E.coli.74 Operon dosCP je pod kontrolou sigma faktoru stresovej odpovedi a 

expresia operonu je indukovaná vplyvom stresových podmienok.70 Ako bolo spomenuté vyššie 

transkripcia operonu csgBAC a syntéza adhezívnych faktorov je okrem iného aj pod kontrolou 

enzýmov s DGC a PDE aktivitou. Významným zástupcom v E.coli je práve komplex YddV-

EcDOS.62 Koncentráciu kyslíka v životnom prostredí baktérií a jej zmeny možno označiť za 

stresový faktor determinujúci ich spôsob života, metabolickú aktivitu a fenotypové prejavy. 

Kyslíkové senzory sú elegantný spôsob adaptácie bunky na hladinu kyslíku a prenos tohto 

signálu prostredníctvom c-di-GMP až na úroveň transkripcie. Túto úlohu komplexu YddV-

EcDOS podporuje ich rozdielna citlivosť na kyslík z čoho plynie precízna modulácia 

enzýmovej aktivity a efektívna regulácia syntézy adhezívnych faktorov biofilmu alebo syntézy 

enzýmov zodpovedných za biosyntézu N-acetylglukozamínu, jednej z extracelulárnych 

polymérnych látok biofilmu.62,75  

Kitanishi a kolektív odhalili, že afinita YddV ku kyslíku je nižšia než afinita iných 

globínových proteínov a komplex Fe2+-O2 je relatívne málo stabilný.74 Na stabilite komplexu 

Fe2+-O2 sa značne podieľa distálne lokalizovaná aminokyselina Tyr43 tvorbou vodíkovej väzby 

priamo s O2. Jej mutácia preukázala zníženie afinity ku kyslíku a zvýšenie rýchlosti 

autooxidácie.74 Relatívne vysoká rýchlosť autooxidácie komplexu Fe2+-O2 naznačuje, že 

v bunke je udržiavaná hlavná rovnováha medzi neaktívnym stavom Fe2+ a aktívnym stavom 

Fe3+. Nízka rýchlosť autooxidácie iónu železa hemu je kľúčová pre správnu funkciu 

globínových senzorov a závisí na mnohých faktoroch, v tomto prípade najmä na 

elektrostatickom charaktere distálnej oblasti hemu v stave Fe2+-O2, kde YddV obsahuje ďalšiu 

kľúčovú aminokyselinu Leu65.76 YddV je v aktívnom pentakoordinovanom Fe3+ stave hemu 

bez distálneho ligandu čo je pomerne neobvyklé v porovnaní s ďalšími globínovými senzormi 

často obsahujúcimi šiesty ligand OH- alebo H2O. To poukazuje na špeciálne znaky usporiadania 

globínovej domény v distálnej časti hemu, vrátane aminokyseliny Leu65. Bolo potvrdené, že 

Leu65 bráni svojím postranným reťazcom vstupu molekuly H2O do blízkosti Fe2+-O2 hemu 

globínovej domény a chráni ho tak pred zmenou elektrostatického charakteru prostredia, a pred 

rapídnym nárastom rýchlosti autooxidácie.76,77 Experiment s mutovaným Leu65 ukázal vysoký 

nárast rýchlosti autooxidácie a zároveň naznačil, že vstup molekuly H2O do blízkosti hemu 

spôsobuje zmenu chovania globínovej domény YddV. Konkrétne v tomto prípade bola 

pozorovaná namiesto senzorovej aktivity, aktivita pripomínajúca hemoxygenázovú reakciu 

sprevádzanú tvorbou verdohemu a zvýšenou produkciou molekuly CO.76,77  
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Do dnešného dňa bolo odhalených len málo štruktúrnych informácií o plnodĺžkovej 

forme globínových senzorov s diguanylátcyklázovou aktivitou. Prvé dôležité štruktúrne 

aspekty YddV odhalil Tarnawski a kolektív až v roku 2015 pričom vychádzali z informácií 

o štruktúre podobných globínových senzorov HemAT Bacillus subtilis a GcGCS Geobacter 

sulfurreducens.22 Metódou rentgenovej kryštalografie boli odhalené nasledujúce štruktúrne 

črty. YddV sa podarilo vykryštalizovať vo forme samostatných domén: globínovej, prostrednej 

a GGDEF, avšak spojenie globínová-prostredná doména, prostredná-GGDEF doména 

a plnodĺžkový proteín mali tendenciu agregovať a precipitovať ako možno často pozorovať 

u viacdoménových senzorových proteínov. Analýza diméru globínovej domény potvrdila α-

helikálny globínový charakter z 83 % sekvencie a zloženie z ôsmych α-helixov 

s nomenklatúrnym označením Z, A, B, C, E, F, G, H. Dimerizačné rozhranie je tvorené 4 α-

helixami: helix G a H z oboch monomérnych jednotiek globínových domén. Toto rozhranie je 

ľahko asymetrické (odchýlka 2,0° od 180° symetrie), o niečo viac ako bolo naznačené 

u HemAT (odchýlka 0,3° od 180° symetrie), kde sa táto asymetria javí ako podstatná súčasť 

transdukcie signálu. Hydrofóbne jadro domény, kde je viazaný hem tvoria zhora a zdola helixy 

E a F, zo strán je obklopené helixami B, C, G.22  

Porovnanie diméru globínovej domény v aktívnom stave hemu Fe3+ a inaktívnom stave 

Fe2+ ukázalo malé no zaujímavé štruktúrne zmeny. Veľkosť dimerizačného rozhrania 1300 Å 

zostala prakticky identická avšak miera asymetrie sa zvýšila v priemere na odchýlku 2,5° od 

180° symetrie. Rozdielne je postavenie aminokyselín Met69 a Leu65. Postavenie 

propionátových zvyškov hemu je v stave Fe2+ mierne odlišné a ako naznačuje ďalší výskum 

o YddV, propionátové zvyšky hemu môžu zohrávať dôležitú úlohu v procese prenosu signálu 

z hemu na zvyšok proteínu.78 Najvýraznejšie preusporiadanie sa týka helixu C, F a slučky FG. 

Posuny v konformácii sú výraznejšie ako u HemAT čo naznačuje, že aj v prípade YddV môžu 

byť definované štruktúrne segmenty podstatné pre prenos signálu.22 

Štruktúra monoméru prostrednej domény je zložená z piatich α-helixov A-E. Helixy A, 

B, C, E tvoria antiparalelný štvorhelikálny zväzok a dimerizačné rozhranie je tvorené časťou 

helixov E a z väčšej miery helixami A v tzv. „coiled-coil“ konformácii. Medzi C-koncovými 

sekvenciami helixu A oboch domén bol pozorovaný vznik atypickej kavity pre možnú väzbu 

ligandu. Presný význam kavity doposiaľ nebol objasnený.22  

GGDEF doména pozostáva predovšetkým z antiparalelného β-skladaného listu 

z piatich reťazcov (β2-β3-β1-β4-β5) obkolesených piatimi α-helixami (A-E). Aktívne miesto 

YddV G374GDEF378 je súčasť slučky β2-β3 a primárne inhibičné miesto RxxD (R365SSD368) sa 

nachádza medzi β2 a helixom C. Aminokyselina Arg332 bola označená za sekundárne 
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inhibičné miesto GGDEF domény a ako potenciálne sekundárne inhibičné miesto bola 

navrhnutá oblasť prostrednej domény s aminokyselinou Arg226 lokalizovanou v helixe B. 

Inhibícia spätnou väzbou c-di-GMP bola potvrdená, ale konformácia inhibovanej GGDEF 

domény ako aj plnodĺžkového proteínu v aktívnom a inaktívnom stave zostáva nejasná. Na 

základe získaných štruktúrnych informácií bol navrhnutý mechanizmus prenosu signálu, kedy 

zmena konformácie globínovej domény ovplyvní konformáciu prostrednej domény a tá prenáša 

signál na GGDEF doménu v podobe priblíženia funkčnej domény k druhému monoméru 

funkčnej domény do pozície priaznivej pre katalytickú funkciu enzýmu.22 

Presný mechanizmus transdukcie signálu v závislosti na kyslíku a štruktúra 

plnodĺžkového YddV zostáva doposiaľ neobjasnená. Preto je jedným z cieľov tejto diplomovej 

práce poodhaliť štruktúrnu dynamiku YddV pri prenose signálu použitím techniky HDX-MS, 

ktorá pomohla úspešne objasniť zásadné konformačné zmeny globínového senzoru AfGcHK 

a ďalších viacdoménových senzorov.23 

1.4 Detekcia fosforylovanej a nefosforylovanej frakcie proteínov 

Diskontinuálna elektroforéza na polyakrylamidovom géli s obsahom Phos-tag 

v prítomnosti dodecylsulfátu sodného (SDS-PAGE-Phos-tag)  je jednoduchá metóda, ktorá 

dokáže v jednom kroku odhaliť fosforylovanú aj nefosforylovanú formu študovaného proteínu. 

Základný princíp Phos-tag elektroforézy sa zhoduje s klasickou SDS elektroforézou kedy 

v prostredí denaturačného činidla SDS dochádza k prideleniu rovnakého negatívneho 

povrchového náboja molekulám proteínu a tie sú následne separované v géli v elektrickom poli 

na základe svojej veľkosti.79 Rozdielom je prídavok látky komerčne nazývanej Phos-tag ((1,3-

bis[bis(pyridin-2ylmethyl)amino]propan-2olato). Phos-tag koordinuje dva zinočnaté alebo 

manganaté ionty a prostredníctvom nich tvorí špecifickú nekovalentnú väzbu s fosfátovým 

zvyškom proteínu pri neutrálnom pH prostredia.80 Fosforylovaný proteín tak interaguje s Phos-

tagom, ktorý v polyakrylamidovom géli spôsobuje jeho retenciu na rozdiel od nefosforylovanej 

formy proteínu. 

Obrázok 5: Princíp mechanizmu separácie fosforylovanej a nefosforylovanej formy proteínu pomocou metódy 

SDS-PAGE-Phos-tag.81  
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1.5 Plazmid pET21c (+) 

Plazmid pET21c(+) pozostáva z 5441 párov báz. Obsahuje 861 párov báz veľký gén 

rezistencie voči antibiotikám ako ampicilín či karbenicilín. Zároveň obsahuje T7 promotor a T7 

terminátor. Sú to sekvencie počiatku a konca pôsobenia T7 RNA polymerázy. Gén pre T7 RNA 

polymerázu je do baktérie E. coli vnesený prostredníctvom bakteriofága T7. T7 RNA 

polymeráza je vysoko účinná polymeráza, vďaka ktorej sú gény umiestnené za T7 promotorom 

intenzívne exprimované. To je využité aj v prípade expresie génu kódujúceho proteín AfGcHK. 

Dôležitá súčasť plazmidu pET21c(+) je gén pre histidínovú kotvu (His-tag) a lac operátor, na 

ktorý je v neprítomnosti induktora (laktóza, IPTG) viazaný lac respresor, brániaci transkripcií 

v E. coli.82 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázok 6: Mapa plazmidu pET21c(+) zobrazená softvérom SnapGene Viewer 3.3.3 82 

Na mape plazmidu pET21c(+) sú číslom 158 resp. 236 znázornené miesta štiepenia restrikčnými endonukleázami 

XhoI resp. NdeI. Fialový rámček s označením 6xHis znázorňuje histidínovú kotvu. Priesvitný rámček T7 promoter 

znázorňuje T7 promotor, na ktorý nasadá T7 RNA polymeráza v procese transkripcie. Zelená šípka s označením 

AmpR znázorňuje gén rezistencie voči ampicilínu. 
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1.6 Plazmid pMal-c5E 

Plazmid pMal-c5E pozostáva z 5680 párov báz. Obsahuje 861 párov báz veľký gén 

rezistencie voči antibiotikám ako ampicilín či karbenicilín. Zároveň obsahuje gén pre proteín 

viažúci maltózu (z anglického „maltose-binding protein“ alebo MBP), ktorý sa často zavádza 

na koniec sekvencie exprimovaného proteínu s cieľom jeho neskoršej izolácie pomocou metódy 

afinitnej chromatografie. Plazmid obsahuje tac promotor na kontrolu génovej expresie. Tento 

typ promotora je hybridnou kombináciou UV5 promotorov trp a lac. Prítomnosť časti lac 

promotoru, tzv. lac operátor zabezpečuje, že expresia génov v plazmide pMal-c5E je 

indukovateľná pomocou prídavku IPTG, ako je využité aj v prípade expresie MBP-YddV.83 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázok 7: Mapa plazmidu pMal-c5E zobrazená softvérom SnapGene Viewer 3.3.3 83 

Na mape plazmidu pMal-c5E znároňuje ružová šípka gén pre MBP. Priesvitný rámček tac promoter znázorňuje 

tac promotor. Zelená šípka s označením AmpR znázorňuje gén rezistencie voči ampicilínu. 
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2 Ciele diplomovej práce 

 Cieľom predkladanej diplomovej práce je prispieť k vysvetleniu mechanizmu prenosu 

signálu v prípade dvoch modelových zástupcov hemových senzorových proteínov, ktoré 

detekujú kyslík. Konkrétne sa jedná o: 

1. Histidínkinázu AfGcHK s globínovou štruktúrou senzorovej domény, ktorá pochádza 

z pôdnej baktérie Anaeromyxobacter sp., kmeň Fw109-5. Ako príspevok k rozšíreniu 

znalostí o prenose signálu tohto senzoru bolo zvolené štúdium úlohy aminokyseliny Y15 

v procese prenosu signálu z globínovej na funkčnú doménu histidínkinázy AfGcHK a boli 

stanovené tieto ciele práce: 

- Pripraviť štyri formy plazmidu pET21c(+) s obsahom génu kódujúceho proteín 

AfGcHK so zavedenou mutáciou aminokyseliny Y15 za aromatické aminokyseliny 

fenylalanín, tryptofán a nearomatické aminokyseliny alanín a glycín. 

- Exprimovať jednotlivé formy proteínu AfGcHK (mutácia Y15) v prokaryotickom 

systéme buniek E.coli BL-21 (DE3) a izolovať ich v požadovanej čistote. 

- Stanoviť oligomérny stav plnodĺžkových foriem proteínu AfGcHK (mutácia Y15) 

a oligomérny stav izolovaných globínových domén s obsahom rovnakých mutácii Y15.  

- Vykonať kinetickú analýzu autofosforylačnej aktivity jednotlivých foriem enzýmu 

AfGcHK (mutácia Y15) metódou SDS-PAGE-Phos-tag a stanoviť kinetické parametre 

autofosforylačnej reakcie. 

2. Diguanylátcyklázu YddV (EcDosC) s globínovou štruktúrou senzorovej domény, ktorá 

pochádza z baktérie E.coli. Ako príspevok k rozšíreniu znalostí o prenose signálu tohto 

senzoru bolo zvolené štúdium štruktúrnej dynamiky YddV (EcDosC) v aktívnych 

a inaktívnom stave a boli stanovené nasledujúce ciele práce: 

- Exprimovať proteín MBP-YddV v prokaryotickom systéme buniek E.coli BL-21 (DE3) 

a izolovať ho v požadovanej čistote.  

- Pripraviť vzorky aktívnych stavov (ión železa hemu v oxidovanom stave Fe3+ a ión 

železa hemu v redukovanom stave koordinovanom kyslíkom Fe2+-O2) a inaktívneho 

stave (ión železa hemu v redukovanom pentakoordinovanom stave Fe2+) proteínu pre 

analýzu metódou HDX-MS. 

- Realizovať meranie pripravených vzoriek metódou HDX-MS a porovnať zmenu 

konformačnej flexibility medzi inaktívnym a aktívnymi stavmi proteínu YddV. 
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3 Prístroje, materiál a použité metódy 

3.1 Použité prístroje 

Anaeróbny box:    GP Campus, Jacomex 

Analytické váhy:    HM-200, A&D Instruments LTD 

Autokláv:    Varioklav 400E, H+P Labortechnik 

Bezdotykový kahan:   Gasprofi2 SCS, VLD-TEC 

Centrifúgy:     5451 R, Eppendorf Allegro X-22R, Beckman Coulter 

Stolová minicentrifúga Gilson, GmC Lab 

Ultracentrifúga OptimaTM LE-80K, Backman Coulter 

      K70D, MLW 

Čítačka mikrotitračných doštičiek: Sunrise Absorbance Reader, TECAN 

ESI-FT-ICR:     15T solariX XR, Bruker Daltonics 

Chromatografická kolóna:   Superdex 200 Increase 10/300 GL, GE Healthcare 

Microtrap C8, Optimize Technologies 

PD MiniTrap G-25, GE Healthcare 

Zorbax 300SB-C18 0,5x35 mm, Agilent Technologies 

Elektroforetická aparatúra:   Mini-PROTEAN Tetra Cell, Biorad 

HPLC systém:    Agilent 1200, Agilent Technologies 

ÄKTAbasic system, Amersham 

Inkubátory:  IR 1500 Automatic CO2 Incubator, Flow Laboratories 

EVA-LS1-MT-S, VLM 

Mini Rocker MR-1, BioSan 

ORBI-SAFE TS Net Wise, Gallenkamp 

Raven 2 Incubator, LTE 

Laboratórne trepačky:   G-25 Incubator Shaker, New Brunswick Scientific 

      SHO-2D, Witeg 

Multitron Pro, INFORS HT 

Laboratórne váhy:   440-35N, KERN 

EK600H, A&D Instruments LTD 

EW 600-2M, KERN 

Laminárny box:    BIO 126, Labox 

Magnetická miešačka:   KMO2 basic, IKA 



 

38 

 

pH meter:     ORION Star A111, Thermo Scientific 

Termocyklér:     FTGENE2D Tech-gene, Techne 

Spektrofotometer:    DS-11 Spectrophotometer, DeNovix 

Ultrazvukový homogenizátor:  Sonopuls HD 3100, sonda KE 76, Bandelin 

Zdroj pre elektroforézu:   EPS 301, Electrophoresis Power Supply, Amersham  
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3.2 Použitý materiál a chemikálie 

Agilent Technologies, USA: 

QuikChange II Site-Directed Mutagenesis Kit 

Biorad, USA: 

Persíran amónny (APS), Precision Plus ProteinTM Unstained Standard 

Expedeon, Nemecko: 

Instant BlueTM Protein Gel Stain 

Fluka, Švajčiarsko:  

Akrylamid, dodecylsufát sodný (SDS), fenylmethansulfonyl (PMSF), lysozym, N,N-metylen-

bis-akrylamid (BIS), tris(hydroxymetyl)aminomethan (Tris), 2-merkaptoetanol 

GE Healthcare, USA: 

TALONTM Metal Affinity Resin 

LACHEMA BRNO, ČR:  

Brómfenolová modrá, chlorid sodný (NaCl),  

kyselina etyléndiamíntetraoctová (EDTA) 

Lachner, ČR: 

Glycerol, dihydrogenfosforečnan draselný (KH2PO4), hydrogenfosforečnan didraselný 

(K2HPO4), močovina, thiomočovina 

Merck, USA: 

Kyselina mravčia, acetonitril 

New England Biolabs, USA: 

Amylose resin 

OXOID LTD, Anglicko: 

Bacto Tryptone, Bacto Yeast Extract 

Penta, ČR: 

Glycín, dithioničitan sodný 

Roth Chemicals, Nemecko: 

Imidazol 

SERVA, Nemecko: 

Ampicilín; N,N,N´,N´-tetrametyletán-1,2-diamín (TEMED), adenozíntrifosfát (ATP) 

SIGMA, USA: 

Isopropyl β-D-1-thiogalaktopyranosid (IPTG), Luria Agar, Luria Broth, hemín 
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Stratagen, USA: 

Bakteriálny kmeň E. coli BL-21 (DE3) 

Thermo Scientific: 

Pierce BCA Protein Assay Kit 

VWR Chemicals: 

D2O 

Preparáty izolovaných globínových domén proteínu AfGcHK v prirodzenej forme 

(wt),  s mutáciou Y15 (Y15F, Y15W, Y15A, Y15G) a preparát plnodĺžkového proteínu 

AfGcHK wt boli ochotne poskytnuté Mgr. Alžbetou Lengálovou z laboratória doc. 

Martínkovej. 

 

3.3 Použité metódy 

3.3.1 Príprava antibiotika ampicilín (100 mg/ml) 

Navážka 200 mg ampicilínu bola rozpustená v 2 ml destilovanej vody. Rozpustené 

antibiotikum bolo prefiltrované pomocou injekčnej striekačky cez 0,2 µm membránový filter 

do sterilnej skúmavky Eppendorf. 

3.3.2 Príprava agarových platní 

Navážka 2,5 g Luria Agar bola rozpustená v 100 ml destilovanej vody. Rozpustený 

Luria Agar bol prevedený do zásobnej fľaše a sterilizovaný nasýtenou vodnou parou pri teplote 

121°C po dobu 20 minút (Varioklav 400E, H+P Labortechnik). Potrebné množstvo sterilného 

agaru bolo prevedené do sterilnej skúmavky Falcon. Po ochladení agaru na približne izbovú 

teplotu bol pridaný ampicilín s výslednou koncentráciou 100 µg/ml. Premiešaný agar s 

obsahom ampicilínu bol prevedený na sterilnú Petriho misku, kde bol ponechaný po dobu 60 

minút. 

3.3.3 Príprava LB média 

Navážka 4,0 g Luria Broth bola rozpustená v 100 ml destilovanej vody. Rozpustený 

Luria Broth bol prevedený do zásobnej fľaše a sterilizovaný. 

3.3.4 Príprava TB média 

Navážka 48 g Bacto Tryptone a 96 g Bacto Yeast Extract bola rozpustená v 3,6 l 

destilovanej vody. Tento objem bol rozdelený do 8 Erlenmayerových baniek po 450 ml. Banky 

boli uzatvorené hliníkovou fóliou a sterilizované nasýtenou vodnou parou pri teplote 121°C po 



 

41 

 

dobu 20 minút (Varioklav 400E, H+P Labortechnik). Navážky 9,2 g KH2PO4 a 50 g K2HPO4 

boli rozpustené v 300 ml destilovanej vody. Tento roztok bol prefiltrovaný cez filtračný papier 

do zásobnej fľaše. Po prídavku 32 ml 50% glycerolu bola zásobná fľaša uzatvorená 

a sterilizovaná. Po sterilizácii bolo do každej Erlenmayerovej fľaše pridaných 50 ml roztoku 

fosfátov a glycerolu. 

3.3.5 Príprava 0,5 M IPTG 

Navážka 1,192 g IPTG bola rozpustená pomocou 10 ml destilovanej vody. Rozpustené 

IPTG bolo pomocou injekčnej striekačky prefiltrované cez 0,2 µm membránový filter do  

sterilnej skúmavky. 

3.3.6 Návrh oligonukleotidových „primerov“ a zavedenie mutácie aminokyseliny Y15 

histidínkinázy AfGcHK metódou miestne cielenej mutagenézy (z anglického „site-

directed mutagenesis” alebo SDM) 

Miestne cielená mutagenéza je in vitro metóda zavedenia mutácie do izolovanej 

molekuly DNA na presne určené miesto. Boli vykonané štyri samostatné experimenty s cieľom 

vniesť do génu histidínkinázy AfGcHK vo vektore pET21c(+) mutácie Y15F, Y15W, Y15G a 

Y15A. Boli navrhnuté dva „primery“ obsahujúce mutáciu DNA sekvencie Y15 AfGcHK za 

požadovanú aminokyselinu, jeden „primer“ komplementárny k vedúcemu vláknu DNA 

(„reverse primer“) a druhý „primer“ nasadajúci na komplementárne vlákno DNA („forward 

primer“). Dvojice „primerov“ pre štyri mutácie boli navrhnuté pomocou programu Quik 

Change Primer Program (Agilent Technologies, USA) spolu s optimálnou teplotou hybridizácie 

primerov (Tm) s templátovou DNA. 

N-koncová časť sekvencie vedúceho vlákna DNA AfGcHK wt s označenou sekvenciou 

aminokyseliny Y15:  

5´-ATGACCGGTGTTCCAGAAACTGTGTTCGAAGAGCTGAAACGCTATGTTGGTTG 

GGGTGATGGTGATGAACGTGCACTGCGT-3´ 

 

Mutácia Y15F: TAT→TTT 

Forward primer: 5´-TCGAAGAGCTGAAACGCTTTGTTGGTTGGGGTG-3´ (33 báz, 

obsah GC 51,5%, Tm 79,14°C)  

Reverse primer: 5´-CACCCCAACCAACAAAGCGTTTCAGCTCTTCGA-3´ (33 báz, obsah 

GC 51,5%, Tm 79,14°C) 

 

Mutácia Y15W: TAT→TGG 

Forward primer: 5´-CGAAGAGCTGAAACGCTGGGTTGGTTGGGGTGATGG-3´ (36 

báz, obsah GC 58,3%, Tm 78,83°C)  

Reverse primer: 5´-CCATCACCCCAACCAACCCAGCGTTTCAGCTCTTCG-3´ (36 báz, 

obsah GC 58,3%, Tm 78,83°C) 
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Mutácia Y15G: TAT→GGT 

Forward primer: 5´-TTCGAAGAGCTGAAACGCGGTGTTGGTTGGGGTGATGG-3´ (38 

báz, obsah GC 55,3%, Tm 76,2°C)  

Reverse primer: 5´-CCATCACCCCAACCAACACCGCGTTTCAGCTCTTCGAA-3´ (38 

báz, obsah GC 55,3%, Tm 76,2°C) 

 

Mutácia Y15A: TAT→GCT 

Forward primer: 5´-TTCGAAGAGCTGAAACGCGCTGTTGGTTGGGGTGATGG-3´ (38 

báz, obsah GC 55,3%, Tm 78,97°C)  

Reverse primer: 5´-CCATCACCCCAACCAACAGCGCGTTTCAGCTCTTCGAA-3´ (38 

báz, obsah GC 55,3%, Tm 78,97°C) 

Mutácie boli zavedené použitím metódy SDM za pomoci komerčne dostupnej súpravy 

QuikChange II Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies, USA). Do tenkostenných 

mikroskúmaviek Eppendorf boli pripravené štyri reakčné zmesi, jedna zmes pre jednu mutáciu. 

Do každej skúmavky bolo pridaných 5 µl 10-krát koncentrovaného reakčného pufru zo súpravy 

QuikChange II Site-Directed Mutagenesis Kit pomocou automatickej pipety, následne bola 

pridaná templátová DNA AfGcHK vo výslednom množstve 25 ng. Do každej skúmavky boli 

pridané navrhnuté oligonukleotidové „primery“ s príslušnou mutáciou v množstve 125 ng 

„forward primeru“ a 125 ng „reverse primeru“. Nasledoval prídavok 1 µl zmesi 

deoxyribonukleotidtrifosfátových báz (dNTP) a sterilnej deionizovanej vody na výsledný 

objem reakčnej zmesi 50 µl. Po jemnom premiešaní obsahu každej skúmavky pomocou 

automatickej pipety bol pridaný 1 µl PfuUltra HF DNA Polymerázy zo súpravy QuikChange 

II Site-Directed Mutagenesis Kit. Skúmavky s reakčnou zmesou boli uzavreté a umiestnené do 

PCR termocykléru (FTGENE2D Tech-gene, Techne). Reakčné podmienky sú uvedené 

v nasledujúcej tabuľke č.: 

 
Tabuľka 1: Reakčné podmienky QuikChange reakcie metódy SDM. 

Po ukončení reakcie a temperácií reakčných zmesí na 37 °C bol do každej pridaný 1 µl 

restrikčnej endonukleázy Dpn I zo súpravy QuikChange II Site-Directed Mutagenesis Kit pre 

elimináciu pôvodnej templátovej DNA bez prítomnosti mutácie. Po premiešaní pomocou 

automatickej pipety boli skúmavky uzatvorené a zmesi inkubované pri teplote 37 °C po dobu 2 

hodín (Raven 2 Incubator, LTE). Po ukončení inkubácie bola overená autenticita získaných 

plazmidov so zavedenými mutáciami Y15 AfGcHK pomocou sekvenačnej analýzy (viď 

Cyklus  Počet opakovaní cyklu Teplota Čas 

1 1 95 °C 30 s 

2 16 

95 °C 30 s 

55 °C 1 min 

68 °C 7 min 
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kapitola 3.3.7) a následne boli reakčné zmesi použité na transformáciu kompetentných buniek 

E.coli BL-21 (DE3) (viď kapitola 3.3.8). 

3.3.7 Sekvenácia génov mutovaných foriem histidínkinázy AfGcHK 

Vzorky plazmidu pET-21c(+) s mutovaným génom pre AfGcHK boli pripravené na 

sekvenačnú analýzu, vykonanú v externom laboratóriu (OMICS Genomika, BIOCEV), ktoré 

má k dispozícií komerčne dostupné „primery“ pre sekvenáciu génov vložených v pET 

plazmidoch. Do mikroskúmaviek Eppendorf bolo pipetovaných 5 µl mutovaného plazmidu a 2 

µl sterilnej deionizovanej vody. Takto boli pripravené štyri duplikáty vzoriek. Jeden duplikát 

zahŕňal dve mikroskúmavky s identickou vzorkou (jedna mutácia Y15 AfGcHK), jednou 

vzorkou na sekvenáciu vedúceho vlákna DNA a druhou na sekvenáciu komplementárneho 

vlákna. Vzorky boli odoslané do laboratória a výsledky sekvenácie boli vyhodnotené 

prostredníctvom počítačového softvéru Seq Scanner Software 2 od spoločnosti Applied 

Biosystems. Získané nukleotidové sekvencie štyroch foriem mutovaného génu kódujúceho 

AfGcHK boli prostredníctvom internetovej domény http://translate-protein.com/ preložené do 

poradia aminokyselín tvoriacich proteín AfGcHK. Získané sekvencie aminokyselín 

mutovaného proteínu AfGcHK boli porovnané s pôvodnou sekvenciou aminokyselín AfGcHK 

uvedenou v databáze proteínov http://www.uniprot.org/. Porovnanie bolo vykonané 

prostredníctvom internetovej domény http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/. 

3.3.8 Transformácia kompetentných buniek E.coli BL-21 (DE3) plazmidmi pET-21c(+) 

obsahujúcimi mutované formy génu pre AfGcHK  

Kompetentné bunky E. coli BL-21 (DE3) boli transformované plazmidmi pET-21c(+) 

s mutovanými formami génu AfGcHK (viď kapitola 3.3.6) nasledujúcim postupom. Bunky E. 

coli BL-21 (DE3) boli rozmrazené v nádobe s ľadom a vodou. Potom boli premiestnené do 

laminárneho boxu (BIO 126, Labox). Bolo pripravených päť sterilných mikroskúmaviek 

Eppendorf. Do všetkých mikroskúmaviek bolo napipetovaných 30 µl suspenzie buniek E. coli 

BL-21 (DE3). Do štyroch z nich bolo pridaných 30 µl výsledných reakčných zmesí (viď 

kapitola 3.3.6) s obsahom mutovaného génu AfGcHK v plazmide pET-21c(+). Obsah 

mikroskúmavky bez plazmidu slúžil ako negatívna kontrola. Mikroskúmavky boli uzavreté a 

po dobu 10 minút inkubované na ľade mimo laminárneho boxu. Následne boli mikroskúmavky 

premiestnené do laminárneho boxu, kde bolo do každej pipetovaných 50 µl LB média (príprava 

viď kapitola 3.3.3). Po premiešaní bol celý obsah skúmaviek prevedený na jednotlivé agarové 

platne s obsahom ampicilínu (100 µg/ml) (príprava viď kapitola 3.3.2) a rozotrený po celej 

ploche agaru. Po vsiaknutí suspenzie do agaru boli platne uzatvorené parafilmom, otočené 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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dnom nahor a umiestnené do inkubátoru (Raven 2 Incubator, LTE) s prednastavenou teplotou 

37°C. Platne boli inkubované po dobu 18 hodín. Potom boli platne s plazmidom porovnané s 

platňou obsahujúcou negatívnu kontrolu bez plazmidu a boli umiestnené do chladničky, 

pripravené na ďalšie použitie.  

3.3.9 Expresia mutovaných foriem AfGcHK (mutácia Y15) v kompetentných bunkách 

E.coli BL-21 (DE3) 

Nižšie uvedený postup bol individuálne aplikovaný pre každú zo štyroch mutovaných 

foriem proteínu AfGcHK (mutácia Y15). V laminárnom boxe (BIO 126, Labox) bola pripravená 

skúmavka Falcon, do ktorej bolo napipetovaných 5 ml LB média a 5 µl ampicilínu s výslednou 

koncentráciou 100 µg/ml. Z agarovej platne s kolóniami transformovaných buniek E.coli BL-

21 (DE3) (viď kapitola 3.3.8) bola vybraná stredne veľká kolónia a prostredníctvom sterilnej  

drevenej tyčinky a pinzety bola prenesená do média v skúmavke. Táto jednobunková kolónia 

bola v médiu inkubovaná pri podmienkach 37°C, 220 RPM, 18 hodín v laboratórnej trepačke 

(G-25 Incubator Shaker, New Brunswick Scientific).  

Do každej z dvoch Erlenmayerových baniek s obsahom po 0,5 l TB média (príprava viď 

kapitola 3.3.4) bolo za aseptických podmienok pipetovaných 500 µl ampicilínu s výslednou 

koncentráciou 100 µg/ml. Obsah baniek bol zľahka premiešaný. Do TB média s ampicilínom 

bolo napipetovaných 500 µl suspenzie jednobunkovej kolónie transformovaných buniek v LB 

médiu. Banky s daným obsahom boli inkubované v laboratórne trepačke (Multitron Pro, 

INFORS HT) pri podmienkach 37°C, 180 RPM, 5 hodín. Táto fáza kultivácie bola dokončená 

zmenou podmienok inkubácie na 15°C a 120 RPM po dobu 1 hodiny. Expresia génu pre 

AfGcHK bola indukovaná pridaním 100 µl 0,5 M IPTG (príprava viď kapitola 3.3.5) do baniek 

s médiom a bunkami. Banky boli umiestnené do laboratórnej trepačky (Multitron Pro, INFORS 

HT) a expresia prebiehala po dobu 17 hodín pri teplote 15°C a 150 RPM. Expresia génu 

kódujúceho proteín AfGcHK bola ukončená centrifugáciou (K70D, MLW) buniek E.coli 45 

minút pri teplote 4°C a 3000 RPM. Usadené bunky boli po centrifugácii odvážené (440-35N, 

KERN), hmotnosť zaznamenaná. Získané bunky obsahujúce mutované formy 

rekombinantného proteínu AfGcHK boli následne uskladnené v skúmavkách Falcon pri – 80°C 

v mraziacom boxe, pripravené na ďalšie použitie. 

3.3.10 Izolácia mutovaných foriem proteínu AfGcHK (mutácia Y15) z buniek E. coli BL-

21 (DE3) 

Bunky obsahujúce jednotlivé formy rekombinantného proteínu AfGcHK boli za 

laboratórnej teploty rozmrazené. S každou príslušnou frakciou buniek v jednotlivých 
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skúmavkách Falcon bolo pracované nasledujúcim postupom. K bunkám v skúmavke Falcon 

bolo pridaných 25 ml resuspendačného pufru (50 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 

1 mM PMSF, 0,2 mg/ml lysozym, pH 8,0). Skúmavkou bolo opatrne otáčané, čím boli bunky 

v pufri resuspendované. Potom bola suspenzia prevedená do kadičky s magnetickým 

miešadlom. Kadička bola umiestnená v nádobe s ľadom na magnetickú miešačku (KMO2 

basic, IKA). Do suspenzie v kadičke bola čiastočne ponorená ultrazvuková sonda (Sonopuls 

HD 3100, sonda KE 76, Bandelin). Metódou ultrazvukovej sonikácie boli narušené štruktúry 

buniek, za účelom uvoľnenia ich obsahu vrátane príslušnej formy proteínu AfGcHK. Sonikácia 

bola vykonaná pri amplitúde 55% v 6 cykloch po 1 minúte sonikácie s 45 sekundovou 

prestávkou. Potom bolo do suspenzie pridaných 1,5 ml roztoku hemínu (Sigma, USA) 

s výslednou koncentráciou 300 µM. Suspenzia s obsahom hemínu bola inkubovaná za stáleho 

miešania v podmienkach 4 °C po dobu 20 minút. Následne bola suspenzia prevedená do dvoch 

ultracentrifugačných kyviet a nasledovala centrifugácia (Ultracentrifúga OptimaTM LE-80K, 

Backman Coulter) 1 hodinu pri teplote 4°C a 55 000 RPM. Supernatant bol prevedený do čistej 

plastovej nádoby a proces izolácie pokračoval afinitnou chromatografiou. 

3 ml média Talon (GE Healthcare, USA) v roztoku etanolu boli centrifugované pri 4°C 

a 750 RPM (Allegro X-22R, Beckman Coulter). Etanol bol odstránený sponad usadeného 

Talonu a bolo pridaných 6 ml pufru A (50 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, pH 8,0) na ekvilibráciu 

Talonu. Bola zopakovaná centrifugácia a odstránenie pufru A. Následne boli pridané 3 ml 

nového pufru A, v ktorom bol Talon premiešaný. Do plastovej nádoby so supernatantom 

obsahujúcim proteín AfGcHK s histidínovou kotvou boli pridané 3 ml média Talon v pufri A. 

Obsah nádoby bol premiešaný, nádoba uzavretá parafilmom a umiestnená na inkubátor, kde 

bola inkubovaná 1 hodinu pri teplote 4°C za stáleho miešania (Mini Rocker MR-1, BioSan). 

Počas inkubácie bola na stojan pripravená čistá chromatografická kolonka s fritou a bola 

premytá približne 100 ml destilovanej vody. Po ukončení inkubácie bol celý obsah plastovej 

nádoby obsahujúcej Talon a supernatant s proteínom AfGcHK prevedený na fritu 

chromatografickej kolonky. Kvapalná zložka zmesi bola prepustená cez fritu. Následne bolo 

plastovým kvapkadlom aplikovaných 50 ml pufru A, ktorým bol Talon premytý. Potom bolo 

na Talon aplikovaných 15 ml elučného pufru (50 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 200 mM 

Imidazol pH 8,0). Eluát bol odobraný do 15 ml skúmavky Falcon v plnom objeme. 

Eluát bol prevedený zo skúmavky Falcon, do skúmavky Milipore (Merck, USA). 

Skúmavka Milipore slúži na zakoncentrovanie proteínu pomocou membrány s definovanou 

porozitou. V tomto prípade bola použitá skúmavka s membránou schopnou zadržať proteíny 

molekulovej hmotnosti vyššej než 10 kDa. Eluát v skúmavke Milipore bol postupným 
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centrifugovaním (Allegro X-22R, Beckman Coulter) pri podmienkach 4°C, 4000 RPM, 

s premiešaním automatickou pipetou po každých 2 minútach „zakoncentrovaný“ na výsledný 

objem približne 500 µl. Ďalej nasledovala metóda gélovej chromatografie. 

Chromatografická separácia bola vykonaná na kolone Superdex 200 Increase 10/300 

GL od spoločnosti GE Healthcare s využitím chromatografického systému ÄKTAbasic 

(Amersham, Anglicko) so spektrofotometrickou detekciou pri vlnovej dĺžke 280 nm. Kolona 

bola ekvilibrovaná 40 ml mobilnej fázy (20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, pH 8,0). Cez 

dávkovač bolo do chromatografickej aparatúry dávkovaných 250 µl koncentrátu AfGcHK 

po afinitnej chromatografii. Separácia bola vykonaná za prietoku mobilnej fázy 0,75 ml/min a 

tlaku 1,0 MPa. Na základe absorpčného profilu boli odoberané frakcie hlavného proteínového 

píku zodpovedajúce majoritne zastúpenej oligomérnej forme AfGcHK. Frakcie boli spojené 

a prevedené do skúmavky s membránou Milipore určenej na zakoncentrovanie proteínu 

s veľkosťou vyššou než 30 kDa. Spojené frakcie v skúmavke Milipore boli postupným 

centrifugovaním (Allegro X-22R, Beckman Coulter) pri podmienkach 4°C, 4000 RPM, 

s premiešaním automatickou pipetou po každých 2 minútach zakoncentrované na výsledný 

objem. Získaný preparát bol rozdelený do 20 µl alikvotov,  zamrazený pomocou kvapalného 

dusíku a uchovaný pri teplote -80 °C. 

3.3.11 Analýza oligomérneho stavu proteínu AfGcHK wt, štyroch foriem proteínu 

AfGcHK (mutácia Y15) a izolovaných globínových domén týchto proteínov 

 Oligomérny stav plnodĺžkových proteínov a ich globínových domén bol stanovený na 

základe separačnej analýzy gélovou chromatografiou na kolone Superdex 200 Increase 10/300 

GL (GE Healthcare, USA) a porovnaním elučných objemov proteínov s kalibračnou 

závislosťou prislúchajúcou uvedenej kolone. Vzorky boli pripravené nariedením pomocou 50 

mM Tris-HCl, pH 8,0; 50 mM KCl and 5 mM MgCl2 s výslednou koncentráciou proteínu 10 

µM a boli inkubované 30 min pri laboratórnej teplote. Chromatografická analýza na systéme 

ÄKTAbasic (Amersham, Anglicko) prebiehala za prietoku mobilnej fázy (20 mM Tris-HCl, 

pH 8,0 a 150 mM NaCl) 0,75 ml/min s nástrekom vzorku o objeme 100 µl. Eluované proteíny 

boli detekované na základe absorbancie pri vlnovej dĺžke 280 nm. 

3.3.12 Polyakrylamidová elektroforéza v prostredí dodecylsulfátu sodného (SDS-PAGE) 

Do stojanu na prípravu gélu boli tesne oproti sebe umiestnené dve sklá vopred 

odmastené pomocou etanolu. Roztok pre vznik 12% separačného gélu bol pripravený 

zmiešaním 4,5 ml pufru A (0,375 M Tris-HCl, 0,1% SDS, pH 8,8), 3,0 ml polymeračného 

roztoku A (30% akrylamid, 0,8% BIS v pufri A), 7,5 µl TEMED-u a 75 µl 100 mg/ml persíranu 
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amónneho. Po premiešaní bol roztok dávkovaný pipetou do priestoru medzi sklami. Roztok bol 

prevrstvený destilovanou vodou a ponechaný polymerovať približne 45 minút. Po vytvorení 

kompaktného gélu bola voda odstránená a zvyšné kvapky odsaté pomocou filtračného papiera. 

Následne bol pripravený roztok pre vznik 4% zaostrovacieho gélu zmiešaním 2,6 ml pufru B 

(0,125 M Tris-HCl, 0,1% SDS, pH 6,8), 400 µl polymeračného roztoku B (30% akrylamid, 

0,8% BIS v pufri B), 3,0 µl TEMED-u a 60 µl 100 mg/ml persíranu amónneho. Po premiešaní 

bol roztok okamžite pipetou navrstvený na 12% separačný gél až po vrchný okraj skiel. Do 

roztoku bol vložený hrebeň na vytvorenie dávkovacích jamiek a roztok bol ponechaný 

polymerovať približne 25 minút. Po vytvorení zaostrovacieho gélu boli sklá s gélmi 

premiestnené do elektroforetickej vane (Mini-PROTEAN Tetra Cell, Biorad). Prostredie 

aparatúry bolo naplnené elektródovým pufrom (0,025 M Tris-HCl, 0,192 M glycín, 0,1% SDS, 

pH 8,3). Hrebeň bol odstránený zo zaostrovacieho gélu. Vzorky rôznych izolovaných foriem 

AfGcHK (viď kapitola 3.3.10) a izolovaného proteínu MBP-YddV (viď kapitola 3.3.18) boli 

adekvátne nariedené a zmiešané so 4-krát koncentrovaným redukujúcim pufrom (0,25 M Tris-

HCl, pH 6,8; 8% SDS; 40% glycerol; 20% 2-merkaptoethanol; 0,008% bromfenolová modrá) 

tak, že bolo možné dávkovať 5 až 10 µg proteínu na jamku gélu pomocou 10 µl striekačky 

Hamilton. Pred dávkovaním boli vzorky zahriate v inkubátore (EVA-LS1-MT-S, VLM) na 

teplotu 100°C po dobu 5 minút. Následne bola aparatúra uzatvorená a pripojená ku zdroju 

elektrického napätia. Elektroforéza bola spustená pri vloženom napätí 200 V a prebiehala po 

dobu 70 minút. Po ukončení elektroforézy bola aparatúra odpojená od zdroja napätia a sklá 

s gélom premiestnené na Petriho misku. Zaostrovací gél bol odstránený a separačný gél bol 

premiestnený do čistej Petriho misky, kde bol inkubovaný s farbiacim roztokom Instant Blue 

(Expedeon, Nemecko). Po 40 minútach farbenia bol gél ponechaný dve hodiny odfarbovať 

v destilovanej vode a následne bol prevedený do elektronickej podoby naskenovaním (Scanjet 

G3010, HP), pripravený na vyhodnotenie.  

3.3.13 Štúdium autofosforylačnej reakcie prirodzenej a mutovaných foriem proteínu 

AfGcHK v závislosti na koncentrácii ATP  

Autofosforylačná reakcia mutovaných foriem AfGcHK bola študovaná v reakčnej 

zmesi, ktorá bola rozdelená do jednotlivých alikvotov. Každý alikvot mal výsledný objem 100 

μl a jeho finálne zloženie bolo nasledovné: 50 mM Tris-HCl, pH 8,0; 50 mM chlorid 

draselný, 5 mM chlorid horečnatý a 10 μM AfGcHK (wt alebo mutant Y15). Alikvoty boli 

inkubované za laboratórnej teploty po dobu 5 minút pred začiatkom autofosforylačnej reakcie. 

Tá bola iniciovaná prídavkom ATP s rôznou výslednou koncentráciou: 0 μM (prídavok 50 



 

48 

 

mM Tris-HCl, pH 8,0), 10 μM, 25 μM, 50 μM, 75 μM, 100 μM, 150 μM, 200 μM, 300 μM, 

400 μM, 500 μM, 600 μM, 800 μM, 1000 μM. Reakcia bola ukončená po 30 sekundách 

prídavkom 100 μl 2 x koncentrovaného vzorkového redukujúceho pufru (0,125 M Tris-HCl, 

pH 6,8; 4% SDS; 20% glycerol; 10% 2-merkaptoetanol; 0,004% bromfenolová modrá). 

Vzorky boli analyzované pomocou SDS-PAGE-Phos-tag (viď kapitola 3.3.14). Experiment 

bol pre každý študovaný proteín AfGcHK zopakovaný minimálne sedemkrát.  

3.3.14 Diskontinuálna elektroforéza na polyakrylamidovom géli s obsahom Phos-tag 

v prítomnosti dodecylsulfátu sodného (SDS-PAGE-Phos-tag)   

Aparatúra pre SDS elektroforézu (Mini-PROTEA Tetra Cell, Biorad) bola zostavená 

nasledujúcim spôsobom. Do stojanu na prípravu gélu boli tesne oproti sebe umiestnené dve sklá 

odmastené pomocou etanolu. Pomocou automatickej pipety bol medzi sklá prevedený roztok 

na prípravu 10% separačného gélu s obsahom 75 μM Phos-tag-u a  200 μM chloridu 

manganatého. Tento roztok bol pripravený zmiešaním  3,25 ml pufru A (0,375 M Tris-HCl; 

0,1% SDS; pH 8,8), 1,63 ml polymeračného roztoku A (30% akrylamid; 0,8% BIS v pufri A), 

4,87 μl TEMEDu, 48,7 μl roztoku persíranu amónneho (100 mg.ml-1), 37,5 μl roztoku Phos-

tagu (10 mg v 1,68 ml sterilizovanej destilovanej vody) a 100 μl roztoku chloridu manganatého 

(2,0 g.l-1). Na roztok medzi sklami bola opatrne nanesená vrstva destilovanej vody a roztok bol 

ponechaný polymerovať 45 minút. Po polymerácií a vytvorení kompaktného gélu bola odliata 

vrstva destilovanej vody a prebytočné kvapky boli odstránené pomocou filtračného papiera. 

Následne bol pripravený roztok pre 4% zaostrovací gél. Bolo zmiešaných 1,7 ml pufru B (0,125 

M Tris-HCl; 0,1% SDS; pH 6,8), 267 μl polymeračného roztoku B (30% akrylamid; 0,8% BIS 

v pufri B), 2 μl TEMEDu a 40 μl persíranu amónneho (100 mg.ml-1). Roztok pre zaostrovací 

gél bol automatickou pipetou nanesený na separačný gél a bol do neho vložený hrebeň na 

vytvorenie jamiek pre nanášanie vzoriek. Roztok zaostrovacieho gélu bol ponechaný 

polymerovať približne 25 minút. V nasledujúcom kroku boli sklá s gélmi prenesené do 

elektroforetickej vane (Mini-PROTEAN Tetra Cell, Biorad) a elektródový priestor bol 

naplnený elektródovým pufrom (0,025 M Tris; 0,192 M glycin; 0,1% SDS; pH 8,3).  Hrebeň 

bol odstránený zo zaostrovacieho gélu. Vzorky obsahovali 2 x koncentrovaný vzorkový 

redukujúci pufor (0,125 M Tris-HCl, pH 6,8; 4% SDS; 20% glycerol; 10% 2-merkaptoetanol; 

0,004% bromfenolová modrá). Vzorky boli pred aplikáciou na gél krátko centrifugované 

(Gilson, GmC Lab) a dôkladne premiešané. Do jamiek v zaostrovacom géli boli aplikované 3 

μl každej vzorky s obsahom 15 pmol proteínu pomocou striekačky Hamilton. Elektroforéza 

prebiehala vo vertikálnom usporiadaní pri laboratórnej teplote a napätí 200 V po dobu 70 minút.   
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Po ukončení elektroforézy bol oddelený separačný gél a prenesený do Petriho misky 

s farbiacim roztokom Instant blue (Expedeon, Nemecko). Po 40 minútach farbenia bol gél 

ponechaný odfarbovať v destilovanej vode po dobu dvoch hodín a následne bol prevedený do 

elektronickej podoby naskenovaním (Scanjet G3010, HP) a vyhodnotený prostredníctvom 

programu ImageJ, kde boli odčítané plochy píkov.  

3.3.15 Stanovenie kinetických parametrov autofosforylačnej reakcie mutovaných foriem 

proteínu AfGcHK v závislosti na koncentrácii ATP  

 Kinetické parametre enzýmovej reakcie mutovaných foriem AfGcHK boli stanovené 

metódou diskontinuálnej SDS Phos-tag elektroforézy (viď kapitola 3.3.14) a jej vyhodnotením 

pomocou programu ImageJ, Microsoft Excel a Origin. Pomocou programu ImageJ bola 

odčítaná intenzita pruhov fosforylovanej formy AfGcHK (P-AfGcHK) a nefosforylovanej 

formy AfGcHK ako plocha píkov. Súčet oboch plôch bol považovaný za 100%. Na základe 

tejto úvahy boli postupne vypočítané potrebné parametre pomocou týchto vzťahov:  

- Podiel fosforylovanej formy AfGcHK: 𝑋 =
𝐼𝑃

𝐼𝑃+𝐼𝑁
 

- Hmotnosť fosforylovanej formy proteínu: 𝑚𝑃 = 𝑋 ×𝑚 [pg] 

- Látkové množstvo fosforylovanej formy proteínu: 𝑛𝑃 =
𝑚𝑃

𝑀
 [pmol] 

- Počiatočná rýchlosť enzýmovej reakcie: 𝑣0 =
𝑛𝑃

𝑡×𝑉
 [pmol.min-1.µl-1] 

IP - intenzita P-AfGcHK; IN - intenzita nefosforylovanej formy AfGcHK; m – hmotnosť proteínu 

dávkovaného na gél; M – molekulová hmotnosť proteínu; t – reakčný čas; V – reakčný objem 

dávkovaný do jednej jamky gélu 

Pomocou programu Microsoft Excel boli vypočítané vyššie uvedené parametre. Na 

základe vypočítaných hodnôt bol v programe Origin vynesený dvojnásobne recipročný graf 

závislosti počiatočnej rýchlosti enzýmovej reakcie na koncentrácii substrátu ATP. Zo získanej 

regresnej rovnice tejto závislosti boli vypočítané hodnoty kinetických parametrov Km
ATP a 

Vmax
ATP.  

3.3.16 Transformácia kompetentných buniek E.coli BL-21 (DE3) plazmidom pMal-

c5E/MBP-YddV 

Kompetentné bunky E. coli BL-21 (DE3) boli transformované plazmidom pMal-

c5E/MBP-YddV nasledujúcim postupom. Bunky E. coli BL-21 (DE3) boli rozmrazené v 

nádobe s ľadom a vodou. Potom boli premiestnené do laminárneho boxu (BIO 126, Labox). 

Boli pripravené dve sterilné mikroskúmavky Eppendorf. Do oboch mikroskúmaviek bolo 

napipetovaných 25 µl buniek E. coli BL-21 (DE3). Do jednej z nich bolo pridaných 5 µl 
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plazmidu pMal-c5E/MBP-YddV. Obsah mikroskúmavky bez plazmidu slúžil ako negatívna 

kontrola. Mikroskúmavky boli uzavreté a po dobu 10 minút inkubované na ľade mimo 

laminárneho boxu. Následne boli mikroskúmavky premiestnené do laminárneho boxu, kde bolo 

do každej pipetovaných 80 µl LB média (príprava viď kapitola 3.3.3). Po premiešaní bol celý 

obsah skúmaviek prevedený na jednotlivé agarové platne s obsahom ampicilínu (100 µg/ml) 

(príprava viď kapitola 3.3.2) a rozotrený po celej ploche agaru. Po vsiaknutí suspenzie do agaru 

boli platne uzatvorené parafilmom, otočené dnom nahor a umiestnené do inkubátoru (Raven 2 

Incubator, LTE) s prednastavenou teplotou 37°C. Platne boli inkubované po dobu 18 hodín. 

Potom bola platňa s plazmidom porovnaná s platňou obsahujúcou negatívnu kontrolu bez 

plazmidu a bola umiestnená do chladničky, pripravená na ďalšie použitie.  

3.3.17 Expresia MBP-YddV v kompetentných bunkách E.coli BL-21 (DE3) 

V laminárnom boxe (BIO 126, Labox) bola pripravená skúmavka Falcon, do ktorej bolo 

napipetovaných 5 ml LB média a 5 µl ampicilínu s výslednou koncentráciou 100 µg/ml. 

Z agarovej platne s kolóniami transformovaných buniek E.coli BL-21 (DE3) (viď kapitola 

3.3.16) bola vybraná stredne veľká kolónia a prostredníctvom sterilnej drevenej tyčinky 

a pinzety bola prenesená do média v skúmavke. Táto jednobunková kolónia bola v médiu 

inkubovaná pri podmienkach 37°C, 220 RPM, 18 hodín v laboratórnej trepačke (G-25 

Incubator Shaker, New Brunswick Scientific).  

Do každej z dvoch Erlenmayerových baniek s obsahom po 0,5 l TB média (príprava viď 

kapitola 3.3.4) bolo za aseptických podmienok pipetovaných 500 µl ampicilínu s výslednou 

koncentráciou 100 µg/ml. Obsah baniek bol zľahka premiešaný. Do TB média s ampicilínom 

bolo napipetovaných 500 µl suspenzie jednobunkovej kolónie transformovaných buniek v LB 

médiu. Banky s daným obsahom boli inkubované v laboratórne trepačke (Multitron Pro, 

INFORS HT) pri podmienkach 37°C, 180 RPM, 5 hodín. Táto fáza kultivácie bola dokončená 

zmenou podmienok inkubácie na 15°C a 120 RPM po dobu 1 hodiny. Expresia génu pre proteín 

MBP-YddV bola indukovaná pridaním 100 µl 0,5 M IPTG (príprava viď kapitola 3.3.5) do 

baniek s médiom a bunkami. Banky boli umiestnené do laboratórnej trepačky (Multitron Pro, 

INFORS HT) a expresia prebiehala po dobu 17 hodín pri teplote 15°C a 150 RPM. Expresia 

génu kódujúceho proteín MBP-YddV bola ukončená centrifugáciou (K70D, MLW) buniek 

E.coli 45 minút pri teplote 4°C a 3000 RPM. Usadené bunky boli po centrifugácii odvážené 

(440-35N, KERN), ich hmotnosť bola zaznamenaná a bunky boli uskladnené v skúmavke 

Falcon pri – 80°C v mraziacom boxe, pripravené na ďalšie použitie. 
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3.3.18 Izolácia MBP-YddV z buniek E. coli BL-21 (DE3) 

Bunky s obsahom proteínu MBP-YddV (príprava viď kapitola 3.3.17) boli za 

laboratórnej teploty rozmrazené. K bunkám v skúmavke Falcon bolo pridaných 25 ml 

resuspendačného pufru (50 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, 0,2 

mg/ml lysozym, pH 8,0). Skúmavkou bolo opatrne otáčané, čím boli bunky v pufri 

resuspendované. Potom bola suspenzia prevedená do kadičky s magnetickým miešadlom. 

Kadička bola umiestnená v nádobe s ľadom na magnetickú miešačku (KMO2 basic, IKA). Do 

suspenzie v kadičke bola čiastočne ponorená ultrazvuková sonda (Sonopuls HD 3100, sonda 

KE 76, Bandelin). Metódou ultrazvukovej sonikácie boli narušené štruktúry buniek, za účelom 

uvoľnenia ich obsahu vrátane proteínu MBP-YddV. Sonikácia bola vykonaná pri amplitúde 

55% v 6 cykloch po 1 minúte sonikácie s 45 sekundovou prestávkou. Potom bolo do suspenzie 

pridaných 1,5 ml roztoku hemínu (Sigma, USA) s výslednou koncentráciou 300 µM. Suspenzia 

s obsahom hemínu bola inkubovaná za stáleho miešania v podmienkach 4 °C po dobu 20 minút. 

Následne bola suspenzia prevedená do dvoch ultracentrifugačných kyviet a nasledovala 

centrifugácia (Ultracentrifúga OptimaTM LE-80K, Backman Coulter) 1 hodinu pri teplote 4°C 

a 55 000 RPM. Supernatant bol prevedený do čistej plastovej nádoby a proces izolácie 

pokračoval afinitnou chromatografiou. 

3 ml afinitného nosiča z amylózovej živice (z anglického „amylose resin“) v roztoku 

etanolu boli centrifugované pri 4°C a 750 RPM (Allegro X-22R, Beckman Coulter). Etanol bol 

odstránený sponad usadených častíc nosiča a bolo pridaných 6 ml pufru A (50 mM Tris-HCl, 

100 mM NaCl, pH 8,0) na ekvilibráciu nosiča. Bola zopakovaná centrifugácia a odstránenie 

pufru A. Následne boli pridané 3 ml nového pufru A, v ktorom bol amylózový nosič 

premiešaný. Do plastovej nádoby so supernatantom obsahujúcim MBP-YddV boli pridané 3 

ml amylózového nosiča v pufri A. Obsah nádoby bol premiešaný, nádoba uzavretá parafilmom 

a umiestnená na inkubátor, kde bola inkubovaná 1 hodinu pri teplote 4°C za stáleho miešania 

(Mini Rocker MR-1, BioSan). Počas inkubácie bola na stojan pripravená čistá 

chromatografická kolonka s fritou a bola premytá približne 100 ml destilovanej vody. Po 

ukončení inkubácie bol celý obsah plastovej nádoby obsahujúcej nosič a supernatant 

s proteínom MBP-YddV prevedený na fritu chromatografickej kolonky. Kvapalná zložka zmesi 

bola prepustená cez fritu. Následne bolo plastovým kvapkadlom aplikovaných 50 ml pufru A, 

ktorým bol nosič premytý. Potom bolo na nosič aplikovaných 15 ml elučného pufru (50 mM 

Tris-HCl, 100 mM NaCl, 10 mM Maltóza pH 8,0). Eluát bol odobraný do 15 ml skúmavky 

Falcon v plnom objeme. 
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Eluát bol prevedený zo skúmavky Falcon, do skúmavky Milipore. Skúmavka Milipore 

slúži na zakoncentrovanie proteínu pomocou membrány s definovanou porozitou. V tomto 

prípade bola použitá skúmavka s membránou schopnou zadržať proteíny molekulovej 

hmotnosti vyššej než 10 kDa. Eluát v skúmavke Milipore bol postupným centrifugovaním 

(Allegro X-22R, Beckman Coulter) pri podmienkach 4°C, 4000 RPM, s premiešaním 

automatickou pipetou po každých 2 minútach, zakoncentrovaný na výsledný objem približne 

500 µl. Ďalej nasledovala metóda gélovej chromatografie. 

Chromatografická separácia bola vykonaná na kolone Superdex 200 Increase 10/300 

GL od spoločnosti GE Healthcare s využitím chromatografického systému ÄKTAbasic 

(Amersham, Anglicko) so spektrofotometrickou detekciou pri vlnovej dĺžke 280 nm. Kolona 

bola ekvilibrovaná 40 ml mobilnej fázy (20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, pH 8,0). Cez 

dávkovač bolo do chromatografickej aparatúry dávkovaných 300 µl koncentrátu MBP-YddV 

po afinitnej chromatografii. Separácia bola vykonaná za prietoku mobilnej fázy 1,00 ml/min a 

tlaku 1,0 MPa. Na základe absorpčného profilu boli odoberané frakcie hlavného proteínového 

píku zodpovedajúce majoritne zastúpenej oligomérnej forme MBP-YddV. Frakcie boli spojené 

a prevedené do skúmavky s membránou Milipore určenej na zakoncentrovanie proteínu 

s veľkosťou vyššou než 30 kDa. Spojené frakcie v skúmavke Milipore boli postupným 

centrifugovaním (Allegro X-22R, Beckman Coulter) pri podmienkach 4°C, 4000 RPM, 

s premiešaním automatickou pipetou po každých 2 minútach zakoncentrované na výsledný 

objem. Získaný preparát bol rozdelený do 20 µl alikvotov, zamrazený pomocou kvapalného 

dusíku a uchovaný pri teplote -80 °C. 

3.3.19 Štúdium štruktúrnej dynamiky MBP-YddV pomocou HDX-MS 

Experiment na štúdium konformačnej dynamiky plnodĺžkového MBP-YddV 

pozostával z procesu peptidového mapovania a z charakterizácie a porovnania HDX-MS 

profilu aktívnych stavov proteínu MBP-YddV, kedy bol ión železa hemu v dvoch stavoch Fe2+-

O2 alebo Fe3+ s neaktívnym stavom, kedy bol ión železa hemu redukovaný v anaeróbnom 

prostredí (Fe2+) v piatich časových intervaloch 30 sekúnd (T1), 5 minút (T2), 20 minút (T3) 

a 60 minút (T4) a 180 minút (T5). 

S cieľom detekovať čo najvyšší počet navzájom sa prekrývajúcich peptidových iónov 

naprieč sekvenciou proteínu MBP-YddV bolo realizované peptidové mapovanie za rôznych 

proteolytických podmienok. Výsledné peptidové mapovanie bolo realizované analýzou vzoriek 

s obsahom 150 pmol MBP-YddV (Fe3+) v 50 µl pufru A (20 mM Tris-HCl, pH 8,0; 150 mM 
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NaCl) a pred analýzou bolo pridaných 50 µl pufru s obsahom 4 M thiomočovina, 2 M 

močovina, 1 M glycín, pH 2,3. 

Príprava vzoriek pre HDX v prípade proteínu MBP-YddV s iónom železa hemu v stave 

Fe3+: Pomocou spektrofotometra bolo zmerané absorpčné spektrum MBP-YddV a overená 

exkluzívna prítomnosť Fe3+ formy iónu železa hemu. Následne bol pripravený reakčný 

„premix“ pre HDX s výsledným objemom 250 µl s obsahom 750 pmol MBP-YddV (150 

pmol/reakcia) v pufri A (20 mM Tris-HCl, pH 8,0; 150 mM NaCl) a 90% (v/v) pufru B (20 

mM Tris-HCl a 150 mM NaCl v D2O, pD 8,0). Pufor B bol pridaný ako iniciačné činidlo HDX 

v čase T0. V časových intervaloch T1, T2, T3, T4 a T5 bola HDX ukončená premiešaním 50 

µl premixu s 50 µl HDX ukončujúceho pufru (4 M thiomočovina, 2 M močovina, 1 M glycín, 

pH 2,3). Nedeuterovaná vzorka (ND) bola zložená zo 150 pmol MBP-YddV v pufri 

A, s výsledným objemom 50 µl a bola zmiešaná s 50 µl HDX ukončujúceho pufru. Všetky 

alikvoty vrátane ND boli 45 sekúnd po premiešaní s HDX ukončujúcim pufrom zamrazené 

pomocou kvapalného dusíku a umiestnené do -80 °C. 

Príprava vzoriek pre HDX v prípade proteínu MBP-YddV s iónom železa hemu v stave 

Fe2+-O2: Bol pripravený „premix“ s cieľom redukovať ión železa hemu MBP-YddV do stavu 

Fe2+ v aeróbnom prostredí. Premix s výsledným objemom 200 µl obsahoval 70 µM MBP-

YddV, 10 mM Na2S2O4, 20 mM Tris-HCl, pH 8,0 a 150 mM NaCl. Premix bol inkubovaný 7 

minút pri laboratórnej teplote. Odsoľovacia kolonka PD MiniTrap G-25 (GE Healthcare, USA) 

bola ekvilibrovaná 30 ml pufru A (20 mM Tris-HCl, pH 8,0; 150 mM NaCl), následne bolo na 

kolonku aplikovaných 200 µl premixu s cieľom odstrániť reziduálny Na2S2O4 resp. jeho 

reakčné produkty. Po vsiaknutí bolo na kolonku aplikovaných 800 µl pufru A. Redukovaný 

proteín MBP-YddV bol eluovaný z kolonky aplikáciou 1,5 ml pufru A, proteín bol odoberaný 

v alikvotoch 3 kvapky do jednej mikroskúmavky Eppendorf. Pomocou spektrofotometra bolo 

zmerané absorpčné spektrum MBP-YddV pre overenie prítomnosti redukovanej formy proteínu 

s kyslíkom a bola stanovená koncentrácia proteínu v roztoku (viď kapitola 3.3.20). Na základe 

informácie o koncentrácii bol zostavený „premix“ pre HDX a nedeuterovaná príprava (ND) pre 

porovnanie s HDX. „Premix“ pre HDX s výsledným objemom 250 µl obsahoval 750 pmol 

MBP-YddV (150 pmol/reakcia) v pufri A a 90% (v/v) pufru B (20 mM Tris-HCl a 150 mM 

NaCl v D2O, pD 8,0). Pufor B bol pridaný ako iniciačné činidlo HDX v čase T0. V časových 

intervaloch T1, T2, T3, T4a T5 bola HDX ukončená premiešaním 50 µl premixu s 50 µl HDX 

ukončujúceho pufru (4 M thiomočovina, 2 M močovina, 1 M glycín, pH 2,3). ND príprava bola 

zložená zo 150 pmol MBP-YddV v redukovanom stave iónu železa hemu s kyslíkom v pufri 

A, s výsledným objemom 50 µl a bola zmiešaná s 50 µl HDX ukončujúceho pufru. Všetky 
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alikvoty vrátane ND boli 45 sekúnd po premiešaní s HDX ukončujúcim pufrom zamrazené 

pomocou kvapalného dusíku a umiestnené do -80 °C. 

Príprava vzoriek pre HDX v prípade proteínu MBP-YddV s iónom železa hemu v stave 

Fe2+: Príprava tohto stavu proteínu si vyžadovala prácu v anaeróbnych podmienkach. Všetky 

kroky boli prevedené v anaeróbnom boxe GP Campus (Jacomex, Francúzsko) plnenom 

inertným argónom. Koncentrácia kyslíku bola po celý priebeh experimentu monitorovaná 

a nepresiahla 0,8 ppm. Nižšie uvedené pufry a destilovaná voda boli pripravené za aeróbnych 

podmienok, následne boli privedené k varu, prebublané argónom a zachladené v nádobe 

s ľadom a vodou. Tento proces bol zopakovaný päťkrát s cieľom znížiť obsah kyslíku na 

minimum. Potom boli nádoby s puframi a destilovanou vodou, a všetky potrebné nástroje 

umiestnené do anaeróbneho boxu ponechané ekvilibrovať v prostredí inertného argónu. Do 

nádob s puframi a vodou bolo umiestnené magnetické miešadlo a boli za pomoci magnetickej 

miešačky intenzívne miešané do ustálenia koncentrácie kyslíku pod 0,8 ppm. Potom bol 

pripravený premix na redukciu iónu železa hemu MBP-YddV do stavu Fe2+ bez kyslíku. Premix 

s výsledným objemom 200 µl obsahoval 70 µM MBP-YddV, 10 mM Na2S2O4, 20 mM Tris-

HCl, pH 8,0 a 150 mM NaCl. Premix bol inkubovaný 7 minút pri laboratórnej teplote. 

Odsoľovacia kolonka PD MiniTrap G-25 (GE Healthcare, USA) bola ekvilibrovaná 

nadmerným množstvom 60 ml odkysličeného pufru A (20 mM Tris-HCl, pH 8,0; 150 mM 

NaCl) s cieľom zabezpečiť, že sa redukovaná forma MBP-YddV nedostane do kontaktu 

s kyslíkom. Následne bolo na kolonku aplikovaných 200 µl premixu s cieľom odstrániť 

reziduálny Na2S2O4 resp. jeho reakčné produkty. Po vsiaknutí bolo na kolonku aplikovaných 

800 µl pufru A. Proteín MBP-YddV obsahujúci redukovaný ión železa hemu bol eluovaný 

z kolonky aplikáciou 1,5 ml pufru A, proteín bol odoberaný v alikvotoch 3 kvapky do jednej 

mikroskúmavky Eppendorf. Pomocou spektrofotometra bolo zmerané absorpčné spektrum 

MBP-YddV v týchto alikvotoch pre overenie prítomnosti čistej redukovanej formy proteínu 

bez kyslíku a bola stanovená koncentrácia proteínu v roztoku (viď kapitola 3.3.20). Na základe 

informácie o koncentrácii bol zostavený premix pre HDX a nedeuterovaná príprava (ND) pre 

porovnanie HDX. Premix pre HDX s výsledným objemom 250 µl obsahoval 750 pmol MBP-

YddV (150 pmol/reakcia) v pufri A a 90% (v/v) pufru B (20 mM Tris-HCl a 150 mM NaCl 

v D2O, pD 8,0). Pufor B bol pridaný ako iniciačné činidlo HDX v čase T0. V časových 

intervaloch T1, T2, T3, T4 a T5 bola HDX ukončená premiešaním 50 µl premixu s 50 µl HDX 

ukončujúceho pufru (4 M thiomočovina, 2 M močovina, 1 M glycín, pH 2,3). ND príprava bola 

zložená zo 150 pmol redukovaného MBP-YddV bez kyslíka v pufri A, s výsledným objemom 

50 µl a bola zmiešaná s 50 µl HDX ukončujúceho pufru. Všetky alikvoty vrátane ND boli 
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v priebehu 45 sekúnd po premiešaní s HDX ukončujúcim pufrom uzatvorené, vybraté 

z anaeróbneho boxu, zamrazené pomocou kvapalného dusíku a umiestnené do -80 °C. 

Všetky pripravené alikvoty boli analyzované pomocou systému v usporiadaní HPLC-

ESI-FT-ICR. HPLC systém Agilent 1200 (Agilent Technologies, USA) obsahoval dávkovač 

s prepínacím šesťcestným ventilom, proteolytickú kolonu s imobilizovaným pepsínom, 

odsoľovaciu a zakoncentrovávaciu kolonu MicroTrap C8 (Optimize Technologies, USA), a 

separačnú kolonu s reverznou fázou Zorbax 300SB-C18 0,5 x 35 mm (Agilent Technologies, 

USA) priamo prepojenú na detektor ESI-FT-ICR (15T solariX XR, Bruker Daltonics, Billerica, 

MA). Dávkovač, prepínací ventil a všetky tri kolony boli po celý čas analýzy ponorené 

v nádobe s ľadom a vodou. Analýza bola započatá rapídnym rozmrazení alikvotu a nástrekom 

100 µl vzorky do dávkovača nasledovaná štiepením na proteolytickej kolone (3 min, mobilná 

fáza A - 0,4% (v/v) kyselina mravčia vo vode, prietok 100 µl/min). Po proteolýze nasledovanej 

odsolením a zakoncentrovaním boli peptidy separované na reverznej fáze separačnej kolony. 

Bol aplikovaný gradient mobilnej fázy po dobu 20 minút s prietokom 40 µl/min v kombinácií 

mobilnej fázy A – 0,4% kyselina mravčia a 2% acetonitril vo vode, a mobilnej fázy B – 0,4% 

kyselina mravčia a 95% acetonitril vo vode (viď tabuľka 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Tabuľka 2: Časový priebeh gradientu mobilnej fázy pri HPLC-MS analýze proteínu MBP-YddV.  

Mobilná fáza A – 0,4% kyselina mravčia a 2% acetonitril vo vode, mobilná fáza B – 0,4% kyselina mravčia a 95% 

acetonitril 

Peptidové mapovanie bolo uskutočnené v režime HPLC-MS/MS a v data-

dependentnom móde. Každý MS sken bol nasledovaný MS/MS skenom troch 

najintenzívnejších peptidových iónov. Získané MS/MS hmotnostné spektrá boli porovnané 

v programe MASCOT so sekvenciou MBP-YddV.  

Analýza ND a deuterovaných vzoriek bola realizovaná v režime HPLC-MS. 

Hmotnostné spektrá boli spracované pomocou programu DeutEx (BIOCEV), získané dáta boli 

dodatočne upravené v programe Excel a spracované do grafickej podoby pomocou nástroja 

Draw H/D Protection Plot.84 Výsledky boli vyjadrené ako percento deuterácie peptidu 

Čas (min) Mobilná fáza A (%) Mobilná fáza B (%) 

0,00 90,00 10,00 

2,00 90,00 10,00 

8,00 65,00 35,00 

9,00 1,00 99,00 

14,00 1,00 99,00 

15,00 90,00 10,00 

20,00 90,00 10,00 
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vzhľadom na maximálnu dosiahnuteľnú mieru deuterácie peptidu danú počtom amidických 

vodíkov v každom peptide.23 

3.3.20 Spektrofotometrické stanovenie koncentrácie proteínu na spektrometri DeNovix 

DS-11  

Pre stanovenie koncentrácie proteínu v malom objeme bola využitá metóda „A280“ na 

spektrofotometri DeNovix DS-11. Koncentráciu proteínu v roztoku stanovuje prístroj na 

základe merania absorbancie pri vlnovej dĺžke 280 nm s využitím Lambert-Beerovho zákona:  

𝑐 =
𝐴

𝜀 × 𝑙
 

kde c je koncentrácia proteínu v roztoku v jednotkách mol.l-1, A je absorbancia pri vlnovej dĺžke 

280 nm, ɛ je molárny absorpčný koeficient analyzovanej substancie pri danej vlnovej dĺžke 

v jednotke l.mol-1.cm-1 a l je šírka absorpčného prostredia v jednotkách cm. Ako „blank“ bol 

použitý základ roztoku s proteínom, ktorým bol 20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, pH 8,0. Boli 

aplikované 2 µl „blank-u“, ktorého hodnota absorbancie bola považovaná za nulovú hodnotu a 

následne bola zmeraná absorbancia rovnakého objemu roztoku proteínu a stanovená jeho 

koncentrácia. Pre overenie správnosti merania koncentrácie prístrojom DeNovix DS-11 v 

režime mikroobjem bola dodatočne stanovená koncentrácia proteínu v preparátoch metódou 

s použitím kyseliny bicinchoninovej (viď kapitola 3.3.21). 

3.3.21 Stanovenie koncentrácie proteínu v preparátoch proteínu AfGcHK a MBP-YddV 

metódou využívajúcou prítomnosť kyseliny bicinchoninovej (BCA) v reakčnom činidle 

 Na stanovenie celkovej koncentrácie proteínu v preparátoch bola použitá sada roztokov 

a štandardov Pierce BCA Protein Assay Kit od spoločnosti Thermo Scientific. Stanovenie bolo 

vykonané na 96 jamkovej mikrotitračnej doštičke. Do osobitných jamiek bolo napipetovaných 

9 µl roztoku štandardu hovädzieho sérového albumínu o koncentráciach: 0,125; 0,25; 0,50; 

0,75; 1,00; 1,50; 2,00 mg/ml. Štandardy boli pipetované v duplikátoch s rovnakou 

koncentráciou vždy do dvoch za sebou nasledujúcich jamiek. Následne bolo vždy do troch za 

sebou nasledujúcich jamiek napipetovaných po 9 µl 5-krát, 10-krát a 20-krát nariedených 

testovaných preparátov. Reakčné činidlo pre stanovenie koncentrácie proteínu pomocou BCA 

bolo pripravené zmiešaním zložky BCA Reagent A (0,95 % hydrogenuhličitan sodný, 2 % 

dekahydrát uhličitanu sodného, BCA, 0,16 % vínan sodný, 0.1 M hydroxid sodný, pH 11,25) a 

činidla BCA Reagent B (4% síran meďnatý) v pomere 50:1. Do jamiek obsahujúcich príslušné 

štandardy a preparáty s proteínmi bolo pipetovaných 260 µl reakčného činidla s BCA. 

Mikrotitračná doštička bola uzatvorená krytom a uložená do inkubátoru s teplotou 37 °C na 
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dobu 1 hodiny (IR 1500 Automatic CO2 Incubator, Flow Laboratories). Následne bola doštička 

premiestnená do spektrofotometra (Sunrise Absorbance Reader, TECAN Trading AG) a bola 

meraná absorbancia vzniknutého farebného komplexu pri vlnovej dĺžke 562 nm. Na základe 

absorbancie vzniknutého farebného komplexu v štandardných roztokoch hovädzieho sérového 

albumínu prístroj vykonal zostrojenie kalibračnej závislosti. Vyplývajúc z kalibračnej závislosti 

a absorbancie komplexu vzniknutého v preparátoch boli získané hodnoty celkovej koncentrácie 

proteínu v testovaných preparátoch a boli porovnané s koncentráciou stanovenou 

prostredníctvom spektrofotometra DeNovix DS-11. 
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4 Výsledky 

4.1 Príprava štyroch foriem proteínu AfGcHK s mutáciou aminokyseliny 

Y15 metódou SDM 

Boli navrhnuté dvojice „primerov“ pre mutácie Y15F, Y15W, Y15G, Y15A proteínu 

AfGcHK (postup viď kapitola 3.3.6). „Primery“ boli získané od externého dodávateľa Sigma a 

následne použité metódou SDM podľa postupu v kapitole 3.3.6 . Úspešnosť zavedenia mutácií 

aminokyseliny Y15 proteínu AfGcHK bola overená sekvenačnou analýzou pripravených 

vzoriek (viď kapitola 3.3.7) v externom laboratóriu (OMICS Genomika, BIOCEV). 

Vyhodnotenie sekvenačnej analýzy bolo realizované preložením sekvencií nukleotidových báz 

génu mutovaných foriem proteínu AfGcHK do poradia aminokyselín. Tieto sekvencie boli 

porovnané so sekvenciou aminokyselín prirodzenej formy proteínu AfGcHK wt podľa databázy 

UniProt. Výsledky ukázali úspešné zavedenie všetkých štyroch mutácií aminokyseliny Y15 

proteínu AfGcHK. 

 

 

Obrázok 8 : Porovnanie N-koncovej časti sekvencie aminokyselín jednotlivých foriem proteínu AfGcHK (mutácia 

Y15) a prirodzenej formy proteínu AfGcHK wt po preložení sekvencie nukleotidov daných génov: 

1. N-koniec sekvencie aminokyselín prirodzenej formy proteínu AfGcHK wt 

2. N-koniec sekvencie aminokyselín proteínu AfGcHK s mutovanou aminokyselinou Y15F 

3. N-koniec sekvencie aminokyselín proteínu AfGcHK s mutovanou aminokyselinou Y15W 

4. N-koniec sekvencie aminokyselín proteínu AfGcHK s mutovanou aminokyselinou Y15A 

5. N-koniec sekvencie aminokyselín proteínu AfGcHK s mutovanou aminokyselinou Y15G 

4.2 Expresia génov štyroch mutovaných foriem proteínu AfGcHK (mutácia 

Y15) a proteínu MBP-YddV 

Transformácia kompetentných buniek E.coli BL-21 (DE3) bola vykonaná použitím 

plazmidu pET-21c(+) s obsahom jedného zo štyroch génov pre mutované formy proteínu 

AfGcHK (mutácie Y15) a plazmidu pMal-c5E/MBP-YddV (postup v kapitole 3.3.8 resp. 

3.3.16). Úspešnosť transformácie buniek bola overená vizuálnou kontrolou agarových platní 

s kolóniami buniek transformovaných danými plazmidmi, ktoré okrem požadovaného génu 

nesú aj gén rezistencie voči antibiotiku ampicilín prítomnom v agare. Porovnaním platní 

s agarovou platňou negatívnej kontroly, na ktorej nebola viditeľná prítomnosť bunkových 
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kolónií bola potvrdená úspešná transformácia buniek E.coli. Expresia štyroch mutovaných 

foriem génu AfGcHK (mutácia Y15) a génu MBP-YddV bola indukovaná prídavkom 0,5 M 

roztoku IPTG. V prípade každej mutovanej formy proteínu AfGcHK a proteínu MBP-YddV 

bola produkcia realizovaná celkom v 1 l TB média, z ktorého bol výťažok buniek E.coli BL-21 

(DE3) v rozsahu 7 až 8 g. 

4.3 Izolácia proteínu AfGcHK (mutácia Y15F, Y15W, Y15A, Y15G) 

a proteínu MBP-YddV z buniek E.coli BL-21 (DE3) 

Izolácia vyššie uvedených proteínov prebiehala jednotlivo a vo všetkých prípadoch 

pozostávala zo štyroch fáz: resuspendácia buniek, narušenie bunkových štruktúr ultrazvukovou 

sonikáciou, afinitná chromatografia a gélová chromatografia (postup viď kapitola 3.3.10 resp 

3.3.18). Boli získané finálne preparáty proteínov, ktorých koncentrácia bola stanovená 

pomocou spektrofotometra DeNovix DS-11 (viď kapitola 3.3.20) a hodnota koncentrácie bola 

dodatočne overená metódou využívajúcou BCA (postup viď kapitola 3.3.21). Hodnoty 

koncentrácie proteínu vo vzorkách stanovené obidvomi metódami sa zhodovali s odchýlkou 

cca 5 %. Hodnoty koncentrácii proteínu v jednotlivých preparátoch sú uvedené v tabuľke 2 

prezentované ako priemer hodnôt získaných obidvomi metódami.  

 

 

Tabuľka 2: Súhrn produkovaných proteínov AfGcHK (mutácie Y15) a proteínu MBP-YddV spolu s výťažkom z 1l 

kultivačného média a hodnotami koncentrácie stanovenej na spektrofotometri DeNovix DS-11, overenej 

stanovením metódou s využitím BCA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Preparát Koncentrácia proteínu  Výťažok (z 1l TB média) 

AfGcHK s mutáciou Y15A 58 mg/ml 27,8 mg 

AfGcHK s mutáciou Y15F 36 mg/ml 29,3 mg 

AfGcHK s mutáciou Y15G 11 mg/ml 3,4 mg 

AfGcHK s mutáciou Y15W 30 mg/ml 11,7 mg 

MBP-YddV 27 mg/ml 19,3 mg 
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Úspešnosť produkcie štyroch foriem proteínu AfGcHK s mutáciou Y15 a proteínu 

MBP-YddV bola potvrdená pomocou SDS-PAGE (viď obrázok 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Obrázok 9: Záznam SDS-PAGE finálnych preparátov foriem proteínu AfGcHK s mutáciou Y15 a proteínu MBP-

YddV (postup viď kapitola 3.3.12) 

1. Marker Precision Plus Protein Standards (8µl) 

2. AfGcHK s mutáciou Y15F (6 µg/jamka) 

3. AfGcHK s mutáciou Y15W (6 µg/jamka) 

4. AfGcHK s mutáciou Y15A (6 µg/jamka) 

5. AfGcHK s mutáciou Y15G (6 µg/jamka) 

6. MBP-YddV (6 µg/jamka) 

 

4.4 Stanovenie oligomérneho stavu proteínu AfGcHK wt, štyroch foriem 

AfGcHK (mutácie Y15) a izolovaných globínových domén týchto proteínov 

Metódou gélovej chromatografie na kolone Superdex 200 Increase 10/300 GL boli 

získané elučné profily plnodĺžkových foriem AfGcHK (mutácie Y15) a elučný profil proteínu 

AfGcHK wt (postup viď kapitola 3.3.11). Elučné profily boli porovnané navzájom medzi sebou 

(viď obrázok 11, strana 62) a zároveň s kalibračnou závislosťou kolony Superdex 200 Increase 

10/300 GL (viď obrázok 10B, strana 61). Elučný profil vyjadrený ako závislosť absorbancie 

analytu pri vlnovej dĺžke 280 nm na elučnom objeme poskytol porovnaním s kalibračnou 

závislosťou informáciu o molekulovej hmotnosti analyzovaného proteínu a na základe znalosti 

teoretickej molekulovej hmotnosti daného proteínu i o jeho oligomérnom stave. Cieľom 

porovnania bolo overiť či má mutácia aminokyseliny Y15 globínovej domény plnodĺžkového 

proteínu AfGcHK vplyv na jeho oligomérny stav. Všetky formy plnodĺžkového proteínu 

 1                 2          3         4          5                  6 
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AfGcHK s mutáciou Y15 rovnako ako aj prirodzená forma AfGcHK wt boli v roztoku prítomné 

vo forme diméru (viď obrázok 11, strana 62 a tabuľka 3, strana 63). Záznam priebehu analýzy 

vzoriek izolovaných globínových domén AfGcHK gélovou chromatografiou ukázal vplyv 

mutácii na oligomérny stav mutovanej formy globínovej domény proteínu AfGcHK Y15A a 

Y15G, ktoré boli pozorované v monomérnom stave (viď obrázok 12, strana 62 a tabuľka 3, 

strana 63). Izolované globínové domény proteínu AfGcHK Y15F a Y15W boli pozorované 

v dimérnom stave rovnako ako AfGcHK wt (viď obrázok 12 a tabuľka 3).  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázok 10: A – Graf závislosti absorbancie na elučnom objeme proteínových štandardov: thyroglobulín (669 

kDa), apoferritín (481 kDa), hovädzí sérový albumín BSA (66 kDa), ovalbumín (43 kDa) a myoglobín (17 kDa) 

analyzovaných na kolone Superdex 200 Increase 10/300 GL 

B – Graf kalibračnej závislosti logaritmu molekulovej hmotnosti štandardov na ich elučnom objeme (vyplýva z  

obrázku A)  
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Obrázok 11: Graf závislosti absorbancie na elučnom objeme plnodĺžkového proteínu AfGcHK wt (modrá krivka) 

a mutovaných foriem AfGcHK: Y15F (čierna krivka), Y15W (žltá krivka), Y15G (zelená krivka) a Y15A (oranžová 

krivka) po analýze na kolone Superdex 200 Increase 10/300 GL. Koncentrácia proteínov 10 µM. 

 

 

 

 

Obrázok 12: Graf závislosti absorbancie na elučnom objeme izolovaných globínových domén AfGcHK: wt (modrá 

krivka), Y15F (čierna krivka), Y15W (žltá krivka), Y15G (zelená krivka), Y15A (oranžová krivka) po analýze na 

kolone Superdex 200 Increase 10/300 GL. Koncentrácia proteínov 10 µM. 
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Tabuľka 3: Porovnanie elučného objemu, teoretickej molekulovej hmotnosti (podľa sekvencie aminokyselín) a 

vypočítanej molekulovej hmotnosti proteínu v roztoku na základe kalibračnej závislosti (viď obrázok 10B). Na 

základe týchto informácii je odvodený príslušný oligomérny stav študovaných proteínov (izolovaných globínových 

domén a plnodĺžkových foriem proteínu AfGcHK (mutácie Y15) a ich prirodzených foriem wt). 

 

4.5 Štúdium závislosti autofosforylačnej aktivity proteínu AfGcHK wt 

a štyroch foriem AfGcHK (mutácie Y15) na koncentrácii ATP 

Autofosforylačná reakcia jednotlivých študovaných proteínov AfGcHK s mutáciou 

aminokyseliny Y15 a wt bola detekovaná v reakčnej zmesi pripravenej postupom v kapitole 

3.3.13. Jednotlivé reakcie boli iniciované prídavkom ATP s rôznou koncentráciou a ukončené 

po 30 sekundách. Čas reakcie bol zvolený na základe predošlých štúdii, kde bolo potvrdené, že 

v tomto časovom intervale pozorujeme počiatočnú rýchlosť danej enzýmovej reakcie.42 Vzorky 

reakcií boli analyzované pomocou SDS-PAGE-Phos-tag (postup viď kapitola 3.3.14). Na 

základe vizuálneho hodnotenia výsledkov SDS-PAGE-Phos-tag bolo zistené, že okrem 

proteínu AfGcHK wt (viď obrázok 19, strana 67) si zachoval autofosforylačnú aktivitu aj 

proteín AfGcHK s mutáciou Y15F a Y15W (viď obrázok 15, strana 65 a obrázok 17, strana 66), 

zatiaľčo proteín AfGcHK s mutáciou Y15A a Y15G si autofosforylačnú aktivitu nezachoval 

(viď obrázok 13 a 14, strana 64). Boli vypočítané hodnoty počiatočnej rýchlosti enzýmovej 

reakcie proteínu AfGcHK wt a jeho mutovaných foriem Y15F a Y15W v závislosti na 

koncentrácii substrátu tj. ATP, tieto hodnoty sú uvedené v súhrnnej tabuľke 7 (postup viď 

kapitola 3.3.15). Na základe týchto hodnôt bola v grafickej podobe vynesená závislosť hodnôt 

 
Elučný 

objem 

(ml) 

Mw (kDa) 

Podľa 

kalibračnej 

závislosti 

Mw (kDa) 

Podľa 

sekvencie 

aminokyselín 

Oligomérny 

stav 

Izolovaná 

globínová 

doména 

AfGcHK  

wt 16,3 23 18 dimér 

Y15A 17,2 15 18  monomér 

Y15F 16,1 25  18 dimér 

Y15G 17,3 15  18  monomér 

Y15W 16,0 26  18  dimér 

Plnodĺžkový 

proteín 

AfGcHK  

 

wt 13,2 91  43 dimér 

Y15A 13,3 87  43 dimér 

Y15F 13,3 87  43 dimér 

Y15G 13,4 83 43  dimér 

Y15W 13,2 91  43 dimér 
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počiatočnej rýchlosti enzýmovej reakcie na koncentrácii ATP (viď obrázok 16A, 18A, 20A). 

Z grafického vyjadrenia daných závislostí je zrejmé, že kinetika týchto autofosforylačných 

reakcií zodpovedá typickému priebehu kinetiky enzýmových reakcií podľa Michaelisa a 

Mentenovej.85 Vďaka tomu bolo možné stanoviť kinetické parametre týchto reakcií 

dvojnásobne reciprokým výnosom získaných hodnôt počiatočnej rýchlosti enzýmovej reakcie 

a hodnôt koncentrácie ATP (viď obrázok 16B, 18B, 20B).85 Hodnota Michaelisovej konštanty 

Km
ATP a hodnota maximálnej rýchlosti enzýmovej reakcie Vmax

ATP v prípade proteínu AfGcHK 

wt a AfGcHK s mutáciou Y15F a Y15W bola vypočítaná na základe regresných rovníc 

získaných z príslušných grafov. Súhrn výsledkov analýzy enzýmovej kinetiky proteínov 

AfGcHK je uvedený v tabuľke 7 na strane 68. 

 

4.5.1 Štúdium závislosti autofosforylácie proteínu AfGcHK s mutáciou Y15A  

na koncentrácii ATP 

 

 

 

Obrázok 13: Phos-tag PAGE separácia nefosforylovanej (AfGcHK) a fosforylovanej frakcie (P-AfGcHK) tvorenej 

autofosforyláciou AfGcHK Y15A v závislosti na rôznej koncentrácii ATP 

 

4.5.2 Štúdium závislosti autofosforylácie proteínu AfGcHK s mutáciou Y15G  

na koncentrácii ATP 

 

 

 

 

Obrázok 14: Phos-tag PAGE separácia nefosforylovanej (AfGcHK) a fosforylovanej frakcie (P-AfGcHK) 

tvorenej autofosforyláciou AfGcHK Y15G v závislosti na rôznej koncentrácii ATP. 
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4.5.3 Štúdium závislosti autofosforylácie proteínu AfGcHK s mutáciou Y15F  

na koncentrácii ATP 

Obrázok 15: Phos-tag PAGE separácia nefosforylovanej (AfGcHK) a fosforylovanej frakcie (P-AfGcHK) 

tvorenej autofosforyláciou AfGcHK Y15F v závislosti na koncentrácii ATP. 

 

Koncentrácia ATP (µM) 0,0 10,0 25,0 50,0 75,0 100,0 

v0 (pmol.min-1.µl-1) 0,0 2,9 4,8 7,2 7,7 8,5 

 

 

Tabuľka 5: Súhrn vypočítaných hodnôt počiatočnej rýchlosti autofosforylačnej reakcie proteínu AfGcHK 

s mutáciou Y15F v závislosti na koncentrácii ATP. 

 

 

Obrázok 16: A – Graf závislosti počiatočnej rýchlosti autofosforylačnej reakcie proteínu AfGcHK s mutáciou 

Y15F na koncentrácií ATP 

B – Dvojnásobne reciproký graf závislosti počiatočnej rýchlosti autofosforylačnej reakcie proteínu AfGcHK 

s mutáciou Y15F na koncentrácií ATP 

 

 

 

Koncentrácia ATP(µM) 200,0 300,0 400,0 500,0 600,0 800,0 1000,0 

v0 (pmol.min-1.µl-1) 10,0 10,4 10,5 10,0 10,6 10,7 10,6 

A B 
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4.5.4 Štúdium závislosti autofosforylácie proteínu AfGcHK s mutáciou Y15W  

na koncentrácii ATP 

 

 

 

 

Obrázok 17: Phos-tag PAGE separácia nefosforylovanej (AfGcHK) a fosforylovanej frakcie (P-AfGcHK) 

tvorenej autofosforyláciou AfGcHK Y15W v závislosti na rôznej koncentrácii ATP 

 

 

Tabuľka 6: Súhrn vypočítaných hodnôt počiatočnej rýchlosti autofosforylačnej reakcie proteínu AfGcHK 

s mutáciou Y15W v závislosti na koncentrácii ATP. 

 

 

 

Obrázok 18: A – Graf závislosti počiatočnej rýchlosti autofosforylačnej reakcie proteínu AfGcHK s mutáciou 

Y15W na koncentrácií ATP.  

B – Dvojnásobne reciproký graf závislosti počiatočnej rýchlosti autofosforylačnej reakcie proteínu AfGcHK 

s mutáciou Y15W na koncentrácií ATP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Koncentrácia ATP [µM] 0,0 10,0 25,0 50,0 75,0 100,0 150,0 

v0 [pmol P-AfGcHK.min-1.µl-1] 0,0 3,6 5,8 7,6 8,4 8,8 9,1 

Koncentrácia ATP [µM] 200,0 300,0 400,0 500,0 600,0 800,0 1000,0 

v0 [pmol P-AfGcHK.min-1.µl-1] 9,3 9,6 9,9 10,3 10,1 11,1 10,2 

A B 
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4.5.5 Štúdium závislosti autofosforylácie proteínu AfGcHK wt na koncentrácii ATP 

 

Obrázok 19: Phos-tag PAGE separácia nefosforylovanej frakcie (AfGcHK) a fosforylovanej frakcie (P-AfGcHK) 

tvorenej autofosforyláciou AfGcHK wt v závislosti na rôznej koncentrácii ATP. 

 

Koncentrácia ATP [µM] 0,0 10,0 25,0 50,0 75,0 100,0 150,0 

v0 [pmol P-AfGcHK.min-1.µl-1] 0,0 2,3 4,0 5,3 5,9 6,5 7,2 

 

 

Tabuľka 4.: Súhrn vypočítaných hodnôt počiatočnej rýchlosti autofosforylačnej reakcie proteínu AfGcHK wt 

v závislosti na koncentrácii ATP 

 

 

 

Obrázok 20: A – Graf závislosti počiatočnej rýchlosti autofosforylačnej reakcie proteínu AfGcHK wt  

na koncentrácií ATP. 

B – Dvojnásobne reciproký graf závislosti počiatočnej rýchlosti autofosforylačnej reakcie proteínu AfGcHK wt  

na koncentrácií ATP 

 

 

 

 

 

 

 

 

Koncentrácia ATP [µM] 200,0 300,0 400,0 500,0 600,0 800,0 1000,0 

v0 [pmol P-AfGcHK.min-1.µl-1] 7,8 8,6 9,1 8,9 9,0 9,2 8,9 

A B 
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Tabuľka 7: Súhrn kinetických parametrov Km
ATP a Vmax

ATP autofosforylačnej reakcie proteínov AfGcHK wt a 

AfGcHK s mutáciou Y15. (AfGcHK wt* prevzaté z publikácie 42) 

 

 

 

 

 

 Km (µM) Vmax (pmol.min-1.µl-1) 

AfGcHK wt* 18,9 ± 2,3* 10,8 ± 0,3* 

AfGcHK wt 29,9 ± 9,2 8,1 ± 1,6 

AfGcHK Y15A 0 0 

AfGcHK Y15F 28,5 ± 3,9 9,4 ± 1,1 

AfGcHK Y15G 0 0 

AfGcHK Y15W 18,7 ± 3,1 10,5 ± 0,3 
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4.6 Štúdium štruktúrnej dynamiky MBP-YddV pomocou HDX-MS 

Optimalizácia peptidového mapovania bola realizovaná za použitia rozličných 

proteolytických enzýmov v rôznych reakčných podmienkach. Ako výsledok v tejto práci 

uvádzam najlepšie dosiahnuté „pokrytie“ sekvencie proteínu MBP-YddV peptidovými iónmi, 

ktoré boli detekované systémom HPLC-MS (režim MS/MS) po proteolýze na kolone 

s imobilizovaným enzýmom pepsín za podmienok 2 M thiomočovina, 1 M močovina, 0,5 M 

glycín, pH 2,3 (postup analýzy viď kapitola 3.3.19). Toto „pokrytie“ obsiahlo 96,6 % sekvencie 

proteínu MBP-YddV (viď obrázok 21).  

 

Obrázok 21: Schématické znázornenie najlepšieho dosiahnutého „pokrytia“ sekvencie proteínu MBP-YddV (96,6 

%) peptidovými iónmi detekovanými v procese peptidového mapovania v režime HPLC-MS/MS (postup viď 

kapitola 3.3.19). 

4.6.1 HDX-MS profil aktívneho stavu proteínu MBP-YddV (Fe3+ a Fe2+-O2) 

Vzorky proteínu MBP-YddV v aktívnych stavoch (ión železa hemu v oxidačnom stave 

Fe3+ a ión železa hemu v redukovanom stave koordinovaný kyslíkom Fe2+-O2) boli pripravené 

za aeróbnych podmienok (postup viď kapitola 3.3.19). Exkluzívna prítomnosť proteínu MBP-

YddV vo vyššie uvedených stavoch bola potvrdená spektrofotometricky (viď obrázok 22, 

strana 70 a obrázok 24, strana 71). Vzorky oboch aktívnych stavov proteínu MBP-YddV boli 

pripravené pre päť nezávislých analýz avšak analýza pomocou systému HPLC-MS bola 
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úspešná iba jediný raz. Preto sú nižšie uvedené iba výsledky pilotnej HDX-MS analýzy proteínu 

MBP-YddV.  

 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázok 22: Graf absorpčného spektra proteínu MBP-YddV v aktívnom stave iónu železa hemu Fe3+. 

 

 

 

 

 

Obrázok 23: Deuteračný profil proteínu MBP-YddV v aktívnom stave tj. ión železa hemu je oxidovaný (Fe3+). 

Profil je vyjadrený ako závislosť úrovne deuterácie vzhľadom na sekvenciu aminokyselín proteínu YddV. 
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Obrázok 24: Graf absorpčného spektra proteínu MBP-YddV v aktívnom stave iónu železa hemu Fe2+-O2. 

 

 

 
Obrázok 25: Deuteračný profil proteínu MBP-YddV v aktívnom stave tj. ión železa hemu je redukovaný a 

koordinovaný kyslíkom (Fe2+-O2). Profil je vyjadrený ako závislosť úrovne deuterácie vzhľadom na sekvenciu 

aminokyselín proteínu YddV. 
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4.6.2 Charakterizácia a porovnanie deuteračného profilu dvoch aktívnych foriem 

proteínu YddV 

Deuteračný profil aktívneho proteínu YddV, ktorý obsahuje vo svojej globínovej 

doméne ión železa hemu v oxidovanom stave (ďalej len stav Fe3+) a ión železa hemu 

redukovaný a zároveň koordinovaný kyslíkom (ďalej len stav Fe2+-O2) vykazuje veľmi 

podobný trend HDX (viď obrázok 23, strana 70 a obrázok 25, strana 71). Deuterácia proteínu 

YddV ako celku je veľmi nízka a ani v časovom rámci 180 minút neprekonáva viac než 45 % 

potenciálne možných výmien atómov vodíka za deutérium v detekovaných iónoch peptidov. 

Pri vyhodnotení dát bolo zistené, že počet detekovaných iónov peptidov bol v prípade analýzy 

jednotlivých vzoriek výrazne nižší než ukazuje pôvodne získané „pokrytie“ peptidovým 

mapovaním (viď obrázok 21, strana 69). Táto skutočnosť sa značne prejavuje na výsledných 

deuteračných profiloch (viď obrázok 23 a 25), kde možno vidieť „pokrytie“ sekvencie peptidmi 

ako horizontálne línie. Šikmé línie označujú sekvencie aminokyselín proteínu YddV, pre ktoré 

nebol detekovaný žiadny peptid a iba názorne spájajú pokryté sekvencie. Preto im nemožno 

prisudzovať žiadnu výpovednú hodnotu a miera flexibility proteínu v týchto oblastiach zostáva 

nejasná. Zároveň nutno podotknúť, že nízky počet detekovaných peptidov v tomto prípade 

koreluje s veľmi malou mierou vzájomného prekryvu peptidov, čo znižuje presnosť prisúdenia 

vlastností YddV vyplývajúcich z HDX-MS konkrétnym úsekom sekvencie proteínu. Pre 

upresnenie interpretácie nižšie popisovaných výsledkov analýzy uvádzam, že slovný opis o 

rozsahu zmien deuterácie je zamýšľaný v intenciách deuteračného maxima skúmaného proteínu 

(cca 45 %) a nie v rozsahu 100 % potenciálne vymeniteľných atómov vodíku v jednotlivých 

peptidoch. 

Ako bolo uvedené, globínová doména YddV pozostáva z ôsmych helixov označených 

Z až H.22 Najvýraznejšie odlišnosti medzi oboma aktívnymi stavmi Fe3+ a Fe2+-O2 je možné 

pozorovať v oblasti globínovej domény. Počiatočný helix Z v rozsahu aminokyselín 6 až 19 sa 

javí ako málo solventu exponovaný helix s veľmi nízkou mierou konformačnej flexibility 

vzhľadom na deuteračný profil. Stav Fe2+-O2 je v intervale 30 sekúnd približne o 2-3 % viac 

deuterovaný než v stave Fe3+. C-koniec helixu Z prechádza krátkou slučkou do helixu A (21-

33) (cit.22), spolu s ktorého N-koncovou časťou tvoria o niečo flexibilnejšiu oblasť. Táto 

sekvencia aminokyselín prechádza v čase z  kompaktnejšieho usporiadania do viac 

exponovaného postavenia približne o 10 % deuteračnej úrovne. Sekvencia aminokyselín 29-54 

zahŕňa zvyšok helixu A, celý helix B a C.22 Helix A a B je v tomto segmente najviac 

konzervovanou časťou globínovej domény. Helix B (35-49) sa podieľa na tvorbe väzbového 

miesta pre molekulu hem.22 HDX-MS dáta ukazujú, helix B je časťou globínovej domény s 
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veľmi nízkou úrovňou deuterácie bez zásadnej časovej zmeny. Distálna oblasť hemu je okrem 

helixu B tvorená helixom E (59-77).22 Spojenie oboch helixov je sprostredkované krátkym 

helixom C (50-54) a slučkou CE (55-57).22 Slučka CE je dobre prístupná solventu a tvorí jednu 

z najflexibilnejších častí globínovej domény a proteínu YddV ako celku. Miera deuterácie tohto 

segmentu v stave Fe3+ narastá rýchlo medzi intervalmi 30 sekúnd a 5 minút. Potom je nárast 

charakteristický pravidelným príspevkom v čase. Stav Fe2+-O2 kedy je v distálnej oblasti hemu 

prítomný kyslík ukazuje, že počiatočná konformácia slučky CE je solventu prístupnejšia než v 

stave Fe3+ a hlavná zmena konformácie sa deje v intervale 30 sekúnd až 5 minút. Tieto trendy 

naznačujú vyššiu flexibilitu slučky CE než ostatných oblastí proteínu YddV. Pre nasledujúci 

helix E boli detekované peptidy v rozsahu aminokyselín 59-69 zahŕňajúc dôležitú 

aminokyselinu Leu65. Táto časť helixu E ukazuje podobný trend ako predošlá sekvencia CE, 

ale s menšou mierou expozície solventu. V stave Fe2+-O2 je na počiatku daný úsek helixu E o 

niečo viac prístupný solventu než v stave Fe3+. Nasledujúca „nepokrytá“ sekvencia 

aminokyselín siaha až na C-koniec helixu E. Krátke spojenie otáča smerovanie ďalšieho helixu 

F (81-101), ktorý zasahuje až na proximálnu stranu molekuly hemu.22 Sekvencia 78-87 

zahŕňajúc N-koniec helixu F sa v stave Fe3+ a Fe2+-O2 javí podobne deuterovaná (22 %) a 

podlieha nárastu deuterácie 5 % v intervale 30 sekúnd až 5 minút, následne vykazuje nízku 

flexibilitu v čase. Prostredná časť helixu F pravdepodobne prechádza do kompaktnejšieho 

usporiadania resp. je chránená inými časťami globínovej domény pretože hladina deuterácie je 

výrazne nižšia než na N-konci helixu. Zároveň prostredná časť helixu F v oboch aktívnych 

stavoch proteínu YddV podlieha pomalej zmene konformácie do viac otvorenej polohy (nárast 

5 % deuterácie). C-koniec helixu F (93-101) spolu so slučkou FG (102-104) tvorí proximálnu 

časť vzhľadom k rovine molekuly hemu, s proximálnym ligandom His98.22 Proximálna oblasť 

je charakterizovaná konzervatívnym prejavom flexibility. Stav Fe2+-O2 je na proximálnej strane 

hemu o niečo exponovanejší solventu než stav Fe3+. Zároveň pravidelne v čase stúpa úroveň 

deuterácie indikujúc pomalú zmenu konformácie. Sekvencia pokračuje helixom G (105-125), 

pre ktorý nebolo získané žiadne „pokrytie“. Nasleduje slučka GH (126-128) a časť 129-142 

helixu H (129-153), kde klesá miera deuterácie. V stave Fe2+-O2 je táto oblasť na počiatku aj 

v pokročilom čase viac prístupná solventu, ale iba v minimálnej miere. Aminokyseliny 146-

151 helixu H dosahujú relatívne vysokú úroveň deuterácie okolo 30 % bez zmeny v čase 

naznačujúc značne exponovanú menej štruktúrovanú oblasť. Koniec globínovej domény a jej 

spojenie s prostrednou MID doménou z časti tvorí sekvencia 152-165, kde bol pozorovaný 

prvotný nárast deuterácie v 5 minútach s následným poklesom pod pôvodnú úroveň. Jedná sa 

o minimálne zmeny v deuterácii avšak trend sa opakuje v stave Fe3+ aj Fe2+-O2 naznačujúc 
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určitý vzorec možnej malej štruktúrnej zmeny. Pre zvyšnú časť prechodu medzi globínovou 

doménou a MID doménou nebolo dosiahnuté „pokrytie“ peptidmi.  

MID doména pozostáva z piatich helixov A-E.22 Prvá polovica helixu A (177-203) je 

veľmi málo deuterovaná a v čase podlieha postupnej, no výraznej zmene priestorového 

usporiadania. Zvyšná časť helixu A a časť helixu B (216-230) nebola „pokrytá“ peptidmi. 

Zvyšok helixu B sa javí ako oblasť bez zmien v stave Fe2+-O2, ale v stave Fe3+ je pozorovaná 

malá skoková zmena deuterácie na úrovni 5 %. Vrámci N-konca helixu C (233-255) dochádza 

v rozmedzí 30 sekúnd až 5 minút k nárastu deuterácie o 10 % naznačujúc rýchlu zmenu 

usporiadania. Ďalej bola v MID doméne pozorovaná konzervovaná oblasť 266-275 helixu E, 

ktorý tvorí dimerizačné rozhranie MID domény.22 Deuteračný profil tejto sekvencie ukazuje 

vysokú mieru flexibility v čase, kedy postupnou zmenou dochádza k nárastu hladiny deuterácie 

takmer o 30 % v stave Fe3+ a rovnako aj v stave Fe2+-O2. 
 

GGDEF doména pozostáva z  piatich vlákien antiparalelného β-skladaného listu (b1-

b5), ktoré sú priestorovo obklopené piatimi helixami A-E.22 Štruktúrovaná časť GGDEF 

domény začína helixom A (306-323).22 Signál peptidov bol detekovaný pre sekvenciu 

aminokyselín 314-329, ktorá sa v oboch aktívnych stavoch proteínu YddV vyznačuje nárastom 

úrovne deuterácie v najdlhšom časovom úseku o 10 % oproti počiatočnému 

intervalu. Pravidelným príspevkom v jednotlivých časových úsekoch naznačuje trend pomalej 

konformačnej zmeny. Sekvencia v rozsahu aminokyselín 331-353 zahŕňa koniec vlákna 

b1(325-335), helix B (336-345) a časť helixu C (346-362). Túto sekvenciu „pokrýva“ iba jeden 

dlhý detekovaný peptid, ktorý naznačuje, že sa jedná o solventu prístupnú oblasť GGDEF 

domény, ktorá v čase nadobúda pomalšiu konformačnú zmenu. Aminokyseliny 354-359 tvoria 

druhú polovicu helixu C, ktorá sa javí ako najuzavretejšia časť GGDEF domény (8 % 

deuterácie), avšak v časovom rámci sa stáva prístupnejšou vonkajším podmienkam (20 % 

deuterácie). V kontraste s tým je peptid 360-368 obsahujúci sekvenciu C-konca helixu C a 

primárneho inhibičného miesta (P-miesto) GGDEF domény, ktoré je tvorené aminokyselinami 

365-368 na slučke medzi helixom C a vláknom b2 (369-373).22 Počiatočná úroveň deuterácie 

v prvých 5 minútach stavu Fe2+-O2 rýchlo narastá o približne 10-12 % zatiaľčo v stave Fe3+ je 

to 8-9 % a zrejme sa preto jedná o konformačne rýchlo sa meniacu sekvenciu. Nasledujúce 

vlákno b2 a celé aktívne miesto GGDEF domény (374-378) (cit.22) neboli charakterizované 

žiadnym peptidom. Vlákno b3 (379-384) je možné na základe HDX-MS označiť za solventu 

exponovaný a flexibilný segment. Presný popis zmien vlákna b3 komplikuje získané „pokrytie“ 

niekoľkými veľmi krátkymi peptidmi, ktorých úroveň deuterácie sa mení v nejednoznačnom 

trende. V sekvencii nadväzujúci helix D (387-409) sa v úseku aminokyselín 396-409 prejavuje 
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miernou pozitívnou deuteračnou zmenou v čase, približne o 5 % a prechádza do β-obrátky (410-

415).22 Vlákno b4 (416-425) je segment s dvojitým typom prejavu. Časť sekvencie 416-421 je 

málo deuterovaná a časový nárast deuterácie zodpovedá v konečnom dôsledku úrovni až 20 %. 

V stave Fe2+-O2 je zmena v intervale 5 minút opäť rýchlejšia než v stave Fe3+. Druhá časť 422-

424 je deuterovaná o niečo viac, ale prejav časovej zmeny deuterácie je v porovnaní s prvou 

časťou vlákna b4 v menšom rozsahu. V stave Fe3+ je prvotná hladina deuterácie nižšia a celková 

zmena tak výraznejšia ako v stave Fe2+-O2. Záverečná sekvencia aminokyselín GGDEF 

domény pozostáva zo slučky 426-430 spájajúcej vlákno b4 s helixom E (431-448) (cit.22), pre 

ktorý bol detekovaný peptid 426-436. Jeho deuteračný profil naznačuje podobný trend 

v jednotlivých aktívnych stavoch s nižšou úrovňou počiatočnej deuterácie ako sa prejavila 

v druhej časti vlákna b4. Na helix E nadväzuje záverečné vlákno b5 (451-460).22 Posledné 

detekované peptidové ióny pre GGDEF doménu ukazujú, že úroveň deuterácie od druhej 

polovice helixu E naprieč časťou reťazca b5 narastá. Možno tu pozorovať skokovú zmenu 

deuterácie v čase, indikujúc vysokú mieru expozície koncovej sekvencie solventu a 

konformačnú zmenu väčšieho rozsahu. 

4.6.3 HDX-MS profil inaktívneho proteínu MBP-YddV (Fe2+) 

Vzorky pre HDX-MS analýzu inaktívneho proteínu MBP-YddV s redukovaným iónom 

železa, ktorý má voľnú šiestu koordinačnú sféru tj. je pentakoordinovaný (ďalej len stav Fe2+) 

bolo nutné pripraviť špeciálnym spôsobom za podmienok v anaeróbnom prostredí (postup viď 

kapitola 3.3.19). Exkluzívna prítomnosť proteínu MBP-YddV v stave Fe2+ bola potvrdená 

spektrofotometricky (viď obrázok 26, strana 76). Vzorky neaktívneho stavu proteínu MBP-

YddV boli pripravené pre päť nezávislých analýz avšak analýza pomocou systému HPLC-MS 

bola úspešná iba jediný raz. Preto sú nižšie uvedené iba výsledky pilotnej HDX-MS analýzy 

neaktívneho stavu proteínu MBP-YddV a popis porovnania zmien medzi aktívnym stavom 

Fe2+-O2 a neaktívnym stavom Fe2+.  
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Obrázok 26: Graf absorpčného spektra proteínu MBP-YddV v inaktívnom stave tj. obsahujúcom ión železa hemu 

v redukovanom stave bez šiesteho koordinačného ligandu (Fe2+). 

 

 
 

Obrázok 27: Deuteračný profil proteínu MBP-YddV v inaktívnom stave tj. obsahujúcom ión železa hemu 

v redukovanom stave bez šiesteho koordinačného ligandu (Fe2+). Profil je vyjadrený ako závislosť úrovne 

deuterácie vzhľadom na sekvenciu aminokyselín proteínu YddV. 
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4.6.4 Rozdiel HDX-MS profilu inaktívneho proteínu MBP-YddV (Fe2+) v porovnaní 

s aktívnym stavom (Fe2+-O2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázok 28: Porovnanie deuteračného profilu proteínu MBP-YddV v inaktívnom stave Fe2+ voči aktívnemu stavu 

Fe2+-O2. Porovnanie je vyjadrené ako závislosť úrovne deuterácie vzhľadom na sekvenciu aminokyselín proteínu 

YddV. Os x na úrovni hodnoty 0 znázorňuje stav  Fe2+-O2 a jednotlivé krivky vyjadrujú rozdielnú úroveň deuterácie 

stavu Fe2+ v časových intervaloch 30 sekúnd a 60 minút. 

Na úvod porovnania výsledkov HDX-MS neaktívneho stavu Fe2+ voči aktívnemu stavu 

Fe2+-O2 je nutné podotknúť, že zmeny boli pozorované v obmedzenom intervale ± 4 % úrovne 

deuterácie čo značí minimálne, len teoretické rozdiely v celkovom merítku 100 % 

potenciálnych výmien atómov vodíku za deutérium v jednotlivých peptidoch. Vzhľadom na 

celkovú nízku pozorovanú úroveň deuterácie všetkých troch študovaných stavov proteínu 

MBP-YddV a s ohľadom na pilotnú fázu experimentu bolo pristúpené k porovnaniu aj takýchto 

malých zmien, ktorých význam a rozsah je posúdený v diskusnej časti tejto diplomovej práce. 

Celkový pohľad na HDX-MS profil stavu Fe2+ (viď obrázok 27, strana 76) a jeho porovnanie 

s celkovým profilom aktívneho stavu Fe2+-O2 (viď obrázok 25, strana 71) jasne ukazuje, že 

trend pozorovaný v jednotlivých popísaných štruktúrnych oblastiach je takmer zhodný. Zmeny 

pozorované na samotnom obrázku porovnania aktívneho a neaktívneho stavu (viď obrázok 28) 

sú nasledovné.   

Začiatok sekvencie globínovej domény tvorí helix Z (6-19).22 V stave Fe2+ v čase 30 

sekúnd je úroveň deuterácie o 1,5 % vyššia a časom sa dostáva na úroveň stavu Fe2+-O2. C-

koniec helixu Z prechádza krátkou slučkou do helixu A (21-33), spolu s ktorého N-koncovou 

časťou je na počiatku stav Fe2+ deuterovaný viac o približne 3 % a s časom sa rozdiel zmenšuje 
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na 0,6 % nad úrovňou stavu  Fe2+-O2. Sekvencia aminokyselín 29-54 zahŕňa C-koniec helixu 

A, celý helix B (35-49) a C (50-54).22 Helix A a časť B sú v tomto segmente najviac 

konzervovanou časťou globínovej domény (viď obrázok 27, strana 76). V stave Fe2+ sú o 2 % 

viac deuterované a v dlhom intervale 60 minút si zvýšenú deuteráciu zachovávajú na úrovni 0,8 

%. Helix B (35-49) ako súčasť distálnej oblasti hemu je spolu s helixom C po 30 sekundách 

viac deuterovaný (úroveň 1,6 %) a v čase 60 minút menej ako 1 % v porovnaní s aktívnym 

stavom Fe2+-O2. Celková úroveň deuterácie sekvencie aminokyselín od helixu Z po koniec 

helixu C indikuje v neaktívnom stave proteínu YddV menej kompaktné priestorové 

usporiadanie ako v stave Fe2+-O2. Zmena tendencie nastáva v slučke CE (55-57). Už v 30 

sekundách je badateľný pokles deuterácie a potvrdzuje to aj interval 60 minút, kde miera 

výmeny atómov vodíka za deutérium poklesla pod 2 % oproti aktívnemu stavu Fe2+-O2. 

V časovom intervale 60 minút bol pozorovaný pokles deuterácie tohto úseku o 2 % v porovnaní 

so stavom Fe2+-O2. Podobný výsledok sa vzťahuje aj na nasledujúci úsek 59-69 helixu E (59-

77). Po „nepokrytej“ sekvencií aminokyselín nasleduje helix F (81-101) s druhou polovicou 

sekvencie na proximálnej strane hemu.22 Od jeho N-konca k stredu možno pozorovať stúpajúcu 

tendenciu HDX s vrcholom okolo proximálneho ligandu His98, kde dosahuje neaktívny stav o 

3,6 % (30 sekúnd) resp. 1,2 % (60 minút) viac HDX ako aktívny stav Fe2+-O2 proteínu YddV. 

Úsek 99-106 helixu F s prepojením na helix G naznačuje spätný pokles deuterácie v 30 

sekundách pod 1 % nad hladinou aktívneho stavu proteínu YddV a v 60 minútach 0,4 % do 

negatívnych hodnôt. HDX-MS dáta proximálnej oblasti hemu indikujú vyššiu mieru expozície 

solventu v prípade inaktívneho stavu proteínu YddV. Slučka GH (126-128) je v čase 60 minút 

v konzervovanejšej priestorovej polohe ako v aktívnom stave Fe2+-O2 o 1,2 % deuteračnej 

úrovne. Aminokyseliny 129-142 helixu H v neaktívnom stave sú v 30 sekundách o takmer 2 % 

viac deuterované a v 60 minúte pripomínajú úroveň deuterácie aktívneho stavu. Krátky segment 

146-151 v neaktívnom stave nadobúda v čase 30 sekúnd o 2,5 % vyššiu hladinu deutéria. 

V konečnom čase 60 minút je hladina takmer identická s aktívnym stavom Fe2+-O2. Koncová 

sekvencia globínovej domény a prechod na MID doménu má „pokrytú“ sekvenciu iba v rozsahu 

aminokyselín 152-165, kde bol pozorovaný pokles HDX oproti stavu Fe2+-O2.  

Prvá polovica helixu A (177-203) prostrednej MID domény vykazuje v neaktívnom 

stave Fe2+ o 2 % viac deutéria a v čase 60 minút o 0,5 % menej deutéria čo naznačuje menší 

rozsah konformačnej zmeny ako u aktívneho stavu Fe2+-O2. Z pohľadu na zmeny prostrednej 

MID domény, pre ktorú bolo nadobudnuté veľmi slabé „pokrytie“ je vidieť na C-konci helixu 

B a na N-konci helixu C vyššia počiatočná miera deuterácie a rovnaká finálna miera vrámci 

porovnávaných časových intervalov. To naznačuje menší rozsah možnej konformačnej zmeny 
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ako v stave Fe2+-O2. Naopak v malej miere rozšírený rozsah zmeny je pozorovaný v sekvencii 

prostrednej časti helixu C (- 0,7 % v čase 30 sekúnd a + 0,3 % v čase 60 minút). Posledná časť 

MID domény so zaznamenaným „pokrytím“ sú aminokyseliny 266-275 helixu E, tvoriaceho 

rozhranie diméru MID domén.22 Tu je v prípade neaktívneho stavu rozsah zmeny pozorovanej 

v aktívnych stavoch obmedzený nárastom deuterácie v počiatočnom intervale o 1,1 % a 

poklesom v konečnom intervale o 0,3 %. 

Porovnanie stavu Fe2+ s neaktívnou diguanylátcyklázovou GGDEF doménou voči 

aktívnemu stavu Fe2+-O2 prinieslo nasledujúce výsledky. Sekvencia 314-329 neaktívneho stavu 

Fe2+ zahŕňajúca časť helixu A (306-323) a začiatok vlákna b1 (325-335) (cit.22) vykazuje o 2,1 

% vyššiu deuteračnú úroveň v 30 sekundovom intervale a približne - 0,1 % v čase 60 minút. 

Druhý segment aminokyselín 331-353 obsahuje zvyšok vlákna b1, helix B (336-345) a časť 

helixu C (346-362), kde je možné pozorovať jednu z najvýraznejších zmien deuterácie 

v GGDEF doméne. Tá je vyjadrená ako + 0,5 % v čase 30 sekúnd HD výmeny a takmer -3,5 % 

v čase 60 minút trvajúcej HD výmeny. Aminokyseliny 354-360 tvoria druhú polovicu helixu 

C, ktorá bola v aktívnych stavoch proteínu YddV popísaná ako najkonzervovanejšia časť 

GGDEF domény. Druhá polovica helixu C je v neaktívnom stave v oboch porovnávaných 

časových intervaloch približne o 1,5 % na vyššej úrovni deuterácie ako v aktívnom stave Fe2+-

O2. Peptid 360-368 obsahuje sekvenciu C-konca helixu C a P-miesta GGDEF domény, ktoré je 

tvorené aminokyselinami 365-368 na slučke medzi helixom C a vláknom b2 (369-373).22 

V neaktívnom stave Fe2+ je úroveň deuterácie tohto peptidu nižšia ako v stave Fe2+-O2, 

konkrétne -0,2 % (30 sekúnd) a -1,9 % (60 minút). Nasledujúca sekvencia vlákna b2 a aktívneho 

miesta so sekvenciou aminokyselín 374-378 nebola porovnaná medzi aktívnym a neaktívnym 

stavom proteínu pretože neboli pre danú oblasť detekované žiadne peptidy. Vlákno b3 (379-

384) vykazuje v neaktívnom stave proteínu YddV v oboch časových intervaloch o niečo vyššiu 

deuteračnú úroveň a podobne aj v spojení vlákna b3 a začiatku sekvencie helixu D (387-409). 

Väčšina oblasti helixu D a nasledujúcej β-obrátky (410-415) je v čase 30 sekúnd HD výmeny 

deuterovaná o cca 2 % viac a v čase 60 minút veľmi podobne ako v stave Fe2+-O2. Rovnako aj 

úsek 416-421 vlákna b4 (416-425) je deuterovaný v čase 30 sekúnd o cca 2 % viac než 

v aktívnom stave a v čase 60 minút -0,4 %. „Pokrytie“ zvyšku vlákna b4 a helixu E bolo v stave 

Fe2+ nedostačujúce a pozorované skokové zmeny deuterácie vo výsledkoch porovnania voči 

stavu Fe2+-O2 v tejto oblasti môžu byť zavádzajúce. Záverečná oblasť vlákna b5 naznačuje 

navýšenie úrovne deuterácie o 1,5 % (30 sekúnd) a pokles o približne 1 % (60 minút) 

v porovnaní so stavom Fe2+-O2 čím je ukončené porovnanie HDX profilu neaktívneho stavu 

Fe2+ voči aktívnemu stavu Fe2+-O2 proteínu YddV. 
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5 Diskusia 

Hemové senzorové proteíny sú vysoko variabilná rodina proteínov, zastúpených naprieč 

širokým spektrom organizmov.1 Výskum v posledných rokoch odhalil ich významnú úlohu 

naprieč signálnymi dráhami eukaryot a prokaryot.86 Medzibunková komunikácia, produkcia 

biofilmu či celulózy, motilita, latentné štádiá života, bakteriálna virulencia a mnohé ďalšie 

fyziologické procesy naprieč organizmami si vyžadujú citlivú reguláciu na základe zmien 

intracelulárnych a extracelulárnych podmienok.1,4 Kompozícia hemových senzorových 

proteínov pozostávajúca zo signálnej a funkčnej domény veľkej diverzity, stavia túto skupinu 

hemoproteínov do pozície účinných regulátorov mnohých fyziologických funkcií.4,5 V súčasnej 

dobe zásadným spôsobom narastá miera bakteriálnej rezistencie voči konvenčne používaným 

antibiotikám.67 Jeden z dôležitých obranných mechanizmov baktérií pred antibiotickými 

účinkami je produkcia biofilmu závislá na koncentrácii kyslíku v okolitom prostredí.71,72 Preto 

sa začalo uvažovať o nových variantoch antimikrobiálnej liečby. Ako jeden z atraktívnych 

terapeutických objektov sa ukazujú práve hemové senzorové proteíny schopné detekovať 

plynné molekuly. Aby bolo možné špecifickým spôsobom zasahovať do bakteriálnych 

procesov riadených hemovými senzorovými proteínmi je najskôr potrebné objasniť presný 

mechanizmus, ktorým prenášajú signál zo senzorovej domény na funkčnú doménu. Jeden zo 

spôsobov ako priblížiť objasnenie signálnych mechanizmov baktérii je výskum modelových 

bakteriálnych proteínov. Dobrým príkladom sú signálne proteíny baktérie E.coli. Vďaka širokej 

diverzite a častému výskytu kmeňov baktérie E.coli, medzi ktorými možno nájsť napríklad 

zástupcov symbiotických enterobaktérii, ale aj patogénne kmene, sú hemové senzorové 

proteíny z E.coli považované za ideálne modelové objekty.87 Predkladaná diplomová práca je 

zameraná na dva prokaryotické hemové senzorové proteíny s globínovou štruktúrou senzorovej 

domény. Ako prvý bude diskutovaný prínos kinetických experimentov vykonaných 

s proteínom AfGcHK baktérie Anaeromyxobacter sp. kmeň Fw109-5. Druhý diskutovaný bude 

proteín YddV z baktérie E.coli a popis jeho štruktúrnej dynamiky na základe HDX-MS 

analýzy.   

Histidínkináza s globínovou štruktúrou senzorovej domény AfGcHK je kyslíkový 

senzor, po prvý raz podrobne preskúmaný v roku 2011, kedy boli popísané jeho základné 

spektrálne a funkčné charakteristiky.6 Postupné objasnenie kinetických parametrov AfGcHK 

závislých na oxidačnom stave iónu železa hemu a väzbe rozličných ligandov ako je molekula 

kyslíku postupne viedlo k snahe o podrobný popis štruktúrnej dynamiky a mechanizmu prenosu 
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signálu AfGcHK.42 Pomocou metódy HDX-MS spolu s rentgenovou kryštalografiou sa podarilo 

objasniť flexibilitu konformácie jednotlivých štruktúrnych elementov proteínu AfGcHK a 

interakčného partnera RR proteínu, a porovnať medzi sebou aktívny a inaktívny stav 

AfGcHK.23,41 Napriek tomu, že máme základnú predstavu o mechanizme prenosu signálu tohto 

proteínu23, stále sa snažíme tento model spresniť. V štruktúre diméru izolovanej globínovej 

domény AfGcHK23 sme si všimli aminokyselinu tyrozín v pozícii 15 (Y15) helixu H1. 

Postranný reťazec Y15 z jednej podjednotky diméru interaguje s hemom druhej podjednotky 

(viď obrázok 29, strana 82). Zdá sa teda, že by Y15 mohol hrať dôležitú úlohu v dimerizácii 

globínovej domény a tým i v procese prenosu signálu z globínovej na funkčnú doménu. 

S cieľom overiť túto hypotézu boli pripravené preparáty plnodĺžkového proteínu AfGcHK 

s mutáciou Y15, podrobené analýze autofosforylačnej aktivity a analýze ich oligomérneho 

stavu.   

Za účelom štúdia vplyvu mutácie aromatickej aminokyseliny Y15 proteínu AfGcHK na 

jeho vlastnosti bolo nevyhnutné pripraviť jednotlivé formy rekombinantného proteínu AfGcHK 

prostredníctvom prokaryotického expresného systému buniek E.coli. K tomu bolo pristúpené 

voľbou zavedenia mutácie Y15 za aromatické aminokyseliny fenylalanín (mutácia Y15F), 

tryptofán (mutácia Y15W) a nearomatické aminokyseliny glycín (mutácia Y15G) a alanín 

(mutácia Y15A) metódou SDM (viď kapitola 3.3.6, strana 41). Produkcia štyroch foriem 

proteínu AfGcHK (mutácia Y15) bola úspešne realizovaná vo všetkých prípadoch (viď obrázok 

9, strana 60). Z hľadiska čistoty preparátov je zrejmé, že u každej  mutovanej formy proteínu 

AfGcHK sa na zázname gélu SDS-PAGE v oblasti nižšej molekulovej hmotnosti vyskytujú 

rovnako lokalizované línie reprezentujúce proteíny s menšou molekulovou hmotnosťou. Ich 

prítomnosť môže súvisieť s nižšou stabilitou proteínových preparátov a pravdepodobne sa 

jedná o degradačné produkty. Výťažok izolovaných mutovaných foriem AfGcHK Y15F, Y15W 

a Y15A z 1l kultivačného TB média je na úrovni výťažku štandardnej produkcie AfGcHK wt 

v našom laboratóriu zatiaľčo mutovaná forma Y15G bola produkovaná s nižším výťažkom (viď 

tabuľka 2, strana 59). I napriek nižšiemu výťažku Y15G sa stále jedná o postačujúci výťažok 

s ohľadom na ďalšie zamýšľané použitie proteínu. Využitie prokaryotického systému E.coli 

BL-21 (DE3) sa v našom laboratóriu osvedčilo v mnohých prípadoch produkcie prirodzených 

i mutovaných foriem proteínov, najmä pre skupiny bakteriálnych hemových senzorových 

proteínov, zatiaľčo pre expresiu eukaryotických proteínov v tomto systéme vysoké výťažky nie 

sú tak obvyklé.88  

Aby bolo možné overiť či má aminokyselina Y15 proteínu AfGcHK vplyv na 

dimerizáciu globínových domén bolo potrebné analyzovať oligomérny stav mutovaných foriem 
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plnodĺžkového proteínu a taktiež oligomérny stav rovnako mutovaných foriem izolovaných 

globínových domén proteínu AfGcHK. Z výsledkov analýzy vyplývajú nasledujúce fakty. 

Všetky štyri plnodĺžkové proteíny AfGcHK s mutáciou Y15 sa v roztoku vyskytujú vo forme 

diméru, rovnako ako proteín AfGcHK wt (viď obrázok 11, strana 62). To neplatí v prípade 

izolovaných globínových domén. Globínové domény proteínu AfGcHK s mutáciou Y15F 

a Y15W sa v roztoku vyskytujú vo forme diméru zatiaľčo Y15G a Y15A iba vo forme 

monoméru (viď obrázok 12, strana 62). Rovnakým prístupom bolo potvrdené, že prirodzená 

forma izolovanej globínovej domény AfGcHK wt sa vyskytuje vo forme diméru, ako už 

naznačili predošlé experimenty s využitím techniky ultracentrifugácie.23 Oligomérny stav 

mutovaných izolovaných globínových domén proteínu AfGcHK preukázal, že aromatický 

charakter postranného reťazca aminokyseliny v pozícii 15 helixu H1 globínovej domény je 

kľúčový pre tvorbu diméru. V prípade oligomérneho stavu plnodĺžkových foriem AfGcHK 

s mutáciou Y15 predpokladáme, že dimerizácia je sprostredkovaná nie len na úrovni 

globínových domén, ale aj na úrovni kinázových domén.41 V prípade Y15G a Y15A AfGcHK 

došlo k disociácii dimérov príslušných globínových domén, ale pravdepodobne zostal 

zachovaný kontakt cez dimérnu funkčnú doménu. Aromatický charakter postranného reťazca 

aminokyseliny Y15 je kľúčový pre dimerizáciu globínových domén proteínu AfGcHK wt a zdá 

sa, že dimérna forma globínovej domény je zásadná pre prenos signálu zo senzorovej 

(globínovej) domény na doménu funkčnú, ktorá je enzýmovo aktívna.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Obrázok 29: Štruktúra diméru globínovej domény proteínu AfGcHK s označením pozície aminokyseliny Y15. 

Prevzaté z databázy PDB, kód 5OHE. 89 
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Aby bolo možné potvrdiť túto hypotézu bolo nevyhnutné študovať vplyv jednotlivých 

mutácii na autofosforylačnú aktivitu AfGcHK v závislosti na koncentrácii substrátu ATP. Pre 

túto fázu štúdie bola zvolená metóda analýzy fosforylovaných a nefosforylovaných frakcií 

proteínov pomocou SDS-PAGE-Phos-tag (viď kapitola 3.3.14, strana 48). Ďalšou uvažovanou 

metódou bola detekcia fosforylovaných/nefosforylovaných foriem proteínov špecifickou 

protilátkou. Tento prístup bol použitý napríklad pri štúdiu aktivity hemom inhibovanej kinázy 

eukaryotického iniciačného faktoru 2 alfa.90 Avšak tento prístup sa ukázal byť veľmi 

komplikovaný a závislý na komerčne dostupných protilátkach proti eukaryotickému 

iniciačnému faktoru 2 alfa a jeho fosfoforme. Takéto komerčne dostupné protilátky neboli 

v prípade proteínu AfGcHK k dispozícii. Ďalším možným experimentálnym prístupom je práca 

s rádioaktívne značeným ATP, ale naše laboratórium nie je vybavené na prácu s rádionuklidmi. 

SDS-PAGE-Phos-tag metóda bola zvolená aj vďaka nenáročnosti prevedenia experimentu 

v kombinácii s pomerne citlivou detekciou fosforylovanej/nefosforylovanej frakcie proteínu 

vzhľadom na cieľ a potreby experimentu. Zvolenie tohto experimentálneho prístupu podporila 

aj skutočnosť, že bol použitý v publikovanej kinetickej štúdii prirodzenej formy proteínu 

AfGcHK wt.42 Z dosiahnutých výsledkov (súhrn viď tabuľka 7, strana 68) vyplýva, že proteíny 

AfGcHK s mutáciou Y15G a Y15A si nezachovali autofosforylačnú aktivitu. Naopak proteíny 

AfGcHK s mutáciou Y15F a Y15W sú enzýmovo aktívne. Ukázalo sa, že aromatický charakter 

postranného reťazca aminokyseliny v pozícii 15 helixu H1 proteínu AfGcHK je kľúčový pre 

zachovanie enzýmovej aktivity. Ďalšia otázka plynúca z vyššie uvedenej hypotézy spočívala 

v tom, či je pre zachovanie danej miery enzýmovej aktivity AfGcHK wt podstatná exkluzívna 

prítomnosť hydroxylovej skupiny postranného reťazca Y15 alebo je v tomto ohľade podstatný 

výhradne aromatický charakter postranného reťazca aminokyseliny v pozícii 15 H1. Závislosť 

počiatočnej rýchlosti autofosforylačnej reakcie na koncentrácii ATP foriem proteínu AfGcHK 

s mutáciou Y15F, Y15W a wt (viď obrázok 16A, 18A, 20A, strana 65; 66; 67) kopíruje 

charakteristický trend enzýmovej kinetiky podľa Michaelisa a Mentenovej.85 Preto bolo možné 

spôsobom podľa Lineweavera a Burka stanoviť kinetické parametre Km
ATP a Vmax

ATP.91 

Porovnanie parametrov Km
ATP a Vmax

ATP ukazuje, že maximálna rýchlosť enzýmovej reakcie 

AfGcHK wt, Y15F aj Y15W sa takmer zhoduje pričom hodnota Michaelisovej konštanty pre 

AfGcHK wt a Y15W je vrámci štatistickej odchýlky podobná a blízka hodnote Km
ATP proteínu 

AfGcHK s mutáciou Y15F naznačujúc podobnú afinitu enzým–substrát u všetkých troch 

proteínov. Analýza AfGcHK wt bola v minulosti vykonaná s veľmi podobným výsledkom ako 

teraz.42 To potvrdzuje validitu výsledkov kinetickej analýzy Y15 mutantov a ich porovnanie 
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s prirodzenou formou študovaného enzýmu. Na základe získaných poznatkov je možné 

konštatovať, že aromatický charakter postranného reťazca aminokyseliny Y15 proteínu 

AfGcHK je absolútne kľúčový pre zachovanie autofosforylačnej aktivity v plnej miere, ale 

prítomnosť tyrozínu ako takého kľúčová nie je.  

Záverom prvej časti diskusie venovanej štúdiu proteínu AfGcHK možno zhrnúť, že 

vyššie uvedená hypotéza vyplývajúca zo štruktúry globínovej domény AfGcHK bola 

potvrdená. Aminokyselina Y15 proteínu AfGcHK je kľúčová v mechanizme 

intramolekulárneho prenosu signálu. Ďalšie upresnenie popisu mechanizmu prenosu signálu 

proteínom AfGcHK je predmetom budúceho výskumu. 

Druhá časť diskusie predkladanej diplomovej práce je venovaná štúdiu štruktúrnej 

dynamiky hemového senzorového proteínu YddV z baktérie E.coli. Prvé podrobné štruktúrne 

informácie o proteíne YddV publikované v roku 2015 viedli podobne ako v prípade vyššie 

uvedeného proteínu AfGcHK41 k snahe objasniť mechanizmus prenosu signálu zo senzorovej 

(globínovej) domény YddV na jeho funkčnú doménu.22 Nové poznatky o štruktúrnej dynamike 

kyslíkového senzoru AfGcHK23,41 získané pomocou metódy HDX-MS boli námetom pre jej 

aplikáciu v prípade proteínu YddV, ktorý zdieľa rovnakú charakteristiku v podobe globínovej 

domény a schopnosti detekcie kyslíku ako AfGcHK.18  

S cieľom študovať proteín YddV pomocou HDX-MS bolo najskôr potrebné pripraviť 

proteín s dostatočným výťažkom a v požadovanej kvalite. Ako vhodný prístup sa ukázalo 

použitie konštruktu pMal-c5E/MBP-YddV, ktorý obsahuje okrem génu pre proteín YddV aj 

gén pre MBP. V predošlých štúdiách sa ukázalo, že produkcia a izolácia čistého preparátu 

plnodĺžkového proteínu YddV môže byť obtiažna, nakoľko má proteín tendenciu 

precipitovať.22,64 Tento jav bol v minulosti potvrdený aj v našom laboratóriu kedy bol proteín 

MBP-YddV podrobený restrikčnej analýze a po odštiepení sekvencie proteínu MBP bol 

pozorovaný precipitát (nepublikované výsledky). Z tohto dôvodu bol proteín YddV 

exprimovaný v spojení s rozpustnosť zvyšujúcim fúznym proteínom MBP, ktorý zároveň 

poskytol výhodu v podobe možnosti izolácie proteínu metódou afinitnej chromatografie na 

amylózovom nosiči. Proteín MBP-YddV bol úspešne exprimovaný a izolovaný ako je zrejmé 

zo záznamu SDS-PAGE finálneho preparátu (obrázku 9, strana 60). Avšak finálny preparát 

obsahoval minoritne (do 3 % celkového obsahu proteínu) zastúpené degradačné produkty 

(najvýraznejší má molekulovú hmotnosť približne 45 kDa, čo zodpovedá molekulovej 

hmotnosti samotného MBP).92 Výťažok produkcie bol 19,3 mg proteínu MBP-YddV 

z celkového objemu 1l kultivačného TB média. Tento výťažok zodpovedá štandardnému 

výťažku produkcie bakteriálneho proteínu v systéme buniek E.coli.23  
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Základom úspechu HDX-MS analýzy proteínov je peptidové mapovanie. V tomto 

procese boli hľadané podmienky štiepenia proteínu na peptidové fragmenty tak, aby tieto 

peptidy „pokrývali“ celú aminokyselinovú sekvenciu proteínu MBP-YddV. Rovnako dôležitý 

je vzájomný prekryv získaných peptidových štepov, ktorý pomáha upresniť, na ktoré oblasti 

proteínu sa pozorované vlastnosti vzťahujú.49 V prípade MBP-YddV sa vyskytol problém pri 

hľadaní optimálnych podmienok štiepenia proteínu. Boli testované rôzne proteolytické enzýmy 

(pepsín, rhizopuspepsín, nepentezín 1 a 2, aspergilopepsín) a ich kombinácie s použitím 

denaturačných činidiel typu močovina alebo guanidín za rôznych teplotných podmienok na 

štiepenie MBP-YddV. Všetky použité varianty sa javili ako úspešné v štiepení MBP, ale počet 

peptidov získaných pre sekvenciu YddV bol nedostatočný. Najlepšie dosiahnuté štiepiace 

podmienky sú uvedené ako výsledok peptidového mapovania MBP-YddV na schématickom 

znázornení (viď obrázok 21, strana 69). Je zrejmé, že dosiahnuté „pokrytie“ sekvencie peptidmi 

dosahuje 96,6 %, ale pre oblasť proteínu YddV bolo detekovaných výrazne menej peptidov ako 

pre oblasť MBP. Niektoré úseky sekvencie YddV zostali úplne bez „pokrytia“ peptidmi.  

Vzorky proteínu MBP-YddV pre HDX-MS analýzu boli pripravené v troch rozdielnych 

stavoch iónu železa hemu. Dva aktívne stavy proteínu MBP-YddV (stav Fe3+ a Fe2+-O2) boli 

pripravené za aeróbnych podmienok (viď kapitola 3.3.19, strana 52). Príprava tretieho variantu, 

inaktívneho proteínu s iónom železa hemu v redukovanom pentakoordinovanom stave (Fe2+) 

bola realizovaná v anaeróbnych podmienkach. Informácia o tom, ktoré stavy sú aktívne a ktoré 

neaktívne bola získaná na základe predchádzajúcich prác.74 Exkluzívna prítomnosť 

požadovaných stavov proteínu MBP-YddV bola potvrdená spektrofotometricky.74 

Najnáročnejšia bola príprava stavu Fe2+ v anaeróbnom prostredí (viď kapitola 3.3.19, strana 54) 

preto boli prípravy ostatných stavov prispôsobené technickým požiadavkam vyplývajúcim 

z manipulácie v anaeróbnom boxe. Vzorky boli pripravené pre päť nezávislých analýz 

realizovaných pomocou HPLC-MS systému. Úspešne bola realizovaná iba prvá analýza 

z nasledujúcich dôvodov. Pripravené vzorky pre druhé opakovanie štúdie HDX-MS MBP-

YddV neboli použité z dôvodu náhlej poruchy MS systému. Tretie opakovanie nebolo 

uskutočnené pretože bola po rozmrazení v jednotlivých alikvotoch pozorovaná prítomnosť 

precipitátu. Posledné dve analýzy boli realizované, ale s narastajúcim časom boli systémom 

HPLC-MS v jednotlivých vzorkách detekované peptidové ióny s klesajúcou intenzitou (dáta 

nezobrazené). Pri zisťovaní príčiny poklesu signálu detekovaných peptidových iónov bolo 

odhalené, že v HPLC systéme narastal tlak mobilnej fázy v úseku separačnej kolony. Za príčinu 

bola označená precipitácia proteínu. Častá prítomnosť precipitátu proteínu YddV v týchto aj 

v odlišných experimentoch publikovaných v minulosti22,64 naznačuje jeho vysokú nestabilitu 
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mimo komplex s proteínom EcDOS alebo mimo spojenie s fúznym proteínovým značením 

zvyšujúcim mieru jeho rozpustnosti v roztoku. Z vyššie uvedených dôvodov je ako výsledok 

v tejto práci hodnotená iba jedna, pilotná HDX-MS analýza proteínu MBP-YddV. 

Ďalšia skutočnosť, ktorá komplikuje objektívne hodnotenie pilotnej štúdie štruktúrnej 

dynamiky YddV je výrazne horšie „pokrytie“ sekvencie detekovanými peptidmi ako bolo 

preukázané v procese peptidového mapovania za rovnakých podmienok. Tiež je nutné vziať do 

úvahy možný vplyv prítomnosti proteínu MBP, ktorý je svojou molekulovou hmotnosťou 

podobný samotnému YddV a pri vodík-deutériovej výmene môže významne stéricky 

obmedzovať prístup solventu k niektorým štruktúrnym motívom YddV.  

Vo výsledkoch bol podrobne popísaný a porovnaný priebeh HDX v obidvoch aktívnych 

stavoch Fe3+ a Fe2+-O2 (viď kapitola 4.6.2, strana 72). V nasledujúcej časti diskusie budú tieto 

výsledky uvedené do kontextu s informáciami o štruktúre jednotlivých izolovaných domén 

YddV.22 Na tomto mieste je potrebné zdôrazniť, že práve predkladaný typ štúdie plnodĺžkovej 

formy proteínu YddV je kľúčový pre pochopenie mechanizmu prenosu signálu, pretože štúdie 

izolovaných domén nezohľadňujú súvislosti vzájomného ovplyvnenia jednotlivých domén.22  

Celkový pohľad na deuteračný profil všetkých troch stavov YddV je veľmi podobný 

(viď obrázok 23; 25; 27 na stranách 70; 71; 76). Nárast úrovne deuterácie naprieč celou 

sekvenciou proteínu YddV neprekonáva ani po dlhej dobe HD výmeny (180 minút) viac než 

45 % z celkového potenciálu 100 % možných výmien atómov vodíka za deutérium 

v detekovaných peptidoch. To môže vypovedať o kompaktnom priestorovom usporiadaní 

proteínu a najmä o malom rozsahu konformačnej flexibility v čase. V kryštalografickej štúdii 

izolovanej globínovej domény bolo naznačené, že dimerizačné rozhranie globínových domén 

je tvorené helixami G a H ako mierne asymetrický zväzok štyroch helixov.22 HDX-MS dáta 

aktívnych stavov neposkytli informáciu o helixe G. Helix H „pokrytý“ v prvej polovici 

sekvencie potvrdzuje menej exponovanú oblasť s malou zmenou konformácie v čase čo môže 

zodpovedať charakteru dimerizačného rozhrania. C-koniec helixu H je prístupný solventu 

a pravdepodobne tvorí začiatok spojenia s prostrednou MID doménou. Štruktúra diméru 

globínových domén (viď obrázok 30, strana 87) obsahuje krátky helix Z na N-konci globínovej 

domény paralelne s helixom H jadra diméru a podľa HDX-MS dát aj kryštalografickej 

analýzy22 je spolu s málo exponovaným helixom B pomerne rigídnou časťou globínovej 

domény. Helix B, ktorý obsahuje aminokyselinu Tyr43 dôležitú pre stabilizáciu väzby kyslíku 

v aktívnom stave Fe2+-O2 (cit.74), neukazuje výraznejší rozdiel medzi aktívnymi stavmi. 

Najvýraznejšiu expozíciu solventu a najväčšiu flexibilitu konformácie možno pozorovať v 

slučke CE a N-koncovej oblasti helixu E. Helix E obsahuje aminokyselinu Leu65 nevyhnutnú 
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pre stabilizáciu väzby kyslíka bránením prístupu molekule vody do blízkosti distálnej oblasti 

hemu v stave Fe2+-O2.
76,77 Tieto dve oblasti globínovej domény boli spolu so slučkou FG 

a helixom C navrhnuté kryštalografickou štúdiou ako najflexibilnejšie časti globínovej domény 

pravdepodobne účastné na prenose signálu.22 Výraznú dynamiku možno vztiahnuť hlavne na 

slučku CE, kde bol okrem celkových zmien deuterácie pozorovaný aj malý rozdiel v náraste 

deuterácie medzi obidvoma aktívnymi stavmi. V stave Fe2+-O2 je zmena rýchlejšia v kratšom 

časovom úseku a v stave Fe3+ je to o niečo pomalšia postupná zmena v čase. Z týchto výsledkov 

možno potvrdiť, že slučka CE a N-koniec helixu E sú najflexibilnejšie oblasti globínovej 

domény aj v prípade plnodĺžkového proteínu YddV študovaného v predkladanej diplomovej 

práci. Proximálnou oblasťou hemu prechádza druhá polovica helixu F s proximálnym ligandom 

His98 a spomínaná slučka FG.22,64 Boli pozorované zmeny deuterácie indikujúce solventu málo 

prístupnú oblasť s pomalou zmenou konformácie v čase, čo opäť zodpovedá situácii 

pozorovanej v kryštalografickom experimente s izolovanou doménou.22 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Obrázok 30: Štruktúra diméru izolovanej globínovej domény proteínu YddV v aktívnom stave Fe3+. Prevzaté 

z databázy PDB, kód 4ZVA.22,93 

Prostredná MID doména sa vyznačuje nízkou mierou „pokrytia“ detekovanými 

peptidmi. Za zmienku stojí helix A, ktorý podľa kryštalografie tvorí spolu s dlhým helixom E 

rozhranie diméru MID domény (viď obrázok 31, strana 88).22 HDX-MS dáta potvrdzujú 

validitu tohto tvrdenia vzhľadom na počiatočnú nízku úroveň deuterácie, ktorá sa pravidelným 

trendom v čase mení, naznačujúc významné otvorenie kompaktného usporiadania prvej 

polovice helixu A a počiatočnej oblasti helixu E, pre ktorú bolo dosiahnuté „pokrytie“.  
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Obrázok 31: Štruktúra diméru prostrednej MID domény proteínu YddV. Prevzaté z databázy PDB, kód 4ZVA.22,94 

Diguanylátcyklázová GGDEF doména pozostáva z piatich vlákien antiparalelného β-

skladaného listu (b1-b5) obklopených piatimi helixami A-E.22 Táto doména zahŕňa niekoľko 

kľúčových miest: aktívne miesto enzýmu (374-378), primárne inhibičné miesto RSSD (365-

368) a sekundárne inhibičné miesto na konci helixu A, v strede s aminokyselinou Arg322.22 

Bolo navrhnuté, že inhibičné miesta GGDEF domény sprostredkúvajú inhibíciu enzýmovej 

aktivity spätnou väzbou c-di-GMP buďto alosterickým mechanizmom, alebo tvorbou interakcie 

medzi inhibičnými miestami GGDEF domény s následnou enzýmovo nevýhodnou 

konformáciou diméru GGDEF domény.22 „Pokrytá“ časť helixu A vrátane Arg322 v čase mení 

svoju hladinu deuterácie pravidelne indikujúc pomalú zmenu konformácie. To môže 

naznačovať, že sekundárne inhibičné miesto je v aktívnych stavoch proteínu MBP-YddV 

voľnejšie a nepodlieha trvalej stabilizácii s inou časťou proteínu. Druhá polovica nasledujúceho 

vlákna b1, helix B a časť helixu C boli charakterizované jediným dlhým peptidom naznačujúc 

solventu prístupnejšiu pomaly sa meniacu oblasť. Toto potvrdzuje aj ich pozícia v štruktúre 

izolovanej GGDEF domény (viď obrázok 32, strana 90). Postavenie prostrednej časti helixu C 

je v kontraste s koncovými oblasťami helixu C pretože je menej deuterovaná a indikuje zakrytú 

pozíciu. Táto informácia koreluje s modelom GGDEF domény, kde ponad stred helixu C 

prečnieva N-koncová časť domény pred začiatkom helixu A a z druhej strany prečnieva helix 

D (viď obrázok 32, strana 90).22 C-koniec helixu C opäť vystupuje smerom od centra domény 

a spolu so slučkou k vláknu b2 tvorí oblasť s vyššou mierou deuterácie, ktorá v stave Fe2+-O2 

prudko narastá v intervale 30 sekúnd až 5 minút naznačujúc rýchlu konformačnú zmenu a v 

čase 180 minút dosahuje prakticky najviac exponovanú oblasť GGDEF domény. Túto slučku 
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medzi helixom C a vláknom b2 tvorí primárne inhibičné miesto (viď obrázok 32, strana 90). 

Podľa úvahy by malo byť v aktívnom stave bez naviazaného c-di-GMP prístupné solventu 

a získané informácie z HDX-MS oboch aktívnych stavov YddV túto úvahu podporujú. 

V sekvencií nasledujúce vlákno b2 a najdôležitejšia oblasť GGDEF domény, aktívne miesto 

enzýmu, tvorené slučkou medzi vláknom b2 a b3 (viď obrázok 32, strana 90 ) nebolo „pokryté“ 

žiadnym detekovaným peptidom preto nemožno poskytnúť žiadne stanovisko k jeho polohe 

a flexibilite. Dosiahnuté „pokrytie“ pre nasledujúce vlákno b3 bolo málo uspokojivé a zložené 

z veľmi krátkych peptidových fragmentov, ktoré vykazujú skokové zmeny trendu a značný 

časový nárast deuterácie. Aj vzhľadom na štruktúrny model (viď obrázok 32, strana 90), ktorý 

ukazuje, že vlákno b3 prechádza jadrom domény (okrem N-konca blízkeho aktívnemu miestu22) 

usudzujem, že tento výsledok plynúci z HDX-MS nie je dostatočne reprezentatívny. Presný 

popis segmentu si vyžaduje lepšie „pokrytie“ peptidmi. Helix D a β-obrátka na jeho C-konci sú 

podľa HDX-MS pomerne exponované solventu, čo principiálne koreluje s kryštalovou 

štruktúrou izolovanej domény22 (viď obrázok 32, strana 90), kde je helix D zobrazený na 

povrchu takže bola očakávaná vyššia miera expozície solventu. Vlákno b4 za obrátkou 

vykazuje dvojitý charakter deuteračného profilu. Prvá časť je výrazne konzervovaná 

a v dlhodobom intervale dosahuje nárast deuterácie až o 20 % s rýchlejšou zmenou v intervale 

5 minút v stave Fe2+-O2 a s postupnou pomalšou zmenou v stave Fe3+. Druhá časť vlákna b4 je 

v stave Fe2+-O2 na počiatku deuterovaná viac a nepodlieha veľkej zmene konformácie, zatiaľčo 

v stave Fe3+ pripomína pomalú zmenu z nižšej hladiny deuterácie. Záverečný úsek GGDEF 

domény tvorí helix E a vlákno b5.22 Dva peptidy prekrývajúce sa na rozhraní helixu E a vlákna 

b5 ukazujú, že sa jedná o segment dobre prístupný solventu. Vyššie uvedené hodnotenie 

flexibility a expozície štruktúrnych oblastí aktívnych stavov proteínu YddV naznačuje zhodu 

s niektorými vlastnosťami vyplývajúcimi z kryštalografickej štúdie izolovaných domén 

YddV.22 Táto zhoda však nemôže byť na základe dosiahnutých výsledkov HDX-MS 

považovaná za jednoznačnú a dostatočne relevantnú bez ďalšieho výskumu. Vzájomné 

porovnanie obidvoch aktívnych stavov YddV má iba teoretický charakter nakoľko je väčšina 

zmien medzi nimi na úrovni jednotiek percenta deuterácie čo u väčšiny detekovaných peptidov 

nie je úmerné ani jednému celému ekvivalentu vymeneného atómu vodíka za deutérium. 
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Obrázok 32: Štruktúra diguanylátcyklázovej GGDEF domény proteínu YddV. Prevzaté z databázy PDB, kód 

4ZVG.22,95 

Výsledky porovnania inaktívneho stavu Fe2+ s aktívnym stavom Fe2+-O2 YddV priniesli 

nasledujúce poznatky. Celkový pohľad na porovnanie (viď obrázok 28, strana 77) ukazuje, že 

pozorované rozdiely sú pod úrovňou deuterácie ± 4 %. V prípade väčšiny detekovaných 

peptidov tieto zmeny úrovne deuterácie nie sú úmerné ani celému jednému ekvivalentu 

vymeneného atómu vodíka za deutérium potrhujúc nízku výpovednú hodnotu výsledkov. 

I napriek tomu boli výsledky vyhodnotené s pokusom popísať základné trendy chovania 

modelového proteínu. Výsledky naznačujú, že HDX profil neaktívneho stavu Fe2+ sa 

v niektorých častiach molekuly líši od HDX profilu aktívneho stavu Fe2+-O2. Vrámci tak 

malých celkových zmien možno poukázať na zvýšenú expozíciu helixov A, B a C, ktoré sú 

v počiatočnom časovom intervale viac deuterované v inaktívnom než v aktívnom stave Fe2+-

O2. Slučka CE a N-koniec helixu E boli označené za nejflexibilnejšie oblasti globínovej 

domény aktívnych stavov. V inaktívnom stave sú v intervale 60 minút menej deuterované a 

interval 30 sekúnd je zhodný s aktívnym stavom Fe2+-O2. Bolo naznačené, že v neaktívnom 

stave Fe2+ je táto oblasť viac exponovaná solventu ako v aktívnom stave Fe3+ (cit.22). Preto bola 

táto oblasť porovnaná aj so stavom Fe3+ a toto tvrdenie sa ukazuje ako pravdivé pretože v čase 

30 sekúnd bola pozorovaná o 6 % vyššia mieru expozície slučky CE a N-konca helixu E 

v neaktívnom stave (dáta nezobrazené). Zároveň však nutno dodať, že podobné rozdiely boli 

sledované medzi obidvoma aktívnymi stavmi. Z toho vyplýva, že vyššia expozícia tejto 

flexibilnej oblasti v neaktívnom stave Fe2+ nie je signifikantným prejavom neaktívneho 
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proteínu YddV. Ďalšia zaujímavá charakteristika, ktorá bola naznačená je zvýšenie miery 

asymetrie rozhrania diméru globínových domén v stave Fe2+ v porovnaní so stavom Fe3+. 

„Nepokrytá“ sekvencia helixu G obmedzuje posúdenie tohto tvrdenia. Vrámci „pokrytej“ časti 

helixu H stavu Fe2+ boli pozorované malé zmeny mierne odlišného charakteru na jeho N- a C-

konci v rozsahu 2-3 % deuterácie v porovnaní so stavom Fe3+ (dáta nezobrazené). Získané 

výsledky však nie sú dostatočne signifikantné na potvrdenie či vyvrátenie navrhovanej zmeny.  

Porovnanie MID domény v stave Fe2+ voči stavu Fe2+-O2 naznačuje malé zmeny 

v helixe A a E, ktoré majú tvoriť dimerizačné rozhranie.22 Najmä helix A v „pokrytej“ oblasti 

nadobúda krátkodobo viac otvorenú konformáciu v neaktívnom stave naznačujúc menej 

kompaktné dimerizačné rozhranie.  

V stave Fe2+ bol na úrovni GGDEF domény pozorovaný viac deuterovaný úsek helixu 

A, vlákna b1, helixu B a helixu C v porovnaní so stavom Fe2+-O2 naznačujúc krátkodobo menej 

kompaktné usporiadanie. Nasledujúce primárne inhibičné miesto neaktívneho stavu YddV 

vykazuje časový pokles deuterácie oproti aktívnemu stavu čo v teoretickej rovine potvrdzuje 

úvahu o úlohe inhibičného miesta neaktívneho proteínu. O koncovej sekvencii GGDEF 

domény stavu Fe2+ tvorenej helixom D, vláknom b4, helixom E a vláknom b5 možno tvrdiť, že 

je krátkodobo viac exponovaná solventu a jednotlivé úseky podliehajú konformačnej zmene 

v menšom rozsahu ako v aktívnom stave proteínu YddV. Ako bolo poukázané vo výsledkoch, 

skokové zmeny pozorované na pomedzí vlákna b4 a helixu E nie sú relevantným obrazom 

reálnych zmien nakoľko bola oblasť veľmi zle „pokrytá“ krátkymi fragmentami peptidov. 

Na záver druhej časti diskusie možno zhodnotiť, že pilotný experiment HDX-MS 

analýzy proteínu MBP-YddV priniesol vôbec prvý predbežný pohľad na štruktúrnu dynamiku 

tohto proteínu. S cieľom dosiahnutia relevantnejších výsledkov bude v budúcnosti potrebné 

optimalizovať podmienky metódy HDX-MS pre analýzu proteínu YddV a budú zvažované aj 

odlišné prístupy pre objasnenie mechanizmu prenosu signálu zo senzorovej domény na funkčnú 

doménu.  
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6 Záver 

 Stanovené ciele diplomovej práce boli splnené. Predkladaná diplomová práca sa 

zaoberala štúdiom mechanizmu prenosu signálu v prípade dvoch modelových zástupcov 

hemových senzorových proteínov: 

 

1. Histidínkináza AfGcHK s globínovou štruktúrou senzorovej domény pochádzajúca  

z pôdnej baktérie Anaeromyxobacter sp., kmeň Fw109-5. V prípade tohto modelového 

systému bola študovaná úloha aminokyseliny Y15 v procese prenosu signálu z globínovej 

na funkčnú doménu. 

- Boli úspešne pripravené štyri formy plazmidu pET21c(+) s obsahom génu kódujúceho 

proteín AfGcHK so zavedenou mutáciou aminokyseliny Y15 za aromatické 

aminokyseliny fenylalanín, tryptofán a nearomatické aminokyseliny alanín a glycín. 

- Jednotlivé formy génu kódujúceho proteín AfGcHK boli exprimované 

v prokaryotickom systéme buniek E.coli BL-21 (DE3) a príslušné formy proteínu 

AfGcHK (mutácia Y15) boli úspešne izolované s výťažkom: Y15A (27,8 mg), Y15F 

(29,3 mg), Y15G (3,4 mg), Y15W (11,7 mg) z 1l kultivačného TB média. 

- Analýzou oligomérneho stavu plnodĺžkových foriem proteínu AfGcHK (mutácia Y15) 

a izolovaných globínových domén s obsahom rovnakých mutácii Y15 metódou gélovej 

chromatografie bolo preukázané, že aromatický charakter postranného reťazca 

aminokyseliny Y15 je kľúčový pre dimerizáciu globínovej domény proteínu AfGcHK. 

- Bolo preukázané, že proteíny AfGcHK s mutáciou Y15 za aromatické aminokyseliny sú 

enzýmovo aktívne podobne ako enzým AfGcHK v prirodzenej forme. V kontraste s tým 

bolo preukázané, že AfGcHK s prítomnosťou nearomatickej aminokyseliny v pozícii 15 

sa nevyznačuje enzýmovou aktivitou. 

 

2. Diguanylátcykláza YddV (EcDosC) s globínovou štruktúrou senzorovej domény pochádza 

z baktérie E.coli. Tento hemový senzor bol študovaný s dôrazom na jeho štruktúrnu 

dynamiku v aktívnych a inaktívnom stave. 

- Bol úspešne produkovaný proteín MBP-YddV v prokaryotickom systéme E.coli 

s výťažkom 19,3 mg proteínu z 1l kultivačného TB média. 
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- Boli úspešne pripravené vzorky dvoch aktívnych stavov proteínu MBP-YddV (ión 

železa hemu v oxidovanom stave Fe3+ a ión železa hemu v redukovanom stave 

koordinovanom kyslíkom Fe2+-O2) a inaktívneho stavu (ión železa hemu 

v redukovanom pentakoordinovanom stave Fe2+) a boli analyzované metódou HDX-

MS. 

- Pilotnou analýzou štruktúrnej dynamiky proteínu MBP-YddV použitím metódy HDX-

MS bolo naznačené, že YddV zaujíma kompaktné priestorové usporiadanie s nízkou 

mierou expozície solventu a s obmedzeným rozsahom štruktúrnej flexibility. Boli 

navzájom porovnané deuteračné profily aktívnych stavov proteínu s neaktívnym stavom 

proteínu YddV. Popísané rozdiely medzi jednotlivými stavmi proteínu YddV sa ukázali 

ako veľmi malé avšak niektoré naznačené trendy zodpovedali zmenám pozorovaným 

v prípade izolovaných domén daného proteínu v kryštalografickej štúdii.22 
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