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Abstrakt

Hemové senzorové proteiny, ktoré detekuji plynné molekuly tvoria skupinu proteinov
pritomnych v signalnych drahach baktérii. Precizna regulacia fyziologickych funkcii ako
medzibunkova komunikacia ¢i produkcia biofilmu je zdsadna pre prezitie baktérii a ich
adaptaciu na okolité podmienky. Hemové senzorové proteiny detekuju koncentraciu plynnych
molekul v okolitom prostredi senzorovou doménou (ktora obsahuje molekulu hemu ako vlastné
detek¢né miesto) a prendSaju signal na funkéni doménu, ktord pomaha riadit’ adaptaciu
fyziologickych procesov. Tieto procesy Casto patogénneho prejavu prispievaju k rozsirenej
rezistencii baktérii voci antibiotikim. Hemové senzorové proteiny sa javia ako novy
terapeuticky objekt v antimikrobialnej liecbe. Za icelom realizacie tohto typu terapie je najskor
nutné¢ pochopit’ presny mechanizmus intramolekularneho prenosu signalu hemovymi
senzorovymi proteinmi. Jeden z pristupov ako odhalit’ tieto mechanizmy je Stidium
modelovych signdlnych proteinov. Tato diplomova praca je zamerana na vyskum prenosu
signdlu dvoma modelovymi hemoproteinmi s globinovou Struktirou senzorovej domény, ktoré

detekuju kyslik.



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

ATP

BIS

CA
cAMP
cGMP
c-di-GMP

CooA

csgBAC

CsgD

DegS

DegU

DevR (DosR)

DGC

DHp

di-GMP

histidinkinaza s globinovou Struktirou senzorovej domény
z baktérie Anaeromyxobacter sp., kmen Fw 109-5
adenozintrifosfat

N, N-methylen-bis-akrylamid

ATP-viazuca katalytickd doména

cyklicky adenozinmonofosfat

cyklicky guanozinmonofosfat

cyklicky bis-(3’,5)-guanozinmonofostat

transkripény faktor baktérie Rhodospirillum rubrum, ktory
reguluje génovi expresiu v zavislosti na koncentracii oxidu

uhol'natého

operon kodujuci gény Struktirnych komponentov adhezivnych

faktorov
transkripény faktor regulujici expresiu operonu csgBAC

histidinkindaza dvojzloZkového systému baktérie Bacillus
subtilis, ktord fosforylaciou aktivuje RR protein DegU

zodpovedny za regulaciu génovej expresie

RR protein baktérie Bacillus subtilis, ktory reguluje expresiu

génov v kooperacii s histidinkindzou DegS

RR protein, ktory reguluje génovi expresiu v zavislosti na
pritomnosti kysliku v baktérii Mycobacterium tuberculosis spolu

s DosS (resp. DosT)
diguanylatcyklaza
dimerizac¢na a histidin fosfotransferovd doména

bis-(3°,5”)-guanozinmonofosfat



dNTP

DosS

DosT

E. coli

EcDOS

EDTA

EnvZ

FAD

EAL

ESI
FliM, FliY
FixJ

FixL

FMN

FT-ICR

deoxyribonukleotidtrifostat

protein s histidinkindzovou doménou, jej aktivita je riadena na
zéklade detekcie koncentracie kysliku, oxidu uhol'natého a oxidu
dusnatého  prostrednictvom  GAF  domény v baktérii

Mycobacterium tuberculosis

protein  detekujuci  kyslik GAF doménou, ktory ma
histidinkinazova aktivitu a ovplyviiuje aktivitu RR proteinu

a transkripc¢ného faktoru DevR
Escherichia coli

fosfodiesterdza baktérie Escherichia coli degradujuca cyklicky
bis-(3°,5’)-guanozinmonofosfat v zavislosti na  kysliku

detekovanom PAS doménou
ethyléndiamintetraoctova kyselina

osmoticky senzor baktérie Escherichia coli s histidinkinazovou

aktivitou
flavinadenindinukleotid

doména nazvana podla sekvencie aminokyselin E, A, L, ktoré

riadi degradaciu c-di-GMP na linearnu formu di-GMP

ionizacia elektrosprejom

proteiny tvoriace Struktiru bakteridlneho bicika

RR protein a transkripény faktor baktérie Sinorhizobium meliloti

protein detekujuci kyslik s histidinkindzovou aktivitou baktérie
Sinorhizobium  meliloti, ktory reguluje expresiu génov
zodpovednych za fixaciu dusiku prostrednictvom RR proteinu

FixJ
flavinmononukleotid

i6nova cyklotronova rezonancia s Fourierovou transformaciou
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GAF

GcGCS

GTP

HemAT

HDX-MS

HD-GYP

HK

HNOX

HPLC

CheA

CheB

CheC (CheX)

CheY

CheZ

akronym  Struktirneho  motivu  senzorovej]  domény
hemoproteinov odvodeny z anglickych nazvov proteinov,
v ktorych bol motiv objaveny: ,,cGMP-specific
phospodiesterases®, ,,Anabaena adenyl cyclases“ a ,,E. coli

formate hydrogenlyase transcriptional activator
globinovy senzor baktérie Geobacter sulfurreducens
guanozintrifosfat

aerotakticky transduktor obsahujici hem ako senzorové miesto
globinovej domény, objaveny v baktérii Halobacterium

salinarum a Bacillus subtilis

vodik-deutériova vymena s hmotnostne-spektrometrickou

analyzou

doména nazvand podl'a dvoch aminokyselinovych segmentov:
HD a GYP, ktora riadi degradaciu c-di-GMP na dve molekuly
GMP

histidinkinaza

Struktarny motiv hemovej senzorovej domény, ktora detekuje

oxid dusnaty a kyslik regulujuc guanylatcyklazova aktivitu
vysokoucinna kvapalinova chromatografia

histidinkinaza ovplyviiujuca pohyb bi¢iku prostrednictvom RR
proteinu CheB

RR protein ovplyviiujici smer rotacného pohybu biciku baktérii

fosfatdzy riadiace ukoncenie stimulacie pohybu bakteridlneho

bi¢iku defosforylaciou RR proteinu CheY

RR protein, ktory riadi pohyb bakteridlneho bic¢iku po

fosforylacii kindzou

chemotakticka fosfataza RR proteinov zodpovednych za pohyb
bic¢iku baktérii
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IPTG
LB medium

LC-MS

MBP
MCP

NarL

NarX
NMR
OmpC
OmpF

OmpR

P-AfGcHK

PAS

PDE

P-miesto

PMSF

QS

isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid
Luria Broth médium

kvapalinova chromatografia s hmotnostne-spektrometrickou

detekciou
maltézu viazuci protein
chemotakticky protein prijimajuci methylova skupinu

RR protein baktérie Escherichia coli, ktory sa prostrednictvom

regulacie génovej expresie podiel'a na metabolizme dusi¢nanov
senzorovy protein, ktory reguluje RR protein NarLL

nuklearna magneticka rezonancia

porin C vonkajSej membrany baktérie Escherichia coli

porin F vonkajSej membrany baktérie Escherichia coli

RR protein regulujuci expresiu génov baktérie Escherichia coli

na zaklade osmolarity okolité¢ho prostredia
fosforylovana forma proteinu 4fGcHK

akronym Struktirneho motivu senzorovej domény
hemoproteinov odvodeny z anglickych ndzvov proteinov,
v ktorych bol motiv objaveny: ,,Drosophila period clock
protein®, ,,vertebrate aryl hydrocarbon receptor nuclear

translocator* a ,,Drosophila single minded protein‘
fosfodiesteraza

primarne inhibi¢né miesto diguanylatcykldzovej domény

proteinu YddV
fenylmethansulfonyl fluorid

medzibunkovy komunikacny systém baktérii sprostredkovany

malymi molekulami
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REC

RPM
RR protein
SDS

SDS-PAGE

SDS-PAGE-Phos-tag

SpoOE

TB medium
TCS
TEMED

T

Tris

YI5

YddVv

doména RR proteinu prijimajtica fosfatovy zvysok ako signal

z nadradenej histidinkinazy
pocet otacok za minutu
protein regulujuci odpoved’
dodecylsulfat sodny

diskontinualna elektroforéza na polyakrylamidovom géli

v pritomnosti dodecylsulfatu sodného

diskontinualna elektroforéza na polyakrylamidovom géli

s obsahom latky Phos-tag v pritomnosti dodecylsulfatu sodného

RR protein, podiel'ajici sa na expresii sporula¢nych génov v

baktérii Bacillus subtilis

Terrific Broth médium

dvojzlozkovy signalny systém baktérii

N, N, N, N*-tetramethylethyléndiimin

teplota hybridizacie ,,primerov* s templatom DNA
tris(hydroxymethyl)aminomethan

tyrozin 15 v pozicii helixu H1 globinovej domény proteinu

AfGcHK

diguanylatcyklaza s globinovou Strukturou senzorovej domény

z baktérie Escherichia coli
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1 Teoreticky avod

1.1 Hemové senzorové proteiny

Poslednych 20 rokov vyskum hemovych senzorovych proteinov ukazuje, ze sa jedna
o vysoko variabilnu rodinu proteinov, ktoré mozno objavit’ na vSetkych urovniach zivota na
Zemi."* Schopnost citlivo detekovat’ zmeny v okolitom prostredi a adekvatne na ne reagovat’
je nevyhnutna pre regulaciu fyziologickych funkcii ako aj pre zachovanie zivota samotného.
Hemové senzorové proteiny su skupina proteinov, ktoré bud’to obsahuju komplex hemu, ktory
zohrava kli¢ovu ulohu v detekcii plynnych molekul ako O2, CO ¢i NO alebo detekuju samotny
hem.? St nerozluéne spojené s mnozstvom fyziologickych procesov a zohréavaju nezastupitel'ni
ulohu v adaptaénych mechanizmoch riadiacich odpoved na zmenu extra- a intraceluldrnych
podmienok. Hlavné procesy, ktorych riadenia sa zucastiiuju su napriklad medzibunkova
komunikacia, virulencia, chemotaxia, produkcia biofilmu, motilita, reguldcia symbiozy a
latentnych $tadii Zivota alebo regulacia cirkadialneho rytmu.'* Produkcia biofilmu je zakladny
obranny mechanizmus baktérii proti antibiotickej lie¢be a imunitnej odpovedi hostitel'a.’ Aj
preto mozu hemové senzorové proteiny sluzit’ ako nové cielové objekty antibakteridlnej liecby
prostrednictvom malych syntetickych molekal. Tieto molekuly mézu agonisticky alebo
inhibi¢ne posobit’ na senzorové proteiny a tak regulovat’ adapta¢né mechanizmy nimi riadenych
procesov.! V sudasnosti je ddlezité ¢o najpodrobnejsie objasnit mechanizmus transdukcie
signalu prostrednictvom jednotlivych proteinov ¢i proteinovych komplexov a poodhalit’ tak
konkrétne cielové objekty pre liekovu terapiu a supresiu bakteridlnej patogenity. 2

Hemové senzorové proteiny delime na dve podskupiny: senzorové proteiny, ktoré
detekuji plynné molekuly a senzorové proteiny, ktoré detekuji samotnti moleukulu hem.
Obidve podskupiny vykazuji analogicky Struktirny zaklad v podobe dvoch domén: senzorove;j
a funkénej domény, ktoré si vzajomne prepojené.” Signalna & senzorova doména viaze hem
bud’to reverzibilne v pripade senzorovych proteinov detekujiicich hem, alebo ireverzibilne
u senzorovych proteinov detekujicich plynné molekuly.? Senzorovd doména ma za ulohu
detekovat’ signalnu molekulu z okolitého prostredia, ktorou je hem alebo plynné molekuly.
Detekcia signalu spdsobuje konformacni zmenu senzorovej domény proteinu a tym vyvolava
sekundarny signal v podobe §truktirnej zmeny funkénej domény, ktora sa vo vécsine pripadov
vyznauje enzymovou aktivitou.® Vdaka tomuto Specifickému signalne-funkénému

mechanizmu plnia obidve podskupiny hemovych senzorovych proteinov dolezité regulacné
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funkcie ast sacastou signalnych kaskdd adaptaénych mechanizmov na zmeny

extracelularnych a intracelularnych podmienok.>

1.1.2 Hemové senzorové proteiny, ktoré detekuju plynné molekuly

Hemové senzorové proteiny detekujuce plynné molekuly pevne viazu hem ako kofaktor
prostrednictvom N-koncovej senzorovej domény. Hem tvori sucast’ aktivneho centra senzoru
pre detekciu plynnych molekul Oz, CO & NO.* Funkéna doména je lokalizovana na C-konci
proteinu a vykonava rozlicné enzymové funkcie, napriklad esterdzovu, histidinkindzovu,
diguanylatcyklazovt, fosfodiesterazovu alebo je schopna vidzby na iné proteiny ¢i DNA ako
regulator transkripcie.!> Hemoproteiny detekujice plyny st pritomné najmi v bakterialnej risi
avdaka schopnosti detekovat plynné molekuly sprostredkivaji regulaciu mnohych
fyziologickych a patologickych procesov, v zdvislosti na aktudlnej koncentracii plynnych
molekiil v okolitom prostredi.’ V sti¢asnosti pozname pit zakladnych typov domén, ktoré viazu
hem: PAS doména (detekcia O2), GAF doména (detekcia Oz), senzorovd doména s globinovou

konforméciou (detekcia O,), H-NOX doména (detekcia NO) a CooA doména (detekcia CO).’

1.1.3 Senzorové hemoproteiny detekujuce O;

Molekula O je jedna z najdodlezitejSich plynnych molektl z hladiska bunkového
metabolizmu eukaryot i prokaryot. Schopnost’ eukaryotického aerobneho metabolizmu, vznik
reaktivnych foriem kyslika ¢i schopnost’ alebo neschopnost’ prezitia eukaryot i prokaryot je
striktne determinovana koncentraciou O, v ich Zivotnom prostredi.® Nevyhnutnost O, pre
aerobne Zijuce organizmy, no i jeho toxicita pre baktérie Zijice v anaerobnom prostredi tizko
suvisi so signalnymi drédhami baktérii, na ktorych priklade bol doposial’ najlepSie popisany
mechanizmus funkcie hemovych senzorovych proteinov detekujicich plyny. Senzorové
domény schopné interakcie s O> delime podl'a konformécie na 3 zékladné typy: tzv. PAS

doména, GAF doména a doména s globinovou §truktiirou.>*

1.1.4 Senzorové hemoproteiny s PAS senzorovou doménou

Akronym PAS doména bol odvodeny z anglickych nazvov proteinov, v ktorych bol
tento motiv objaveny: ,,Drosophila period clock protein®, ,,vertebrate aryl hydrocarbon receptor
nuclear translocator* a ,,Drosophila single minded protein®. PAS doména bola identifikovana
v proteinoch u baktérii, archei, ale ieukaryot.® Je prisposobena na detekciu rozmanitych
fyzikalnych a chemickych stimulov ako st rozlicné metabolity, divalentné iony, samotny hem
¢i flavinové nukleotidy FAD a FMN, mastné kyseliny, kyselina 4-hydroxyskoricova, ale aj

elektromagnetické Ziarenie ¢i zmena redoxného potencialu.®® Pozostava z priblizne 100 az 120
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aminokyselin a doposial’ bola objavena v spojeni so Sirokym spektrom efektorovych domén
enzymovej i neenzymovej funkcie.”!® Obvyklym partnerom z hl'adiska efektorovej domény je
kindzova doména atoto spojenie dava za vznik mnohym senzorovym histidinkindzam
v prokaryotickych dvojzlozkovych signilnych systémoch.'® Z neenzymovych funkcii je pre
PAS doménu najtypickejSie sprostredkovanie interakcie protein-protein. Zaklad Struktury PAS
domény je zlozenie z piatich antiparalelnych retazcov tvoriacich centrdlne umiestneny -
skladany list a niekol’ko o-helixov lemujucich toto centrum usporiadania, ktoré népadne
pripomina tvar kosiku na ovocie.»'® Typickym zastupcom a vobec prvym objavenym
senzorovym enzymom detekujucim plyny je histidinkindza FixL, ktorda je stcastou
bakteridlneho dvojzlozkového signalizaéného systému.!' Dal§im vyznamnym zastupcom je
fosfodiesteraza EcDOS  baktérie E.coli, ktora premiena cyklicky bis-(3’,5)-
guanozinmonofosfat (c-di-GMP), druhého posla pritomného vyhradne v baktériach, na linedrnu

formu di-GMP.?3

1.1.5 Senzorové hemoproteiny s GAF senzorovou doménou

V roku 1997 bol v sekvencii proteinovych rodin cGMP dependentnych fosfodiesteraz,
Anabaena adenylatcykldz a E.coli transkripéného faktoru FhlA identifikovany novy
homologicky motiv, znamy pod akronymom GAF doména.!>!* Podobne ako PAS doménu aj
GAF doménu moZzno najst’ naprie¢ roznorodym spektrom eukaryot, baktérii a prokaryot.
Podobnost” medzi proteinmi obsahujicimi PAS a GAF doménu je signifikantna. Napriek ich
vysokej Struktirnej a funkénej diverzite, arozdielnej aminokyselinovej sekvencii existuje
niekol’ko charakteristik, ktoré zdiel'aji obe proteinové rodiny pravdepodobne na evolu¢nom
zéklade."> GAF doména sa $truktirnou topologiou a miestom vizby detekovanych signalov
podobad PAS doméne zékladom v podobe piatich ret'azcov tvoriacich antiparalelny B-skladany
list, ktory dotvaraju $tyri a-helixy.?

Z funkéného hladiska je GAF doména pritomnd hlavne v rodine fytochrémov,
ktoré¢ detekuju a prendsaju svetelny signdl ako fotosenzibilné proteiny v rastlindich a
cyanobaktériach.!> Nemenej dolezité je zastipenie GAF domén v senzorovych proteinoch
dvojzlozkovych bakteridlnych systémov, detekujicich O,, cAMP, flavinové nukleotidy alebo
vyssie spomenuté¢ cGMP. Fosfodiesterazy s GAF doménou regulujuce koncentraciu druhych
poslov cAMP a cGMP st zastipené v signalnych kaskddach asociovanych s patogenitou
baktérii, ale aj s dysfunkciou fosfodiesterazami riadenych procesov na bunkovej a systémovej
trovni u ¢loveka.'*!'* Na zaklade tychto skuto¢nosti st fosfodiesterazy idealnym a v sti¢asnosti

vyuzivanym objektom liekovej terapie. Prikladom je liecba erektilnej dysfunkcie muzov, ktora
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je cielena na fosfodiesterazu PDEs lickovymi pripravkami komercne nazyvanymi Viagra, Cialis
alebo Levitra.'* Na bakteridlnej trovni st prikladom Oa-citlivé histidinkindzy DosS a DosT
z baktérie Mycobacterium tuberculosis. Obe st sucastou dvojzlozkového signalneho systému,
kde po disociécii O2 dochadza k stimulacii kinazovej aktivity a prenosu signalu na pridruzeny
protein nazyvany regulator odpovedi alebo RR protein (z anglického ,,response regulator*
protein), konkrétne DosR.*!> Fosforylovana forma DosR sa viaze na $pecifické miesta DNA
a ovplyvituje expresiu génov zodpovednych za prechod Mycobacterium tuberculosis do

latentného $tadia Zivota, podmiefiujiiceho patogenitu tejto baktérie. !>

1.1.6 Senzorové hemoproteiny s globinovou Struktirou senzorovej domény

Senzorové hemoproteiny s globinovou Strukturou senzorovej domény su skupina a-
helikalnych proteinov s vysokou afinitou k O>. V rozmanitom zastipeni sa globinovy motiv
vyskytuje naprie¢ riSou eukaryot, prokaryot i archei.'®!” Napriek odli$nej funkcii zdielaju
spoloéného genetického predchodcu a §truktirny zéklad s hemoglobinom a myoglobinom. '8
Struktara globinovej domény pozostava z 6smych o-helixov s oznatenim A az H.!7 Existuja
globiny tzv. myoglobinového typu, globinové senzory a skratené globiny (z anglického
struncated globins*).!® Globinové senzory na rozdiel od hemoglobinu a myoglobinu
neobsahuju D-helix a €asti helixu E, tato konformdcia sa oznacuje ako 3/3 a-helikalne zbalenie.
Dal$im usporiadanim globinovych senzorov je vyrazne skratena forma nazyvana 2/2 a-
helikélne zbalenie.'®

Specifickym znakom globinovych senzorov v porovnani s PAS a GAF doménou je
viizba jediného kofaktoru, ktorym je hem.!” Hem je umiestneny v hydrofobnom jadre globinu,
pentakoordinovany, proximalne aminokyselinou histidin helixu F.'”'° Dal$ou vyrazne odlinou
¢rtou oproti senzorom s GAF a PAS doménou je vysledok interakcie s O a stabilizacia tejto
vizby. S vynimkou EcDOS vicsina znamych GAF a PAS senzorov zvySuje svoju katalyticka
aktivitu disociaciou Oz z komplexu hemu v stave i6nu Zeleza Fe?". Naopak komplex Fe?*-O»
v pripade globinovych senzorov vyrazne zvysuje aktivitu funkénej enzymovej domény.* Tieto
fakty naznacuju, Ze globinové senzory slizia na detekciu stopovych koncentracii kysliku
v anaerobnom prostredi zatial¢o PAS a GAF senzory detekuji pokles koncentracie kysliku
v aerdbnom prostredi baktérii.® Stabilizacia komplexu Fe?’"-O, je zabezpeena z distalne;
strany hemu aminokyselinou tyrozin v pozicii 10 helixu B v kontraste s PAS doménou, kde je
tato viizba stabilizovana aminokyselinou arginin.?
Prvym objavenym globinovym senzorom, ktorého globinova doména bola Struktirne

charakterizovand je HemAT z archaebaktérie Halobacterium sallinarum (HemAT-Hs)
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av pdde Zijucej grampozitivnej baktérie Bacillus subtilis (HemAT-Bs).*** Prave vyskum
HemAT prvykrat poukdzal na podstatu stabilizacie Fe’*-O, komplexu prostrednictvom
aminokyseliny tyrozin 70 v pozicii 10 helixu B, ktory zarovef inhibuje autooxidaciu hemu.?!
HemAT je senzor stzv. MCP (z anglického ,,methyl-accepting chemotaxis protein®)
efektorovou doménou a umoziuje pohyb archaebaktérii a baktérii pozdiZ gradientu O2.> Tento
typ funkénej domény spolu s diguanylatcyklazovou GGDEF doménou a histidinkindzovou
doménou prevladaju najviac spomedzi Sirokého spektra funkénych domén globinovych
senzorov.'*?? Z hladiska patogenity baktérii je moZno povazovat za jednu z najvyznamnejsich
diguanylatcyklazova funkéntt doménu (DGC).’ DGC je zodpovedna za syntézu c-di-GMP,
prikladom je kyslikovy globinovy senzor YddV. c-di-GMP je bakteridlny druhy posol
regulujtiici produkciu biofilmu v zavislosti na ligandom (O2) riadenom stimule senzorovej
domény.’ Ligandom riadena aktivacia/deaktivacia globinovych senzorov je v stiéasnosti
pomerne dobre preStudovand avSak komplexny obraz o mechanizme transdukcie signdlu zo
senzorovej na funkéni doménu bol donedavna nejasny. Az v roku 2017 boli prvykrat objasnené
Struktirne zmeny vyplyvajuce z ligandom riadené¢ho dvojzlozkového signalizaéného systému
(z anglického ,two component signal transduction system“ alebo TCS) plnodizkového

globinového senzorového hemoproteinu, histidinkinazy 4fGcHK.*

1.2 Dvojzlozkovy signalny systém

Signéalne systémy hraji kIicovl ulohu v riadeni procesov na zaklade zmeny intra-
a extracelularnych podmienok u vSetkych organizmov. Schopnost” zaznamenat tieto zmeny
a adekvatne sa im prispdsobit’ podmiefiuje prezitie a dava organizmom z evolu¢ného hl'adiska
neocenitelni vyhodu. TCS boli pévodne objavené u baktérii az v 864 z 899 kompletne
,.,osekvenovanych® bakterialnych genémov.?* Casom bola odhalen4 ich pritomnost’ u priblizne
50 % archei atiez st kédované v priblizne 30 % eukaryotickych genémov.** Vyskyt TCS
u eukaryot je obmedzeny takmer vyhradne na nizSie eukaryotické organizmy pricom geneticky
zapis vys§ich Grovni, Zivo¢ichov a loveka TCS neobsahuje.> Od ich objavu si TCS tzko
spajané s riadenim virulentnych procesov baktérii a vdaka ich absencii u c¢loveka su
povazované za novli moznost’ cielenia terapeutik d’alich generécii.?®

Ako naznacuje nazov, TCS sa skladd z dvoch komponentov. Zdkladom Standardného
TCS je extracelularne orientovand senzorova doména spojend s intracelularne orientovanou
dimerizovanou histidinkinazou (HK) tvoriac prvy komponent.?’ Katalytické jadro HK je ¢asto

t.25

oznacované ako prevodova doména, ktora prevadza signal na druhy komponent.” Prevodova

doména HK je tvorend ATP-viazucou katalytickou doménou CA a dimeriza¢nou a histidin
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fosfotransferovou doménou DHp.?® Druh4 zloZka zvy&ajne obsahuje dva typy domén: signal
prijimajicu REC doménu (z anglického ,,receiver” domain) a efektorovi regulaéni doménu,
ktoré spolu tvoria tzv. odpoved regulujuci protein (RR protein z anglického ,,response
regulator*).2#?>2728 Majorita regulaénych domén RR proteinov sa bud’to viaze na DNA
areguluje génovu expresiu, sprostredkiiva odpoved’ na pévodny signal interakciou protein-
ligand, protein-protein alebo enzymaticky.?®* V priblizne 17 % pripadoch je RR protein
prokaryot tvoreny osamotenou REC doménou bez regulacnej domény. REC doména potom
slizi ako senzor aj efektor zaroven. >

Mechanizmus prenosu signalu TCS je pomyselne rozdeleny na 4 fazy: detekcia signalu,
aktivacia kinazy, fosfotransfer a tvorba odpovedi na signal.® Signal z extracelularneho
prostredia je zachyteny senzorovou doménou, ktora stimuluje aktivitu intraceluldrnej HK.
Stimulovand HK v pritomnosti ATP katalyzuje frans-autofosforylacnii  reakciu
konzervovaného histidinového zvysku HK y-fosfitom ATP.??° Fosfat je z histidinu HK
preneseny na konzervovany aspartit REC domény RR proteinu.”® Na transfere fosfatu sa
podiel'a primarne fosforylovana HK, ale zrejme aj REC doména RR proteinu, ktora sa
vyznacuje autofosforylacnou a  autofosfatdzovou aktivitou. Miera participacie
autofosforylacnej aktivity REC domény na fosfotransfere nie je jednoznaéne charakterizovana,
ale kladne podporena experimentami s malymi energeticky bohatymi donormi fosfatu ako su
fosforamidat, acetylfosfat, karbamylfosfat a fosfoimidazol.?®** Vizba REC domény na
efektorovy ciel casto stabilizuje jej aktivhu konformaciu a urychl'uje fosfotransfer
z nizkomolekularnych donorov fosfatu. Prikladom je vézba RR proteinu OmpR na regulacné
oblasti génov ompF, ompC pre poriny u E.coli alebo RR proteinu CheY na FliM komponent
bi¢ikového motora.?®3!2 Naopak interakcia s pripadnou efektorovou regulaénou doménou
moZe stabilizovat’ inaktivnu konformaciu REC domény.?® V pritomnosti nizkomolekularnych
donorov fosfatu sa REC znacne autofosforyluje, iked’ nutno podotknut, Ze rad reakcie je
vyrazne niz$i nez u fosforylacie sprostredkovanej HK.?® Fosforylacia RR proteinu podmiefiuje
findlnu odpoved’ na prvotny stimul. Typ odpovedi sa liSi v zdvislosti na konkrétnom RR
proteine. V sucasnosti je zaznamenanych priblizne 80 000 RR proteinov rozsiahlej funk¢ne;j
diverzity.?® RR proteiny mozno rozdelit na pit zakladnych typov: DNA-viizbové (63 %), RNA-
vizbové (1 %), protein-viazbové (3 %), enzymovo aktivne (13 %), RR proteiny so samostatnou
REC doménou (17 %) a ostatné (3 %).?> Zaujimava vlastnost mnohych RR proteinov je ich
predispozicia dimerizovat’ formou homo- ¢i heterodiméru. Ako bolo preukazané u viacerych
proteinov, fosforyldcia RR proteinu spdsobuje konformac¢ni zmenu, ktord casto indukuje

dimerizdciu REC domény alebo kompletného RR proteinu tvoriac tak jeho aktivne
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usporiadanie.®* Zvy¢ajne sa zmena $truktirneho usporiadania vztahuje na motiv a4-p5-05,
ktory sa podiel’'a na dimeriza¢nom rozhrani. Nie je vSak pravidlom, Ze fosforyldcia RR nutne
sposobuje dimerizaciu preto nie je mozné tento mechanizmus aktivacie REC domény
povazovat za vieobecnu vlastnost’ TCS .23

Predpoklada sa, Ze RR proteiny nie su striktne v aktivnej alebo inaktivnej forme, ale
panuje medzi nimi uréitd miera rovnovahy.?® Inaktivicia TCS prebieha prostrednictvom
defosforylacie RR proteinu vedtcej k nakloneniu rovnovahy vzhladom k inaktivnej forme
proteinu. Spdsob defosforylacie a jeho mechanizmus je réznorody odliSujic sa od proteinu
k proteinu. Jednou zmoZznosti je defosforyldcia riadend samotnym RR proteinom
s autofosfatdzovou aktivitou. Druhy variant spoc¢iva v pdsobeni pridavnych fosfataz, ktoré sa
delia na §tyri skupiny: CheZ, CheC/CheX/FliY, SpoOE a Rap.** Tretim spdsobom, ktory nebol
jednoznacne potvrdeny ani vyvrateny je defosforyldcia pomocou samotnej HK riadiacej
prioritne fosforylaciu. Tato tedria bola potvrdend v pripade jedného HK-RR paru v E.coli
EnvZ-OmpR in vitro pri vy$§ich koncentraciach HK.* Podobny trend bol pozorovany
v d’alSich pripadoch typu FixL-FixJ Rhizobium meliloti, NarX-NarL v E.coli alebo u DegS-
DegU systému Bacillus subtilis ale zostava otazkou nakol'ko je proces defosforylacie riadeny
samotnou HK alebo je v procese inaktivécie relevantn4 iba jej alostericka funkcia.*®

Objav antibiotik a ich nekontrolovana aplikacia v lie€be bakteridlnych infekcii dosahuje
v sucasnom obdobi maximum svojho potencidlu. Nespravne uzivanie a nedostato¢na regulacia
trhu antibiotik na jednej strane a adaptacné mechanizmy baktérii ako TCS a mnohé d’alSie
poskytuji baktéridm ¢im d’alej intenzivnejSiu evolu¢nt vyhodu, ktord sa prejavuje v podobe
rezistencie voc¢i antibiotikdm. Preto sa l'udska populdcia vramci vyskumu obracia na nové
potencialne antibakterialne ciele, medzi ktoré moZzno spol'ahlivo zaradit’ dvojzlozkové signalne
systétmy TCS. V poslednych rokoch prebieha nespocetné mnoZstvo vyskumnych projektov
zameranych na pochopenie presného mechanizmu prenosu signdlu TCS s cielom vyvoja
antimikrobialnych lie¢iv na baze selektivnej inhibicie.?®*® Prvy rozsiahly popis $truktirnych

zmien plnodizkovej HK v TCS systéme sa podarilo uskuto¢nit’ na priklade proteinu 4fGcHK. 2

1.2.1 Histidinkinaza AfGcHK

Histidinkindza AfGcHK s globinovou Strukturou senzorovej domény pochadza z podnej
baktérie Anaeromyxobacter sp., kmen Fw109-5, zijucej v semianaerébnych resp. anaerébnych
podmienkach.® Ide o prvii popisani HK s C-koncovou kindzovou doménou, u ktorej sa zarovei
vyskytuje globinova Struktira senzorovej domény, lokalizovanej na N-konci proteinu.>>

AfGcHK sa dominantne vyskytuje vo forme stabilného homodiméru. Kazdd monomérna
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jednotka s velkostou 43 kDa obsahuje jednu molekulu hemu.® Metédou analytickej
ultracentrifugacie bolo ukézané, ze hem senzorovej domény nie je zodpovedny za dimerizaciu
AfGcHK . *! N-koncova globinova doména sa sklad4 zo siedmych helixov H1-H7 spojenych
siedmymi nestruktirovanymi kratkymi sluckami L1-L7 (L z anglického ,,loop*). Ku kindzovej
doméne je pripojena sluckou L8. Kinazovi doménu tvori pat helixov H8-H12, pit B-
skladanych listov B1-B5 a desat’ slu¢iek L9-L18.!

Prirodzené podmienky AfGcHK poskytuje anaerdbne prostredie, kde je i6n Zeleza hemu
v pentakoordinovanom stave Fe?’" bez pritomnosti distalneho ligandu. Jednd sa
o vysokospinovy komplex, kde je His99 proximalny ligand a AfGcHK je v tomto stave
inaktivna. Druhou inaktivnou formou AfGcHK je jej apo-forma a je dolezité podotknut, ze
izolovana kinazova doména bez globinovej domény je taktiez katalyticky neaktivna.?’
Plnodizkova AfGcHK je v aerobnych podmienkach aktivna. Spravidla ide o hexakoordinované
nizkospinové komplexy hemu s proximalnym ligandom His99. Distalny ligand bol pozorovany
OH" (Fe**-OH"), CO (Fe**-CO), CN (Fe**-CN), imidazol (Fe**-imidazol), a najddlezitejsi O
(Fe2*-0,).62

Ako bolo uvedené vyssie, kyslikové globinové senzory st v porovnani s viacerymi PAS
a GAF senzormi katalyticky aktivne po naviazani O, (Fe**-O, komplex). Afinita AfGcHK ku
kysliku je mimoriadne vysoka s Kq priblizne 0,08 uM a rad disociacie nizky vd’aka ¢omu je
tento senzor schopny detekovat’ stopové mnozstvo kysliku v prostredi. Komplex Fe**-O, sa
vyznaduje vysokou stabilitou a nizkou mierou autooxidacie za laboratorne;j teploty.®

AfGcHK na rozdiel od inych TCS histidinkinaz nie je transmembrénovy protein.*?
Princip mechanizmu transdukcie signalu 4fGcHK je pomerne dobre preskimany. AfGcHK
(Fe?") je aktivovana ligandom (Fe?*-O»). V stave Fe?*-Os je molekula kysliku podobne ako v
d’alSich globinovych senzoroch stabilizovand, v tomto pripade aminokyselinou Tyr45 helixu
H2.52 Inaktivna pentakoordinovana forma (Fe?") je charakteristickd tym, Ze i6n Zeleza bez
distalneho ligandu vystupuje 0,4-0,6 A nad rovinu porfyrinového skeletu.’*? Vizba distalneho
ligandu a prechod na aktivnu nizkospinova hexakoordinovant formu spdsobuje, ze i6n Zeleza
je zasunuty do roviny porfyrinového cyklu. Tento posun, resp. zmena dizky vizby Fe?**-His99
je zéklad ligandom-regulovanej aktivacie globinovych senzorov.® Aktivna forma AfGcHK
nasledne autofosforyluje konzervovany histidinovy zvySok vo svojej Struktire. Mutacia
aminokyseliny His183Ala komplexov Fe** a Fe’"-O, preukéazala jednoznaénii stratu
autofosforylaénej aktivity. His183 je preto povazovany za autofosforylaéné miesto AfGcHK.6
Prenos signalu pokracuje fosforylaciou RR proteinu. Dimér AfGcHK obsahuje dve miesta pre

vézbu RR proteinu. Dominantny prechodny stav vyuziva iba jedno miesto tvorbou komplexu
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AfGcHK-RR v pomere 2:1 (dimér HK:monomér RR), stechiometria 2:2 je minoritny prechodny
stav.*! Kinetické a $truktirne experimenty odhalili, Ze RR-viizbové miesto AfGcHK je stiéast
C-konca helixu H8 a N-konca H9 a nachadza sa v blizkosti ATP-vdzbového miesta pretoze
pritomnost’ RR proteinu ovplyviuje afinitu AfGcHK k ATP a indukuje zmenu priestorového
usporiadania ATP-viizbového miesta.*!*> Muta¢né experimenty RR proteinu ukazali, Ze fosfat
z His183 AfGcHK je preneseny na Asp52 a Aspl69 lokalizovany v konzervovanych Castiach
dvoch REC domén RR proteinu.® Domény REC1 a REC2 tvoriace RR protein asociovany s
AfGcHK patria do skupiny osamotenych REC domén bez pridavnej efektorovej domény. Tento
RR protein je Struktirne vysoko flexibilny ¢o sa viac prejavuje v doméne RECI
s fosforylaénym miestom Asp52.*' REC1 interaguje s H8, H9 kindzovej domény AfGcHK ako
priorita a Asp52 je tak preferované fosforylatné miesto. Asp169 REC2 domény sa fosforyluje
az potom ¢o je uz Asp prvej domény fosforylovany.®*! V sucasnosti sa predpoklada, Ze
aktivovany systém AfGcHK-RR reguluje d’alSie proteiny v signalnej kaskade a prispieva tak
k vyslednému efektu. Presny vysledny efekt doposial’ nebol objasneny, uvazuje sa o kontrole
procesov ako produkcia plodnic ¢&i sporulacia baktérii bahennych zemin.®

Autofosforylaéna reakcia aktivnych foriem AfGcHK prebieha vzhladom k ATP
maximélnou rychlostou Vmax'* v rozmedzi 9,6 — 11,8 pmol.min™!.ul"" a hodnota keat je 1,0 —

1,2 min’!, nazna¢ujuc podobnost’ truktiiry tychto aktivnych foriem.*

1.2.2 Stidium $truktirnej dynamiky AfGcHK pomocou vodik-deutériovej

vymeny s hmotnostne spektrometrickou analyzou

Komplexnost’ dvojzloZkovych systémov s globinovymi senzormi aich ligandom-
regulovand aktivacia poukazuju na potrebu urcitej miery flexibility proteinovej Struktiry
hemovych senzorovych proteinov s ciefom plnit regulaéné funkcie.* V plnodizkove;
prirodzene sa vyskytujlicej forme je vécSina hemovych senzorovych proteinov vysoko
flexibilnych a takéto proteiny je obtiazne kryStalizovat’ alebo zmysluplne Studovat’ niektorymi
konvenénymi Struktarne biologickymi technikami a preto je potrebny alternativny pristup.
Prikladom je aplikicia vodik-deutériovej vymeny (HDX).*! Donedavna bola HDX pouZivana
hlavne v spojeni s nukledrnou magnetickou rezonanciou (NMR) a rentgenovou krystalografiou
avSak v poslednych rokoch nastal velky rozmach pouZivania tejto techniky s hmotnostne
spektrometrickou analyzou (MS).** Vyhodou spojenia HDX-MS je najmi zachovanie pomerne
vysokého rozliSenia a citlivosti v spojeni stakmer neobmedzenym rozsahom velkosti

Studovaného proteinu. Velkou vyhodou je elimindcia problémovych faktorov techniky
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rentgenovej krystalografie a NMR ako je krystalizacia proteinu alebo jeho mnozstvo potrebné
pre analyzu.®

HDX-MS je elegantnd metdda, ktord umoziuje skimat dynamické proteinové
komplexy &i plnodizkové a viacdoménové proteiny, apozorovat konformaéné zmeny
vzhl'adom na ich aktivny alebo neaktivny stav. To je mozné na zaklade vymeny atomov vodika
na dusiku peptidovej vdzby za deutérium v oblastiach proteinu exponovanych deuterovanému
solventu, v ktorého prostredi experiment prebieha.** Mieru expozicie jednotlivych &asti
proteinu deutériu v reak¢nom prostredi determinuje konformacia proteinu zavisla na
aktivnom/neaktivnom stave proteinu a na d’alSich vplyvoch na protein prejavujicich sa v Case.
Rychlost HDX v case =zaroven vypovedd o pritomnosti StruktGrovanych ¢i menej
Struktirovanych sekvencii. Ziskané data poskytuju cenné informacie veduce k objasneniu
konformécie aktivnych centier proteinov, interakénych miest v proteinovych komplexoch
alebo mo6zu poodhalit’ mechanizmus, ktorym jednotlivé casti proteinu spolu komunikuju
a prispievaju tak k funk&nému prejavu.*¢

Ako bolo uvedené, HDX je iniciovana v okamihu vystavenia proteinu deuterovanému
solventu. Zékladné usporiadanie experimentu je tzv. kontinualne znacenie, kedy je nativny
protein definovanym sposobom nariedeny deuterovanym solventom a v presne meranych
casovych intervaloch st odoberané vzorky proteinu, v ktorych je reakcia ukoncend. HDX je
spravidla ukonfend narazovym znizenim pH reakéného prostredia blizko hodnoty 2,5
pridavkom HDX ukoncujiuceho pufru (z anglického ,,quenching buffer*) a zniZenim teploty
blizko 0 °C pripadne zamrazenim reakénej zmesi v tekutom dusiku s ciel'om eliminovat’ spatnu

vymenu deutéria za vodik.**

A . B Kex (sec) ti

3+ ) ‘ 10.0 = — pH 7.0,25°C

T

00:00:00.069

logk (s1)

0.001 = A pH 25,25C ~00:11:33

0.0001 | weemmlem pH 25 0°C (-01:55:33

Obrazok 1: A — graf zavislosti rychlosti HDX na pH prostredia, Zltou vyznacené pH optimum pre kontinudlne

znaclenie; B — graf zavislosti polcasu spiitnej vymeny deutéria za vodik na pH a teplote.*®
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Jeden z krokov podmienujucich uspesnu HDX-MS analyzu je Stiepenie proteinu tesne
pred MS analyzou.* Aby mohol byt protein efektivne ionizovany v iontovom zdroji a i¢inne
analyzovany pomocou hmotnostného spektrometra je potrebné nastiepit ho na peptidy
s pozadovanou dizkou, ktoré pokryvaju celu sekvenciu proteinu, navzajom sa prekryvaju
a poskytuju tak informaciu o HDX profile v celej dizke proteinu. Na proteolyzu sa vyuZivaju
enzymy ako trypsin ¢i pepsin a d’alSie enzymy imobilizované na kolone zapojenej vramci
systému vysokouginnej kvapalinovej chromatografie (HPLC). Uéinnost’ §tiepenia si vyzaduje
optimalizaciu zloZzenia HDX ukoncujuceho pufru a vhodny vyber enzymu aktivneho v tychto
podmienkach vzhladom na konkrétny analyzovany protein. Tento proces optimalizacie
a hl'adania pozadovaného pokrytia sekvencie sa oznacuje ako peptidové mapovanie. Zakladné
pristrojové usporiadanie pre HDX-MS analyzu tohto typu je zlozené¢ z HPLC systému
v tandemovom usporiadani s hmotnostnym spektrometrom. HPLC systém obsahuje kolonu
s imobilizovanym proteolytickym enzymom a zachytdvaciu kolonu na zakoncentrovanie
a odsolenie proteinu, ktory bol zna¢ne nariedeny deuterovanym a HDX ukoncujucim pufrom.
Nasledne je v HPLC systéme zapojena separa¢na kolona s reverznou fazou na separdciu
natiepenych peptidov. Standardne je usporiadanie koléon HPLC systému temperované
umiestnenim v nadobe s 'adom a vodou s ciel'om eliminovat’ spitn1 vymenu deutéria za vodik.
Spojenie HPLC-MS pre tieto tcely je efektivne v usporiadani s ionizéaciou elektrosprejom (ESI)
a detektorom s vysokym rozliSenim ako je i6nova cyklotronové rezonancia s Fourierovou
transformaciou (FT-ICR).*° ESI je realizovand kapilarou s vlozenym napitim priblizne 5 kV,
ktorou je vedeny roztok analytu. Ten tvori vplyvom napitia na konci kapilary tzv. Taylorov
konus, z ktorého st postupne odtrhavané nabité kvapky s analytom. Okolo kapilary pradi
ohriaty dusik, ktory pomaha tvorit’ nabity aerosol a vystuSa solvent v kvapkach. Vplyvom
odparenia solventu sa kvapky zmensujl a zvySuje sa ich povrchovy naboj. Pri hrani¢nej repulzii
povrchovych nébojov dochadza k tzv. Coulombickej explozii a rozpadu kvapky na niekolko
mensich nabitych kvapiek. Takymto spésobom vznikaja po plnej desolvatacii mnohonasobne
nabité iony v plynnej fize.’'>> Vdaka tomuto mechanizmu ionizicie je ESI najvhodnej$im
spojenim LC-MS v Struktirnej analyze. Detektor FT-ICR je v sucasnosti jeden z najcitlivejSich
MS detektorov s najvyS$sim rozliSenim. Princip jeho funkcie spociva v pouziti silného
magnetického pola, v ktorom st i6ny vybudené k pohybu po cyklickej drdhe. Kazdy i6n je
charakterizovany inou frekvenciou pohybu zévislou na pomere m/z. Jednotlivé frekvencie st
ako signdl amplifikované, detekované a vystupny signdl je Fourierovou transforméciou
prevedeny na zdvislost’ intenzity signalu na m/z i6nu peptidu. Vyhodou FT-ICR je moZnost’

analyzy MS? pomocou koliznych technik, ktoré poskytuju fragmentaéné iony pdvodnych
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peptidovych i6nov vd’aka Comu s dostupné informacie o Strukture proteinu. Vystupné HDX-
MS data o i6noch deuterovanych peptidov st porovnané voci datam z experimentu vykonaného
bez expozicie deutériu. Deutérium sa 1iSi o jednotku hmoty vplyvom obsahu neutrénu na rozdiel
od atomu vodika. Vd’aka tomu st i6ny peptidov s obsahom deutéria charakteristické odlisSnym
pomerom m/z nez identické i6ny bez deutéria. Preto sa hmotnostné spektrum deuterovaného
a nedeuterovaného i6nu peptidu lisi Specifickym posunom.

Prva stadiu Struktirnej dynamiky hemového senzorového proteinu s globinovou
doménou AfGcHK pomocou HDX-MS predstavil vo svojej praci Stranava v roku 2016 resp.
2017.2**" Bola to vobec prva uUspesna Strukturna §tadia plnodiZkového senzorového
hemoproteinu s globinovou senzorovou doménou. Pomocou HDX-MS bolo ukazané, ze
konformécia aktivnych a inaktivnych stavov AfGcHK sa vyrazne odliSuje a potvrdila tak

vysledky krystalografickej §tadie izolovanych domén AfGcHK 234!

Globinové doména Kinazova doména Globinova doména Kindzova doména
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Obrazok 2: Percentudlne porovnanie zmeny deuterdcie v case 5 min od zaciatku HDX a 60 min od zaciathu HDX
vzhladom na aminokyselinovii sekvenciu plnodizkového proteinu AfGcHK. Modrd krivka vyjadruje zmenu

deuterdcie spésobenti redukciou iénu Zeleza hemu, teda inaktivaciou AfGcHK.?

Konformacia globinovej domény je v porovnani s kinazovou doménou pomerne rigidna
a bohatd na Struktirované sekvencie, konkrétne a-helixy. Helix H6, H7, koniec H4 a N-
koncovy H1 tvoria hydrofobne jadro globinovej domény a st zodpovedné za dimerizaciu.?>*!
Hem je v hydrofébnom jadre stabilizovany H2 (distdlna oblast’), HS (proximalna oblast)
a spolu so zaCiatkom H6 je tato oblast’ inaktivaciou proteinu prevedena do kompaktnejSej
konformacie. Naopak slucka L3, L4 a helix H3 tvoria vysoko flexibilnt sekvenciu distalnej
oblasti hemu zodpovednej za vézbu kysliku. Tento profil prejavu flexibility globinovej domény
je konzistentny s kyslikovym senzorom EcDOS.*'** Ako bolo uvedené, dimerizaéné rozhranie
globinovej domény AfGcHK tvori naymad H6, H7 a m6Zeme ho rozdelit’ na dva segmenty. Prvy

segment: koniec H6, L7 a zaCiatok H7 je viac vzdialeny od kinazovej domény. Tu sa prejavuje

prva dolezitd zmena pri inaktivacii AfGcHK. Redukciou na stav Fe?" dochadza k oddialeniu
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monomérov v tomto segmente. Druhy segment: stredna ¢ast’ H6 a koniec H7 je blizSie spojeniu
s kindzovou doménou pri¢om inaktivaciou uchovava kompaktné usporiadanie. Cely prejav
mechanizmu inaktivacie AfGcHK napadne pripomina pohyb otvarania noznic, kde sa prvy
segment rozhrania otvara a druhy segment evokuje kompaktny ohybny pant. Podobny pohyb
bol popisany v pripade kyslikového senzoru s PAS doménou EcDOS.>

Prirodzené flexibilita kindzovej domény plynie z pritomnosti dlhych exponovanych
helixov H8, H9 a velkého mnozstva nestruktirovanych sluciek, ktoré maji slabu stabiliza¢na
schopnost’. H8 a H9 su zrejme zodpovedné za tvorbu kinazového diméru. H11 z Casti tvori
ATP-vizbové miesto. Tento segment na zaklade HDX-MS podlieha dvojakému mechanizmu
zmien ¢o potvrdzuje, ze sa jedna o vysoko flexibilnu oblast’, ktorej usporiadanie sa meni na
zéklade aktivneho/inaktivneho stavu.*! Inaktivacia redukciou iénu Zeleza v globinovej doméne
na Fe?* sposobuje, 7e ¢ast H11 s ATP-viizbovym miestom a H9 si v navzdjom menej
kompaktnej, solventu exponovanej konformécii. Pravdepodobny ddsledok tejto zmeny je
zabranenie autofosforylécii v pozicii His183 (H8). Porovnanie zmien a ich korelacia naprie¢

viacerymi aktivnymi a inaktivnymi stavmi poukazuje na signifikantné konformacné rozdiely
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aktivneho/inaktivneho stavu 4fG¢cHK vzhl'adom na prenos signalu.

A B

H6 (107-128) H2 (20-50)

L7 (129-131)
\ L3 (51-53) H4 (61-81)

L2 (17-19) 1 _jwuuz-ms)

H5 (86-101)

H1(8-16) | (1.9)

Obrazok 3: A - struktura monomérnej jednotky globinovej domény AfGcHK. Oznacenie helixov (H), sluciek (L)
s rozsahom aminokyselin uvedenych v zatvorke. B - Struktura diméru globinovej domény AfGcHK, kde je

dimerizacné rozhranie tvorené oblastou H6-L7-H7.%

Boli navrhnut¢ dva mozné mechanizmy inaktivicie AfGcHK. Prvym je zmena
konformécie pod vplyvom prenosu signalu zo senzorovej domény, ¢o ma za nésledok stéricka
zébranu autofosforylaéného miesta kindzovej domény.** Podobny mechanizmus bol navrhnuty
pre dalSie senzorové proteiny detekujuce plyny. Druhy mechanizmus navrhuje nepriamu

regulaciu autofosforylacnej aktivity bez stérickej zdbrany. Druhy variant ukazuje, ze detekcia
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kysliku sposobuje prenos signalu cez dimerizatné rozhranie globinovych domén na
dimeriza¢né rozhranie kinazovych domén tvorenych helixami H8 a H9. Vysledny signal sa
prejavi na helixoch H9 a H11 konformaénou zmenou a stratou autofosforylacnej aktivity ¢o

podporili aj kinetické experimenty.??

Obrdzok 4: Navrh intramolekuldrneho prenosu signdlu plnodlzkového proteinu AfGeHK na zdklade HDX-MS
Studie.®® A - aktivny stav proteinu AfGcHK (Fe**-OH) v kompaktnej konformacii s ATP-vizbovym miestom v
blizkosti His183 (autofosforylacné miesto). B - inaktivny stav proteinu AfGcHK (Fe®') s oddialenymi
globinovymi doménami a ATP-vizbovymi miestami v konformacii nevyhodnej pre fosforyldaciu His183. Zmena

Struktiry evokuje otvdranie nonic.”

V spolupracujicom laboratoriu doktora Dohnalka bola skiimana izolovana globinova
doména AfGcHK metddou rentgenovej krystalografie v stave Fe’'-imidazol. Imidazol je
distalny ligand hemu, ale prekvapivo interaguje aj s aminokyselinou tyrozin 15 (Y15) helixu
HI ¢o sposobuje narusenie dimerizacie. Z doposial’ publikovanych Struktir globinovej domény
AfGcHK je zreymé, Ze helix H1 obsahujuci Y15 je priamo Uc€astny na tvorbe diméru
globinovych domén a nachadza sa v tesnej blizkosti hemu druhej globinovej domény.?
Disociacia diméru sposobuje zmenu priestorove] lokalizdcie HI1. VysSie uvedené
krystalografické pozorovania poukazujii na Y15 ako vyznamna aminokyselinu s klI'icovou
ulohou v prenose signdlu. Na objasnenie ulohy tejto aminokyseliny v signalne-funkénom

mechanizme AfGcHK je zamerana aj predkladana diplomova praca.

1.3 c-di-GMP

c-di-GMP patri spolu s d’alsimi nukleotidmi do skupiny cytoplazmatickych druhych
poslov, ktori plnia tlohu intracelularnych signalnych molekul. Na rozdiel od cyklického
guanozinmonofosfatu (¢cGMP) sluzi ¢-di-GMP vyhradne na regulaciu biologickych procesov

v baktéridch. Medzi tieto procesy patri medzibunkova komunikécia, virulencia, motilita,

27



diferenciacia, expresia virulentnych faktorov alebo vyssie spomenutd produkcia biofilmu.*
Prvé vyznamna zmienka o c-di-GMP siaha do roku 1987. V baktérii Acetobacter xylinum sluzi
c-di-GMP ako alostericky aktivator celulézasyntazy.’® Podobna uloha bola navrhnuti o dva
roky neskor pre Agrobacterium tumefaciens.”’ Zaroveii bol c-di-GMP prvykrat opisany

36-8  Intracelularna

v kontexte enzymov katalyzujucich jeho biosyntézu a degradéciu.
koncentracia c-di-GMP je prisne regulovand diguanylatcyklazami (DGC) a hydrolytickymi
enzymami nazyvanymi fosfodiesterazy (PDE).>® Syntézu c-di-GMP z dvoch ekvivalentov GTP
katalyzuje DGC s aminokyselinovym motivom funk¢nej domény GGDEF alebo GGEEF
lokalizovanym v aktivnom mieste enzymu.”” GG(D/E)EF doména je jedna zdomén
s najvyssou frekvenciou vyskytu v bakteridlnych gendémoch a je absolutne kI'aicova pre aktivitu
DGC. Akakol'vek mutacia aminokyseliny v GG(D/E)EF motive znemoziiuje enzymovu
aktivitu.®” Mnohé DGC obsahujii motiv RxxD umiestneny pred N-koncom aktivneho miesta,
kde sa moze viazat c-di-GMP a spitnou vizbou alostericky inhibovat” d’al$iu syntézu c-di-
GMP.®! Degradaciu c-di-GMP riadia PDE, ktoré obsahuji bud’to EAL alebo HD-GYP funké&na
doménu. HD-GYP doména riadi degradaciu c-di-GMP priamo na vysledny produkt v podobe
dvoch ekvivalentov GMP, EAL doména riadi proces degradacie na linearnu formu di-GMP.>

c-di-GMP riadi biologické procesy kl'icové pre preZitie baktérii o naznacuje aka
dolezita je citlivd reguldcia jeho intraceluldrnej koncentracie. V sicasnosti je znamych
niekol’ko foriem regulacie. Prvd moznost suvisi s vysokou mierou expresie a koexpresie
GGDEF, EAL, pripadne HD-GYP domén v gram-negativnych baktériach.®* Je beznym javom,
ze domény s DGC a PDE aktivitou st exprimované vramci sekvencie viacerych odliSnych
proteinov jednej baktérie, priCom obidve domény modzu byt sucastou toho istého proteinu
a regulacia je sprostredkovana vzajomnou interakciou tychto domén.>> Dokazom je napriklad
gendm E.coli, kde sa vyskytuje az 19 kopii génu pre GGDEF doménu a 17 képii génu EAL
domény.®* Homeostaza c-di-GMP znaéne zavisi na kontrole lokalizacie DGC a PDE v bunke,
zmene stability ich proteinovej $truktiry alebo kontrole transkripcie dgc a pde génov.>>’
NezastupitelI'n riadiacu funkciu maji DGC a PDE spojené so senzorovymi doménami typu
PAS, GAF, hemovou senzorovou doménou s globinovou Struktirou, REC doménou a
d’al§imi.®® Tieto senzorové proteiny st riadené zmenou intra- a extracelularnych podmienok,
najmid zmenou koncentracie Oz. Ako priklad moZzno uviezt' Op-riadeni PDE-A1 baktérie
Acetobacter xylinum s PAS doménou alebo dva O, senzory E.coli: DGC YddV (EcDosC) s N-
koncovou hemovou senzorovou doménou s globinovou struktirou a PDE EcDOS (z anglického

Escherichia coli direct oxygen sensor*) s PAS senzorovou doménou.®+%3
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Bolo preukéazané, ze konecny efekt c-di-GMP riadenych procesov je sprostredkovany
vizbou na jeden z piatich typov pomyselnych ,,receptorov* ¢i efektorov, ktoré boli doposial
objavené.’>> Prvym je PilZ doména proteinov bez enzymovej aktivity, ktoré po vytvoreni
vizby s c-di-GMP d’alej regulujt proteiny a enzymy interproteinovymi alebo interdoménovymi
interakciami. Druhy typ je degenerovand GGDEF doména, ktora stratila enzymovu aktivitu,
treti typ tvoria aktivne enzymy, ktorych aktivita je vézbou s c-di-GMP priamo stimulovana.
Stvrty typ tvoria transkrip&né faktory a represory, ktoré po vizbe s c-di-GMP reguluju expresiu
cielovych génov. Posledny typ su tzv. ribonukleové prepinace (z anglického ,,riboswitches
alebo ,,RNA-based c-di-GMP sensors*).> Jedn4 sa o segmenty na 5° konci vybranych molekiil
mRNA, ktoré v spravnej konformacii viazu ligand ako c-di-GMP a zaujimaju Specifické
priestorové usporiadanie, vd’aka ktorému reguluju génovu expresiu.®®

Hlavnym fenotypovym prejavom prenosu signalu prostrednictvom c-di-GMP je
produkcia biofilmu a inhibicia motility, ¢ize prechod medzi pohyblivym a prisadnutym
sposobom Zivota.*® To je dosiahnuté stimulaciou c-di-GMP senzitivnych proteinov, ktoré riadia
syntézu adherentnych vlakien, extracelularneho matrix a virulentnych faktorov.%> Biofilm
mozno definovat’ ako biologicky systém ¢i agregdt mikrobidlnych buniek obklopenych
bakteridlnym matrix, adherentne prichytenych na Zivé & nezivé povrchy.®”%® Vyznaduje sa
vysokou hustotou buniek, ktoré su v bezprostrednom kontakte ¢o umoznuje efektivnu
medzibunkovll komunikaciu systémom malych molekul, nazyvanych sumarne ako ,,quorum
sensing® systém (QS). Bakteridlny matrix je tvoreny extracelularnymi polymérnymi latkami.
Patria sem exopolysacharidy, lipidy, proteiny, kyseliny a extracelularna DNA. % Matrix je
zékladom priestorove] architektiry biofilmu, jeho odolnosti voc¢i vonkaj§im vplyvom
a zodpoved4d za adhéziu k povrchom akohéznu stdrznost buniek.®” Jednym z hlavnych
adhezivnych faktorov E.coli st tzv. ku€eravé vldkna (z anglického ,,curli fibres®). Ich hlavné
Struktarne komponenty su kodované operonom csgBAC, ktory je regulovany transkripénym
faktorom CsgD.%? V dnesnej dobe je znamy d’al$i vyznamny regulator transkripcie csgBAC a je
nim vel'ké mnoZstvo enzymov zo skupiny DGC a PDE.”® Biofilm patri medzi najrozsirenejsie,
najlspesnejsie a najzachovalejsie formy Zivota na Zemi.%® Preto je potrebné poukézat na jeho
pozitivne 1inegativne vlastnosti prejavujuce sa v biochemickych, geochemickych, ale
aj technologickych procesoch ako je filtracia pitnej vody, vznik a degradacia odpadov
a kontaminacia vody alebo produkcia biopaliv.%® V dnesnej dobe je biofilm spijany s viac nez
65 % mikrobialnych infekcii a s postupne narastajicou frekvenciou vyskytu rezistencie na
antibiotika ¢o je pripad patogénnych baktérii Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter

baumannii, Vibrio cholerae, Salmonella enterica a mnohych dalgich.3-676® Stewart a kolektiv
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upozornili vo svojom vyskume baktérie Pseudomonas aeruginosa, ktora je pri¢inou vzniku
pneumonie u pacientov s cystickou fibrozou, na vplyv kysliku na u¢innost’ antibiotickej liecby.
Zistili, Zze Casom vznikd naprie¢ biofilmom nepravidelny gradient kysliku a biofilm nadobuda
heterogénny charakter. Nové bunky biofilmu s pristupom kysliku sa vyznacuju pokracujiicou
proteosyntézou, mnozenim sa a diferencidciou, zatial'Co hypoxia az anoxia v hlbsich vrstvach
buniek biofilmu spolu s nedostatkom nutrientov spdsobuje spomalenie metabolizmu a prechod
do prisadnutého spdsobu Zivota korelujuc s rezistenciou voéi Siestim r6znym antibiotikdm.”!
Regula¢nu tlohu kysliku potvrdili experimentom kedy vystavili rovnako metabolicky a rastovo
aktivne vrstvy biofilmu poOsobeniu antibiotik v aerdobnych a anaerobnych podmienkach.
Vysledok potvrdil, Ze baktérie bez pristupu kysliku nadobudli rezistentné vlastnosti voci
antibiotikAm a baktérie v aerébnom prostredi boli do zna¢nej miery usmrtené.”! Kyslik je
kl'i€ovy regulator bunkového metabolizmu baktérii a c-di-GMP sprostredkovanej produkcie
biofilmu spojenej s rezistenciou na antibiotika a zniZenou citlivostou na imunitni odpoved’
hostitel'a.6>*7172 V E coli je rapidna syntéza biofilmu spajana s aktivitou O»-regulovaného

hemového senzoru YddV.%+7

1.3.1 Diguanylatcyklaza YddV (EcDosC)

YddV patri do skupiny hemovych senzorovych proteinov s globinovou Struktirou
senzorovej domény, umiestnenej na N-konci. Na C-konci je umiestnend GGDEF
diguanylatcykldzova doména, ktorej aktivita je vel'mi citlivo regulovana zmenou redoxnych
podmienok a viizbou Oz na hem globinovej domény.>”* Spojenie globinovej a GGDEF domény
tvori kratka prostredna doména bez $pecifického Struktirneho zaradenia.> Gén YddV a gén
vySSie spomenute] fosfodiesterazy EcDOS st sucastou jedného operonu dosCP. Spolocny
operon zabezpecuje koexpresiu oboch génov, vd’aka comu st ako enzymy fyzicky asociované
v komplexe YddV-EcDOS avo vzajomnej synergii riadia homeostazu c-di-GMP baktérie
E.coli.%* Dve subezné studie potvrdili, Ze komplex YddV-EcDOS v pritomnosti substratu GTP
produkuje linedrnu formu di-GMP za aerdbnych podmienok, nepriamo naznacujic DGC
aktivitu YddV.%*7* YddV je enzym aktivny v Fe**, Fe?"-O,, Fe*"-CO stavoch i6nu Zeleza hemu
globinovej domény a inaktivny v redukovanom stave iénu Zeleza hemu (Fe**) bez distalneho
ligandu, a v stave Fe?*-NO. Vietky ligandy tvoriace komplex s centralnym iénom Zeleza hemu
globinovej domény sa viazu distdlne a proximalny ligand je aminokyselina His98.'8 Stav Fe*"
(0,066 min™!) je aktivnejsi nez Fe**-O> (0,022 min™!). Rovnovazna disocia¢na konstanta pre
kyslik je podstatne odlisna pre YddV (14-20 uM) a pre EcDOS (74-340 uM) z coho plynie

rozna miera aktivity enzymov pri réznej koncentracii kysliku.!® Hodnoty kear aktivneho YddV
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(>0,022 min™") st rddovo niZsie v porovnani s EcDOS (0,61 min™') ¢o znamena, ze DGC reakcia
YddV, produkujtica c-di-GMP (substrat pre EcDOS) je limitujucim krokom v udrziavani c-di-
GMP homeostazy E.coli.”* Operon dosCP je pod kontrolou sigma faktoru stresovej odpovedi a
expresia operonu je indukovand vplyvom stresovych podmienok.’”® Ako bolo spomenuté vyssie
transkripcia operonu csgBAC a syntéza adhezivnych faktorov je okrem iného aj pod kontrolou
enzymov s DGC a PDE aktivitou. Vyznamnym zastupcom v E.coli je prave komplex YddV-
EcDOS.%? Koncentriciu kyslika v zivotnom prostredi baktérii a jej zmeny mozno oznagit' za
stresovy faktor determinujuci ich spdsob zivota, metabolicku aktivitu a fenotypové prejavy.
Kyslikové senzory su elegantny sposob adaptacie bunky na hladinu kysliku a prenos tohto
signalu prostrednictvom c-di-GMP az na urovein transkripcie. Tto ulohu komplexu YddV-
EcDOS podporuje ich rozdielna citlivost na kyslik z ¢oho plynie precizna modulacia
enzymovej aktivity a efektivna regulécia syntézy adhezivnych faktorov biofilmu alebo syntézy
enzymov zodpovednych za biosyntézu N-acetylglukozaminu, jednej z extracelularnych
polymérnych latok biofilmu.®*"

Kitanishi a kolektiv odhalili, ze afinita YddV ku kysliku je niz$ia nez afinita inych
globinovych proteinov a komplex Fe**-O je relativne mélo stabilny.” Na stabilite komplexu
Fe?*-O5 sa zna¢ne podiel’a distalne lokalizovana aminokyselina Tyr43 tvorbou vodikovej vizby
priamo s O>. Jej mutdcia preukazala znizenie afinity ku kysliku azvySenie rychlosti
autooxidacie.”* Relativne vysoka rychlost autooxidacie komplexu Fe?'-O, naznacuje, Ze
v bunke je udrziavana hlavna rovnovédha medzi neaktivnym stavom Fe®" a aktivnym stavom
Fe**. Nizka rychlost autooxidicie iénu Zeleza hemu je klu€ova pre spravnu funkciu
globinovych senzorov a zavisi na mnohych faktoroch, vtomto pripade najmid na
elektrostatickom charaktere distalnej oblasti hemu v stave Fe?*-O,, kde YddV obsahuje d’alsiu
kI'ai¢ovi aminokyselinu Leu65.7® YddV je v aktivnom pentakoordinovanom Fe*" stave hemu
bez distalneho ligandu ¢o je pomerne neobvyklé v porovnani s d’al§imi globinovymi senzormi
casto obsahujucimi Siesty ligand OH™ alebo H>O. To poukazuje na Specialne znaky usporiadania
globinovej domény v distalnej Casti hemu, vratane aminokyseliny Leu65. Bolo potvrdené, Ze
Leu65 brani svojim postrannym retazcom vstupu molekuly HO do blizkosti Fe?*-O> hemu
globinovej domény a chrani ho tak pred zmenou elektrostatického charakteru prostredia, a pred
rapidnym ndrastom rychlosti autooxidacie.”®’” Experiment s mutovanym Leu65 ukazal vysoky
narast rychlosti autooxidacie a zaroven naznacil, ze vstup molekuly H>O do blizkosti hemu
sposobuje zmenu chovania globinove] domény YddV. Konkrétne v tomto pripade bola
pozorovand namiesto senzorovej aktivity, aktivita pripominajica hemoxygenazovu reakciu

sprevadzanu tvorbou verdohemu a zvy$enou produkciou molekuly CO."67
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Do dne$ného diia bolo odhalenych len malo $truktirnych informacii o plnodiZkove;
forme globinovych senzorov s diguanylatcyklazovou aktivitou. Prvé dolezité¢ Strukturne
aspekty YddV odhalil Tarnawski a kolektiv az v roku 2015 pricom vychadzali z informéacii
o Strukture podobnych globinovych senzorov HemAT Bacillus subtilis a GeGCS Geobacter
sulfurreducens.*? Metodou rentgenovej krystalografie boli odhalené nasledujuce Struktirne
¢rty. YddV sa podarilo vykrystalizovat’ vo forme samostatnych domén: globinovej, prostredne;j
a GGDEF, avSak spojenie globinova-prostrednd doména, prostredna-GGDEF doména
a plnodizkovy protein mali tendenciu agregovat’ a precipitovat’ ako moZno &asto pozorovat
u viacdoménovych senzorovych proteinov. Analyza diméru globinovej domény potvrdila a-
helikdlny globinovy charakter z83 % sekvencie azlozenie z Osmych o-helixov
s nomenklatirnym oznacenim Z, A, B, C, E, F, G, H. Dimeriza¢né rozhranie je tvorené 4 a-
helixami: helix G a H z oboch monomérnych jednotiek globinovych domén. Toto rozhranie je
lahko asymetrické (odchylka 2,0° od 180° symetrie), o nie€o viac ako bolo naznacené
u HemAT (odchylka 0,3° od 180° symetrie), kde sa tato asymetria javi ako podstatna stcast’
transdukcie signalu. Hydrofobne jadro domény, kde je viazany hem tvoria zhora a zdola helixy
E a F, zo stran je obklopené helixami B, C, G.*

Porovnanie diméru globinovej domény v aktivnom stave hemu Fe** a inaktivnom stave
Fe?" ukizalo malé no zaujimavé $truktiirne zmeny. Velkost’ dimeriza¢ného rozhrania 1300 A
zostala prakticky identicka avSak miera asymetrie sa zvySila v priemere na odchylku 2,5° od
180° symetrie. Rozdielne je postavenie aminokyselin Met69 a Leu65. Postavenie
propionatovych zvyskov hemu je v stave Fe’" mierne odli§né a ako naznacuje dalsi vyskum
0 YddV, propionatové zvysky hemu moZzu zohravat’ dolezitii tlohu v procese prenosu signalu
z hemu na zvySok proteinu.”® Najvyraznejsie preusporiadanie sa tyka helixu C, F a slu¢ky FG.
Posuny v konformacii st vyraznejSie ako u HemAT ¢o naznacuje, Ze aj v pripade YddV mdzu
byt definované §truktiirne segmenty podstatné pre prenos signalu.??

Struktiira monoméru prostrednej domény je zloZena z piatich a-helixov A-E. Helixy A,
B, C, E tvoria antiparalelny Stvorhelikdlny zvédzok a dimeriza¢né rozhranie je tvorené ¢astou
helixov E a z vé¢sej miery helixami A v tzv. ,,coiled-coil* konformacii. Medzi C-koncovymi
sekvenciami helixu A oboch domén bol pozorovany vznik atypickej kavity pre moznu vizbu
ligandu. Presny vyznam kavity doposial’ nebol objasneny.*?

GGDEF doména pozostava predovSetkym z antiparalelného [-skladaného listu
z piatich retazcov (2-B3-p1-p4-B5) obkolesenych piatimi a-helixami (A-E). Aktivne miesto
YddV G374GDEF37s je stcast’ slucky f2-B3 a priméarne inhibi¢né miesto RxxD (R365SSD36g) sa

nachadza medzi B2 ahelixom C. Aminokyselina Arg332 bola oznacena za sekundéarne
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inhibicné miesto GGDEF domény a ako potencidlne sekundarne inhibicné miesto bola
navrhnuta oblast’ prostrednej domény s aminokyselinou Arg226 lokalizovanou v helixe B.
Inhibicia spétnou vézbou c-di-GMP bola potvrdend, ale konformacia inhibovanej GGDEF
domény ako aj plnodiZkového proteinu v aktivnom a inaktivnom stave zostiva nejasnd. Na
zéklade ziskanych Struktirnych informaécii bol navrhnuty mechanizmus prenosu signalu, kedy
zmena konformacie globinovej domény ovplyvni konforméciu prostrednej domény a ta prendsa
signal na GGDEF doménu v podobe priblizenia funkénej domény k druhému monoméru
funkénej domény do pozicie priaznivej pre katalyticku funkciu enzymu.??

Presny mechanizmus transdukcie signalu v zavislosti na kysliku a Struktira
plnodizkového YddV zostava doposial’ neobjasnena. Preto je jednym z cielov tejto diplomove;
prace poodhalit’ Struktirnu dynamiku YddV pri prenose signalu pouzitim techniky HDX-MS,
ktord pomohla uspesne objasnit’ zdsadné konformacné zmeny globinového senzoru 4fGcHK

a dalsich viacdoménovych senzorov.??

1.4 Detekcia fosforylovanej a nefosforylovanej frakcie proteinov
Diskontinualna elektroforéza na polyakrylamidovom géli s obsahom Phos-tag
v pritomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE-Phos-tag) je jednoduchd metoda, ktorad
dokéze v jednom kroku odhalit’ fosforylovanu aj nefosforylovanu formu Studovaného proteinu.
Zakladny princip Phos-tag elektroforézy sa zhoduje s klasickou SDS elektroforézou kedy
v prostredi denatura¢ného ¢inidla SDS dochadza k prideleniu rovnakého negativneho
povrchového naboja molekulam proteinu a tie st nasledne separované v géli v elektrickom poli
na zéklade svojej velkosti.”” Rozdielom je pridavok latky komeréne nazyvanej Phos-tag ((1,3-
bis[bis(pyridin-2ylmethyl)amino]propan-2olato). Phos-tag koordinuje dva zinocnaté alebo
manganaté ionty a prostrednictvom nich tvori Specificki nekovalentni vazbu s fosfatovym
zvySkom proteinu pri neutrdlnom pH prostredia.*® Fosforylovany protein tak interaguje s Phos-

tagom, ktory v polyakrylamidovom géli spoésobuje jeho retenciu na rozdiel od nefosforylovane;j

formy proteinu.
N Mn2*-Phos-tag SDS-PAGE
\\ _I_'-'_rotein\\ — -~
' \L’J\,\ ORI e B:g o
) o G
0 Boo O

9 1@ ® BN o
Phos-tag pr—19 009 i

(-U\ Fosforylovany protein

:;E Nefosforylovany protein
Obrazok 5: Princip mechanizmu separdacie fosforylovanej a nefosforylovanej formy proteinu pomocou metody

SDS-PAGE-Phos-tag.®!
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1.5 Plazmid pET21¢ (+)
Plazmid pET21c(+) pozostava z 5441 parov baz. Obsahuje 861 parov baz velky gén

rezistencie voci antibiotikdm ako ampicilin ¢i karbenicilin. Zaroven obsahuje T7 promotor a T7
termindtor. Su to sekvencie pociatku a konca posobenia T7 RNA polymerazy. Gén pre T7 RNA
polymeradzu je do baktérie E. coli vneseny prostrednictvom bakteriofaga T7. T7 RNA
polymeraza je vysoko u¢inna polymeraza, vd’aka ktorej st gény umiestnené za T7 promotorom
intenzivne exprimované. To je vyuzité aj v pripade expresie génu kodujuceho protein AfGcHK.
Dolezita sucast’ plazmidu pET21¢c(+) je gén pre histidinova kotvu (His-tag) a /ac operator, na
ktory je v nepritomnosti induktora (laktéza, IPTG) viazany lac respresor, braniaci transkripcii

v E. coli.®?

(158) Awval - BsoBI - PaeR71I - PspXI - XhoI  BmeT110I (159)
&xHis .EagI - NotI (166)
HindIII (173)
(s0) BlpI \ | Sall (179)
(57) Styl | | i

T7 terminator \ [ 4o ; Eco53kI (188)
(5199) Dralll Sacl (190)

EcoRI (192)
(3071)  Pail, BamHI (198)

T7 tag

_ Nhel (229)
: BmtI (233)
—— NdeI (236)

RBS
Xbal (274)
lac operator|
~T7 promaoter
BolII (340)
SgrAl (381)
/ — \ . ~._ Sphl (537)
(4117) Bsal — L pET-21¢(+) \ EcoNI (597)
(4056) AhdI == vV 5441 bp ) 5 PfIMI (644)
\! BstAPI (745)

Miul (1062)
BclI* (1076)

BstEII (1243)
PspOMI (1269)
Apal (1273)
BssHII (1473)
(3579) AlwNI | EcoRV (1512)
Hpal (1568)
PshAI (1907)
FspAl (2144)
(3163) Pdl / PpuMI (2169)
(3047) BspQI - Sapl BpulOI (2269)
(2934) BstZ171
(2908) PfIFI- TthillI

(4536) Scal

(4426) Pvul

(4301) Pstl

Obrdzok 6: Mapa plazmidu pET21c(+) zobrazend softvérom SnapGene Viewer 3.3.3 %

Na mape plazmidu pET21c(+) su Cislom 158 resp. 236 znazornené miesta Stiepenia restrikcnymi endonukledzami
Xhol resp. Ndel. Fialovy ramcek s oznacenim 6xHis zndzornuje histidinovu kotvu. Priesvitny ramcek T7 promoter
znazornuje T7 promotor, na ktory nasada T7 RNA polymeraza v procese transkripcie. Zelena Sipka s oznacenim

AmpR zndazornuje gén rezistencie voci ampicilinu.
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1.6 Plazmid pMal-cSE
Plazmid pMal-c5E pozostava z 5680 parov baz. Obsahuje 861 parov baz velky gén

rezistencie voci antibiotikdm ako ampicilin ¢i karbenicilin. Zaroveii obsahuje gén pre protein
viazaci maltozu (z anglického ,,maltose-binding protein® alebo MBP), ktory sa ¢asto zavadza
na koniec sekvencie exprimovaného proteinu s ciel'om jeho neskorsej izolacie pomocou metody
afinitnej chromatografie. Plazmid obsahuje tac promotor na kontrolu génovej expresie. Tento
typ promotora je hybridnou kombindciou UVS promotorov trp alac. Pritomnost’ Casti lac
promotoru, tzv. lac operator zabezpecuje, Ze expresia génov v plazmide pMal-c5E je

indukovatel'na pomocou pridavku IPTG, ako je vyuzité aj v pripade expresie MBP-YddV.%

(5655) MscI* PFIMI (13)
(5645) FspAI
(5517) BpulOl Miul (431)
BstEII (612)
PspOMI (638)
Apal (642)
(4880) PfIFI - Tth111l \ | Hpal (937)
(4799) BspQI - Sapl KasI (1070)
B } - = Narl* (1071)
(4682) Pcil sfol (1072)

PIUTI (1074)

tac promoter

%, Mfel (1502)
% (o)
O\ %% BsiWI (1818)
5 pM._AL-cSE ‘g i Psil (1880)
\ 5680 bp 5 BglII (1887)
? ” N _ BmgBI (2070)
) °,§ Bsml (2148)
R S /
O Y 4 ; BIpI (2314)

(3993) Bsu36I
EcoS3KI (2636)
Sacl (2638)
=— Aval - BsoBI (2671)
— BmeT110I (2672)
enterokinase site
(3396) Scal Acc65I (2691)
-(é'yu) TatI KpnI (2695)
5 Ndel (2699)
(3299) Dral / Ncol - StyI (2705)
(3037) BspHI \ Eagl - NotI (2712)
(2003) RsiTI EcoRV (2721)
S Sall - SgrDI (2725)
rmrnB T2 terminator | \ Accl (2726)
BamHI (2731)
rrmB T1 terminator EcoRI (2737)
(2760) HindIII PstI - SbfI (2748)

(3759) Bglt

Obrdzok 7: Mapa plazmidu pMal-c5E zobrazend softvérom SnapGene Viewer 3.3.3 8
Na mape plazmidu pMal-c5E znaronuje ruzova Sipka gén pre MBP. Priesvitny ramcek tac promoter zndazornuje

tac promotor. Zelena Sipka s oznacenim AmpR zndzornuje gen rezistencie voci ampicilinu.
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2 Ciele diplomovej prace

Ciel'om predkladanej diplomovej prace je prispiet’ k vysvetleniu mechanizmu prenosu

signalu v pripade dvoch modelovych zastupcov hemovych senzorovych proteinov, ktoré

detekuju kyslik. Konkrétne sa jedna o:

1.

Histidinkindzu AfGcHK s globinovou S$truktirou senzorovej domény, ktora pochadza

z pddnej baktérie Anaeromyxobacter sp., kment Fw109-5. Ako prispevok k rozsireniu

znalosti o prenose signélu tohto senzoru bolo zvolené S§tudium tlohy aminokyseliny Y15

v procese prenosu signalu z globinovej na funkéni doménu histidinkinazy 4fG¢cHK a boli

stanovené tieto ciele prace:

Pripravit’ Styri formy plazmidu pET21c(+) s obsahom génu kodujiceho protein
AfGcHK so zavedenou mutéciou aminokyseliny Y15 za aromatické aminokyseliny
fenylalanin, tryptofan a nearomatické aminokyseliny alanin a glycin.

Exprimovat’ jednotlivé formy proteinu AfGcHK (mutécia Y15) v prokaryotickom
systéme buniek E.coli BL-21 (DE3) a izolovat’ ich v poZadovanej Cistote.

Stanovit' oligomérny stav plnodizkovych foriem proteinu AfGcHK (mutacia Y15)
a oligomérny stav izolovanych globinovych domén s obsahom rovnakych mutacii Y15.
Vykonat’ kineticku analyzu autofosforylacnej aktivity jednotlivych foriem enzymu
AfGcHK (mutécia Y15) metdodou SDS-PAGE-Phos-tag a stanovit’ kinetické parametre

autofosforylacnej reakcie.

Diguanylatcyklazu YddV (EcDosC) s globinovou Struktirou senzorovej domény, ktora

pochéadza z baktérie E.coli. Ako prispevok k rozSireniu znalosti o prenose signalu tohto

senzoru bolo zvolené S$tudium Struktirnej dynamiky YddV (EcDosC) v aktivnych

a inaktivnom stave a boli stanovené nasledujice ciele prace:

Exprimovat’ protein MBP-YddV v prokaryotickom systéme buniek E.coli BL-21 (DE3)
a izolovat’ ho v pozadovanej Cistote.

Pripravit vzorky aktivnych stavov (i6n Zeleza hemu v oxidovanom stave Fe*" aion
7eleza hemu v redukovanom stave koordinovanom kyslikom Fe?"-O,) a inaktivneho
stave (i6n Zeleza hemu v redukovanom pentakoordinovanom stave Fe?") proteinu pre
analyzu metédou HDX-MS.

Realizovat’ meranie pripravenych vzorieck metédou HDX-MS a porovnat’ zmenu

konformacne;j flexibility medzi inaktivnym a aktivnymi stavmi proteinu YddV.
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3 Pristroje, material a pouzité metody

3.1 Pouzité pristroje

Anaerdbny box:
Analytické vahy:
Autoklav:
Bezdotykovy kahan:
Centrifugy:

Citacka mikrotitraénych dostigiek:

ESI-FT-ICR:

Chromatografické kolona:

Elektroforeticka aparatura:

HPLC systém:

Inkubétory:

Laboratérne trepacky:

Laboratérne vahy:

Laminarny box:

Magneticka mieSacka:

GP Campus, Jacomex

HM-200, A&D Instruments LTD

Varioklav 400E, H+P Labortechnik

Gasprofi2 SCS, VLD-TEC

5451 R, Eppendorf Allegro X-22R, Beckman Coulter
Stolové minicentrifuga Gilson, GmC Lab
Ultracentrifuga Optima™ LE-80K, Backman Coulter
K70D, MLW

Sunrise Absorbance Reader, TECAN

15T solariX XR, Bruker Daltonics

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
Mini-PROTEAN Tetra Cell, Biorad

Agilent 1200, Agilent Technologies

AKTAbasic system, Amersham

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

G-25 Incubator Shaker, New Brunswick Scientific
SHO-2D, Witeg

Multitron Pro, INFORS HT

440-35N, KERN

EK600H, A&D Instruments LTD

EW 600-2M, KERN

BIO 126, Labox

KMO?2 basic, IKA
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pH meter:
Termocyklér:

Spektrofotometer:

Ultrazvukovy homogenizator:

Zdroj pre elektroforézu:

ORION Star A111, Thermo Scientific

FTGENE2D Tech-gene, Techne

DS-11 Spectrophotometer, DeNovix

Sonopuls HD 3100, sonda KE 76, Bandelin

EPS 301, Electrophoresis Power Supply, Amersham

38



3.2 Pouzity material a chemikalie

Agilent Technologies, USA:

QuikChange II Site-Directed Mutagenesis Kit

Biorad, USA:

Persiran amonny (APS), Precision Plus Protein™ Unstained Standard
Expedeon, Nemecko:

Instant Blue™ Protein Gel Stain

Fluka, Svaj¢iarsko:

Akrylamid, dodecylsufat sodny (SDS), fenylmethansulfonyl (PMSF), lysozym, N,N-metylen-
bis-akrylamid (BIS), tris(hydroxymetyl)aminomethan (Tris), 2-merkaptoetanol
GE Healthcare, USA:

TALON™ Metal Affinity Resin

LACHEMA BRNO, CR:

Bromfenolovéa modré, chlorid sodny (NaCl),

kyselina etyléndiamintetraoctova (EDTA)

Lachner, CR:

Glycerol, dihydrogenfosforecnan draselny (KH2POs), hydrogenfosfore¢nan didraselny
(K2HPO4), mocovina, thiomoc€ovina

Merck, USA:

Kyselina mrav¢ia, acetonitril

New England Biolabs, USA:

Amylose resin

OXOID LTD, Anglicko:

Bacto Tryptone, Bacto Yeast Extract

Penta, CR:

Glycin, dithioni¢itan sodny

Roth Chemicals, Nemecko:

Imidazol

SERVA, Nemecko:

Ampicilin; N,N,N’,N’-tetrametyletan-1,2-diamin (TEMED), adenozintrifosfat (ATP)
SIGMA, USA:

Isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid (IPTG), Luria Agar, Luria Broth, hemin
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Stratagen, USA:

Bakterialny kmen E. coli BL-21 (DE3)
Thermo Scientific:

Pierce BCA Protein Assay Kit

VWR Chemicals:

D20

Preparaty izolovanych globinovych domén proteinu AfGcHK v prirodzenej forme
(wt), smutaciou Y15 (Y15F, Y15W, Y15A, Y15G) apreparat plnodizkového proteinu
AfGcHK  wt boli ochotne poskytnuté Mgr. Alzbetou Lengéalovou z laboratéria doc.
Martinkove;j.

3.3 Pouzité metédy

3.3.1 Priprava antibiotika ampicilin (100 mg/ml)
Navazka 200 mg ampicilinu bola rozpustend v 2 ml destilovanej vody. Rozpustené
antibiotikum bolo prefiltrované pomocou injekénej striekacky cez 0,2 um membranovy filter

do sterilnej skimavky Eppendorf.

3.3.2 Priprava agarovych platni

Navazka 2,5 g Luria Agar bola rozpustend v 100 ml destilovanej vody. Rozpusteny
Luria Agar bol prevedeny do zasobnej fl'ase a sterilizovany nasytenou vodnou parou pri teplote
121°C po dobu 20 minut (Varioklav 400E, H+P Labortechnik). Potrebné mnozZstvo sterilného
agaru bolo prevedené do sterilnej skimavky Falcon. Po ochladeni agaru na priblizne izbovu
teplotu bol pridany ampicilin s vyslednou koncentraciou 100 pg/ml. PremieSany agar s
obsahom ampicilinu bol prevedeny na sterilni Petriho misku, kde bol ponechany po dobu 60

minut.

3.3.3 Priprava LB média
Navazka 4,0 g Luria Broth bola rozpustend v 100 ml destilovanej vody. Rozpusteny

Luria Broth bol prevedeny do zasobnej fl'ase a sterilizovany.

3.3.4 Priprava TB média
Navazka 48 g Bacto Tryptone a 96 g Bacto Yeast Extract bola rozpustend v 3,6 1
destilovanej vody. Tento objem bol rozdeleny do 8 Erlenmayerovych baniek po 450 ml. Banky

boli uzatvorené hlinikovou f6liou a sterilizované nasytenou vodnou parou pri teplote 121°C po
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dobu 20 minut (Varioklav 400E, H+P Labortechnik). Navazky 9,2 g KH2PO4 a 50 g KoHPOg4
boli rozpustené v 300 ml destilovanej vody. Tento roztok bol prefiltrovany cez filtracny papier
do zasobnej flaSe. Po pridavku 32 ml 50% glycerolu bola zisobnd fl'asa uzatvorena
a sterilizovana. Po sterilizacii bolo do kazdej Erlenmayerovej fl'ase pridanych 50 ml roztoku

fosfatov a glycerolu.

3.3.5 Priprava 0,5 M IPTG
Navazka 1,192 g IPTG bola rozpustend pomocou 10 ml destilovanej vody. Rozpustené
IPTG bolo pomocou injekénej striekacky prefiltrované cez 0,2 um membranovy filter do

sterilnej skumavky.

3.3.6 Navrh oligonukleotidovych ,,primerov* a zavedenie mutacie aminokyseliny Y15
histidinkinazy AfGcHK metodou miestne cielenej mutagenézy (z anglického ,,site-
directed mutagenesis” alebo SDM)

Miestne cielend mutagenéza je in vitro metdoda zavedenia mutacie do izolovanej
molekuly DNA na presne urcené miesto. Boli vykonané Styri samostatné experimenty s cielom
vniest’ do génu histidinkinazy AfGcHK vo vektore pET21c(+) mutacie Y15F, YISW, Y15G a
Y15A. Boli navrhnuté dva ,,primery* obsahujuce mutaciu DNA sekvencie Y15 AfGcHK za
pozadovani aminokyselinu, jeden ,,primer* komplementarny k vedicemu vldknu DNA
(,,reverse primer) a druhy ,,primer nasadajici na komplementarne vldkno DNA (,,forward
primer*). Dvojice ,,primerov* pre Styri mutdcie boli navrhnuté pomocou programu Quik
Change Primer Program (Agilent Technologies, USA) spolu s optimalnou teplotou hybridizacie
primerov (Tw) s templatovou DNA.

N-koncova cast’ sekvencie veduceho vlikna DNA AfGcHK wt s oznacenou sekvenciou
aminokyseliny Y15:
5'-ATGACCGGTGTTCCAGAAACTGTGTTCGAAGAGCTGAAACGCTATGTTGGTTG
GGGTGATGGTGATGAACGTGCACTGCGT-3’

Mutacia Y15F: TAT—-TTT

Forward primer: 5-TCGAAGAGCTGAAACGCTTTGTTGGTTGGGGTG-3" (33 baz,
obsah GC 51,5%, Tm 79,14°C)

Reverse primer: 5'-CACCCCAACCAACAAAGCGTTTCAGCTCTTCGA-3" (33 baz, obsah
GC 51,5%, Tm 79,14°C)

Mutacia YISW: TAT->TGG

Forward primer: 5-CGAAGAGCTGAAACGCTGGGTTGGTTGGGGTGATGG-3" (36
baz, obsah GC 58,3%, Tm 78,83°C)

Reverse primer: 5'-CCATCACCCCAACCAACCCAGCGTTTCAGCTCTTCG-3" (36 baz,
obsah GC 58,3%, Tm 78,83°C)
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Mutacia Y15G: TAT—-GGT

Forward primer: 5-TTCGAAGAGCTGAAACGCGGTGTTGGTTGGGGTGATGG-3" (38
baz, obsah GC 55,3%, T 76,2°C)

Reverse primer: 5-CCATCACCCCAACCAACACCGCGTTTCAGCTCTTCGAA-3" (38
baz, obsah GC 55,3%, T 76,2°C)

Mutacia Y15A: TAT-GCT

Forward primer: 5-TTCGAAGAGCTGAAACGCGCTGTTGGTTGGGGTGATGG-3" (38
baz, obsah GC 55,3%, T 78,97°C)

Reverse primer: 5'-CCATCACCCCAACCAACAGCGCGTTTCAGCTCTTCGAA-3" (38
baz, obsah GC 55,3%, T 78,97°C)

Mutacie boli zavedené pouzitim metody SDM za pomoci komeréne dostupnej stipravy
QuikChange II Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies, USA). Do tenkostennych
mikroskiimaviek Eppendorf boli pripravené styri reakéné zmesi, jedna zmes pre jednu mutaciu.
Do kazdej skimavky bolo pridanych 5 pul 10-krat koncentrovaného reakéného pufru zo supravy
QuikChange 1II Site-Directed Mutagenesis Kit pomocou automatickej pipety, nasledne bola
pridana templatova DNA AfGcHK vo vyslednom mnozstve 25 ng. Do kazdej skimavky boli
pridané navrhnuté oligonukleotidové ,,primery* s prisluSnou mutaciou v mnozstve 125 ng
~forward primeru”“ a 125 ng ,reverse primeru“. Nasledoval pridavok 1 pl zmesi
deoxyribonukleotidtrifosfatovych baz (dNTP) a sterilnej deionizovanej vody na vysledny
objem reak¢nej zmesi 50 pl. Po jemnom premieSani obsahu kaZzdej skiimavky pomocou
automatickej pipety bol pridany 1 ul PfuUltra HF DNA Polymeréazy zo supravy QuikChange
II Site-Directed Mutagenesis Kit. Skimavky s reakénou zmesou boli uzavreté a umiestnené do
PCR termocykléru (FTGENE2D Tech-gene, Techne). Reakéné podmienky su uvedené

v nasledujuce;j tabulke ¢.:

Cyklus Pocet opakovani cyklu Teplota Cas
1 1 95 °C 30s

95 °C 30s

2 16 55°C 1 min
68 °C 7 min

Tabulka 1: Reakcné podmienky QuikChange reakcie metody SDM.

Po ukonceni reakcie a temperacii reakénych zmesi na 37 °C bol do kazdej pridany 1 pl
restrikénej endonukleazy Dpn 1 zo supravy QuikChange II Site-Directed Mutagenesis Kit pre
eliminaciu pdvodnej templatovej DNA bez pritomnosti mutacie. Po premieSani pomocou
automatickej pipety boli skimavky uzatvorené a zmesi inkubované pri teplote 37 °C po dobu 2
hodin (Raven 2 Incubator, LTE). Po ukonceni inkubacie bola overend autenticita ziskanych

plazmidov so zavedenymi mutdciami Y15 AfGcHK pomocou sekvenac¢nej analyzy (vid’
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kapitola 3.3.7) a nasledne boli reakc¢né zmesi pouzité na transformaciu kompetentnych buniek

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

3.3.7 Sekvenacia génov mutovanych foriem histidinkinazy AfGcHK

Vzorky plazmidu pET-21c(+) s mutovanym génom pre AfGcHK boli pripravené na
sekvenacnu analyzu, vykonanu v externom laboratériu (OMICS Genomika, BIOCEV), ktoré
ma k dispozicii komeréne dostupné ,,primery” pre sekvenaciu génov vlozenych v pET
plazmidoch. Do mikroskumaviek Eppendorf bolo pipetovanych 5 pl mutovaného plazmidu a 2
ul sterilnej deionizovanej vody. Takto boli pripravené Styri duplikaty vzoriek. Jeden duplikat
zahimal dve mikroskiimavky s identickou vzorkou (jedna mutacia Y15 AfGcHK), jednou
vzorkou na sekvenéciu veduceho vlakna DNA a druhou na sekvenaciu komplementarneho
vldkna. Vzorky boli odoslané do laboratoria a vysledky sekvenacie boli vyhodnotené
prostrednictvom pocitaového softvéru Seq Scanner Software 2 od spolocnosti Applied
Biosystems. Ziskané nukleotidové sekvencie Styroch foriem mutovaného génu kédujuceho
AfGcHK boli prostrednictvom internetovej domény http://translate-protein.com/ prelozené do
poradia aminokyselin tvoriacich protein AfGcHK. Ziskané sekvencie aminokyselin
mutovaného proteinu 4fGcHK boli porovnané s povodnou sekvenciou aminokyselin 4/GecHK
uvedenou v databdze proteinov http://www.uniprot.org/. Porovnanie bolo vykonané

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

3.3.8 Transformacia kompetentnych buniek E.coli BL-21 (DE3) plazmidmi pET-21¢(+)
obsahujucimi mutované formy génu pre AfGcHK

Kompetentné bunky E. coli BL-21 (DE3) boli transformované plazmidmi pET-21c(+)
s mutovanymi formami génu AfGcHK (vid’ kapitola 3.3.6) nasledujicim postupom. Bunky E.
coli BL-21 (DE3) boli rozmrazené v nadobe s l'adom a vodou. Potom boli premiestnené do
lamindrneho boxu (BIO 126, Labox). Bolo pripravenych pat sterilnych mikroskimaviek
Eppendorf. Do vSetkych mikroskiimaviek bolo napipetovanych 30 pl suspenzie buniek E. coli
BL-21 (DE3). Do Styroch z nich bolo pridanych 30 pl vyslednych reakénych zmesi (vid’
kapitola 3.3.6) s obsahom mutovaného génu AfGcHK v plazmide pET-21c¢c(+). Obsah
mikroskiimavky bez plazmidu sltzil ako negativna kontrola. Mikroskiimavky boli uzavreté a
po dobu 10 minuat inkubované na 'ade mimo laminarneho boxu. Nasledne boli mikroskiimavky
premiestnené do laminarneho boxu, kde bolo do kazdej pipetovanych 50 ul LB média (priprava
vid’ kapitola 3.3.3). Po premiesani bol cely obsah skimaviek prevedeny na jednotlivé agarové
platne s obsahom ampicilinu (100 pg/ml) (priprava vid’ kapitola 3.3.2) a rozotreny po celej

ploche agaru. Po vsiaknuti suspenzie do agaru boli platne uzatvorené parafilmom, otoCené
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dnom nahor a umiestnené do inkubatoru (Raven 2 Incubator, LTE) s prednastavenou teplotou
37°C. Platne boli inkubované po dobu 18 hodin. Potom boli platne s plazmidom porovnané s
platiou obsahujicou negativnu kontrolu bez plazmidu a boli umiestnené do chladnicky,

pripravené na d’alSie pouZitie.

3.3.9 Expresia mutovanych foriem AfGcHK (mutacia Y15) v kompetentnych bunkach
E.coli BL-21 (DE3)

Niz8ie uvedeny postup bol individualne aplikovany pre kazdi zo Styroch mutovanych
foriem proteinu AfGcHK (mutéacia Y15). V laminarnom boxe (BIO 126, Labox) bola pripravena
skamavka Falcon, do ktorej bolo napipetovanych 5 ml LB média a 5 ul ampicilinu s vyslednou
koncentraciou 100 pg/ml. Z agarovej platne s koloniami transformovanych buniek E.coli BL-
21 (DE3) (vid’ kapitola 3.3.8) bola vybrana stredne velké kolonia a prostrednictvom sterilnej
drevenej tyCinky a pinzety bola prenesena do média v skimavke. Téato jednobunkové koldnia
bola v médiu inkubovana pri podmienkach 37°C, 220 RPM, 18 hodin v laboratornej trepacke
(G-25 Incubator Shaker, New Brunswick Scientific).

Do kazdej z dvoch Erlenmayerovych baniek s obsahom po 0,5 1 TB média (priprava vid’
kapitola 3.3.4) bolo za aseptickych podmienok pipetovanych 500 pl ampicilinu s vyslednou
koncentraciou 100 pg/ml. Obsah baniek bol zI'ahka premieSany. Do TB média s ampicilinom
bolo napipetovanych 500 pl suspenzie jednobunkovej kolonie transformovanych buniek v LB
médiu. Banky s danym obsahom boli inkubované v laboratérne trepacke (Multitron Pro,
INFORS HT) pri podmienkach 37°C, 180 RPM, 5 hodin. Této faza kultivéacie bola dokoncend
zmenou podmienok inkubacie na 15°C a 120 RPM po dobu 1 hodiny. Expresia génu pre
AfGcHK bola indukovana pridanim 100 ul 0,5 M IPTG (priprava vid’ kapitola 3.3.5) do baniek
s médiom a bunkami. Banky boli umiestnené do laboratorne;j trepacky (Multitron Pro, INFORS
HT) a expresia prebichala po dobu 17 hodin pri teplote 15°C a 150 RPM. Expresia génu
koédujuceho protein 4fGecHK bola ukoncena centrifugaciou (K70D, MLW) buniek E.coli 45
minut pri teplote 4°C a 3000 RPM. Usadené bunky boli po centrifugéacii odvazené (440-35N,
KERN), hmotnost zaznamenani. Ziskané¢ bunky obsahujice mutované formy
rekombinantného proteinu AfGcHK boli nésledne uskladnené v skimavkach Falcon pri — 80°C

v mraziacom boxe, pripravené na d’alSie pouZitie.

3.3.10 Izolacia mutovanych foriem proteinu AfGcHK (mutacia Y15) z buniek E. coli BL-
21 (DE3)
Bunky obsahujuce jednotlivé formy rekombinantného proteinu AfGcHK boli za

laboratornej teploty rozmrazené. S kazdou prisluSnou frakciou buniek v jednotlivych
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skimavkach Falcon bolo pracované nasledujicim postupom. K bunkdm v skimavke Falcon
bolo pridanych 25 ml resuspendac¢ného pufru (50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA,
1 mM PMSF, 0,2 mg/ml lysozym, pH 8,0). Skiimavkou bolo opatrne otacané, ¢im boli bunky
v pufri resuspendované. Potom bola suspenzia prevedend do kadicky s magnetickym
mieSadlom. Kadicka bola umiestnena v nddobe s 'adom na magneticki miesacku (KMO2
basic, IKA). Do suspenzie v kadi¢ke bola ¢iastoéne ponorena ultrazvukova sonda (Sonopuls
HD 3100, sonda KE 76, Bandelin). Metddou ultrazvukovej sonikacie boli narusené Struktary
buniek, za ucelom uvolnenia ich obsahu vratane prislusnej formy proteinu AfG¢cHK. Sonikacia
bola vykonana pri amplitide 55% v 6 cykloch po 1 minute sonikicie s 45 sekundovou
prestavkou. Potom bolo do suspenzie pridanych 1,5 ml roztoku heminu (Sigma, USA)
s vyslednou koncentraciou 300 uM. Suspenzia s obsahom heminu bola inkubovana za staleho
mieSania v podmienkach 4 °C po dobu 20 minut. Néasledne bola suspenzia prevedena do dvoch
ultracentrifugaénych kyviet a nasledovala centrifugacia (Ultracentrifiga Optima™ LE-80K,
Backman Coulter) 1 hodinu pri teplote 4°C a 55 000 RPM. Supernatant bol prevedeny do Cistej
plastovej nadoby a proces izolacie pokracoval 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 odstraneny sponad usadeného
Talonu a bolo pridanych 6 ml pufru A (50 mM Tris-HCI, 100 mM NacCl, pH 8,0) na ekvilibraciu
Talonu. Bola zopakovana centrifugacia a odstranenie pufru A. Nasledne boli pridané 3 ml
nového pufru A, v ktorom bol Talon premieSany. Do plastovej nadoby so supernatantom
obsahujucim protein 4fGcHK s histidinovou kotvou boli pridané 3 ml média Talon v pufri A.
Obsah nadoby bol premieSany, nadoba uzavretd parafilmom a umiestnena na inkubator, kde
bola inkubovana 1 hodinu pri teplote 4°C za stdleho mieSania (Mini Rocker MR-1, BioSan).
Pocas inkubacie bola na stojan pripravend cistd chromatografickd kolonka s fritou a bola
premyta priblizne 100 ml destilovanej vody. Po ukonceni inkubdacie bol cely obsah plastove;j
nadoby obsahujicej Talon a supernatant s proteinom AfGcHK prevedeny na fritu
chromatografickej kolonky. Kvapalné zloZka zmesi bola prepustend cez fritu. Nasledne bolo
plastovym kvapkadlom aplikovanych 50 ml pufru A, ktorym bol Talon premyty. Potom bolo
na Talon aplikovanych 15 ml eluéného pufru (50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 200 mM
Imidazol pH 8,0). Eluat bol odobrany do 15 ml skiimavky Falcon v plnom objeme.

Eluat bol prevedeny zo skumavky Falcon, do skumavky Milipore (Merck, USA).
Skimavka Milipore slizi na zakoncentrovanie proteinu pomocou membrany s definovanou
porozitou. V tomto pripade bola pouzita skimavka s membranou schopnou zadrzat’ proteiny

molekulovej hmotnosti vySSej nez 10 kDa. Eluat v skimavke Milipore bol postupnym
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centrifugovanim (Allegro X-22R, Beckman Coulter) pri podmienkach 4°C, 4000 RPM,
s premiesanim automatickou pipetou po kazdych 2 minttach ,,zakoncentrovany* na vysledny
objem priblizne 500 pul. Dalej nasledovala metoda gélovej chromatografie.

Chromatograficka separacia bola vykonana na kolone Superdex 200 Increase 10/300
GL od spolo¢nosti GE Healthcare s vyuzitim chromatografického systému AKTAbasic
(Amersham, Anglicko) so spektrofotometrickou detekciou pri vinovej dizke 280 nm. Kolona
bola ekvilibrovana 40 ml mobilnej fazy (20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 8,0). Cez
davkova¢ bolo do chromatografickej aparatury davkovanych 250 ul koncentratu 4fGcHK
po afinitnej chromatografii. Separacia bola vykonana za prietoku mobilnej fazy 0,75 ml/min a
tlaku 1,0 MPa. Na zaklade absorpéného profilu boli odoberané frakcie hlavného proteinového
piku zodpovedajice majoritne zastupenej oligomérnej forme AfGcHK. Frakcie boli spojené
aprevedené do skumavky s membrdnou Milipore urfenej na zakoncentrovanie proteinu
s velkostou vysSou nez 30 kDa. Spojené frakcie v skumavke Milipore boli postupnym
centrifugovanim (Allegro X-22R, Beckman Coulter) pri podmienkach 4°C, 4000 RPM,
s premiesanim automatickou pipetou po kazdych 2 minutach zakoncentrované na vysledny
objem. Ziskany preparat bol rozdeleny do 20 pl alikvotov, zamrazeny pomocou kvapalného

dusiku a uchovany pri teplote -80 °C.

3.3.11 Analyza oligomérneho stavu proteinu AfGcHK wt, Styroch foriem proteinu
AfGcHK (mutacia Y15) a izolovanych globinovych domén tychto proteinov

Oligomérny stav plnodizkovych proteinov a ich globinovych domén bol stanoveny na
zéklade separacnej analyzy gélovou chromatografiou na kolone Superdex 200 Increase 10/300
GL (GE Healthcare, USA) aporovnanim eluénych objemov proteinov s kalibra¢nou
zavislostou prisluchajiicou uvedenej kolone. Vzorky boli pripravené nariedenim pomocou 50
mM Tris-HCI, pH 8,0; 50 mM KCI and 5 mM MgCl; s vyslednou koncentraciou proteinu 10
uM a boli inkubované 30 min pri laboratérnej teplote. Chromatograficka analyza na systéme
AKTAbasic (Amersham, Anglicko) prebiehala za prietoku mobilnej fazy (20 mM Tris-HCI,
pH 8,0 a 150 mM NacCl) 0,75 ml/min s néstrekom vzorku o objeme 100 pul. Eluované proteiny

boli detekované na zaklade absorbancie pri vinovej dizke 280 nm.

3.3.12 Polyakrylamidova elektroforéza v prostredi dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE)

Do stojanu na pripravu gélu boli tesne oproti sebe umiestnené dve skld vopred
odmastené pomocou etanolu. Roztok pre vznik 12% separacného gélu bol pripraveny
zmieSanim 4,5 ml pufru A (0,375 M Tris-HCI, 0,1% SDS, pH 8,8), 3,0 ml polymera¢ného
roztoku A (30% akrylamid, 0,8% BIS v pufri A), 7,5 ul TEMED-u a 75 pl 100 mg/ml persiranu
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amoénneho. Po premiesani bol roztok davkovany pipetou do priestoru medzi sklami. Roztok bol
prevrstveny destilovanou vodou a ponechany polymerovat’ priblizne 45 minat. Po vytvoreni
kompaktného gélu bola voda odstranené a zvy$né kvapky odsaté pomocou filtraéného papiera.
Nasledne bol pripraveny roztok pre vznik 4% zaostrovacieho gélu zmieSanim 2,6 ml pufru B
(0,125 M Tris-HCL 0,1% SDS, pH 6,8), 400 ul polymera¢ného roztoku B (30% akrylamid,
0,8% BIS v pufri B), 3,0 ul TEMED-u a 60 ul 100 mg/ml persiranu amoénneho. Po premiesani
bol roztok okamzite pipetou navrstveny na 12% separa¢ny gél az po vrchny okraj skiel. Do
roztoku bol vlozeny hrebenn na vytvorenie davkovacich jamiek aroztok bol ponechany
polymerovat’ priblizne 25 minat. Po vytvoreni zaostrovacieho gélu boli skla s gélmi
premiestnené do elektroforetickej vane (Mini-PROTEAN Tetra Cell, Biorad). Prostredie
aparatiry bolo naplnené elektrédovym pufrom (0,025 M Tris-HCI, 0,192 M glycin, 0,1% SDS,
pH 8.,3). Hrebeil bol odstraneny zo zaostrovacieho gélu. Vzorky réznych izolovanych foriem
AfGcHK (vid’ kapitola 3.3.10) a izolované¢ho proteinu MBP-YddV (vid’ kapitola 3.3.18) boli
adekvatne nariedené a zmieSané so 4-krat koncentrovanym redukujicim pufrom (0,25 M Tris-
HCI, pH 6,8; 8% SDS; 40% glycerol; 20% 2-merkaptoethanol; 0,008% bromfenolova modra)
tak, Ze bolo mozné davkovat’ 5 az 10 pg proteinu na jamku gélu pomocou 10 pl striekacky
Hamilton. Pred davkovanim boli vzorky zahriate v inkubatore (EVA-LS1-MT-S, VLM) na
teplotu 100°C po dobu 5 minut. Nasledne bola aparatira uzatvorena a pripojena ku zdroju
elektrického napitia. Elektroforéza bola spustend pri vlozenom napiti 200 V a prebiehala po
dobu 70 minut. Po ukonceni elektroforézy bola aparatira odpojend od zdroja napdtia a skl
s gélom premiestnené na Petriho misku. Zaostrovaci gél bol odstraneny a separacny gél bol
premiestneny do Cistej Petriho misky, kde bol inkubovany s farbiacim roztokom Instant Blue
(Expedeon, Nemecko). Po 40 minttach farbenia bol gél ponechany dve hodiny odfarbovat’
v destilovanej vode a nasledne bol prevedeny do elektronickej podoby naskenovanim (Scanjet

G3010, HP), pripraveny na vyhodnotenie.

3.3.13 Stiadium autofosforylainej reakcie prirodzenej a mutovanych foriem proteinu
AfGcHK v zavislosti na koncentracii ATP

Autofosforyla¢na reakcia mutovanych foriem AfGcHK bola Studovana v reakénej
zmesi, ktora bola rozdelena do jednotlivych alikvotov. Kazdy alikvot mal vysledny objem 100
ul a jeho finalne zlozenie bolo nasledovné: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0; 50 mM chlorid
draselny, 5 mM chlorid hore¢naty a 10 uM AfGcHK (wt alebo mutant Y15). Alikvoty boli
inkubované za laboratornej teploty po dobu 5 minut pred zaciatkom autofosforylacnej reakcie.

Ta bola iniciovana pridavkom ATP s roznou vyslednou koncentraciou: 0 uM (pridavok 50
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mM Tris-HCI, pH 8,0), 10 uM, 25 uM, 50 uM, 75 uM, 100 pM, 150 pM, 200 uM, 300 uM,
400 uM, 500 puM, 600 uM, 800 uM, 1000 uM. Reakcia bola ukoncena po 30 sekundach
pridavkom 100 pl 2 x koncentrovaného vzorkového redukujuceho pufru (0,125 M Tris-HCI,
pH 6,8; 4% SDS; 20% glycerol; 10% 2-merkaptoetanol; 0,004% bromfenolova modra).
Vzorky boli analyzované pomocou SDS-PAGE-Phos-tag (vid’ kapitola 3.3.14). Experiment
bol pre kazdy Studovany protein AfGcHK zopakovany minimélne sedemkrat.

3.3.14 Diskontinualna elektroforéza na polyakrylamidovom géli s obsahom Phos-tag
v pritomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE-Phos-tag)

Aparatara pre SDS elektroforézu (Mini-PROTEA Tetra Cell, Biorad) bola zostavena
nasledujucim sposobom. Do stojanu na pripravu gélu boli tesne oproti sebe umiestnené dve skla
odmastené pomocou etanolu. Pomocou automatickej pipety bol medzi skld prevedeny roztok
na pripravu 10% separacného gélu s obsahom 75 pM Phos-tag-u a 200 puM chloridu
manganatého. Tento roztok bol pripraveny zmieSanim 3,25 ml pufru A (0,375 M Tris-HCI;
0,1% SDS; pH 8,8), 1,63 ml polymera¢ného roztoku A (30% akrylamid; 0,8% BIS v pufti A),
4,87 ul TEMEDu, 48,7 ul roztoku persiranu aménneho (100 mg.ml!), 37,5 ul roztoku Phos-
tagu (10 mg v 1,68 ml sterilizovanej destilovanej vody) a 100 pl roztoku chloridu manganatého
(2,0 g.I'"). Na roztok medzi sklami bola opatrne nanesend vrstva destilovanej vody a roztok bol
ponechany polymerovat’ 45 mintt. Po polymeracii a vytvoreni kompaktného gélu bola odliata
vrstva destilovanej vody a prebyto¢né kvapky boli odstranené pomocou filtracného papiera.
Nasledne bol pripraveny roztok pre 4% zaostrovaci gél. Bolo zmieSanych 1,7 ml pufru B (0,125
M Tris-HCI; 0,1% SDS; pH 6,8), 267 ul polymera¢ného roztoku B (30% akrylamid; 0,8% BIS
v pufti B), 2 ul TEMEDu a 40 pl persiranu aménneho (100 mg.ml™!). Roztok pre zaostrovaci
gél bol automatickou pipetou naneseny na separacny gél a bol do neho vloZeny hreben na
vytvorenie jamiek pre nandSanie vzoriek. Roztok zaostrovacieho gélu bol ponechany
polymerovat’ priblizne 25 minuat. V nasledujicom kroku boli skld s gélmi prenesené do
elektroforetickej vane (Mini-PROTEAN Tetra Cell, Biorad) a elektrédovy priestor bol
naplneny elektrodovym pufrom (0,025 M Tris; 0,192 M glycin; 0,1% SDS; pH 8,3). Hrebeni
bol odstraneny zo zaostrovacieho gélu. Vzorky obsahovali 2 x koncentrovany vzorkovy
redukujaci pufor (0,125 M Tris-HCI, pH 6,8; 4% SDS; 20% glycerol; 10% 2-merkaptoetanol;
0,004% bromfenolova modrd). Vzorky boli pred aplikidciou na gél kratko centrifugované
(Gilson, GmC Lab) a dokladne premiesané. Do jamiek v zaostrovacom géli boli aplikované 3
ul kazdej vzorky s obsahom 15 pmol proteinu pomocou striekacky Hamilton. Elektroforéza

prebiehala vo vertikalnom usporiadani pri laboratorne;j teplote a napéti 200 V po dobu 70 minut.
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Po ukonceni elektroforézy bol oddeleny separacny gél apreneseny do Petriho misky
s farbiacim roztokom Instant blue (Expedeon, Nemecko). Po 40 minttach farbenia bol gél
ponechany odfarbovat’ v destilovanej vode po dobu dvoch hodin a nasledne bol prevedeny do
elektronickej podoby naskenovanim (Scanjet G3010, HP) a vyhodnoteny prostrednictvom
programu ImagelJ, kde boli od¢itané plochy pikov.

3.3.15 Stanovenie kinetickych parametrov autofosforyla¢nej reakcie mutovanych foriem
proteinu AfGcHK v zavislosti na koncentracii ATP

Kinetické parametre enzymovej reakcie mutovanych foriem 4fGcHK boli stanovené
metddou diskontinudlnej SDS Phos-tag elektroforézy (vid kapitola 3.3.14) a jej vyhodnotenim
pomocou programu Imagel, Microsoft Excel a Origin. Pomocou programu ImageJ bola
odc¢itana intenzita pruhov fosforylovanej formy AfGcHK (P-AfGcHK) a nefosforylovanej
formy AfGcHK ako plocha pikov. Sucet oboch ploch bol povazovany za 100%. Na zaklade

tejto tvahy boli postupne vypocitané potrebné parametre pomocou tychto vztahov:

Podiel fosforylovanej formy AfGcHK: X = e

Ip+in

Hmotnost’ fosforylovanej formy proteinu: mp = X X m [pg]

Latkové mnozstvo fosforylovanej formy proteinu: np = % [pmol]

Pociatoc¢na rychlost’ enzymovej reakcie: vy = % [pmol.min!.ul ]
Ip - intenzita P-4fGcHK; Ix - intenzita nefosforylovanej formy AfGcHK; m —hmotnost’ proteinu
davkovaného na gél; M — molekulovd hmotnost’ proteinu; t — reakény ¢as; V — reakény objem
davkovany do jednej jamky gélu

Pomocou programu Microsoft Excel boli vypocitané vysSie uvedené parametre. Na
zaklade vypocitanych hodnét bol v programe Origin vyneseny dvojnasobne reciprocny graf
zavislosti pociatocnej rychlosti enzymovej reakcie na koncentracii substratu ATP. Zo ziskanej
ATP

regresnej rovnice tejto zavislosti boli vypocitané hodnoty kinetickych parametrov K" a

ATP
Vinax .

3.3.16 Transformacia kompetentnych buniek E.coli BL-21 (DE3) plazmidom pMal-
c¢SE/MBP-YddV

Kompetentné bunky E. coli BL-21 (DE3) boli transformované plazmidom pMal-
cSE/MBP-YddV nasledujicim postupom. Bunky E. coli BL-21 (DE3) boli rozmrazené v
nadobe s 'adom a vodou. Potom boli premiestnené do laminarneho boxu (BIO 126, Labox).
Boli pripravené dve sterilné mikroskimavky Eppendorf. Do oboch mikroskimaviek bolo

napipetovanych 25 ul buniek E. coli BL-21 (DE3). Do jednej z nich bolo pridanych 5 ul
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plazmidu pMal-cSE/MBP-YddV. Obsah mikroskimavky bez plazmidu sluzil ako negativna
kontrola. Mikroskiimavky boli uzavret¢ a po dobu 10 minut inkubované na I'ade mimo
lamindrneho boxu. Nasledne boli mikroskimavky premiestnené do laminarneho boxu, kde bolo
do kazdej pipetovanych 80 ul LB média (priprava vid’ kapitola 3.3.3). Po premieSani bol cely
obsah skumaviek prevedeny na jednotlivé agarové platne s obsahom ampicilinu (100 pg/ml)
(priprava vid’ kapitola 3.3.2) a rozotreny po celej ploche agaru. Po vsiaknuti suspenzie do agaru
boli platne uzatvorené parafilmom, oto¢ené dnom nahor a umiestnené do inkubétoru (Raven 2
Incubator, LTE) s prednastavenou teplotou 37°C. Platne boli inkubované po dobu 18 hodin.
Potom bola platia s plazmidom porovnana s platiiou obsahujucou negativnu kontrolu bez

plazmidu a bola umiestnena do chladnicky, pripravena na d’alSie pouzitie.

3.3.17 Expresia MBP-YddV v kompetentnych bunkach E.coli BL-21 (DE3)

V laminarnom boxe (BIO 126, Labox) bola pripravena skimavka Falcon, do ktorej bolo
napipetovanych 5 ml LB média a5 pl ampicilinu s vyslednou koncentraciou 100 pg/ml.
Z agarovej platne s koloniami transformovanych buniek E.coli BL-21 (DE3) (vid’ kapitola
3.3.16) bola vybrand stredne velkd kolonia a prostrednictvom sterilnej drevenej tyc€inky
a pinzety bola prenesend do média v skimavke. Tato jednobunkova koldnia bola v médiu
inkubovana pri podmienkach 37°C, 220 RPM, 18 hodin v laboratornej trepacke (G-25
Incubator Shaker, New Brunswick Scientific).

Do kaZdej z dvoch Erlenmayerovych baniek s obsahom po 0,5 1 TB média (priprava vid’
kapitola 3.3.4) bolo za aseptickych podmienok pipetovanych 500 ul ampicilinu s vyslednou
koncentraciou 100 pg/ml. Obsah baniek bol zl'ahka premieSany. Do TB média s ampicilinom
bolo napipetovanych 500 pl suspenzie jednobunkovej kolonie transformovanych buniek v LB
médiu. Banky s danym obsahom boli inkubované v laboratérne trepacke (Multitron Pro,
INFORS HT) pri podmienkach 37°C, 180 RPM, 5 hodin. Této faza kultivéacie bola dokoncend
zmenou podmienok inkubacie na 15°C a 120 RPM po dobu 1 hodiny. Expresia génu pre protein
MBP-YddV bola indukovana pridanim 100 pl 0,5 M IPTG (priprava vid’ kapitola 3.3.5) do
baniek s médiom a bunkami. Banky boli umiestnené do laboratoérnej trepacky (Multitron Pro,
INFORS HT) a expresia prebiehala po dobu 17 hodin pri teplote 15°C a 150 RPM. Expresia
génu kodujuceho protein MBP-YddV bola ukoncend centrifugaciou (K70D, MLW) buniek
E.coli 45 minut pri teplote 4°C a 3000 RPM. Usadené bunky boli po centrifugacii odvazené
(440-35N, KERN), ich hmotnost’ bola zaznamenand a bunky boli uskladnené v skiimavke

Falcon pri — 80°C v mraziacom boxe, pripravené na d’alSie pouzitie.
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3.3.18 Izolacia MBP-YddV z buniek E. coli BL-21 (DE3)

Bunky s obsahom proteinu MBP-YddV (priprava vid’ kapitola 3.3.17) boli za
laboratérnej teploty rozmrazené. K bunkdm v skimavke Falcon bolo pridanych 25 ml
resuspendac¢ného pufru (50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, 0,2
mg/ml lysozym, pH 8,0). Skiimavkou bolo opatrne oticané, ¢im boli bunky v pufri
resuspendované. Potom bola suspenzia prevedend do kadicky s magnetickym mieSadlom.
Kadicka bola umiestnena v nadobe s 'adom na magneticki miesacku (KMO?2 basic, IKA). Do
suspenzie v kadi¢ke bola Ciasto¢ne ponorena ultrazvukova sonda (Sonopuls HD 3100, sonda
KE 76, Bandelin). Metodou ultrazvukovej sonikacie boli narusené Struktiry buniek, za ta¢elom
uvolnenia ich obsahu vratane proteinu MBP-YddV. Sonikacia bola vykonana pri amplitade
55% v 6 cykloch po 1 minute sonikacie s 45 sekundovou prestavkou. Potom bolo do suspenzie
pridanych 1,5 ml roztoku heminu (Sigma, USA) s vyslednou koncentraciou 300 uM. Suspenzia
s obsahom heminu bola inkubovana za stadleho mieSania v podmienkach 4 °C po dobu 20 minut.
Nasledne bola suspenzia prevedena do dvoch ultracentrifugacnych kyviet a nasledovala
centrifugacia (Ultracentrifiga Optima™ LE-80K, Backman Coulter) 1 hodinu pri teplote 4°C
a 55000 RPM. Supernatant bol prevedeny do Cistej plastovej nadoby a proces izolacie
pokracoval afinitnou chromatografiou.

3 ml afinitného nosica z amylozovej Zivice (z anglického ,,amylose resin‘) v roztoku
etanolu boli centrifugované pri 4°C a 750 RPM (Allegro X-22R, Beckman Coulter). Etanol bol
odstraneny sponad usadenych ¢astic nosica a bolo pridanych 6 ml pufru A (50 mM Tris-HCI,
100 mM NaCl, pH 8,0) na ekvilibraciu nosi¢a. Bola zopakovana centrifugécia a odstranenie
pufru A. Nasledne boli pridané 3 ml nového pufru A, v ktorom bol amylézovy nosi¢
premieSany. Do plastovej nadoby so supernatantom obsahujicim MBP-YddV boli pridané 3
ml amyl6zového nosica v pufri A. Obsah nadoby bol premieSany, nddoba uzavretd parafilmom
a umiestnend na inkubator, kde bola inkubovana 1 hodinu pri teplote 4°C za staleho mieSania
(Mini  Rocker MR-1, BioSan). Pocas inkubacie bola na stojan pripravena Ccista
chromatograficka kolonka s fritou a bola premyt4 priblizne 100 ml destilovanej vody. Po
ukonceni inkubécie bol cely obsah plastovej naddoby obsahujucej nosi¢ a supernatant
s proteinom MBP-YddV prevedeny na fritu chromatografickej kolonky. Kvapalna zlozka zmesi
bola prepustend cez fritu. Nasledne bolo plastovym kvapkadlom aplikovanych 50 ml pufru A,
ktorym bol nosi¢ premyty. Potom bolo na nosi¢ aplikovanych 15 ml elu¢ného pufru (50 mM
Tris-HCI, 100 mM NaCl, 10 mM Maltoza pH 8,0). Eluat bol odobrany do 15 ml skamavky

Falcon v plnom objeme.
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Eluat bol prevedeny zo skumavky Falcon, do skimavky Milipore. Skimavka Milipore
slizi na zakoncentrovanie proteinu pomocou membrany s definovanou porozitou. V tomto
pripade bola pouzitda skimavka s membranou schopnou zadrzat’ proteiny molekulovej
hmotnosti vysSej nez 10 kDa. Eluat v skimavke Milipore bol postupnym centrifugovanim
(Allegro X-22R, Beckman Coulter) pri podmienkach 4°C, 4000 RPM, s premiesanim
automatickou pipetou po kazdych 2 minutach, zakoncentrovany na vysledny objem priblizne
500 pl. Dalej nasledovala metoda gélovej chromatografie.

Chromatograficka separéacia bola vykonana na kolone Superdex 200 Increase 10/300
GL od spolo¢nosti GE Healthcare s vyuzitim chromatografického systému AKTAbasic
(Amersham, Anglicko) so spektrofotometrickou detekciou pri vinovej dizke 280 nm. Kolona
bola ekvilibrovanad 40 ml mobilnej fazy (20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 8,0). Cez
davkovac bolo do chromatografickej aparatiry davkovanych 300 pl koncentratu MBP-YddV
po afinitnej chromatografii. Separacia bola vykonana za prietoku mobilnej fazy 1,00 ml/min a
tlaku 1,0 MPa. Na zaklade absorpéného profilu boli odoberané frakcie hlavného proteinového
piku zodpovedajuce majoritne zastupenej oligomérnej forme MBP-YddV. Frakcie boli spojené
aprevedené do skumavky s membrdnou Milipore urfenej na zakoncentrovanie proteinu
s velkostou vysSou nez 30 kDa. Spojené frakcie v skimavke Milipore boli postupnym
centrifugovanim (Allegro X-22R, Beckman Coulter) pri podmienkach 4°C, 4000 RPM,
s premieSanim automatickou pipetou po kazdych 2 minutach zakoncentrované na vysledny
objem. Ziskany preparat bol rozdeleny do 20 pl alikvotov, zamrazeny pomocou kvapalného

dusiku a uchovany pri teplote -80 °C.

3.3.19 Stdium $truktirnej dynamiky MBP-YddV pomocou HDX-MS

Experiment na §tidium konformaénej dynamiky plnodizkového MBP-YddV
pozostaval z procesu peptidového mapovania a z charakterizdcie a porovnania HDX-MS
profilu aktivnych stavov proteinu MBP-YddV, kedy bol ién Zeleza hemu v dvoch stavoch Fe**-
O, alebo Fe** s neaktivnym stavom, kedy bol i6n Zeleza hemu redukovany v anaerobnom
prostredi (Fe?*) v piatich ¢asovych intervaloch 30 sektind (T1), 5 minuat (T2), 20 minat (T3)
a 60 minut (T4) a 180 mint (T5).

S cielom detekovat’ Co najvyssi pocet navzajom sa prekryvajucich peptidovych i6nov
naprie¢ sekvenciou proteinu MBP-YddV bolo realizované peptidové mapovanie za réznych
proteolytickych podmienok. Vysledné peptidové mapovanie bolo realizované analyzou vzoriek

s obsahom 150 pmol MBP-YddV (Fe**) v 50 ul pufru A (20 mM Tris-HCI, pH 8,0; 150 mM
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NaCl) apred analyzou bolo pridanych 50 pl pufru s obsahom 4 M thiomocovina, 2 M
mocovina, 1 M glycin, pH 2,3.

Priprava vzoriek pre HDX v pripade proteinu MBP-YddV s i6nom Zeleza hemu v stave
Fe’*: Pomocou spektrofotometra bolo zmerané absorpéné spektrum MBP-YddV a overena
exkluzivna pritomnost Fe’* formy iénu Zeleza hemu. Nasledne bol pripraveny reakény
,premix“ pre HDX s vyslednym objemom 250 pl s obsahom 750 pmol MBP-YddV (150
pmol/reakcia) v pufri A (20 mM Tris-HCIL, pH 8,0; 150 mM NaCl) a 90% (v/v) pufru B (20
mM Tris-HCI a 150 mM NaCl v D>O, pD 8,0). Pufor B bol pridany ako inicia¢né ¢inidlo HDX
v ¢ase TO. V Casovych intervaloch T1, T2, T3, T4 a TS bola HDX ukonc¢end premieSanim 50
ul premixu s 50 ul HDX ukoncujiceho pufru (4 M thiomocovina, 2 M moc¢ovina, 1 M glycin,
pH 2,3). Nedeuterovana vzorka (ND) bola zlozend zo 150 pmol MBP-YddV v pufri
A, s vyslednym objemom 50 pl a bola zmieSana s 50 ul HDX ukoncujiceho pufru. Vsetky
alikvoty vratane ND boli 45 sekiind po premieSani s HDX ukoncujucim pufrom zamrazené
pomocou kvapalného dusiku a umiestnené do -80 °C.

Priprava vzoriek pre HDX v pripade proteinu MBP-YddV s i6nom Zeleza hemu v stave
Fe?"-0,: Bol pripraveny ,,premix* s cielom redukovat’ ién Zeleza hemu MBP-YddV do stavu
Fe?* v aerobnom prostredi. Premix s vyslednym objemom 200 ul obsahoval 70 uM MBP-
YddV, 10 mM NaxS>04, 20 mM Tris-HCI, pH 8,0 a 150 mM NaCl. Premix bol inkubovany 7
minut pri laboratornej teplote. Odsol'ovacia kolonka PD MiniTrap G-25 (GE Healthcare, USA)
bola ekvilibrovanéa 30 ml pufru A (20 mM Tris-HCI, pH 8,0; 150 mM NaCl), nasledne bolo na
kolonku aplikovanych 200 pl premixu s cielom odstranit’ rezidudlny Na»S>O4 resp. jeho
reak¢éné produkty. Po vsiaknuti bolo na kolonku aplikovanych 800 ul pufru A. Redukovany
protein MBP-YddV bol eluovany z kolonky aplikaciou 1,5 ml pufru A, protein bol odoberany
v alikvotoch 3 kvapky do jednej mikroskimavky Eppendorf. Pomocou spektrofotometra bolo
zmeran¢ absorp¢né spektrum MBP-YddV pre overenie pritomnosti redukovanej formy proteinu
s kyslikom a bola stanovena koncentracia proteinu v roztoku (vid’ kapitola 3.3.20). Na zaklade
informacie o koncentracii bol zostaveny ,,premix‘ pre HDX a nedeuterovana priprava (ND) pre
porovnanie s HDX. ,,Premix* pre HDX s vyslednym objemom 250 pl obsahoval 750 pmol
MBP-YddV (150 pmol/reakcia) v pufri A a 90% (v/v) pufru B (20 mM Tris-HCI a 150 mM
NaCl v D20, pD 8,0). Pufor B bol pridany ako inicia¢né ¢inidlo HDX v €ase T0. V ¢asovych
intervaloch T1, T2, T3, T4a TS5 bola HDX ukon¢ena premiesanim 50 pl premixu s 50 ul HDX
ukoncujuceho pufru (4 M thiomocovina, 2 M mocovina, 1 M glycin, pH 2,3). ND priprava bola
zlozend zo 150 pmol MBP-YddV v redukovanom stave i6nu Zeleza hemu s kyslikom v pufri

A, s vyslednym objemom 50 pl a bola zmieSana s 50 ul HDX ukoncujuceho pufru. Vsetky
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alikvoty vratane ND boli 45 sekind po premieSani s HDX ukoncujucim pufrom zamrazené
pomocou kvapalného dusiku a umiestnené do -80 °C.

Priprava vzoriek pre HDX v pripade proteinu MBP-YddV s i6nom Zeleza hemu v stave
Fe?*: Priprava tohto stavu proteinu si vyzadovala pracu v anaerébnych podmienkach. Vietky
kroky boli prevedené v anaerobnom boxe GP Campus (Jacomex, Franctizsko) plnenom
inertnym argonom. Koncentracia kysliku bola po cely priebeh experimentu monitorovana
a nepresiahla 0,8 ppm. Nizsie uvedené pufry a destilovana voda boli pripravené za aerobnych
podmienok, nésledne boli privedené k varu, prebublané argébnom a zachladené¢ v nadobe
s l'adom a vodou. Tento proces bol zopakovany patkrat s cielom znizit' obsah kysliku na
minimum. Potom boli nadoby s puframi a destilovanou vodou, a vSetky potrebné nastroje
umiestnené do anaerobneho boxu ponechané ekvilibrovat’ v prostredi inertného argénu. Do
nadob s puframi a vodou bolo umiestnené¢ magnetické mieSadlo a boli za pomoci magnetickej
mieSacky intenzivne mieSané do ustdlenia koncentracie kysliku pod 0,8 ppm. Potom bol
pripraveny premix na redukciu iénu Zeleza hemu MBP-YddV do stavu Fe** bez kysliku. Premix
s vyslednym objemom 200 pl obsahoval 70 uM MBP-YddV, 10 mM Na;S>04, 20 mM Tris-
HCI, pH 8,0 a 150 mM NaCl. Premix bol inkubovany 7 minut pri laboratornej teplote.
Odsolovacia kolonka PD MiniTrap G-25 (GE Healthcare, USA) bola ekvilibrovana
nadmernym mnozstvom 60 ml odkysli¢eného pufru A (20 mM Tris-HCI, pH 8,0; 150 mM
NaCl) s cielom zabezpecit, ze sa redukovand forma MBP-YddV nedostane do kontaktu
s kyslikom. Nésledne bolo na kolonku aplikovanych 200 pl premixu s cielom odstranit
rezidudlny NazS>04 resp. jeho reakéné produkty. Po vsiaknuti bolo na kolonku aplikovanych
800 pl pufru A. Protein MBP-YddV obsahujtci redukovany i6n Zeleza hemu bol eluovany
z kolonky aplikéciou 1,5 ml pufru A, protein bol odoberany v alikvotoch 3 kvapky do jednej
mikroskiimavky Eppendorf. Pomocou spektrofotometra bolo zmerané absorpéné spektrum
MBP-YddV v tychto alikvotoch pre overenie pritomnosti Cistej redukovanej formy proteinu
bez kysliku a bola stanovena koncentracia proteinu v roztoku (vid’ kapitola 3.3.20). Na zdklade
informacie o koncentracii bol zostaveny premix pre HDX a nedeuterovana priprava (ND) pre
porovnanie HDX. Premix pre HDX s vyslednym objemom 250 pl obsahoval 750 pmol MBP-
YddV (150 pmol/reakcia) v pufri A a 90% (v/v) pufru B (20 mM Tris-HCI a 150 mM NacCl
v D20, pD 8,0). Pufor B bol pridany ako inicia¢né ¢inidlo HDX v ¢ase T0. V casovych
intervaloch T1, T2, T3, T4 a TS bola HDX ukonéena premiesanim 50 pl premixu s 50 ul HDX
ukoncujtuceho pufru (4 M thiomocovina, 2 M mocovina, 1 M glycin, pH 2,3). ND priprava bola
zlozené zo 150 pmol redukovaného MBP-YddV bez kyslika v pufri A, s vyslednym objemom
50 pl abola zmieSana s 50 ul HDX ukoncujuceho pufru. Vsetky alikvoty vratane ND boli
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v priebehu 45 sekind po premiesani s HDX ukoncujucim pufrom uzatvorené, vybraté
z anaerébneho boxu, zamrazené pomocou kvapalného dusiku a umiestnené do -80 °C.

Vsetky pripravené alikvoty boli analyzované pomocou systému v usporiadani HPLC-
ESI-FT-ICR. HPLC systém Agilent 1200 (Agilent Technologies, USA) obsahoval davkovac
s prepinacim Sestcestnym ventilom, proteolyticki kolonu s imobilizovanym pepsinom,
odsol'ovaciu a zakoncentrovavaciu kolonu MicroTrap C8 (Optimize Technologies, USA), a
separacnu kolonu s reverznou fazou Zorbax 300SB-C18 0,5 x 35 mm (Agilent Technologies,
USA) priamo prepojent na detektor ESI-FT-ICR (15T solariX XR, Bruker Daltonics, Billerica,
MA). Davkova¢, prepinaci ventil a vSetky tri kolony boli po cely Cas analyzy ponorené
v nddobe s 'adom a vodou. Analyza bola zapocata rapidnym rozmrazeni alikvotu a nastrekom
100 pl vzorky do davkovaca nasledovana Stiepenim na proteolytickej kolone (3 min, mobilna
faza A - 0,4% (v/v) kyselina mrav¢ia vo vode, prietok 100 pl/min). Po proteolyze nasledovane;j
odsolenim a zakoncentrovanim boli peptidy separované na reverznej fdze separacnej kolony.
Bol aplikovany gradient mobilnej fazy po dobu 20 mintt s prietokom 40 pl/min v kombinéacii
mobilnej fazy A — 0,4% kyselina mravcia a 2% acetonitril vo vode, a mobilnej fazy B — 0,4%

kyselina mravcia a 95% acetonitril vo vode (vid’ tabul’ka 2).

Cas (min) | Mobilna fiza A (%) | Mobilna faza 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

Tabulka 2: Casovy priebeh gradientu mobilnej fazy pri HPLC-MS analyze proteinu MBP-YddV.
Mobilna faza A — 0,4% kyselina mravcia a 2% acetonitril vo vode, mobilna faza B — 0,4% kyselina mravcia a 95%

acetonitril

Peptidové mapovanie bolo uskutocnené v rezime HPLC-MS/MS a v data-
dependentnom modde. Kazdy MS sken bol nasledovany MS/MS skenom troch
najintenzivnejSich peptidovych idnov. Ziskané MS/MS hmotnostné spektrd boli porovnané
v programe MASCOT so sekvenciou MBP-YddV.

Analyza ND a deuterovanych vzoriek bola realizovand vrezime HPLC-MS.
Hmotnostné spektra boli spracované pomocou programu DeutEx (BIOCEV), ziskané data boli
dodato¢ne upravené v programe Excel a spracované do grafickej podoby pomocou nastroja

Draw H/D Protection Plot.®* Vysledky boli vyjadrené ako percento deuteracie peptidu
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vzhl'adom na maximalnu dosiahnutelni mieru deuteracie peptidu dani poctom amidickych

vodikov v kazdom peptide.??

3.3.20 Spektrofotometrické stanovenie koncentracie proteinu na spektrometri DeNovix
DS-11
Pre stanovenie koncentracie proteinu v malom objeme bola vyuzita metoda ,,A280“ na
spektrofotometri DeNovix DS-11. Koncentraciu proteinu v roztoku stanovuje pristroj na
zaklade merania absorbancie pri vlnovej dizke 280 nm s vyuzitim Lambert-Beerovho zakona:
A
€= exl

kde ¢ je koncentracia proteinu v roztoku v jednotkach mol.I"!, A je absorbancia pri vinovej dizke
280 nm, ¢ je molarny absorpény koeficient analyzovanej substancie pri danej vlnovej dizke
v jednotke L.mol™!.cm™ a 1 je irka absorpéného prostredia v jednotkach cm. Ako ,,blank* bol
pouzity zéklad roztoku s proteinom, ktorym bol 20 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, pH 8,0. Boli
aplikované 2 ul ,,blank-u“, ktorého hodnota absorbancie bola povazovana za nulovi hodnotu a
nasledne bola zmerana absorbancia rovnakého objemu roztoku proteinu a stanovena jeho
koncentracia. Pre overenie spravnosti merania koncentracie pristrojom DeNovix DS-11 v
rezime mikroobjem bola dodatocne stanovena koncentracia proteinu v prepardtoch metodou

s pouzitim kyseliny bicinchoninovej (vid’ kapitola 3.3.21).

3.3.21 Stanovenie koncentracie proteinu v preparatoch proteinu AfGcHK a MBP-YddV
metédou vyuZivajicou pritomnost’ kyseliny bicinchoninovej (BCA) v reakénom ¢inidle
Na stanovenie celkovej koncentracie proteinu v preparatoch bola pouzitd sada roztokov
a Standardov Pierce BCA Protein Assay Kit od spolo¢nosti Thermo Scientific. Stanovenie bolo
vykonané na 96 jamkovej mikrotitra¢nej dosti¢ke. Do osobitnych jamiek bolo napipetovanych
9 ul roztoku Standardu hovédzieho sérového albuminu o koncentraciach: 0,125; 0,25; 0,50;
0,75; 1,00; 1,50; 2,00 mg/ml. gtandardy boli pipetované v duplikatoch s rovnakou
koncentraciou vzdy do dvoch za sebou nasledujucich jamiek. Néasledne bolo vzdy do troch za
sebou nasledujtcich jamiek napipetovanych po 9 pl 5-krat, 10-krat a 20-krat nariedenych
testovanych preparatov. Reakéné €inidlo pre stanovenie koncentracie proteinu pomocou BCA
bolo pripravené zmieSanim zlozky BCA Reagent A (0,95 % hydrogenuhlicitan sodny, 2 %
dekahydrat uhli¢itanu sodného, BCA, 0,16 % vinan sodny, 0.1 M hydroxid sodny, pH 11,25) a
¢inidla BCA Reagent B (4% siran med’naty) v pomere 50:1. Do jamiek obsahujucich prislusné
Standardy a preparaty s proteinmi bolo pipetovanych 260 pl reakéného cinidla s BCA.

Mikrotitracnd dosticka bola uzatvorena krytom a uloZena do inkubatoru s teplotou 37 °C na
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dobu 1 hodiny (IR 1500 Automatic CO2 Incubator, Flow Laboratories). Nasledne bola dosticka
premiestnena do spektrofotometra (Sunrise Absorbance Reader, TECAN Trading AG) a bola
merana absorbancia vzniknutého farebného komplexu pri vinovej dizke 562 nm. Na zaklade
absorbancie vzniknutého farebného komplexu v Standardnych roztokoch hovidzieho sérového
albuminu pristroj vykonal zostrojenie kalibra¢nej zavislosti. Vyplyvajuc z kalibracnej zavislosti
a absorbancie komplexu vzniknutého v preparatoch boli ziskané hodnoty celkovej koncentracie
proteinu v testovanych preparatoch aboli porovnané s koncentraciou stanovenou

prostrednictvom spektrofotometra DeNovix DS-11.
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4 Vysledky

4.1 Priprava Styroch foriem proteinu AfGcHK s mutaciou aminokyseliny

Y15 metodou SDM

Boli navrhnuté dvojice ,,primerov pre mutacie Y15F, Y15W, Y15G, Y15A proteinu
AfGcHK (postup vid’ kapitola 3.3.6). ,,Primery* boli ziskané od externého dodavatel'a Sigma a
nasledne pouZité metddou SDM podla postupu v kapitole 3.3.6 . Uspesnost’ zavedenia mutacii
aminokyseliny Y15 proteinu AfGcHK bola overena sekvenacnou analyzou pripravenych
vzoriek (vid® kapitola 3.3.7) v externom laboratériu (OMICS Genomika, BIOCEV).
Vyhodnotenie sekvenacnej analyzy bolo realizované prelozenim sekvencii nukleotidovych baz
génu mutovanych foriem proteinu AfGcHK do poradia aminokyselin. Tieto sekvencie boli
porovnané so sekvenciou aminokyselin prirodzenej formy proteinu AfGcHK wt podl'a databazy
UniProt. Vysledky ukézali GispeSné zavedenie vSetkych Styroch mutécii aminokyseliny Y15

proteinu 4fGcHK.

1 AfGeHK wt MTGVPETVFEELKR

1 AGcHK YISF - MTGVPETVFEELKRF
3. AMGCHE YI5W  MTGVPETVFEELKRW
4 AfGHK Y154 MTGVPETVFEELKRA

3. AfGeHK Y13G MTGVPETVFEELKR]
EEEEFREREEEERH

GWGDGDERALRSLHGAAAPHFPRLAEEFYDRILGHEGARTALVG
GWGDGDERALRSLHGAAAPHFPRLAEEFYDRILGHEGARTALVG
GWGDGDERALRSLHGAAAPHFPRLAEEFYDRILGHEGARTALVG
GWGDGDERALRSLHGAAAPHFPRLAEEFYDRILGHEGARTALVG

GWGDGDERALRSLHGAAAPHFPRLAEEFYDRILGHEGARTALVG
e e e T s

Obrazok 8 : Porovnanie N-koncovej casti sekvencie aminokyselin jednotlivych foriem proteinu AfGcHK (mutdcia
Y15) a prirodzenej formy proteinu AfGcHK wt po prelozeni sekvencie nukleotidov danych génov:
1. N-koniec sekvencie aminokyselin prirodzenej formy proteinu AfGcHK wt

N-koniec sekvencie aminokyselin proteinu AfGcHK s mutovanou aminokyselinou Y15F

2

3. N-koniec sekvencie aminokyselin proteinu AfGcHK s mutovanou aminokyselinou Y15W
4. N-koniec sekvencie aminokyselin proteinu AfGcHK s mutovanou aminokyselinou Y154
5

N-koniec sekvencie aminokyselin proteinu AfGcHK s mutovanou aminokyselinou Y15G

4.2 Expresia génov Styroch mutovanych foriem proteinu AfGcHK (mutacia

Y15) a proteinu MBP-YddV

Transformacia kompetentnych buniek E.coli BL-21 (DE3) bola vykonanéd pouzitim
plazmidu pET-21¢c(+) s obsahom jedného zo Styroch génov pre mutované formy proteinu
AfGcHK (mutacie Y15) aplazmidu pMal-cSE/MBP-YddV (postup v kapitole 3.3.8 resp.
3.3.16). Uspesnost transformacie buniek bola overend vizualnou kontrolou agarovych platni
s koloniami buniek transformovanych danymi plazmidmi, ktoré okrem pozadovaného génu
nesu aj gén rezistencie voci antibiotiku ampicilin pritomnom v agare. Porovnanim platni

s agarovou platiou negativnej kontroly, na ktorej nebola viditeI'nd pritomnost’ bunkovych
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kolonii bola potvrdend uspesnd transformécia buniek E.coli. Expresia Styroch mutovanych
foriem génu AfGcHK (mutécia Y15) a génu MBP-YddV bola indukovana pridavkom 0,5 M
roztoku IPTG. V pripade kazdej mutovanej formy proteinu AfGcHK a proteinu MBP-YddV
bola produkcia realizovana celkom v 1 1 TB média, z ktorého bol vytazok buniek E.coli BL-21

(DE3) v rozsahu 7 az 8 g.

4.3 Izolacia proteinu AfGcHK (mutacia Y1S5F, Y15W, Y15A, Y15G)
a proteinu MBP-YddV z buniek E.coli BL-21 (DE3)

Izol4cia vySSie uvedenych proteinov prebiehala jednotlivo a vo vSetkych pripadoch
pozostavala zo Styroch faz: resuspendacia buniek, narusenie bunkovych struktur ultrazvukovou
sonikaciou, afinitnd chromatografia a gélova chromatografia (postup vid’ kapitola 3.3.10 resp
3.3.18). Boli ziskané findlne preparaty proteinov, ktorych koncentracia bola stanovena
pomocou spektrofotometra DeNovix DS-11 (vid’ kapitola 3.3.20) a hodnota koncentrécie bola
dodatoéne overend metddou vyuzivajicou BCA (postup vid kapitola 3.3.21). Hodnoty
koncentracie proteinu vo vzorkéach stanovené obidvomi metddami sa zhodovali s odchylkou
cca 5 %. Hodnoty koncentracii proteinu v jednotlivych preparatoch st uvedené v tabulke 2

prezentované ako priemer hodnoét ziskanych obidvomi metddami.

Preparit Koncentracia proteinu Vytazok (z 11 TB média)
AfGcHK s mutaciou Y15A 58 mg/ml 27,8 mg
AfGcHK s mutaciou Y15F 36 mg/ml 29,3 mg
AfGcHK s mutaciou Y15G 11 mg/ml 3,4 mg
AfGcHK s mutaciou Y15W 30 mg/ml 11,7 mg

MBP-YddV 27 mg/ml 19,3 mg

Tabulka 2: Suhrn produkovanych proteinov AfGcHK (mutacie Y15) a proteinu MBP-YddV spolu s vytazkom z 11
kultivacného média a hodnotami koncentrdacie stanovenej na spektrofotometri DeNovix DS-11, overenej

stanovenim metodou s vyuzitim BCA.
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Uspesnost’ produkcie $tyroch foriem proteinu AfGcHK s mutaciou Y15 a proteinu

MBP-YddV bola potvrdena pomocou SDS-PAGE (vid’ obrazok 9).

kDa

250

150

100 MBP-YddV

75 - (96 kDﬂ)

50
AfGeHK
(43 kDa)

- — -,\ v
Y15G
YI15A

i YI5W
25 Y15F
1 2 3 4 5 6

Obrazok 9: Zaznam SDS-PAGE finalnych preparatov foriem proteinu AfGcHK s mutaciou Y15 a proteinu MBP-
YddV (postup vid’ kapitola 3.3.12)

1.  Marker Precision Plus Protein Standards (Sul)

2. AfGcHK s mutdciou Y15F (6 ug/jamka)

3. AfGcHK s mutdciou YISW (6 ug/jamka)

4. AfGcHK s mutaciou Y154 (6 ug/jamka)

5. AfGcHK s mutaciou Y15G (6 ug/jamka)

6. MBP-YddV (6 ug/jamka)

4.4 Stanovenie oligomérneho stavu proteinu AfGcHK wt, Styroch foriem

AfGcHK (mutacie Y15) a izolovanych globinovych domén tychto proteinov
Metodou gélovej chromatografie na kolone Superdex 200 Increase 10/300 GL boli
ziskané eluéné profily plnodizkovych foriem AfGcHK (mutacie Y15) a eluény profil proteinu
AfGcHK wt (postup vid’ kapitola 3.3.11). Elu¢né profily boli porovnané navzajom medzi sebou
(vid’ obrazok 11, strana 62) a zaroven s kalibracnou zéavislostou kolony Superdex 200 Increase
10/300 GL (vid’ obrazok 10B, strana 61). Elu¢ny profil vyjadreny ako zavislost’ absorbancie
analytu pri vinovej diZke 280 nm na elu¢nom objeme poskytol porovnanim s kalibraénou
zéavislost'ou informéciu o molekulovej hmotnosti analyzovaného proteinu a na zaklade znalosti
teoretickej molekulovej hmotnosti dan¢ho proteinu i o jeho oligomérnom stave. Cielom
porovnania bolo overit’ & ma mutacia aminokyseliny Y15 globinovej domény plnodizkového

proteinu AfGcHK vplyv na jeho oligomérny stav. Vsetky formy plnodizkového proteinu
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AfGcHK s mutaciou Y 15 rovnako ako aj prirodzena forma 4fGcHK wt boli v roztoku pritomné
vo forme diméru (vid’ obrazok 11, strana 62 a tabul’ka 3, strana 63). Zdznam priebehu analyzy
vzoriek izolovanych globinovych domén AfGcHK gélovou chromatografiou ukazal vplyv
mutacii na oligomérny stav mutovanej formy globinovej domény proteinu 4fGcHK Y15A a
Y 15G, ktoré boli pozorované v monomérnom stave (vid’ obrazok 12, strana 62 a tabulka 3,
strana 63). Izolované globinové domény proteinu AfGcHK Y15F a Y15W boli pozorované
v dimérnom stave rovnako ako AfGcHK wt (vid’ obrazok 12 a tabul’ka 3).

Absorbancia 50 Myoglobin (17 kDa)
172 ml
(mAU) a5 Apoferritin (481 kDa) -
10.0ml
40
15 Ovalbumin (43 kDa)
148 ml
30
25 Thyroglobulin BSA (66 kDa)
135 ml
20
15
10
5
0
6 8 10 12 14 16 18 20
B Eluény objem (ml)

logMw 3
2,8
2,6 y =-0,1934x + 4,5137
2,4 RZ = 0,9886
2,2
2
1,8
1,6
1,4
1,2
1
6 8 10 12 14 16 18

Eluény objem (ml)

Obrazok 10: A — Graf zavislosti absorbancie na elucnom objeme proteinovych Standardov: thyroglobulin (669
kDa), apoferritin (481 kDa), hovidzi sérovy albumin BSA (66 kDa), ovalbumin (43 kDa) a myoglobin (17 kDa)
analyzovanych na kolone Superdex 200 Increase 10/300 GL

B — Graf kalibracnej zavislosti logaritmu molekulovej hmotnosti Standardov na ich elucnom objeme (vyplyva z

obrazku A)
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Absorbancia 10
(mAU)

]

11 12 13 14 15
Eluény objem (ml)

Obrdzok 11: Graf zavislosti absorbancie na elucnom objeme plnodizkového proteinu AfGeHK wt (modra krivka)
a mutovanych foriem AfGcHK: Y15F (Cierna krivka), Y15W (Zltd krivka), Y15G (zelend krivka) a Y154 (oranzova
krivka) po analyze na kolone Superdex 200 Increase 10/300 GL. Koncentracia proteinov 10 uM.

Absorbancia 10
(mAU)

13 14 15 16 17 18 19 20
Eluény objem (ml)

Obrazok 12: Graf zavislosti absorbancie na elucnom objeme izolovanych globinovych domén AfGcHK: wt (modra
krivka), Y15F (Cierna krivka), YISW (Zlta krivka), Y15G (zelend krivka), Y15A (oranzova krivka) po analyze na
kolone Superdex 200 Increase 10/300 GL. Koncentracia proteinov 10 uM.
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Elu¢ny Mw (kDa) Mw (kDa)
. y Podla Podla Oligomérny
objem b x s .
kalibracnej sekvencie stav
(ml) s X ]
zavislosti aminokyselin
wt 16,3 23 18 dimér
1zol A
rolovama — I'yisa | 172 15 18 monomér
globinova
, Y15F 16,1 25 18 dimér
doména
AfGeHK Y15G 17,3 15 18 monomeér
Y15W 16,0 26 18 dimér
wt 13,2 91 43 dimér
Plnodizkovy —
Y15A 13,3 87 43 dimér
protein
AfGeHK Y15F 13,3 87 43 dimér
Y15G 13,4 83 43 dimér
Y15W 13,2 91 43 dimér

Tabulka 3: Porovnanie elucného objemu, teoretickej molekulovej hmotnosti (podla sekvencie aminokyselin) a
vypocitanej molekulovej hmotnosti proteinu v roztoku na zaklade kalibracnej zavislosti (vid' obrazok 10B). Na
zaklade tychto informacii je odvodeny prislusny oligomérny stav Studovanych proteinov (izolovanych globinovych

domén a plnodlzkovych foriem proteinu AfGeHK (mutdcie Y15) a ich prirodzenych foriem wt).

4.5 Stadium zavislosti autofosforyla¢nej aktivity proteinu AfGcHK wt
a Styroch foriem AfGcHK (mutacie Y15) na koncentracii ATP

Autofosforylaénd reakcia jednotlivych Studovanych proteinov 4AfGcHK s mutaciou
aminokyseliny Y15 a wt bola detekovana v reakénej zmesi pripravenej postupom v kapitole
3.3.13. Jednotlivé reakcie boli iniciované pridavkom ATP s r6znou koncentraciou a ukoncené
po 30 sekundach. Cas reakcie bol zvoleny na zaklade predoslych §tadii, kde bolo potvrdené, Ze
v tomto ¢asovom intervale pozorujeme poéiatoénti rychlost’ danej enzymovej reakcie.*? Vzorky
reakcii boli analyzované pomocou SDS-PAGE-Phos-tag (postup vid’ kapitola 3.3.14). Na
zéklade vizudlneho hodnotenia vysledkov SDS-PAGE-Phos-tag bolo zistené, ze okrem
proteinu AfGcHK wt (vid’ obrazok 19, strana 67) si zachoval autofosforylacnt aktivitu aj
protein AfGcHK s mutaciou Y15F a Y15W (vid’ obrazok 15, strana 65 a obrdzok 17, strana 66),
zatial'¢o protein AfGcHK s mutaciou Y15A a Y15G si autofosforylaéna aktivitu nezachoval
(vid’ obrazok 13 a 14, strana 64). Boli vypocitané hodnoty pociato¢nej rychlosti enzymovej
reakcie proteinu AfGcHK wt ajeho mutovanych foriem Y15F a YI5SW v zavislosti na
koncentracii substratu tj. ATP, tieto hodnoty su uvedené v suhrnnej tabulke 7 (postup vid’

kapitola 3.3.15). Na zaklade tychto hodnét bola v grafickej podobe vynesend zavislost’ hodndt
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pociatocnej rychlosti enzymovej reakcie na koncentracii ATP (vid’ obrazok 16A, 18A, 20A).
Z grafického vyjadrenia danych zavislosti je zrejmé, Ze kinetika tychto autofosforyla¢nych
reakcii zodpovedd typickému priebehu kinetiky enzymovych reakcii podla Michaelisa a
Mentenovej.% Vdaka tomu bolo mozné stanovit kinetické parametre tychto reakcii
dvojnasobne reciprokym vynosom ziskanych hodnét pociatocnej rychlosti enzymovej reakcie
a hodnot koncentracie ATP (vid obrazok 16B, 18B, 20B).**> Hodnota Michaelisovej konstanty
K»ATF a hodnota maximalnej rychlosti enzymovej reakcie Vmax® T v pripade proteinu AfGcHK
wt a AfGcHK s mutaciou Y15F a Y15W bola vypocitand na zdklade regresnych rovnic
ziskanych z prislusnych grafov. Suhrn vysledkov analyzy enzymovej kinetiky proteinov

AfGcHK je uvedeny v tabul’ke 7 na strane 68.

4.5.1 Stidium zavislosti autofosforylacie proteinu AfGcHK s mutaciou Y15A
na koncentracii ATP

Koncentracia ATP [uM] 0 10 25 50 75 100 150 200 300 400 500 600 800 1000

R e BT e R T

¥ _4fGeHK

Obrazok 13: Phos-tag PAGE separdcia nefosforylovanej (AfGecHK) a fosforylovanej frakcie (P-AfGcHK) tvorenej
autofosforylaciou AfGcHK Y154 v zavislosti na roznej koncentracii ATP

4.5.2 Stidium zavislosti autofosforylacie proteinu AfGecHK s muticiou Y15G

na koncentracii ATP

Koncentracia ATP[uM] 0 10 25 50 75 100 150 200 300 400 500 600 800 1000
——— —
¥ 4fGeHK

Obrazok 14: Phos-tag PAGE separdcia nefosforylovanej (AfGcHK) a fosforylovanej frakcie (P-AfGcHK)
tvorenej autofosforylaciou AfGcHK Y15G v zavislosti na réznej koncentracii ATP.
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4.5.3 Stidium zavislosti autofosforylacie proteinu AfG¢cHK s muticiou Y15F

na koncentracii ATP

Koncentricia ATP [uM] 0 10 25 50 75 100 150 200 300 400 500 600 800 1000

—— et ¥ ¥ po4— P-4fGeHR
B e o ———
AfGcl

Obrazok 15: Phos-tag PAGE separacia nefosforylovanej (AfGcHK) a fosforylovanej frakcie (P-AfGcHK)
tvorenej autofosforylaciou AfGcHK Y15F v zavislosti na koncentracii ATP.

Koncentracia ATP (uM) 0,0 10,0 25,0 50,0 75,0 100,0
vo (pmol.min'.ul") 0,0 2,9 4,8 7,2 7,7 8,5
Koncentracia ATP(uM) 200,0 300,0 400,0 500,0 600,0 800,0 1000,0
vo (pmol.min"'.ul") 10,0 10,4 10,5 10,0 10,6 10,7 10,6

Tabulka 5: Suhrn vypocitanych hodnét pociatocnej rychlosti autofosforylacnej reakcie proteinu AfGcHK
s mutdciou Y15F v zavislosti na koncentracii ATP.
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Obrazok 16: A — Graf zavislosti pociatocnej rychlosti autofosforylacnej reakcie proteinu AfGcHK s mutdaciou
Y15F na koncentracii ATP

B — Dvojnasobne reciproky graf zavislosti pociatocnej rychlosti autofosforylacnej reakcie proteinu AfGcHK
s mutdciou Y15F na koncentracii ATP
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4.5.4 Stidium zavislosti autofosforylacie proteinu AfG¢cHK s muticiou Y15W

na koncentracii ATP

Koncentracia ATP [uM] 0 10 25 50 75 100 150 200 300 400 500 600 800 1000

A P-AfGCHK

- AfGcHK

Obrazok 17: Phos-tag PAGE separacia nefosforylovanej (AfGcHK) a fosforylovanej frakcie (P-AfGcHK)
tvorenej autofosforylaciou AfGcHK Y15W v zavislosti na roznej koncentracii ATP

Koncentricia ATP [uM] 0,0 10,0 25,0 50,0 750 | 1000 | 150,0
vo [pmol P-4fGeHK.min".ul"] 0,0 3.6 5.8 7.6 8,4 8,8 9.1
Koncentricia ATP [uM] 200,0 | 300,0 | 400,0 | 500,0 [ 600,0 | 800,0 | 1000,0
vo [pmol P-4fGeHK.min".ul"] 93 9.6 9.9 10,3 10,1 11,1 10,2

Tabulka 6: Suhrn vypocitanych hodnét pociatocnej rychlosti autofosforylacnej reakcie proteinu AfGeHK
s mutaciou Y15W'v zavislosti na koncentracii ATP.
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Obrazok 18: A — Graf zavislosti pociatocnej rychlosti autofosforylacnej reakcie proteinu AfGcHK s mutdciou
YI15W na koncentracii ATP.

B — Dvojnasobne reciproky graf zavislosti pociatocnej rychlosti autofosforylacnej reakcie proteinu AfGcHK
s mutdciou Y15W na koncentracii ATP.
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4.5.5 Stidium zavislosti autofosforylacie proteinu AfGcHK wt na koncentracii ATP

Koncentracia ATP [uM] 0

10 25 50

) 100

150

200 300 400

500 600

800 1000

& P-AfGCHK

< AfGeHK

Obrdzok 19: Phos-tag PAGE separdcia nefosforylovanej frakcie (AfGcHK) a fosforylovanej frakcie (P-AfGcHK)

tvorenej autofosforylaciou AfGcHK wt v zavislosti na roznej koncentrdacii ATP.

Koncentricia ATP [uM] 0,0 10,0 25,0 50,0 750 | 1000 | 150,0
vo [pmol P-4fGeHK.min".ul"] 0,0 23 4,0 53 5.9 6,5 72
Koncentricia ATP [uM] 200,0 | 300,0 | 4000 | 500,0 | 600,0 | 800,0 | 1000,0
vo [pmol P-4fGeHK.min".ul"] 7.8 8,6 9.1 8,9 9,0 9,2 8,9

Tabulka 4.: Suhrn vypocitanych hodnot pociatocnej rychlosti autofosforylacnej reakcie proteinu AfGcHK wt

v zavislosti na koncentrdcii ATP
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Obrazok 20: A — Graf zavislosti pociatocnej rychlosti autofosforylacnej reakcie proteinu AfGcHK wt

na koncentracii ATP.

B — Dvojnasobne reciproky graf zavislosti pociatocnej rychlosti autofosforylacnej reakcie proteinu AfGcHK wt

na koncentracii ATP
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Ko (UM) | Vmax (pmol.min!.ul)
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
AfGeHK Y15W | 18,7+3,1 10,5+ 0,3

Tabulka 7: Suhrn kinetickych parametrov K, '™ a V,uo'™* autofosforylacnej reakcie proteinov AfGcHK wt a
AfGcHK s mutdciou Y15. (AfGcHK wt” prevzaté z publikdcie *?)



4.6 Studium $truktirnej dynamiky MBP-YddV pomocou HDX-MS

Optimalizacia peptidového mapovania bola realizovand za pouzitia rozli¢nych
proteolytickych enzymov v roznych reakénych podmienkach. Ako vysledok v tejto praci
uvadzam najlepsie dosiahnuté ,,pokrytie” sekvencie proteinu MBP-YddV peptidovymi i6nmi,
ktoré boli detekované systétmom HPLC-MS (rezim MS/MS) po proteolyze na kolone
s imobilizovanym enzymom pepsin za podmienok 2 M thiomocovina, I M mocovina, 0,5 M
glycin, pH 2,3 (postup analyzy vid’ kapitola 3.3.19). Toto ,,pokrytie* obsiahlo 96,6 % sekvencie
proteinu MBP-YddV (vid’ obrazok 21).

Pokrytie sekvencie
; YddV| MBP-YddV 96,6 %

Obrazok 21: Schématické zndzornenie najlepSieho dosiahnutého ,,pokrytia“ sekvencie proteinu MBP-YddV (96,6
%) peptidovymi ionmi detekovanymi v procese peptidového mapovania v rezime HPLC-MS/MS (postup vid
kapitola 3.3.19).

4.6.1 HDX-MS profil aktivneho stavu proteinu MBP-YddV (Fe* a Fe?*-0z)

Vzorky proteinu MBP-YddV v aktivnych stavoch (i6n Zeleza hemu v oxida¢nom stave
Fe’" a i6n Zeleza hemu v redukovanom stave koordinovany kyslikom Fe?*-O5) boli pripravené
za aerobnych podmienok (postup vid’ kapitola 3.3.19). Exkluzivna pritomnost’ proteinu MBP-
YddV vo vyssie uvedenych stavoch bola potvrdend spektrofotometricky (vid’ obrazok 22,
strana 70 a obrazok 24, strana 71). Vzorky oboch aktivnych stavov proteinu MBP-YddV boli

pripravené pre piat nezavislych analyz avSak analyza pomocou syst¢ému HPLC-MS bola
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uspesna iba jediny raz. Preto st nizSie uvedené iba vysledky pilotnej HDX-MS analyzy proteinu
MBP-YddV.
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Obrdzok 22: Graf absorpéného spektra proteinu MBP-YddV v aktiviom stave ionu Zeleza hemu Fe’".
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Obrdzok 23: Deuteracny profil proteinu MBP-YddV v aktivnom stave tj. ion Zeleza hemu je oxidovany (Fe*™).

Profil je vyjadreny ako zavislost urovne deuteracie vzhladom na sekvenciu aminokyselin proteinu YddV.
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Obrdzok 24: Graf absorpéného spektra proteinu MBP-YddV v aktivnom stave ionu zeleza hemu Fe’*-O,.
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Obrazok 25: Deuteracny profil proteinu MBP-YddV v aktivnom stave tj. ion zeleza hemu je redukovany a

koordinovany kyslikom (Fe’*-O,). Profil je vyjadreny ako zdvislost iirovne deuterdcie vzhladom na sekvenciu

aminokyselin proteinu YddV.
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4.6.2 Charakteriziacia a porovnanie deutera¢ného profilu dvoch aktivhych foriem
proteinu YddV

Deuteracny profil aktivneho proteinu YddV, ktory obsahuje vo svojej globinovej
doméne i6n Zeleza hemu v oxidovanom stave (dalej len stav Fe’*) a ion Zeleza hemu
redukovany a zaroveni koordinovany kyslikom (d’alej len stav Fe?’"-O) vykazuje velmi
podobny trend HDX (vid’ obrdzok 23, strana 70 a obrazok 25, strana 71). Deuterécia proteinu
YddV ako celku je vel'mi nizka a ani v ¢asovom ramci 180 mintt neprekonava viac nez 45 %
potencialne moznych vymien atdémov vodika za deutérium v detekovanych i6noch peptidov.
Pri vyhodnoteni dat bolo zistené, Ze pocet detekovanych i6nov peptidov bol v pripade analyzy
jednotlivych vzoriek vyrazne niz$i nez ukazuje povodne ziskané ,,pokrytie peptidovym
mapovanim (vid’ obrazok 21, strana 69). Tato skutocnost’ sa znacne prejavuje na vyslednych
deuterac¢nych profiloch (vid’ obrdzok 23 a 25), kde mozno vidiet’ ,,pokrytie* sekvencie peptidmi
ako horizontalne linie. Sikmé linie oznaduju sekvencie aminokyselin proteinu YddV, pre ktoré
nebol detekovany ziadny peptid a iba nazorne spajaju pokryté sekvencie. Preto im nemozno
prisudzovat ziadnu vypovednu hodnotu a miera flexibility proteinu v tychto oblastiach zostava
nejasnd. Zaroven nutno podotknut, ze nizky pocet detekovanych peptidov v tomto pripade
koreluje s ve'mi malou mierou vzajomného prekryvu peptidov, ¢o zniZuje presnost’ prisudenia
vlastnosti YddV vyplyvajucich z HDX-MS konkrétnym tsekom sekvencie proteinu. Pre
upresnenie interpretacie nizSie popisovanych vysledkov analyzy uvddzam, Ze slovny opis o
rozsahu zmien deuteracie je zamyslany v intenciach deuteracného maxima skimaného proteinu
(cca 45 %) a nie v rozsahu 100 % potencidlne vymenitelnych atomov vodiku v jednotlivych
peptidoch.

Ako bolo uvedené, globinova doména YddV pozostava z 6smych helixov oznaenych
Z az H.*> Najvyraznejsie odlisnosti medzi oboma aktivnymi stavmi Fe*" a Fe*-O, je mozné
pozorovat’ v oblasti globinovej domény. Poc¢iato¢ny helix Z v rozsahu aminokyselin 6 az 19 sa
javi ako malo solventu exponovany helix s velmi nizkou mierou konformacnej flexibility
vzhl'adom na deuteraény profil. Stav Fe**-O, je v intervale 30 sekund priblizne o 2-3 % viac
deuterovany nez v stave Fe**. C-koniec helixu Z prechadza kratkou slu¢kou do helixu A (21-
33) (cit.??), spolu s ktorého N-koncovou &astou tvoria o nie¢o flexibilnejsiu oblast. Tato
sekvencia aminokyselin prechddza v c¢ase z kompaktnejSiecho usporiadania do viac
exponovaného postavenia priblizne o 10 % deuteracnej urovne. Sekvencia aminokyselin 29-54
zahfia zvy$ok helixu A, cely helix B a C.??> Helix A a B je vtomto segmente najviac
konzervovanou cast'ou globinovej domény. Helix B (35-49) sa podiel’a na tvorbe vézbového

miesta pre molekulu hem.?? HDX-MS data ukazuji, helix B je astou globinovej domény s
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vel'mi nizkou urovnou deuteracie bez zasadnej asovej zmeny. Distalna oblast’ hemu je okrem
helixu B tvorena helixom E (59-77).22 Spojenie oboch helixov je sprostredkované kratkym
helixom C (50-54) a slu¢kou CE (55-57).%2 Slu¢ka CE je dobre pristupna solventu a tvori jednu
z najflexibilnejsich Casti globinovej domény a proteinu YddV ako celku. Miera deuteracie tohto
segmentu v stave Fe** narastd rychlo medzi intervalmi 30 sektind a 5 minut. Potom je narast
charakteristicky pravidelnym prispevkom v ¢ase. Stav Fe?"-O; kedy je v distdlnej oblasti hemu
pritomny kyslik ukazuje, Ze poc¢iatocna konformacia slucky CE je solventu pristupnejSia nez v
stave Fe’" a hlavna zmena konformacie sa deje v intervale 30 sekund aZ 5 minut. Tieto trendy
naznacuju vyssiu flexibilitu slucky CE neZ ostatnych oblasti proteinu YddV. Pre nasledujuci
helix E boli detekované peptidy vrozsahu aminokyselin 59-69 zahfnajuc doélezitu
aminokyselinu Leu65. Tato ¢ast’ helixu E ukazuje podobny trend ako predosla sekvencia CE,
ale s menSou mierou expozicie solventu. V stave Fe?*-O: je na pociatku dany usek helixu E o
nie¢o viac pristupny solventu nez vstave Fe’*. Nasledujica ,nepokrytd“ sekvencia
aminokyselin siaha az na C-koniec helixu E. Kratke spojenie ota¢a smerovanie d’alSiecho helixu
F (81-101), ktory zasahuje aZ na proximdlnu stranu molekuly hemu.?’> Sekvencia 78-87
zahffiajiic N-koniec helixu F sa v stave Fe*" a Fe?*-O, javi podobne deuterovani (22 %) a
podlieha ndrastu deuteracie 5 % v intervale 30 sekind az 5 minut, nésledne vykazuje nizku
flexibilitu v Case. Prostredna cast’ helixu F pravdepodobne prechddza do kompaktnejSieho
usporiadania resp. je chranend inymi ¢ast'ami globinovej domény pretoze hladina deuterécie je
vyrazne niz§ia neZ na N-konci helixu. Zaroven prostrednd Cast’ helixu F v oboch aktivnych
stavoch proteinu YddV podlieha pomalej zmene konformacie do viac otvorenej polohy (narast
5 % deuteracie). C-koniec helixu F (93-101) spolu so sluckou FG (102-104) tvori proximalnu
¢ast’ vzhPadom k rovine molekuly hemu, s proximalnym ligandom His98.%> Proximdlna oblast’
je charakterizovana konzervativnym prejavom flexibility. Stav Fe?*-O5 je na proximdlnej strane
hemu o nieco exponovanejsi solventu neZ stav Fe**. Zaroveni pravidelne v ¢ase stipa trovei
deuteracie indikujic pomali zmenu konformacie. Sekvencia pokracuje helixom G (105-125),
pre ktory nebolo ziskané ziadne ,,pokrytie. Nasleduje slucka GH (126-128) a cast’ 129-142
helixu H (129-153), kde klesa miera deuteracie. V stave Fe?*-O» je tato oblast’ na pociatku aj
v pokroc¢ilom Case viac pristupnd solventu, ale iba v minimalnej miere. Aminokyseliny 146-
151 helixu H dosahuju relativne vysoku urovenn deuteracie okolo 30 % bez zmeny v Case
naznacujuc zna¢ne exponovanu menej Struktirovanu oblast. Koniec globinovej domény a jej
spojenie s prostrednou MID doménou z Casti tvori sekvencia 152-165, kde bol pozorovany
prvotny narast deuteracie v 5 minutach s ndslednym poklesom pod poévodnt troven. Jedna sa

o minimalne zmeny v deutericii aviak trend sa opakuje v stave Fe*" aj Fe’"-O, naznacujic
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urCity vzorec moznej malej Struktirnej zmeny. Pre zvysnu Cast’ prechodu medzi globinovou
doménou a MID doménou nebolo dosiahnuté ,,pokrytie peptidmi.

MID doména pozostava z piatich helixov A-E.?? Prv4 polovica helixu A (177-203) je
velmi malo deuterovana a v Case podlicha postupnej, no vyraznej zmene priestorového
usporiadania. Zvy$na Cast’ helixu A a Cast’ helixu B (216-230) nebola ,,pokryta“ peptidmi.
Zvysok helixu B sa javi ako oblast bez zmien v stave Fe?**-O,, ale v stave Fe*" je pozorovana
mala skokova zmena deuteracie na trovni 5 %. Vramci N-konca helixu C (233-255) dochadza
v rozmedzi 30 sekiind az 5 minat k narastu deuteracie o 10 % naznacujuc rychlu zmenu
usporiadania. Dalej bola v MID doméne pozorovana konzervovana oblast’ 266-275 helixu E,
ktory tvori dimerizaéné rozhranie MID domény.?? Deuteracny profil tejto sekvencie ukazuje
vysoku mieru flexibility v ¢ase, kedy postupnou zmenou dochédza k narastu hladiny deuteracie
takmer 0 30 % v stave Fe** a rovnako aj v stave Fe**-0,.

GGDEF doména pozostava z piatich vldkien antiparalelného B-skladaného listu (bl-
b5), ktoré su priestorovo obklopené piatimi helixami A-E.?* Struktirovana ¢ast GGDEF
domény zacina helixom A (306-323).2> Signal peptidov bol detekovany pre sekvenciu
aminokyselin 314-329, ktoré sa v oboch aktivnych stavoch proteinu YddV vyznacuje narastom
urovne deuteracie v najdlhSom c¢asovom useku o 10 % oproti pociatocnému
intervalu. Pravidelnym prispevkom v jednotlivych ¢asovych usekoch naznacuje trend pomale;j
konformacénej zmeny. Sekvencia v rozsahu aminokyselin 331-353 zahfnia koniec vldkna
b1(325-335), helix B (336-345) a Cast’ helixu C (346-362). Tuto sekvenciu ,,pokryva‘ iba jeden
dlhy detekovany peptid, ktory naznacuje, Ze sa jednd o solventu pristupni oblast GGDEF
domény, ktora v ¢ase nadobtida pomalSiu konformaént zmenu. Aminokyseliny 354-359 tvoria
druht polovicu helixu C, ktord sa javi ako najuzavretejSia Cast GGDEF domény (8 %
deuteracie), avSak v casovom ramci sa stdva pristupnejSou vonkajSim podmienkam (20 %
deuteracie). V kontraste s tym je peptid 360-368 obsahujuci sekvenciu C-konca helixu C a
primarneho inhibi¢ného miesta (P-miesto) GGDEF domény, ktor¢ je tvorené aminokyselinami
365-368 na slucke medzi helixom C a vlaknom b2 (369-373).2% Pociato¢na tiroven deuteracie
v prvych 5 mintitach stavu Fe?*-Ox rychlo narasté o priblizne 10-12 % zatial¢o v stave Fe’* je
to 8-9 % a zrejme sa preto jedna o konformacne rychlo sa meniacu sekvenciu. Nasledujuce
vlakno b2 a celé aktivne miesto GGDEF domény (374-378) (cit.??) neboli charakterizované
ziadnym peptidom. V1dkno b3 (379-384) je mozné na zdklade HDX-MS oznacit’ za solventu
exponovany a flexibilny segment. Presny popis zmien vldkna b3 komplikuje ziskané ,,pokrytie*
niekol’kymi vel'mi kratkymi peptidmi, ktorych troven deuteracie sa meni v nejednozna¢nom

trende. V sekvencii nadvézujtci helix D (387-409) sa v tiseku aminokyselin 396-409 prejavuje

74



miernou pozitivnou deutera¢nou zmenou v €ase, priblizne o 5 % a prechadza do B-obratky (410-
415).2% Vlakno b4 (416-425) je segment s dvojitym typom prejavu. Cast’ sekvencie 416-421 je
malo deuterovand a ¢asovy ndrast deuteracie zodpoveda v konec¢nom désledku trovni az 20 %.
V stave Fe?"-O; je zmena v intervale 5 mintt opit rychlej$ia neZ v stave Fe**. Druh4 Gast’ 422-
424 je deuterovana o nieco viac, ale prejav asovej zmeny deuteracie je v porovnani s prvou
astou vldkna b4 v mensom rozsahu. V stave Fe*" je prvotna hladina deuteracie nizsia a celkova
zmena tak vyraznejsia ako v stave Fe?'-O,. Zavereéna sekvencia aminokyselin GGDEF
domény pozostava zo slucky 426-430 spajajiicej vlakno b4 s helixom E (431-448) (cit.??), pre
ktory bol detekovany peptid 426-436. Jeho deuteracny profil naznacuje podobny trend
v jednotlivych aktivnych stavoch s nizSou uroviiou pociatocnej deuteracie ako sa prejavila
v druhej Casti vldkna b4. Na helix E nadvizuje zdvere¢né vlakno b5 (451-460).>2 Posledné
detekované peptidové i6ny pre GGDEF doménu ukazujli, ze Groven deuterdcie od druhej
polovice helixu E naprie¢ ¢astou retazca b5 narasta. Mozno tu pozorovat skokovlil zmenu
deuteracie v Case, indikujic vysokti mieru expozicie koncovej sekvencie solventu a

konforma¢énu zmenu viagésieho rozsahu.

4.6.3 HDX-MS profil inaktivneho proteinu MBP-YddV (Fe?*")

Vzorky pre HDX-MS analyzu inaktivneho proteinu MBP-YddV s redukovanym iénom
Zeleza, ktory ma vol'nu §iestu koordina¢nii sféru tj. je pentakoordinovany (d’alej len stav Fe?")
bolo nutné pripravit’ Specidlnym spdsobom za podmienok v anaerobnom prostredi (postup vid’
kapitola 3.3.19). Exkluzivna pritomnost’ proteinu MBP-YddV v stave Fe" bola potvrdena
spektrofotometricky (vid’ obrazok 26, strana 76). Vzorky neaktivneho stavu proteinu MBP-
YddV boli pripravené pre pat’ nezavislych analyz avSak analyza pomocou systému HPLC-MS
bola uspesna iba jediny raz. Preto su niZSie uvedené iba vysledky pilotnej HDX-MS analyzy
neaktivneho stavu proteinu MBP-YddV a popis porovnania zmien medzi aktivhym stavom

Fe?*-03 a neaktivnym stavom Fe?*.
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Obrazok 26.: Graf absorpcného spektra proteinu MBP-YddV v inaktivnom stave tj. obsahujicom ion Zeleza hemu

v redukovanom stave bez Siesteho koordinacného ligandu (Fe**).
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Obrazok 27: Deuteracny profil proteinu MBP-YddV v inaktivnom stave tj. obsahujucom ion zeleza hemu
v redukovanom stave bez Siesteho koordinacného ligandu (Fe’'). Profil je vyjadreny ako zavislost irovne

deuterdcie vzhladom na sekvenciu aminokyselin proteinu YddV.
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4.6.4 Rozdiel HDX-MS profilu inaktivneho proteinu MBP-YddV (Fe?") v porovnani

s aktivnym stavom (Fe?™-0z)
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Obrdzok 28: Porovnanie deuteracného profilu proteinu MBP-YddV v inaktivhnom stave Fe*" voci aktivnemu stavu
Fe’*-0,. Porovnanie je vyjadrené ako zavislost irovne deuterdcie vzhladom na sekvenciu aminokyselin proteinu
YddV. Os x na virovni hodnoty 0 zndzoriuje stav Fe’*-O; a jednotlivé krivky vyjadrujii rozdielnii tiroveri deuterdcie

stavu Fe?* v éasovych intervaloch 30 sekiind a 60 minuit.

Na avod porovnania vysledkov HDX-MS neaktivneho stavu Fe?* vo¢i aktivnemu stavu
Fe?*-03 je nutné podotknit’, Ze zmeny boli pozorované v obmedzenom intervale + 4 % Girovne
deuterdcie ¢o zna¢i minimdlne, len teoretické rozdiely v celkovom meritku 100 %
potencialnych vymien atomov vodiku za deutérium v jednotlivych peptidoch. Vzhl'adom na
celkovll nizku pozorovant uroven deuteracie vSetkych troch Studovanych stavov proteinu
MBP-YddV as ohl'adom na pilotnt fazu experimentu bolo pristupené k porovnaniu aj takychto
malych zmien, ktorych vyznam a rozsah je posudeny v diskusnej Casti tejto diplomovej prace.
Celkovy pohl'ad na HDX-MS profil stavu Fe?" (vid’ obrazok 27, strana 76) a jeho porovnanie
s celkovym profilom aktivneho stavu Fe**-O, (vid’ obrazok 25, strana 71) jasne ukazuje, Ze
trend pozorovany v jednotlivych popisanych Strukturnych oblastiach je takmer zhodny. Zmeny
pozorované na samotnom obrazku porovnania aktivneho a neaktivneho stavu (vid’ obrazok 28)
st nasledovné.

Zadiatok sekvencie globinovej domény tvori helix Z (6-19).22 V stave Fe?" v ¢ase 30
sekund je Groven deuteracie o 1,5 % vys$Sia a ¢asom sa dostava na uroven stavu Fe**-O,. C-
koniec helixu Z prechddza kratkou sluckou do helixu A (21-33), spolu s ktorého N-koncovou

¢astou je na podiatku stav Fe?* deuterovany viac o pribliZzne 3 % a s ¢asom sa rozdiel zmensuje
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na 0,6 % nad aroviiou stavu Fe?*-O,. Sekvencia aminokyselin 29-54 zahftia C-koniec helixu
A, cely helix B (35-49) a C (50-54).22 Helix A a ¢ast B sl vtomto segmente najviac
konzervovanou ¢astou globinovej domény (vid’ obrazok 27, strana 76). V stave Fe?* st 0 2 %
viac deuterované a v dlhom intervale 60 minut si zvySenu deuteraciu zachovavaji na trovni 0,8
%. Helix B (35-49) ako sucast’ distalnej oblasti hemu je spolu s helixom C po 30 sekundach
viac deuterovany (urovenn 1,6 %) a v ¢ase 60 minut menej ako 1 % v porovnani s aktivnym
stavom Fe?™-0,. Celkova urovei deuteracie sekvencie aminokyselin od helixu Z po koniec
helixu C indikuje v neaktivhom stave proteinu YddV menej kompaktné priestorové
usporiadanie ako v stave Fe?’'-0,. Zmena tendencie nastdva v slucke CE (55-57). Uz v 30
sekundach je badatelny pokles deuteracie a potvrdzuje to aj interval 60 minut, kde miera
vymeny atémov vodika za deutérium poklesla pod 2 % oproti aktivnemu stavu Fe?*-O,.
V casovom intervale 60 minut bol pozorovany pokles deuteracie tohto useku o 2 % v porovnani
so stavom Fe**-O,. Podobny vysledok sa vztahuje aj na nasledujtci usek 59-69 helixu E (59-
77). Po ,,nepokrytej” sekvencii aminokyselin nasleduje helix F (81-101) s druhou polovicou
sekvencie na proximalnej strane hemu.?> Od jeho N-konca k stredu mozno pozorovat’ stiipajiicu
tendenciu HDX s vrcholom okolo proximalneho ligandu His98, kde dosahuje neaktivny stav o
3,6 % (30 sektind) resp. 1,2 % (60 minut) viac HDX ako aktivny stav Fe?*-O, proteinu YddV.
Usek 99-106 helixu F s prepojenim na helix G naznaduje spitny pokles deuteracie v 30
sekundach pod 1 % nad hladinou aktivneho stavu proteinu YddV a v 60 minuatach 0,4 % do
negativnych hodnét. HDX-MS data proximalnej oblasti hemu indikuji vyS$$iu mieru expozicie
solventu v pripade inaktivneho stavu proteinu YddV. Slucka GH (126-128) je v Case 60 mintt
v konzervovanejsej priestorovej polohe ako v aktivnom stave Fe**-O, o 1,2 % deutera¢nej
urovne. Aminokyseliny 129-142 helixu H v neaktivnom stave st v 30 sekundéch o takmer 2 %
viac deuterované a v 60 mintte pripominaji roven deuteracie aktivneho stavu. Kratky segment
146-151 v neaktivnom stave nadobuda v ¢ase 30 sekind o 2,5 % vysSiu hladinu deutéria.
V koneénom &ase 60 mintt je hladina takmer identickd s aktivnym stavom Fe?*-O,. Koncova
sekvencia globinovej domény a prechod na MID doménu ma ,,pokryti* sekvenciu iba v rozsahu
aminokyselin 152-165, kde bol pozorovany pokles HDX oproti stavu Fe?"-O,.

Prva polovica helixu A (177-203) prostrednej MID domény vykazuje v neaktivhom
stave Fe** 0 2 % viac deutéria a v ¢ase 60 minut o 0,5 % menej deutéria ¢o naznacuje mensi
rozsah konformacnej zmeny ako u aktivneho stavu Fe?*-O,. Z pohl'adu na zmeny prostredne;
MID domény, pre ktort bolo nadobudnuté vel'mi slabé ,,pokrytie* je vidiet' na C-konci helixu
B a na N-konci helixu C vys$ia pociato¢na miera deuteracie a rovnaké findlna miera vramci

porovnavanych ¢asovych intervalov. To naznacuje mensi rozsah moznej konformacnej zmeny
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ako v stave Fe?*-O,. Naopak v malej miere roz$ireny rozsah zmeny je pozorovany v sekvencii
prostredne;j Casti helixu C (- 0,7 % v case 30 sekund a + 0,3 % v ¢ase 60 minut). Posledna cast’
MID domény so zaznamenanym ,,pokrytim* st aminokyseliny 266-275 helixu E, tvoriaceho
rozhranie diméru MID domén.?? Tu je v pripade neaktivneho stavu rozsah zmeny pozorovane;
v aktivnych stavoch obmedzeny ndrastom deuterdcie v pociatocnom intervale o 1,1 % a
poklesom v konecnom intervale o 0,3 %.

Porovnanie stavu Fe?" s neaktivnou diguanylatcykldzovou GGDEF doménou voéi
aktivnemu stavu Fe?*-O; prinieslo nasledujiice vysledky. Sekvencia 314-329 neaktivneho stavu
Fe?" zahfnajlica ¢ast helixu A (306-323) a zadiatok vlakna b1 (325-335) (cit.??) vykazuje 0 2,1
% vysSiu deuterac¢nu uroven v 30 sekundovom intervale a priblizne - 0,1 % v ¢ase 60 minut.
Druhy segment aminokyselin 331-353 obsahuje zvysSok vldkna b1, helix B (336-345) a cast’
helixu C (346-362), kde je moZzné pozorovat jednu z najvyraznejSich zmien deuteracie
v GGDEF doméne. T4 je vyjadrend ako + 0,5 % v ¢ase 30 sekind HD vymeny a takmer -3,5 %
v ¢ase 60 minut trvajucej HD vymeny. Aminokyseliny 354-360 tvoria druht polovicu helixu
C, ktord bola v aktivnych stavoch proteinu YddV popisand ako najkonzervovanejSia Cast’
GGDEF domény. Druha polovica helixu C je v neaktivhom stave v oboch porovnavanych
¢asovych intervaloch priblizne o 1,5 % na vysSej Grovni deuteréacie ako v aktivnom stave Fe?*-
O.. Peptid 360-368 obsahuje sekvenciu C-konca helixu C a P-miesta GGDEF domény, ktor¢ je
tvorené aminokyselinami 365-368 na slucke medzi helixom C a vliknom b2 (369-373).2
V neaktivnom stave Fe?" je uroveni deuteracie tohto peptidu niz$ia ako v stave Fe?"-Oa,
konkrétne -0,2 % (30 sekund) a -1,9 % (60 minut). Nasledujtca sekvencia vlakna b2 a aktivneho
miesta so sekvenciou aminokyselin 374-378 nebola porovnand medzi aktivhym a neaktivnym
stavom proteinu pretoze neboli pre dant oblast’ detekované Ziadne peptidy. Vlakno b3 (379-
384) vykazuje v neaktivnom stave proteinu YddV v oboch ¢asovych intervaloch o nieco vyssiu
deutera¢nll uroven a podobne aj v spojeni vlakna b3 a zacCiatku sekvencie helixu D (387-409).
Vicsina oblasti helixu D a nasledujtcej B-obratky (410-415) je v ¢ase 30 sekiind HD vymeny
deuterovana o cca 2 % viac a v ¢ase 60 minut vel'mi podobne ako v stave Fe’"-O». Rovnako aj
usek 416-421 vladkna b4 (416-425) je deuterovany v Case 30 sekund o cca 2 % viac nez
v aktivnom stave a v ¢ase 60 minut -0,4 %. ,,Pokrytie* zvysku vlakna b4 a helixu E bolo v stave
Fe?" nedostacujlice a pozorované skokové zmeny deuteracie vo vysledkoch porovnania voci
stavu Fe?™-O, v tejto oblasti mdzu byt zavadzajuce. Zaverena oblast vlakna b5 naznaduje
navySenie urovne deuteracie o 1,5 % (30 sekiund) a pokles o priblizne 1 % (60 minut)
v porovnani so stavom Fe?*-O» ¢im je ukoncené porovnanie HDX profilu neaktivneho stavu

Fe?" vo¢i aktivnemu stavu Fe?"-O; proteinu YddV.
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5 Diskusia

Hemové senzorové proteiny st vysoko variabilna rodina proteinov, zastupenych naprie¢
Sirokym spektrom organizmov.' Vyskum v poslednych rokoch odhalil ich vyznamnu ulohu

naprie¢ signdlnymi drahami eukaryot a prokaryot.3

Medzibunkova komunikécia, produkcia
biofilmu ¢i celulozy, motilita, latentné stadia zivota, bakteridlna virulencia a mnohé d’alSie
fyziologické procesy naprie¢ organizmami si vyzaduju citlivih regulaciu na zaklade zmien
intracelularnych a extracelularnych podmienok.!* Kompozicia hemovych senzorovych
proteinov pozostavajica zo signalnej a funkénej domény velkej diverzity, stavia tito skupinu
hemoproteinov do pozicie u¢innych reguldtorov mnohych fyziologickych funkcii.*> V sti¢asnej
dobe zasadnym sposobom narastd miera bakteridlnej rezistencie voci konvenéne pouzivanym
antibiotikdm.®” Jeden z dodlezitych obrannych mechanizmov baktérii pred antibiotickymi
¢inkami je produkcia biofilmu zavisla na koncentracii kysliku v okolitom prostredi.”!"”> Preto
sa zacalo uvazovat’ o novych variantoch antimikrobidlnej liecby. Ako jeden z atraktivnych
terapeutickych objektov sa ukazuju prave hemové senzorové proteiny schopné detekovat
plynné molekuly. Aby bolo mozné Specifickym spdésobom zasahovat’ do bakteridlnych
procesov riadenych hemovymi senzorovymi proteinmi je najskor potrebné objasnit’ presny
mechanizmus, ktorym prenaSaju signal zo senzorovej domény na funkénu doménu. Jeden zo
sposobov ako pribliZit' objasnenie signalnych mechanizmov baktérii je vyskum modelovych
bakterialnych proteinov. Dobrym prikladom su signalne proteiny baktérie E.coli. Vd'aka Sirokej
diverzite a Castému vyskytu kmenov baktérie E.coli, medzi ktorymi moZno najst’ napriklad
zastupcov symbiotickych enterobaktérii, ale aj patogénne kmene, s hemové senzorové
proteiny z E.coli povazované za idealne modelové objekty.?” Predkladana diplomova praca je
zamerana na dva prokaryotické hemové senzorové proteiny s globinovou Struktirou senzorovej
domény. Ako prvy bude diskutovany prinos kinetickych experimentov vykonanych
s proteinom AfG¢cHK baktérie Anaeromyxobacter sp. kmenn Fw109-5. Druhy diskutovany bude
protein YddV z baktérie E.coli apopis jeho Struktarnej dynamiky na zdklade HDX-MS
analyzy.

Histidinkindza s globinovou Struktarou senzorovej domény AfGcHK je kyslikovy
senzor, po prvy raz podrobne preskimany v roku 2011, kedy boli popisané jeho zdkladné
spektralne a funkéné charakteristiky.® Postupné objasnenie kinetickych parametrov AfGcHK
zavislych na oxida¢nom stave i6nu zeleza hemu a vizbe rozliénych ligandov ako je molekula

kysliku postupne viedlo k snahe o podrobny popis Struktirnej dynamiky a mechanizmu prenosu
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signalu AfGcHK.** Pomocou metody HDX-MS spolu s rentgenovou krystalografiou sa podarilo
objasnit’ flexibilitu konformécie jednotlivych Strukturnych elementov proteinu AfGcHK a
interakéného partnera RR proteinu, a porovnat medzi sebou aktivny a inaktivny stav
AfGcHK.>**! Napriek tomu, Ze mame zakladnt predstavu o mechanizme prenosu signalu tohto
proteinu?’, stle sa snazime tento model spresnit. V §truktire diméru izolovanej globinove;
domény AfGcHK? sme si v§imli aminokyselinu tyrozin v pozicii 15 (Y15) helixu HI.
Postranny retazec Y15 z jednej podjednotky diméru interaguje s hemom druhej podjednotky
(vid’ obrazok 29, strana 82). Zda sa teda, ze by Y15 mohol hrat’ déleziti tilohu v dimerizacii
globinovej domény a tym 1 v procese prenosu signdlu z globinovej na funkéni doménu.
S cielom overit' tito hypotézu boli pripravené preparaty plnodizkového proteinu AfGcHK
s mutaciou Y15, podrobené analyze autofosforylacnej aktivity a analyze ich oligomérneho
stavu.

Za ucelom Studia vplyvu muticie aromatickej aminokyseliny Y15 proteinu AfG¢cHK na
jeho vlastnosti bolo nevyhnutné pripravit’ jednotlivé formy rekombinantného proteinu AfGcHK
prostrednictvom prokaryotického expresného systému buniek E.coli. K tomu bolo pristipené
vol'bou zavedenia muticie Y15 za aromatické aminokyseliny fenylalanin (mutacia Y15F),
tryptofan (mutdcia Y15W) a nearomatické aminokyseliny glycin (mutacia Y15G) a alanin
(mutéacia Y15A) metodou SDM (vid’ kapitola 3.3.6, strana 41). Produkcia Styroch foriem
proteinu AfGcHK (mutacia Y'15) bola uspesne realizovana vo vSetkych pripadoch (vid’ obrazok
9, strana 60). Z hl'adiska Cistoty preparatov je zrejmé, Ze u kazdej mutovanej formy proteinu
AfGcHK sa na zdzname gélu SDS-PAGE v oblasti nizSej molekulovej hmotnosti vyskytuju
rovnako lokalizované linie reprezentujuce proteiny s menSou molekulovou hmotnostou. Ich
pritomnost’ moéze suvisiet’ s nizSou stabilitou proteinovych preparatov a pravdepodobne sa
jedna o degradacné produkty. VytaZok izolovanych mutovanych foriem AfGcHK Y15F, Y15W
a Y15A z 11 kultivacného TB média je na trovni vytazku Standardnej produkcie AfGcHK wt
v naSom laboratoriu zatial'¢o mutovana forma Y 15G bola produkovana s niz§im vytazkom (vid’
tabulka 2, strana 59). I napriek nizSiemu vytazku Y15G sa stale jedna o postacujuci vytazok
s ohl'adom na d’alSie zamysl'ané pouzitie proteinu. Vyuzitie prokaryotického systému E.coli
BL-21 (DE3) sa v nasom laboratériu osvedc¢ilo v mnohych pripadoch produkcie prirodzenych
i mutovanych foriem proteinov, najméd pre skupiny bakteridlnych hemovych senzorovych
proteinov, zatial'Co pre expresiu eukaryotickych proteinov v tomto systéme vysoké vytazky nie
su tak obvyklé.®

Aby bolo mozné overit ¢i ma aminokyselina Y15 proteinu 4fGcHK vplyv na

dimerizéciu globinovych domén bolo potrebné analyzovat’ oligomérny stav mutovanych foriem
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plnodiZkového proteinu a taktie? oligomérny stav rovnako mutovanych foriem izolovanych
globinovych domén proteinu AfGcHK. Z vysledkov analyzy vyplyvaji nasledujuce fakty.
Vsetky $tyri plnodizkové proteiny AfGcHK s mutaciou Y15 sa v roztoku vyskytuji vo forme
diméru, rovnako ako protein 4fGcHK wt (vid’ obrazok 11, strana 62). To neplati v pripade
izolovanych globinovych domén. Globinové domény proteinu AfGcHK s mutaciou Y15F
aY15W sa vroztoku vyskytuju vo forme diméru zatial'éo Y15G a Y15A iba vo forme
monomeéru (vid’ obrdzok 12, strana 62). Rovnakym pristupom bolo potvrdené, ze prirodzena
forma izolovanej globinovej domény AfGcHK wt sa vyskytuje vo forme diméru, ako uz
nazna¢ili predo§lé experimenty s vyuzitim techniky ultracentrifugacie.”> Oligomérny stav
mutovanych izolovanych globinovych domén proteinu AfGcHK preukazal, ze aromaticky
charakter postranného retazca aminokyseliny v pozicii 15 helixu H1 globinovej domény je
klagovy pre tvorbu diméru. V pripade oligomérneho stavu plnodizkovych foriem 4fGcHK
s mutaciou Y15 predpokladdme, ze dimerizicia je sprostredkovanid nie len na tUrovni
globinovych domén, ale aj na trovni kindzovych domén.*!' V pripade Y15G a Y15A AfGcHK
doslo k disociacii dimérov prislusnych globinovych domén, ale pravdepodobne zostal
zachovany kontakt cez dimérnu funként doménu. Aromaticky charakter postranného retazca
aminokyseliny Y15 je kI'i¢ovy pre dimerizaciu globinovych domén proteinu AfGecHK wt a zda
sa, ze dimérna forma globinovej domény je zasadna pre prenos signalu zo senzorovej

(globinovej) domény na doménu funkénu, ktora je enzymovo aktivna.

Obrizok 29: Struktira diméru globinovej domény proteinu AfGcHK s oznacenim pozicie aminokyseliny Y15.
Prevzaté z databdzy PDB, kéd SOHE. ¥
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Aby bolo mozné potvrdit’ tito hypotézu bolo nevyhnutné Studovat’ vplyv jednotlivych
mutécii na autofosforylacnu aktivitu 4AfGcHK v zavislosti na koncentracii substratu ATP. Pre
tuto fazu stadie bola zvolend metdoda analyzy fosforylovanych a nefosforylovanych frakcii
proteinov pomocou SDS-PAGE-Phos-tag (vid kapitola 3.3.14, strana 48). Dal$ou uvaZovanou
metdodou bola detekcia fosforylovanych/nefosforylovanych foriem proteinov Specifickou
protilatkou. Tento pristup bol pouzity napriklad pri $tadiu aktivity hemom inhibovanej kinazy
eukaryotického iniciaéného faktoru 2 alfa.®® Avsak tento pristup sa ukazal byt velmi
komplikovany a zdvisly na komercéne dostupnych protilatkach proti eukaryotickému
iniciaénému faktoru 2 alfa a jeho fosfoforme. Takéto komeréne dostupné protilatky neboli
v pripade proteinu AfGcHK k dispozicii. Dalsim moznym experimentalnym pristupom je praca
s radioaktivne zna¢enym ATP, ale nase laboratdrium nie je vybavené na pracu s radionuklidmi.
SDS-PAGE-Phos-tag metoda bola zvolena aj vdaka nenarocnosti prevedenia experimentu
v kombinacii s pomerne citlivou detekciou fosforylovanej/nefosforylovanej frakcie proteinu
vzhl'adom na ciel’ a potreby experimentu. Zvolenie tohto experimentalneho pristupu podporila
aj skutoCnost’, Ze bol pouzity v publikovanej kinetickej Stadii prirodzenej formy proteinu
AfGcHK wt.** Z dosiahnutych vysledkov (sthrn vid tabul’ka 7, strana 68) vyplyva, Ze proteiny
AfGcHK s mutaciou Y15G a Y15A si nezachovali autofosforylaén aktivitu. Naopak proteiny
AfGcHK s mutaciou Y15F a Y15W st enzymovo aktivne. Ukézalo sa, Ze aromaticky charakter
postranného ret'azca aminokyseliny v pozicii 15 helixu H1 proteinu 4fGcHK je kl'icovy pre
zachovanie enzymove;j aktivity. Daliia otizka plyniica z vyssie uvedenej hypotézy spocivala
v tom, ¢i je pre zachovanie danej miery enzymovej aktivity AfGcHK wt podstatnd exkluzivna
pritomnost’ hydroxylovej skupiny postranného ret'azca Y15 alebo je v tomto ohl'ade podstatny
vyhradne aromaticky charakter postranného retazca aminokyseliny v pozicii 15 H1. Zavislost’
pociatocnej rychlosti autofosforylacnej reakcie na koncentracii ATP foriem proteinu 4fGcHK
s mutaciou Y15F, YISW a wt (vid obrazok 16A, 18A, 20A, strana 65; 66; 67) kopiruje
charakteristicky trend enzymove;j kinetiky podl'a Michaelisa a Mentenove;j.** Preto bolo mozné

sposobom podla Lineweavera a Burka stanovit kinetické parametre Km*™ a VmaTF.%!

ATP ATP

Porovnanie parametrov Kn™'" a Vimax™'" ukazuje, Ze maximdlna rychlost’ enzymovej reakcie
AfGcHK wt, Y15F aj YI5SW sa takmer zhoduje pricom hodnota Michaelisovej konStanty pre
AfGcHK wt a Y15W je vramci §tatistickej odchylky podobn4 a blizka hodnote Km*™? proteinu
AfGcHK s mutaciou Y15F naznacujuc podobnu afinitu enzym-—substrat u vSetkych troch
proteinov. Analyza AfGcHK wt bola v minulosti vykonana s vel'mi podobnym vysledkom ako

teraz.*? To potvrdzuje validitu vysledkov kinetickej analyzy Y15 mutantov a ich porovnanie
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s prirodzenou formou Studované¢ho enzymu. Na zdklade ziskanych poznatkov je mozné
konStatovat, ze aromaticky charakter postranného retazca aminokyseliny Y15 proteinu
AfGcHK je absolutne kIiCovy pre zachovanie autofosforylacnej aktivity v plnej miere, ale
pritomnost’ tyrozinu ako takého klIicova nie je.

Zaverom prvej Casti diskusie venovanej Studiu proteinu AfGcHK mozno zhrnut, ze
vyssie uvedena hypotéza vyplyvajica zo Struktiry globinovej domény AfGcHK bola
potvrdena. Aminokyselina Y15  proteinu = AfGcHK  je  klicovd v mechanizme
intramolekularneho prenosu signalu. Dalie upresnenie popisu mechanizmu prenosu signalu
proteinom AfGcHK je predmetom buduceho vyskumu.

Druha cast’ diskusie predkladanej diplomovej prace je venovana §tadiu Struktirnej
dynamiky hemového senzorového proteinu YddV z baktérie E.coli. Prvé podrobné Struktirne
informdcie o proteine YddV publikované v roku 2015 viedli podobne ako v pripade vyssie
uvedeného proteinu 4fGcHK*! k snahe objasnit’ mechanizmus prenosu signélu zo senzorovej
(globinovej) domény YddV na jeho funként doménu.”? Nové poznatky o $truktirnej dynamike
kyslikového senzoru AfGcHK?**! ziskané pomocou metédy HDX-MS boli ndmetom pre jej
aplikdciu v pripade proteinu YddV, ktory zdiel'a rovnaku charakteristiku v podobe globinove;j
domény a schopnosti detekcie kysliku ako AfGcHK. '8

S cielom Studovat’ protein YddV pomocou HDX-MS bolo najskor potrebné pripravit’
protein s dostatocnym vytazkom a v pozadovane] kvalite. Ako vhodny pristup sa ukazalo
pouzitie konStruktu pMal-cSE/MBP-YddV, ktory obsahuje okrem génu pre protein YddV aj
gén pre MBP. V predoslych Stadiach sa ukazalo, Ze produkcia a izolacia Cistého preparatu
plnodizkového proteinu YddV méze byt obtiazna, nakol’ko ma protein tendenciu
precipitovat’.>>%* Tento jav bol v minulosti potvrdeny aj v naSom laboratdriu kedy bol protein
MBP-YddV podrobeny restrikénej analyze a po odstiepeni sekvencie proteinu MBP bol
pozorovany precipitat (nepublikované vysledky). Ztohto ddovodu bol protein YddV
exprimovany v spojeni s rozpustnost’ zvySujicim fuznym proteinom MBP, ktory zaroven
poskytol vyhodu v podobe moznosti izolacie proteinu metddou afinitnej chromatografie na
amyl6zovom nosic¢i. Protein MBP-YddV bol spesne exprimovany a izolovany ako je zrejmé
zo zéznamu SDS-PAGE findlneho preparatu (obrazku 9, strana 60). AvSak findlny preparat
obsahoval minoritne (do 3 % celkového obsahu proteinu) zastipené degradacné produkty
(najvyraznej§i md molekulovi hmotnost priblizne 45 kDa, ¢o zodpoveda molekulovej
hmotnosti samotného MBP).”> Vytazok produkcie bol 19,3 mg proteinu MBP-YddV
z celkového objemu 11 kultivaéného TB média. Tento vytazok zodpoveda Standardnému

vytazku produkcie bakterialneho proteinu v systéme buniek E.coli.?
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Zakladom uspechu HDX-MS analyzy proteinov je peptidové mapovanie. V tomto
procese boli h'adané podmienky Stiepenia proteinu na peptidové fragmenty tak, aby tieto
peptidy ,,pokryvali® celi aminokyselinova sekvenciu proteinu MBP-YddV. Rovnako dolezity
je vzajomny prekryv ziskanych peptidovych Stepov, ktory poméha upresnit, na ktoré oblasti
proteinu sa pozorované vlastnosti vztahuji.** V pripade MBP-YddV sa vyskytol problém pri
hl'adani optiméalnych podmienok Stiepenia proteinu. Boli testované rozne proteolytické enzymy
(pepsin, rhizopuspepsin, nepentezin 1 a2, aspergilopepsin) aich kombinacie s pouzitim
denaturacnych ¢inidiel typu mocovina alebo guanidin za rdéznych teplotnych podmienok na
Stiepenie MBP-YddV. Vsetky pouzité varianty sa javili ako uspesné v Stiepeni MBP, ale pocet
peptidov ziskanych pre sekvenciu YddV bol nedostato¢ny. NajlepSie dosiahnuté Stiepiace
podmienky su uvedené ako vysledok peptidového mapovania MBP-YddV na schématickom
znazorneni (vid’ obrazok 21, strana 69). Je zrejmé, Ze dosiahnuté ,,pokrytie* sekvencie peptidmi
dosahuje 96,6 %, ale pre oblast’ proteinu YddV bolo detekovanych vyrazne menej peptidov ako
pre oblast’ MBP. Niektoré useky sekvencie YddV zostali uplne bez ,,pokrytia“ peptidmi.

Vzorky proteinu MBP-YddV pre HDX-MS analyzu boli pripravené v troch rozdielnych
stavoch i6nu Zeleza hemu. Dva aktivne stavy proteinu MBP-YddV (stav Fe** a Fe?*-0,) boli
pripravené za aerobnych podmienok (vid’ kapitola 3.3.19, strana 52). Priprava tretieho variantu,
inaktivneho proteinu s idénom Zeleza hemu v redukovanom pentakoordinovanom stave (Fe?*)
bola realizovana v anaerobnych podmienkach. Informécia o tom, ktoré stavy su aktivne a ktoré
neaktivne bola ziskand na zaklade predchadzajicich prac.”* Exkluzivna pritomnost
pozadovanych stavov proteinu MBP-YddV bola potvrdend spektrofotometricky.”*
Najnaro¢nejsia bola priprava stavu Fe?" v anaerébnom prostredi (vid’ kapitola 3.3.19, strana 54)
preto boli pripravy ostatnych stavov prispdsobené technickym poziadavkam vyplyvajicim
z manipuldcie v anaerobnom boxe. Vzorky boli pripravené pre pédt nezavislych analyz
realizovanych pomocou HPLC-MS systému. Uspesne bola realizovana iba prva analyza
z nasledujucich dévodov. Pripravené vzorky pre druhé opakovanie stadie HDX-MS MBP-
YddV neboli pouzité zddvodu ndhlej poruchy MS systému. Tretie opakovanie nebolo
uskuto€nené pretoZe bola po rozmrazeni v jednotlivych alikvotoch pozorovana pritomnost’
precipitatu. Posledné dve analyzy boli realizované, ale s narastajiicim ¢asom boli systémom
HPLC-MS v jednotlivych vzorkach detekované peptidové i6ny s klesajlicou intenzitou (data
nezobrazen€). Pri zistovani priiny poklesu signalu detekovanych peptidovych ionov bolo
odhalené, Ze v HPLC systéme narastal tlak mobilnej fazy v useku separacnej kolony. Za pricinu
bola oznagend precipitacia proteinu. Casta pritomnost’ precipitatu proteinu YddV v tychto aj

122,64

v odliSnych experimentoch publikovanych v minulosti naznacuje jeho vysokl nestabilitu
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mimo komplex s proteinom EcDOS alebo mimo spojenie s fiznym proteinovym znacenim
zvySujucim mieru jeho rozpustnosti v roztoku. Z vyssie uvedenych dovodov je ako vysledok
v tejto praci hodnotena iba jedna, pilotna HDX-MS analyza proteinu MBP-YddV.

Dalsia skuto¢nost’, ktora komplikuje objektivne hodnotenie pilotnej $tudie §trukturnej
dynamiky YddV je vyrazne horSie ,,pokrytie” sekvencie detekovanymi peptidmi ako bolo
preukdzané v procese peptidového mapovania za rovnakych podmienok. Tiez je nutné vziat’ do
uvahy mozny vplyv pritomnosti proteinu MBP, ktory je svojou molekulovou hmotnostou
podobny samotnému YddV apri vodik-deutériovej vymene modze vyznamne stéricky
obmedzovat’ pristup solventu k niektorym Struktirnym motivom YddV.

Vo vysledkoch bol podrobne popisany a porovnany priecbeh HDX v obidvoch aktivnych
stavoch Fe*" a Fe?*-O, (vid’ kapitola 4.6.2, strana 72). V nasledujuce;j ¢asti diskusie budi tieto
vysledky uvedené do kontextu s informaciami o Strukture jednotlivych izolovanych domén
YddV.?? Na tomto mieste je potrebné zdoraznit’, Ze prave predkladany typ $tadie plnodizkovej
formy proteinu YddV je kI'icovy pre pochopenie mechanizmu prenosu signdlu, pretoze Studie
izolovanych domén nezohl'adiiuji suvislosti vzajomného ovplyvnenia jednotlivych domén.??

Celkovy pohl'ad na deutera¢ny profil vSetkych troch stavov YddV je vel'mi podobny
(vid’ obrazok 23; 25; 27 na stranach 70; 71; 76). Narast Grovne deuteracie naprie¢ celou
sekvenciou proteinu YddV neprekonéava ani po dlhej dobe HD vymeny (180 minut) viac nez
45 % zcelkového potencidlu 100 % mozZnych vymien atomov vodika za deutérium
v detekovanych peptidoch. To méze vypovedat o kompaktnom priestorovom usporiadani
proteinu a najmé o malom rozsahu konformacnej flexibility v ¢ase. V krystalografickej stadii
izolovanej globinovej domény bolo naznaené, Ze dimerizacné rozhranie globinovych domén
je tvorené helixami G a H ako mierne asymetricky zvizok $tyroch helixov.?> HDX-MS data
aktivnych stavov neposkytli informaciu o helixe G. Helix H ,,pokryty* v prvej polovici
sekvencie potvrdzuje menej exponovanu oblast’ s malou zmenou konformécie v ¢ase o moze
zodpovedat’ charakteru dimerizacného rozhrania. C-koniec helixu H je pristupny solventu
a pravdepodobne tvori zadiatok spojenia s prostrednou MID doménou. Struktdra diméru
globinovych domén (vid’ obrazok 30, strana 87) obsahuje kratky helix Z na N-konci globinove;j
domény paralelne s helixom H jadra diméru a podla HDX-MS dat aj kryStalografickej
analyzy**> je spolu s malo exponovanym helixom B pomerne rigidnou &astou globinovej
domény. Helix B, ktory obsahuje aminokyselinu Tyr43 dolezitl pre stabilizaciu vazby kysliku
v aktivnom stave Fe?*-O (cit.”%), neukazuje vyraznej$i rozdiel medzi aktivnymi stavmi.
Najvyraznejsiu expoziciu solventu a najvicsiu flexibilitu konformacie mozno pozorovat’ v

slucke CE a N-koncovej oblasti helixu E. Helix E obsahuje aminokyselinu Leu65 nevyhnutnti
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pre stabilizaciu vazby kyslika branenim pristupu molekule vody do blizkosti distalnej oblasti
hemu v stave Fe?™-0,.7%"7 Tieto dve oblasti globinovej domény boli spolu so slu¢kou FG
a helixom C navrhnuté krystalografickou §tadiou ako najflexibilnejSie Casti globinovej domény
pravdepodobne ti¢astné na prenose signalu.?? Vyrazna dynamiku mozno vztiahnut hlavne na
slu¢ku CE, kde bol okrem celkovych zmien deuteracie pozorovany aj maly rozdiel v naraste
deutericie medzi obidvoma aktivnymi stavmi. V stave Fe?*-O» je zmena rychlejsia v kratsom
¢asovom useku a v stave Fe** je to o nieo pomal§ia postupna zmena v &ase. Z tychto vysledkov
mozno potvrdit, Ze slucka CE a N-koniec helixu E su najflexibilnejSie oblasti globinove;j
domény aj v pripade plnodizkového proteinu YddV $tudovaného v predkladanej diplomovej
praci. Proximalnou oblast’ou hemu prechadza druhd polovica helixu F s proximalnym ligandom
His98 a spominana slu¢ka FG.?>%* Boli pozorované zmeny deuterécie indikujiice solventu malo

pristupni oblast s pomalou zmenou konformacie v ¢ase, Co opit zodpoveda situdcii

22

pozorovanej v kryStalografickom experimente s izolovanou doménou.

Obrdzok 30: Struktira diméru izolovanej globinovej domény proteinu YddV v aktivnom stave Fe’*. Prevzaté

z databdzy PDB, kéd 4ZVA.*>%

Prostredna MID doména sa vyznacuje nizkou mierou ,,pokrytia®“ detekovanymi
peptidmi. Za zmienku stoji helix A, ktory podl'a krysStalografie tvori spolu s dlhym helixom E
rozhranie diméru MID domény (vid obrazok 31, strana 88).22 HDX-MS data potvrdzuju
validitu tohto tvrdenia vzh'adom na pociatocnt nizku uroven deuteracie, ktord sa pravidelnym
trendom v ¢ase meni, naznacujic vyznamné otvorenie kompaktného usporiadania prvej

polovice helixu A a pociato¢nej oblasti helixu E, pre ktora bolo dosiahnuté ,,pokrytie®.
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Obrazok 31: Struktiira diméru prostrednej MID domény proteinu YddV. Prevzaté z databdzy PDB, kéd 4ZVA.2>%

Diguanylatcyklazovd GGDEF doména pozostava z piatich vldkien antiparalelné¢ho -
skladaného listu (b1-b5) obklopenych piatimi helixami A-E.?? Tato doména zahffia niekol’ko
kl'acovych miest: aktivne miesto enzymu (374-378), primarne inhibi¢né miesto RSSD (365-
368) a sekundarne inhibi¢né miesto na konci helixu A, v strede s aminokyselinou Arg322.%2
Bolo navrhnuté, Ze inhibicné miesta GGDEF domény sprostredkuvaju inhibiciu enzymove;j
aktivity spatnou viazbou c-di-GMP bud’to alosterickym mechanizmom, alebo tvorbou interakcie
medzi inhibicnymi miestami GGDEF domény s naslednou enzymovo nevyhodnou
konformaciou diméru GGDEF domény.?* ,,Pokryta* ¢ast’ helixu A vritane Arg322 v ase meni
svoju hladinu deuteracie pravidelne indikujuc pomaltit zmenu konformacie. To moéZe
naznacovat, ze sekundarne inhibi¢né miesto je v aktivnych stavoch proteinu MBP-YddV
vol'nejSie a nepodlieha trvalej stabilizécii s inou €ast’ou proteinu. Druhd polovica nasledujticeho
vlakna b1, helix B a ¢ast’ helixu C boli charakterizované jedinym dlhym peptidom naznacujic
solventu pristupnejSiu pomaly sa meniacu oblast’. Toto potvrdzuje aj ich pozicia v Struktire
izolovanej GGDEF domény (vid’ obrazok 32, strana 90). Postavenie prostrednej Casti helixu C
je v kontraste s koncovymi oblastami helixu C pretoze je menej deuterovana a indikuje zakryta
poziciu. Tato informécia koreluje s modelom GGDEF domény, kde ponad stred helixu C
pre¢nieva N-koncova €ast’ domény pred zaciatkom helixu A a z druhej strany precnieva helix
D (vid’ obrazok 32, strana 90).2> C-koniec helixu C opit vystupuje smerom od centra domény
a spolu so sluc¢kou k vlaknu b2 tvori oblast’ s vy$§ou mierou deuteracie, ktora v stave Fe?"-O»
prudko narastd v intervale 30 sekind az 5 minut naznacujuc rychlu konforma¢nii zmenu a v

case 180 minut dosahuje prakticky najviac exponovanu oblast GGDEF domény. Tuto slucku
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medzi helixom C a vladknom b2 tvori primarne inhibi¢né miesto (vid’ obrazok 32, strana 90).
Podl'a uvahy by malo byt v aktivnhom stave bez naviazané¢ho c-di-GMP pristupné solventu
a ziskané informacie z HDX-MS oboch aktivnych stavov YddV tato uvahu podporuju.
V sekvencii nasledujuce vlakno b2 a najdolezitejSia oblast GGDEF domény, aktivne miesto
enzymu, tvorené sluckou medzi vldknom b2 a b3 (vid’ obrazok 32, strana 90 ) nebolo ,,pokryté
ziadnym detekovanym peptidom preto nemozno poskytnat’ Ziadne stanovisko k jeho polohe
a flexibilite. Dosiahnuté ,,pokrytie* pre nasledujuce vlakno b3 bolo mélo uspokojivé a zlozené
z vel'mi kratkych peptidovych fragmentov, ktoré vykazuja skokové zmeny trendu a znacny
Casovy ndrast deuteracie. Aj vzhl'adom na Struktirny model (vid’ obrdzok 32, strana 90), ktory
ukazuje, Ze vlakno b3 prechadza jadrom domény (okrem N-konca blizkeho aktivnemu miestu??)
usudzujem, ze tento vysledok plynici z HDX-MS nie je dostato¢ne reprezentativny. Presny
popis segmentu si vyZaduje lepsie ,,pokrytie” peptidmi. Helix D a -obratka na jeho C-konci st
podla HDX-MS pomerne exponované solventu, €o principidlne koreluje s kryStalovou
Struktirou izolovanej domény?? (vid' obrazok 32, strana 90), kde je helix D zobrazeny na
povrchu takze bola ocakdvana vysSia miera expozicie solventu. VIdkno b4 za obratkou
vykazuje dvojity charakter deuteracného profilu. Prva cast' je vyrazne konzervovana
a v dlhodobom intervale dosahuje narast deuteracie az o 20 % s rychlejSou zmenou v intervale
5 minut v stave Fe?*-O; a s postupnou pomal§ou zmenou v stave Fe**. Druh4 ¢ast’ vlakna b4 je
v stave Fe?*-O5 na pociatku deuterovand viac a nepodlieha vel’kej zmene konformécie, zatial'¢o
v stave Fe** pripomina pomali zmenu z niz3ej hladiny deuteracie. Zavere¢ny tisek GGDEF
domény tvori helix E a vldkno b5.%> Dva peptidy prekryvajiice sa na rozhrani helixu E a vlakna
b5 ukazuju, ze sa jedna o segment dobre pristupny solventu. VysSie uvedené hodnotenie
flexibility a expozicie Strukturnych oblasti aktivnych stavov proteinu YddV naznacuje zhodu
s niektorymi vlastnostami vyplyvajlicimi z kryStalografickej S$tadie izolovanych domén
YddV.22 Tato zhoda vSak nemdze byt na zaklade dosiahnutych vysledkov HDX-MS
povaZzovand za jednozna¢nu a dostatocne relevantni bez dalSieho vyskumu. Vzajomné
porovnanie obidvoch aktivnych stavov YddV ma iba teoreticky charakter nakol’ko je vac¢Sina
zmien medzi nimi na Urovni jednotiek percenta deuteracie ¢o u vacSiny detekovanych peptidov

nie je tmerné ani jednému celému ekvivalentu vymeneného atdmu vodika za deutérium.
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GGDEF aktivne miesto

Obrdzok 32: Struktira diguanylatcyklizovej GGDEF domény proteinu YddV. Prevzaté z databdzy PDB, kéd
47VG.22%

Vysledky porovnania inaktivneho stavu Fe?* s aktivnym stavom Fe?*-O, YddV priniesli
nasledujuce poznatky. Celkovy pohl'ad na porovnanie (vid’ obrazok 28, strana 77) ukazuje, ze
pozorované rozdiely su pod uroviiou deuteracie £ 4 %. V pripade vicSiny detekovanych
peptidov tieto zmeny urovne deuteracie nie su Umerné ani celému jednému ekvivalentu
vymeneného atomu vodika za deutérium potrhujuc nizku vypovedni hodnotu vysledkov.
I napriek tomu boli vysledky vyhodnotené s pokusom popisat’ zakladné trendy chovania
modelového proteinu. Vysledky naznacuji, 2¢ HDX profil neaktivneho stavu Fe? sa
v niektorych &astiach molekuly 1i§i od HDX profilu aktivneho stavu Fe?*-O,. Vramci tak
malych celkovych zmien moZno poukazat’ na zvySenl expoziciu helixov A, B a C, ktoré st
v pociato¢nom ¢asovom intervale viac deuterované v inaktivnom neZ v aktivnom stave Fe?'-
Os. Slucka CE a N-koniec helixu E boli oznacené za nejflexibilnejSie oblasti globinovej
domény aktivnych stavov. V inaktivnom stave su v intervale 60 minit menej deuterované a
interval 30 sekund je zhodny s aktivnym stavom Fe**-O,. Bolo naznadené, Ze v neaktivnom
stave Fe?" je tato oblast viac exponovana solventu ako v aktivnom stave Fe>" (cit.??). Preto bola
tato oblast’ porovnana aj so stavom Fe*" a toto tvrdenie sa ukazuje ako pravdivé pretoze v dase
30 sekind bola pozorovana o 6 % vysSia mieru expozicie slu¢ky CE a N-konca helixu E
v neaktivnom stave (data nezobrazené). Zaroven vSak nutno dodat, ze podobné rozdiely boli
sledované medzi obidvoma aktivnymi stavmi. Z toho vyplyva, Ze vysSia expozicia tejto

flexibilnej oblasti v neaktivhom stave Fe?' nie je signifikantnym prejavom neaktivneho
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proteinu YddV. DalSia zaujimava charakteristika, ktora bola naznadena je zvySenie miery
asymetrie rozhrania diméru globinovych domén v stave Fe** v porovnani so stavom Fe’*.
,Nepokryta“ sekvencia helixu G obmedzuje posudenie tohto tvrdenia. Vramci ,,pokrytej* ¢asti
helixu H stavu Fe?* boli pozorované malé zmeny mierne odlisného charakteru na jeho N- a C-
konci v rozsahu 2-3 % deuteracie v porovnani so stavom Fe** (data nezobrazené). Ziskané
vysledky vsak nie st dostato¢ne signifikantné na potvrdenie ¢i vyvratenie navrhovanej zmeny.

Porovnanie MID domény v stave Fe?" voéi stavu Fe?-O, naznacuje malé zmeny
v helixe A a E, ktoré maji tvorit’ dimerizaéné rozhranie.?? Najmi helix A v ,,pokrytej* oblasti
nadobuda kratkodobo viac otvoreni konforméciu v neaktivhom stave naznacujiic menej
kompaktné dimeriza¢né rozhranie.

V stave Fe?* bol na urovni GGDEF domény pozorovany viac deuterovany tsek helixu
A, vldkna b1, helixu B a helixu C v porovnani so stavom Fe**-O, naznacujuc kratkodobo menej
kompaktné usporiadanie. Nasledujuce primarne inhibi¢né miesto neaktivneho stavu YddV
vykazuje casovy pokles deuterdcie oproti aktivnemu stavu o v teoretickej rovine potvrdzuje
uvahu o tlohe inhibi¢ného miesta neaktivneho proteinu. O koncovej sekvencii GGDEF
domény stavu Fe?* tvorenej helixom D, vlaknom b4, helixom E a vlaknom b5 mozno tvrdit, Ze
je kratkodobo viac exponovana solventu a jednotlivé useky podliehaji konformacnej zmene
v mensSom rozsahu ako v aktivnom stave proteinu YddV. Ako bolo poukazané vo vysledkoch,
skokové zmeny pozorované na pomedzi vlakna b4 a helixu E nie st relevantnym obrazom
realnych zmien nakol'ko bola oblast’ vel'mi zle ,,pokrytd* kratkymi fragmentami peptidov.

Na zaver druhej casti diskusie mozno zhodnotit, Ze pilotny experiment HDX-MS
analyzy proteinu MBP-YddV priniesol vobec prvy predbezny pohl'ad na Struktirnu dynamiku
tohto proteinu. S cielom dosiahnutia relevantnejSich vysledkov bude v buducnosti potrebné
optimalizovat’ podmienky metody HDX-MS pre analyzu proteinu YddV a buda zvazované aj
odli$né pristupy pre objasnenie mechanizmu prenosu signalu zo senzorovej domény na funkénti

doménu.
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6 Zaver

Stanovené ciele diplomovej prace boli splnené. Predkladana diplomovéa praca sa

zaoberala Studiom mechanizmu prenosu signalu v pripade dvoch modelovych zastupcov

hemovych senzorovych proteinov:

1. Histidinkinaza AfGcHK s globinovou Struktirou senzorovej domény pochddzajica

z pddnej baktérie Anaeromyxobacter sp., kmen Fw109-5. V pripade tohto modelového

systému bola Studovana tloha aminokyseliny Y15 v procese prenosu signalu z globinovej

na funk¢ént doménu.

Boli uspesne pripravené Styri formy plazmidu pET21¢(+) s obsahom génu kdédujuceho
protein AfGcHK so zavedenou mutdciou aminokyseliny Y15 za aromatické
aminokyseliny fenylalanin, tryptofan a nearomatické aminokyseliny alanin a glycin.
Jednotlivé formy génu kdédujuceho protein  AfGcHK  boli  exprimované
v prokaryotickom systéme buniek E.coli BL-21 (DE3) a prislusné formy proteinu
AfGcHK (mutécia Y15) boli Uspesne izolované s vytazkom: Y15A (27,8 mg), Y15F
(29,3 mg), Y15G (3,4 mg), YI5W (11,7 mg) z 11 kultivaéného TB média.

Analyzou oligomérneho stavu plnodizkovych foriem proteinu AfGecHK (mutéacia Y15)
a izolovanych globinovych domén s obsahom rovnakych mutacii Y15 metédou gélovej
chromatografie bolo preukazané, ze aromaticky charakter postranného retazca
aminokyseliny Y15 je kI'icovy pre dimerizaciu globinovej domény proteinu AfGcHK.
Bolo preukézané, Ze proteiny AfGcHK s mutdciou Y15 za aromatické aminokyseliny st
enzymovo aktivne podobne ako enzym AfGcHK v prirodzenej forme. V kontraste s tym
bolo preukazané, Ze AfGcHK s pritomnost'ou nearomatickej aminokyseliny v pozicii 15

sa nevyznacuje enzymovou aktivitou.

2. Diguanylatcyklaza YddV (EcDosC) s globinovou Struktirou senzorovej domény pochadza

z baktérie E.coli. Tento hemovy senzor bol Studovany s dorazom na jeho Strukturnu

dynamiku v aktivnych a inaktivnom stave.

Bol uspesne produkovany protein MBP-YddV v prokaryotickom systéme E.coli

s vytazkom 19,3 mg proteinu z 11 kultivacného TB média.
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Boli uspesne pripravené vzorky dvoch aktivnych stavov proteinu MBP-YddV (i6n
7eleza hemu v oxidovanom stave Fe’" aidn Zeleza hemu v redukovanom stave
koordinovanom kyslikom Fe?*-O») ainaktivneho stavu (i6n Zeleza hemu
v redukovanom pentakoordinovanom stave Fe?") a boli analyzované metddou HDX-
MS.

Pilotnou analyzou $trukturnej dynamiky proteinu MBP-YddV pouzitim metody HDX-
MS bolo naznacené, ze YddV zaujima kompaktné priestorové usporiadanie s nizkou
mierou expozicie solventu as obmedzenym rozsahom Strukturnej flexibility. Boli
navzdjom porovnané deuteracné profily aktivnych stavov proteinu s neaktivnym stavom
proteinu YddV. Popisané rozdiely medzi jednotlivymi stavmi proteinu YddV sa ukézali
ako vel'mi malé avSak niektoré naznacené trendy zodpovedali zmenam pozorovanym

v pripade izolovanych domén daného proteinu v krystalografickej §tadii.??
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