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Abstrakt

Tato prace je zaméfena na stavbu a funkci prokaryotickych signalnich systému.
V bakteriich se nachazeji tfi typy signalnich systémi: jednokomponentové,
dvoukomponentové a tiikomponentové systémy. Tyto tfi systémy se od sebe lisi
zejména stavbou a poctem proteinti a domén, které jsou jejich soucasti. Zabyvala jsem
se zejména dvoukomponentovymi systémy u bakterii, i kdyz byl jejich vyskyt potvrzen
i u niz8ich ecukaryot. Prokaryotické dvoukomponentové systémy jsou hlavnimi
prostiedky, kterymi bakterie rozpoznavaji rizné podnéty z prostiedi a reaguji na né. U
bakterii jsou dosud popsany dva typy dvoukomponentovych systémi. Prvnim je
zakladni systém a druhym systém slozeny. Oba typy dvoukomponentovych systému
obsahuji dva nepostradatelné proteiny: histidin kinazu a odpovidajici regulator. Lisi se
vSak doménovou stavbou proteinti a mechanizmem ptenosu signalu. U zékladniho
systému pienos probihd ve dvou krocich, u slozeného celkem ve Ctyfech krocich. Vzdy
je vSak princip stejny, jde o pieneseni fosfatové skupiny z histidin kindzy na
odpovidajici regulator, ktery je timto signalem aktivovan a mtze regulovat transkripci
DNA.

Kli¢ova slova: proteinovy senzor, konformace proteinu, dvoukomponentovy systém,

histidin kindza, odpovidajici regulator



Abstract

This work focuses on a structure and a function of prokaryotic signal systems.
There are three types of signal systems in bacteria: one-component, two-component and
three-component systems. These three systems differ with respect to their structure and
number of protein components and domain. | have focused mainly on two-component
systems in bacteria despite their occurrence has been confirmed also in lower
eukaryotes. Prokaryotic two-component system are the main instruments which help
bacteria to differentiate between different stimuli from the environment and to react to
them. So far, there were described two types of two-component systems. The first one is
the basic system and the second one is the phosphorelay system. Both types of
two-component systems contain two indispensable proteins: histidine kinase and
response regulator. They are different with respect to their domain structure of proteins
and in a mechanism by which they transfer the signal. The signal transmission system
consists of two or four steps in case of the basis or phosphorelay systems, respectively.
The principle of the signal transmission is the same for both of them, a phosphate group
from the histidine kinase is transferred to response regulator. In such manner, response

regulator is activated by and is able to regulate the transcription of DNA.

Keywords: protein sensor, protein conformation, two-component system, histidine

Kinase, response regulator



1 Uvod

informace 0 vnéj$im prostiedi. V bakteriich je signal pfes membranu vét§inou prenesen
pomoci tzv. dvoukomponentovych systému, ty reguluji dilezité bunécné procesy nejen
U bakterii, ale i u archaea a u nékterych niz§ich eukaryotickych organismi, jako jsou
rostliny nebo houby. Bunécné procesy regulované pomoci dvoukomponentovych
systémii jsou rdzné, reguluji procesy od patogeneze nebo vyvoje bunky po
metabolismus nebo chemotaxi. V poslednich letech byly odhaleny stovky
dvoukomponentovych systémti. Na zakladé knock-out experimentti se zdaji byt nékteré
dvoukomponentové systémy nezbytné pro zivot bakterii. Dvoukomponentové systémy
(TCS) jsou pfitomny u vice nez 95% bakteridlnich organismu, jejichz genom byl
osekvenovan a mohly z néj byt TCS identifikovany (Reinelt 2003; Cho et al. 2006;
Cheung et al. 2010; Scharf 2010).

Kazdy dvoukomponentovy systém se sklada zhomodimerického histidin
kindzového receptoru a cytoplazmatického odpovidajiciho reguldtoru. Extracelularni
kinazova doména snima specificky signal, vedouci k autofosforylaci cytoplazmatické
domény a k pienosu fosfatové skupiny na jeji piibuzny odpovidajici regulator.
Fosforylovany odpovidajici regulator vyvolava bunéénou odpoveéd na puvodni signal
tim, ze aktivuje skupinu cilovych gena (Hoskisson et al. 2006; Cheung et al. 2010).

Cilem této prace je pohlédnout na nckteré dvoukomponentové systémy, které
jsou vyznamné z hlediska poznani jejich strategie pii napadeni hostitelské buriky, jejich
preziti v hostiteli, ale také z hlediska pochopeni mechanismli obrany hostitelské buiiky.
Na zaklad¢ téchto poznatki jsou pak zkoumany a objevovany nové druhy 1ékt, zejména
1€kt zalozenych na principu antimikrobialnich proteind, s jejichz pomoci se vyssi

eukaryota brani pfi napadeni bakteriemi.



2  Prokaryotické signalni systémy

2.1 Jednokomponentové systémy

Jednokomponentovy systém je tvofen jedinym proteinem. Ten ma (nejméng)
dvé specializované oblasti, jednu pro vstup a druhou pro vystup. V mnoha ptipadech
aktivovany odpovidajici regulator vystupuje jako transkripéni faktor s DNA vazebnou
vystupni doménou regulujici expresi gent spojenych s odpovédi na dany signal
(Marijuan et al. 2010). Jednokomponentové systémy se velmi ziidka vyskytuji jako
transmembranové proteiny na rozdil od dvoukomponentovych systémd, které jsou ve
vétsin€ pripadt transmembranové (Ulrich et al. 2005).

Jednokomponentové regulatory jsou evolu¢nimi predchtdci
dvoukomponentovych systémi. Modularni konstrukce jednokomponentovych systému
je jednodussi, nez u dvoukomponentovych systémi. Doména regulatori u
jednokomponentovych je zna¢né rozmanitéj$i nez u dvoukomponentovych systémii.
Jednokomponentové regulatory jsou mezi prokaryoty vice rozSifené nez
dvoukomponentové. Naproti tomu dvoukomponentové systémy chybi u mnoha druhi,
zejména u nékterych archaea. Kromé toho, archaeani dvoukomponentové systémy byly
pravdépodobné ziskany z bakterii horizontalnim genovym pifenosem. Analyzou 145
genomu prokaryot, bylo zjisténo, ze vétSina signalnich systému se sklada z jednoho
proteinu, ktery obsahuje vstupni a vystupni doménu, ale postrada fosfotransferové
domény typické pro dvoukomponentové systémy (Ulrich et al. 2005).

Jednokomponentové systémy jsou definovany jako bilkoviny, které obsahuji
znamé nebo predpokladané vstupni a vystupni domény, ale postradaji histidin kinadzu a
senzitivni doménu. Slozeni vstupnich a vystupnich domén jednokomponentovych
systétmi je obdobné jako u dvoukomponentovych systémi. Jednokomponentové
systémy vyuzivaji mnohem jednodussi pfenos signdlu nez dvoukomponentové systémy.
U jednokomponentovych systémt dojde Kknavazani ligandu, nasledné¢ nastane
konformaéni zména proteinu. Takto aktivovany protein muize regulovat transkripci
DNA (Obr. 1). Absenci histidin kindzy a odpovidajiciho regulatoru jsou vynechany
nekteré zbyteéné kroky, které jsou pro bunku energeticky naro¢né. Jednokomponentové
systémy jsou evolu¢né starsi, vice rozsitené mezi prokaryoty a maji vétsi rozmanitost
domén nez dvoukomponentové systémy (Ulrich et al. 2005).

Prikladem jednokomponentového systému je ROCR jednokomponentovy systém.

RocR polypeptid je reguladtorem katabolismu argininu. Skladda se z PAS domény
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(popsana nize v kapitole 2.2.1) a obsahuje ,,helix-turn-helix** (HTH) motiv v C-koncové
¢asti proteinu. HTH motiv se podili na interakci s upstream (proti proudu transkripce)

aktivujicimi sekvencemi (UAS) (Calogero et al. 1994).

One-component system

Input Qutput
domain domain
stimulus 5 —{ response
B. Subtilis

PAS HTH_8

2_—t

RocR

Obr. 1: Schéma jednokomponentového systému, kde je zndzornén Konkrétni piiklad ROCR
jednokomponentovy systém, patiici Bacillus subtilis a zahrnujici domény PAS a HTH 8. Pievzato z
(Marijuan et al. 2010)

2.2 Dvoukomponentové systémy

Dvoukomponentové signalizacni systémy jsou slozeny ze dvou proteini a Ctyf
domén: autofosforyla¢ni histidin kinazy citlivé Kk signalu (zvané také receptor nebo
transmitterovy protein) a piibuzného odpovidajiciho regulatoru (zvany také
transduktorovy protein), ktery Casto ptisobi jako transkrip¢ni faktor.

Histidin kinaza je obvykle transmembranovy protein obsahujici N-koncovou
senzorickou extracelularni doménu a C-koncovou transmitterovou cytoplazmatickou
doménu, lemovanou dvéma transmembranovymi Sroubovicemi a cytoplazmatickou
histidin kinazovou doménou (Reinelt 2003; Cheung et al. 2008a). Histidin kinazy maji
nékolik katalytickych aktivit. Mohou fungovat jako autokinazy, tedy fosforyla¢ni
enzymy, dale mohou slouzit jako fosfotransferazy, coz jsou enzymy katalyzujici pfenos
fosfatu z jedné domény na druhou, nebo mohou fungovat jako fosfatazy, tedy enzymy,
které proteiny defosforyluji. Dale katalyzuji pfenos fosfatu na jejich pfislusny
odpovidajici regulator a tedy i funkéni vysledky signalnich drah (Albanesi et al. 2009).

Odpovidajici regulator je obvykle dvou doménovy protein se zachovanou
N-koncovou regulaéni doménou a C-koncovou efektorovou doménou. Regulacni
doména odpovidajiciho regulatoru ma tii aktivity: interaguje s fosforylovanou histidin

kindzou a katalyzuje pienos fosforylové skupiny z histidin kindzy na vlastni



konzervovany aspartat. Druhou aktivitou tohoto proteinu je katalyza vlastni
autodefosforylace. Posledni aktivitou je regulace aktivity efektorové domény.
Efektorova doména vazbou na DNA vyvolava specifickou vystupni odpovéd’ (West et
al. 2001).

Ptenos fosfatové skupiny z histidin kinazy na odpovidajici regulator spousti
piepis gend, spusténi piepisu gent je reakci na vnéjsi signaly (Grigoroudis et al. 2007).
Vétsina histidin kinaz, které byly experimentalné studovany, je membranové vazana a
ma extracelularni vstupni doménu, zatimco vSechny odpovidajici regulatory jsou
lokalizovany v cytosolu. Vstupni doména senzorické histidin kindzy vnima signal
z okoli (obvykle je signalem mala molekula - ligand), coz vede k aktivaci histidin
kinazové domény, ktera autofosforyluje zbytek histidinu (Ulrich et al. 2005). Pii
autofosforylaci dochazi k odstépeni y-fosfatu z ATP (adenosintrifosfat) a jeho navazani
na histidin kindzu (Cheung et al. 2008b). Poté je fosfatova skupina pienesena na
piislusny zbytek aspartatu v pfijimaci doméné odpovidajiciho regulatoru. Fosforylace
odpovidajiciho regulatoru aktivuje vystupni doménu, ¢imz dojde k vazbé DNA na HTH
(helix-turn-helix) motiv. Nefosforylovany regulator je neaktivni a nedochazi zde tedy
k navazani DNA (Ulrich et al. 2005). Pfenos muze byt regulovan nebo zesilen pfidanim
dalSich moduli k pivodnim doméndm a zallenénim dopliikkovych bilkovin
oznacovanych jako konektorové (spojovaci) proteiny (Casino et al. 2010).

Na obrazku ¢ 2 je jako priklad uvedeno schéma EnvZ/OmpR
dvoukomponentového systému. EnvZ histidin kinaza/fosfataza v Escherichia coli
reaguje na zménu osmolarity v prostiedi fosforylaci transkripéniho faktoru OmpR, ktery
reguluje hladinu exprese vnéjsich membranovych porind OmpF a OmpC. EnvZ histidin
kinaza je trans-autofosforylovana na vysoce konzervovaném His-243 zbytku. Aby
mohlo k trans-autofosforylaci viitbec dojit, musi byt nejdiive vytvoien dimer ¢i oligomer
(Yang et al. 1991; Cai 2002). Fosfatova skupina je nasledné pfenesena na konzervovany
Asp-55 zbytek na odpovidajicim regulatoru OmpR. Fosforylovany OmpR (OmpR-P)
funguje jako transkripéni faktor ovladajici expresi genti pro hlavni membranové poriny
ompC a ompF. OmpC a OmpF tvoii péry ve vnéj$i membrané a umoziuji pasivni
difuze malych hydrofilnich molekul mensich nez 650 Da. Mnozstvi OmpR-P Vv bufice
ovlivituje piepis geni ompF a ompC. Pti slabé osmolarité je v bufice nizka hladina
OmpR-P, coz vyplyva z niz§iho poméru mezi kinazovou a fosfatazovu aktivitou EnvZ

proteinu a proto je podporovana transkripce genu ompF. Se zvysujicim se pomérem



mezi kinazovou a fosfatazovou aktivitou EnvZ proteinu v bunce se pii silné osmolarité
zvySuje i vyskyt OmpR-P, ¢imz dochazi k aktivaci prepisu genu ompC (Cai 2002).

V nésledujicich kapitolach budou probrany piiklady vybranych a dobre
prostudovanych dvoukomponentovych systémt. Nejdiive vSak budou popsany
jednotlivé domény, které se mohou vyskytovat ve struktufe histidin kinaz u
dvoukomponentovych systémi. Tyto domény maji rizné funkce, ale nejcastéjsi jejich

funkci je pfijem signalu z okoli bakterie, jsou tedy senzorickymi doménami histidin

kinaz.

Histidine kinase Response regulator

input  transmiter receiver  output

domain  domain domain  domain

stimulus L}—Mms-P 2> P-Asp)__)»—{__ > response
ATP ADP
EnvZ OmpR
input  transmiter receiver  output
g domain  domain domain  domain
Osmolarity HisP> P-AspY ) Transcription variation

ATP ADP

Obr. 2: Ptiklad dvoukomponentového systému u E. coli. Systém citlivy k osmotickému tlaku se
sklada z osmosenzoru HK (EnvZ) a transkripéniho faktoru RR (OmpR). Zmény v osmolarité jsou
vnimany N-koncovou doménou na EnvZ. Pievzato z (Kremling et al. 2004).

2.2.1 PAS, PDC a GAF domény dvoukomponentovych systému

Nazev pro PDC senzory vznikl zpocate¢nich pismen PhoQ/DcuS/CitA
senzorickych domén, u kterych byly PDC senzory poprvé identifikovany.
Charakteristicky PDC senzor za¢ina svoji strukturu N-koncovym a-helixem, ktery vede
do centralniho jadra proteinu. Jadro je tvofeno péti vzajemné antiparalelnimi B-listy,
které dohromady tvofi kostru celého proteinu. Obé strany tohoto centra lemuji dva
kratké helixy, které jsou charakteristické jak pro vSechny PDC domény, tak pro vSechny
PAS domény (Cheung et al. 2008a; Cheung et al. 2010).

Nazev PAS byl vytvofen z pocatenich pismen proteinti, ve kterych byla tato
doména poprvé nalezena, jsou to proteiny PER (period clock protein), ARNT (aryl
hydrocarbon receptor nuclear translocator), SIM (single-minded protein). PER a SIM

byly objeveny u rodu Drosophila a ARNT byl nalezen u obratlovci. U bakterii a
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archaca se PAS domény objevuji vyhradné ve dvoukomponentovych regulacnich
systémech, ale existuji 1 vyjimky, kdy se PAS doména vyskytuje
V jednokomponentovych regulacnich systémech (napt. RocR jednokomponentovy
systém). Toto plati pro vSechny dosud kompletné osekvenované bakterialni a archedlni
genomy u kterych byly PAS domény objeveny, ztoho Ize usoudit, Ze v jinych
systémech se ziejmé nenachazeji (Taylor et al. 1999; Marijuan et al. 2010). PAS
domény pfijimaji z okoli rizné podnéty, kterymi mize byt svétlo, kyslik, redoxni
potencial nebo energie (Taylor et al. 1999; Ayers et al. 2008). Strukturni jadro PAS
domén je stejné jako u PDC domén, sklada se z péti antiparalelné uspotfadanych B-listu,
tvoticich kostru celého proteinu. Déle obsahuje dalSi a-Sroubovice, které obklopuji
centralni B-listy. Na N-konci i na C-konci se nachazeji dalsi prodluzujici tiseky (Obr. 3).
N-konec je zodpovédny za vazbu transkripénich faktorti a C-konec, ktery je sekvencéné
homologni k histidin kinaze, je nutny pro navazani senzorického proteinu (Key et al.
2007; Moglich et al. 2009).

PAS domény jsou téméf vzdy kovalentné piipojeny k N-konci efektorové
(vystupni) domény, ale v nékolika malo piikladech se nachazeji na C-konec efektorové
domény. Zatim nebyl objeven piipad, ve kterém by byla PAS doména vlozena do
efektorové domény. Protein nemusi vzdy obsahovat jen jednu nebo dvé PAS domény,
ale mize obsahovat az Sest PAS domén, coz mu umoziuje lepsi citlivost k danym
signalim. Pokud ma protein vice jak jednu PAS doménu, nemusi se vzdy nachdzet
vedle sebe, mohou byt oddéleny néjakou jinou doménou nebo vice doménami (Vreede
2003; Moglich et al. 2009).

Prvni GAF domény byly nalezeny u bakterie Mycobacterium tuberculosis
v senzorickych doménach DosS a DosT. Nazev GAF senzorickych domén byl
poskladan z pocatec¢nich pismen téchto molekul cGMP-specific phosphodiesterases,
adenylyl cyclases, FhlIA. GAF jsou cGMP (3",5 cyklicky guanosin monofosfat) vazebné
domény. PAS a GAF domény si jsou evoluéné velice blizké (Ho et al. 2000). GAF
domény se skladaji ze Sesti antiparaleln¢ poskladanych p-listt, které se svym
uspofadanim podobaji uspotadani péti antiparalelnim B-listh v PAS doménach. Také
GAF domény maji po stranach centralniho jadra N- a C-koncové useky lemujici
centrum proteinu. Stejné jako u PAS domén, mize protein obsahovat vic GAF domén,
které Casto byvaji naskladany v fadé za sebou v cytoplazmatickych histidin kinazovych
senzorech (Moglich et al. 2009; Cheung et al. 2010).
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Obr. 3: Na obrazku A se nachazi strukturni znazornéni PAS domény NifL proteinu u bakterie
Azotobacter vinelandii, na obrazku B se nachazi topologicky diagram této PAS domény. Jadro této
domény je tvofeno péti antiparalelnimi B-listy oznacenymi jako AP, BB, G, HP a Ip (na obrazcich
vyznaeny fialovou barvou), dale jsou soucasti PAS domény ¢tyf a-Sroubovice oznacené jako Ca,
Do, Ea a Fa, které obklopuji centralni B-listy (na obrazcich vyznaceny hnédou barvou). Bilou
barvou je vyznafen N- a C-konec, které slouzi jako prodluzujici Giseky. Pfevzato z (Moglich et al.
2009).

2.2.2 Priklady dvoukomponentovych systémii

V této praci jsou podrobné popsany tii piiklady dvoukomponentovych systémd.
Konkrétné byly vybrany PhoP/PhoQ dvoukomponentovy systém, DcuS/DcuR
dvoukomponentovy systém a jako posledni CitA/CitB dvoukomponentovy systém. Tyto
tfi dvoukomponentové systémy patii mezi jedny z nejprozkoumanéjSich regulacnich
systému a zaroven obsahuji PAS, PDC a GAF domény, které byly popsany v predeslé
podkapitole 2.2.1.

2.2.2.1 PhoP/PhoQ dvoukomponentovy systém

Na tomto systému byl zkouman mechanismus dvoukomponentovych systémil
spojenych s virulenci bakterii. U Salmonella enterica PhoP/PhoQ fidi nékteré
fyziologické funkce, jako je preziti bakterie ve fagolysozomech makrofagl, a jiz
zminénou Virulenci bakterie. U této bakteric je PhoP/PhoQ systém propojen s dal§imi
dvoukomponentovymi systémy a spole¢né ovliviiuji regulatory transkripce. V tomto
diimysln€ propojeném systému hraje PhoP/PhoQ sytém dileZitou roli pfi vazbé

periplazmatickych iontfi, kterymi jsou Ca** a Mg®*. Sklada se z odpovidajiciho
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regulatoru PhoP a senzorické domény (histidin kinazy) PhoQ. PhoQ je integralni
protein se dvéma transmembranovymi doménami nachéazejici se u gramnegativnich
bakterii ve wvnitini cytoplazmatické membrané. Reaguje na zménu koncentrace
periplazmatickych iontd. Strukturnim rysem PhoQ senzorové domény je, Ze jedna
strana jeho povrchu je plocha a vysoce negativné nabitd. Tuto negativné nabitou cast
vyuziva k vazb& Ca?* nebo Mg?, které funguji jako ligand a vyvolavaji konformaéni
zmény, které ovliviiuji kindzovou nebo fosfatdzovou cCinnost histidin kindzy
(Waldburger et al. 1996; Beier et al. 2006; Cho et al. 2006; Choi et al. 2009).
Inaktivace tohoto regulatoru vede k utlumu virulence v organismu, k neschopnosti
bakterie prezit v makrofazich a ke zvySené nachylnosti k zabijeni antimikrobidlnimi
peptidy (Beier et al. 2006). Systém je aktivni v médiu S nizkou koncentraci
dvojmocnych kationtdi (napf. Ca®* a Mg®"), naopak v médiu s vysokou koncentraci
téchto kovu je jeho aktivita potlatovana. Dale je PhoP/PhoQ systém citlivy na pH nizsi
nez 5,5 a reaguje 1 na vysokou koncentraci antimikrobidlnich peptidii produkovanych
hostitelskymi buiikami.

Ke zvySeni koncentrace antimikrobidlnich peptidii dochazi pti fagocytdze bakterii
makrofagy (Cho et al. 2006; Mascher et al. 2006). Mnohobuné¢né organismy se brani
napadeni témito bakteriemi pomoci kationickych a anionickych antimikrobidlnich
peptidi. Anionické antimikrobidlni peptidy jsou malé, maji zaporny naboj a pro svoji
baktericidni aktivitu vyZaduji zinek. Tyto antimikrobialni peptidy byly objeveny
Vv jatrech, tenkém stfeve, plicich a v krevnim séru. Kationické antimikrobialni peptidy
jsou peptidy o velikosti mensi nez 50 aminokyselin a maji pozitivni naboj. Diky svému
naboji se mohou vazat na bakterialni membrany, které maji ndboj opacny. Po navazani
antimikrobialnich peptidi na povrch, dojde k jejich proniknuti do bunék a nasledné
dojde k jejich usmrceni. Smrt butiky nastane v dusledku naruseni syntézy DNA a RNA
a Vv disledku naruseni bakteridlni membrany. Bakteridlni membrana obsahuje velké
mnozstvi negativné nabitych fosfolipidi, diky nimz je bakteridlni bunka neomylné
rozpoznana antimikrobidlnimi peptidy od hostitelské. Bakterie odolné¢ vici
antimikrobidlnim peptidim ziskavaji svoji rezistenci upravou povrchu bunék a to
zejména Upravou lipidd a lipopolysacharidd, které provadi PhoP/PhoQ systém. (Heidari
et al. 2002; Reddy et al. 2004; Bader et al. 2005; Mascher et al. 2006).

Rist salmonely v prostiedi s nizkou koncentraci Mg®* je umoznén aktivovanou
formou odpovidajiciho regulatoru PhoP, ktery fidi expresi mgtA a mgtB geni, které

koduji pienasede pro Mg?*. V kyselém prostredi dochazi k expresi pagA, phoN a pmrD
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genl, které jsou regulovany PhoP proteinem a je tak umoznéno salmonele rist i
V nizkém pH. Dvoukomponentovy systém PhoP/PhoQ je schopen kromé piedeslych
genl ovladat aktivitu nékterych dalSich regulatorti napt. RstA/RstB dvoukomponentovy
systém, ktery se skladd z RstA odpovidajicitho regulatoru a RstB senzoru.
Fosforylovany PhoP regulator ovlivituje expresi genu rstA, ktery koduje RStA regulator.
RstA podporuje transkripci feoB genu, ktery kéduje FeoB prenasec zeleznatych iontl a
tim napomaha salmonele rist v kyselém prostredi s nizkou koncentraci zeleza (Choi et
al. 2009).

2.2.2.2 DcuS/DcuR dvoukomponentovy systém

Dalsim piikladem je DcuS/DcuR dvoukomponentovy systém, ktery se podili na
regulaci anaerobni fumaratové respira¢ni drahy u Escherichia coli (Cheung et al.
2008b). DcuS patii do rodiny CitA senzoru, které jsou specifické pro registraci
koncentrace dikarboxylovych a trikarboxylovych kyselin, mezi které patii napiiklad
fumarat, sukcinat, malat nebo vinan (Pappalardo 2003; Cheung et al. 2008b).
Periplazmaticka senzoricka DcuS doména u Escherichia coli a DctB u Vibrio cholerae
se podileji na regulaci transportu karboxylovych kyselin a na jejich metabolismu
(Cheung et al. 2008b). DcuS/DcuR dvoukomponentovy systém stimuluje expresi gend,
které koduji prenaseCe pro extracelularni karboxylové kyseliny a dale koduji enzymy
nezbytné pro katabolismus téchto kyselin. Jednim z hlavnich genti, které DcuS/DcuR
systém ovliviiuje, je dcuB gen, ktery koduje DcuB pienase¢ karboxylovych kyselin.
Gen dcuB je transkripcné aktivovan fosforylaci DcuR odpovidajiciho regulatoru, ktery
se fosforyluje v piitomnosti karboxylovych kyselin (Kneuper 2005).

DcuS je transmembranovy protein, ktery ma periplazmaticky uspotradany
senzorické domény. Periplazmatickda doména DcuS je slozena ze 140 aminokyselin.
Tato periplazmatickd doména je vloZzena mezi dvé hydrofobni transmembranové
Sroubovice DcuS proteinu. Dale obsahuje cytoplazmatické ¢asti, jako jsou coiled coil
domény, PAS domény a histidin kindzové domény. Struktura periplasmatick¢é domény
DcuS je znama, ale mechanismus vazby karboxylovych kyselin je stale nejasny,
pfestoze je znamo, Ze vazba karboxylovych kyselin je zprostfedkovana vodikovymi
mustky (Kneuper 2005; Cheung et al. 2008b). K vazb¢ karboxylovych kyselin dochazi
na N-konci periplazmatické vstupni domény. DcuR protein obsahuje na N-konci
pfijimaci doménu a na C-konci mé vystupni doménu, kterd obsahuje DNA vazebny

motiv ,.helix-turn-helix“, coz odpovidd typické skladbé odpovidajiciho regulatoru
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(Golby et al. 1999). DcusS se v useku od 42. do 181. aminokyseliny sklada ze smisené
a/B-struktury obsahujici centralni B-list lemovany po obou stranach a-helixy (Obr. 4).
Centralni B-list se sklada z antiparalelné uspotadanych B-listii ozna¢ovanych S1 az S5,
dale se zde nachazi nékolik a-helix, které jsou oznacovany jako H1 az H6. Na N-konci
se nachazi helixy H1, H2, H3a a H3b, na n¢ navazuje centralni jadro proteinu tvotrené
S1 az S5 B-listy, kdy mezi S2 a S3 jsou vlozeny H4, H5a a H5b a na C-konci se nachézi
posledni H6 helix (Cheung et al. 2008b).

Mezi dvoukomponetové systémy regulujici transport karboxylovych kyselin
patii i DctB/DctD dvoukomponentovy systém, ktery se nachazi v bakterii Rhizobium
leguminosarum. DctB je stejné jako DcuS transmembranovy kinazovy senzor, ktery je
citlivy na pritomnost dikarboxylovych kyselin jako je sukcinat. Periplazmaticka
senzorova doména se sklada ptiblizné z 270 aminokyselin, coz je témet dvakrat vice
nez u periplazmatické senzorové domény DcuS. Odpovidajici regulator DctD tidi

expresi dikarboxylatového DctA transportéru.

Obr. 4: Strukturni model DcuS. Prevzato z (Cheung et al. 2008b)

2.2.2.3 CitA/CitB dvoukomponentovy systém

CitA/CitB dvoukomponentovy systém u Klebsiella pneumoniae je dilezity pro
indukci gentl pro anaerobni katabolismus citratu (Kaspar et al. 1999). Citrat je vyuzivan
za anaerobnich podminek jako jediny zdroj uhliku a energie. Je katabolizovan
fermentaci na acetat, formiat a oxid uhli¢ity (Meyer et al. 1997). CitA je membranoveé

vazany kinadzovy senzor, ktery se skladd z periplazmatické domény lemované dvéma
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transmembranovymi helixy, spojovaci doménou a konzervovanou kindzou nebo
prenaseCovou doménou. Po navazani citratu na CitA dochazi k ptenosu y-fosfat z ATP
na odpovidajici regulator CitB (Kaspar et al. 1999). Odpovidajici regulator CitB ma
typickou podobu odpovidajiciho regulatoru. Ma pfijimaci doménu na N-konci a
efektorovou (zvanou téz vystupni) doménu na C-konci (Meyer et al. 1997).

Protein ptibuzny CitA z Klebsiella pneumoniae se nachazi i u Escherichia coli.
Stejné jako v K. pneumoniae se této systém oznacuje jako CitA/CitB dvokomponentovy
systtm. V E. coli funguje periplazmaticka doména senzorické kinazy CitA jako
vysokoafinni citratovy receptor. Dvoukomponentovy systém CitA/CitB u E. coli
reguluje expresi skupiny genti citCDEFXGT, kterda koduje synthetdzu citrat lyazy
(citC). Tento enzym je nutny k pfeméné enzymaticky neaktivni formy citrat lyazy na
formu aktivni. Dale geny citCDEFXGT koduji tii podjednotky (a, B, y) citrat lyazy
(citDEF), citrat lyaza katalyzuje $té€peni citratu na acetat a oxalacetat, ktery je nasledné
preménovan na sukcinat. Tyto geny dale koduji dva proteiny ziejmé zapojené do
biosyntézy protetické skupiny citrat lyazy (citXG) a ptrenase¢ (citT), ktery ovlada
citrat/sukcinatovy antiportr (Antranikian et al. 1982; Bott et al. 1994; Kaspar et al.
2002).

U CitA proteinu je znama zména konformace po navazani citratu. Takto popsanych
proteinii je velmi malo, proto je v této praci popsan podrobnéji. Pfi navazani citratu
dochazi ke konformaéni zméné CitA proteinu, kterd se projevi ohnutim centralniho
B-listu (Obr. 5). Vazba ligandu na periplazmatickou senzorickou doménu histidin
kinazy (HK) ma za nasledek strukturni zménu dimeru a naslednou transautofosforylaci
HK. V molekule s navazanym citratem je konec B-listu vytazen smérem k vazebnému
mistu pro citrat, které vaze ligand. To narusuje interakce mezi dvéma fetézci S4 a S5 a
zérovenn tahne C-konec nahoru od membrdny. Zmény jsou pienaSeny piimo na
transmembranové TM2 Sroubovice, coZ zpusobuje okamzity pfenos informace o vazbé
ligandu do konforma¢ni zmény proteinu a jak je wuvedeno vySe, dojede

k transutofosforylaci HK (Sevvana et al. 2008).
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Obr. 5: Strukturni model PAS domény monomeru CitA proteinu bez citratu (vlevo) a s navazanym
citratem (vpravo). Pievzato z (Sevvana et al. 2008).
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Obr. 6: Periplazmatickda PAS doména CitA proteinu, Stransmembranovymi helixy (TM) a jeji
model mechanizmu vytahovani TM2 Sroubovice z membrany po navazani citratu do vazebného
mista. Vlevo stav bez citratu, vpravo s navazanym citratem. Po navazéani citratu dojde ke
konformacni zméné (povytazeni TM2) a k prenosu signalu pfes membranu do cytoplazmy. Prevzato
z (Sevvana et al. 2008).
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2.3 Trikomponentové systémy

Ttikomponentovy  senzor  zahrnuje  typické  soucasti  bakterialniho
dvoukomponentového systému histidin kinazu a odpovidajici regulator a navic receptor,
ktery se u dvoukomponentovych systémui nevyskytuje. Na tento receptor je lokalizovan
vV membrané a navaze se na n¢j sloucenina (ligand) z vn€jSiho prostiedi (v uvedeném
piikladu jsou slouc¢eninami ATP, a-ketoglutarat nebo glutamat, viz nize) a nasledné
dojde k aktivaci receptoru. Po jeho aktivaci moduluje ¢innost histidin kinazy (Li et al.
2007).

Jako ptiklad tfikomponentového systému jsem vybrala NtrB/NtrC systém. NtrB
je cytoplazmaticky protein, ktery nema membrdanovou kotvu. Membrdnovd kotva
obvykle pfipojuje protein k membrané kovalentni vazbou. Nejcastéji jsou proteiny
piipojovany GPI kotvou (glykofosfatidylinositol), tato kotva vSak u NtrB chybi.
NtrB/NtrC systém zahrnuje receptor Py a dvoukomponentovy regulaéni systém slozeny
Z histidin proteinkinazy NtrB a odpovidajiciho regulatoru NtrC. P je trimer, ktery mtize
vazat ATP, a-ketoglutarat a glutamat. Vazbou jednoho z téchto tii ligandi, dojde ke
stimulaci Py, proteinu a k nasledné vazbé Pj na NtrB protein, ¢imz dojde k ovlivnéni
NtrB fosfotransferazové aktivity. Pfi nedostatku dusiku vyvolavd a-ketoglutarat
konformaéni zménu Vv Py, vznika optimalni konformace pro uridylaci. Py, je uridylovan
na Tyr-51 uridyl transferazou, vznika P;-UMP (UMP — uridine monophosphate). Pti
dostatku dusiku vaze glutamat, ktery inhibuje uridylaci. N-terminalni doména NtrB
pusobi jako receptor pro Py. NtrB protein poté fosforyluje NtrC protein pii nedostatku
dusiku, ale miize také fungovat jako fosfatdza a NtrC defosforylovat pii nizké hladiné
dusiku. NtrB katalyzuje fosforylaci a nasledn¢ aktivuje odpovidajici regulator NtrC
(Obr. 7) (Merrick et al. 1995; Zhang et al. 2005; Marijuan et al. 2010).

Odpovidajici regulator NtrC je dimericky protein, obsahujici domény vazajici
faktor 6>*. NtrC pisobi jako transkripéni faktor pro nifA, gInA a dalsi operony podilejici

se na fixaci a asimilaci dusiku (Zhang et al. 2005).
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Obr. 7: Ptikladem tiikomponentového systému na obrazku je systém regulace dusiku u
Entereobacteriaceae, Ntr systém. Zahrnuje receptor P, a dvoukomponentovy regulaéni systém
slozeny z histidin protein-kinazy NtrB a odpovidajiciho regulatoru NtrC. Pievzato z (Marijuan et al.
2010).
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3 Metody vyzkumu dvoukomponentovych systémi

Metody pro analyzu dvoukomponentovych systémul byly ptivodné vyvinuty v 80.
letech 20. stoleti ke studiu asimilace dusiku u bakterie Escherichia coli a ke studiu
chemotaxe u bakterii Escherichia coli a Salmonella enterica. V poslednich tficeti letech
bylo vyvinuto a zdokonaleno mnoho novych metod. Dnesni metody pro analyzu
dvoukomponentovych systémti se pouzivaji hlavné pro sledovani fosforylace a
defosforylace proteini s vyuzitim radioaktivnich 1 neradioaktivnich metod,
fluorescenéni metody slouzici k urCeni lokalizace dvoukomponentovych systémi
V bufice a analyza bioinformatickych databazi dvoukomponentovych systémua (Scharf

2010).

3.1 Fosforylace proteinti dvoukomponentovych systému radioaktivné znacenym
[y*°P]-ATP

Fosforylace proteini pomoci radioaktivné znaceného ATP je jednou
z nejdulezitéjsich metod vyzkumu TCS (two-component signal transduction system).
Pii této metod¢ se vyuziva smési, Ktera je ptfipravovana smichanim neradioaktivniho
ATP a radioaktivné znaceného ATP. Tato smés se smichava s purifikovanou histidin
kinazou, ktera ma zachovanu schopnost autofosforylace histidinového zbytku. Pokud je
zaroven zrovna piitomen purifikovany odpovidajici regulator, ktery ma schopnost
autofosforylace, dojde k pfenosu radioaktivni fosfaitové skupiny ze zbytku
histidinu histidin kinazy, na aspartatovy zbytek odpovidajiciho regulatoru. Poté se
proteiny rozdéli pomoci SDS elektroforézy a stanovi se mnozstvi fosforylovanych
proteinti pomoci autoradiografické analyzy (Noriega et al. 2008; Scharf 2010).

Fosforylace proteini je zavisla na mnoha riznych faktorech, mezi tyto faktory patii
napiiklad pH. Krom¢ pH jsou histidin kinazy zavislé naptiklad i na koncentraci ATP
(adenosintrifosfat) v roztoku. Histidin kinazy rtznych dvoukomponentovych systému
maji riznou afinitu k ATP, Ize to pozorovat i na ptikladu CheA proteinu (Noriega et al.
2008). Dale je pro autofosforylaci histidin kindzy nezbytna piitomnost sodnych iontu.
Pro fosforylaci a defosforylaci odpovidajicich reguldtorti jsou nezbytné dvojmocné

ionty, naptiklad hofe¢naté ¢i manganaté (Scharf 2010).
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3.2 Specializované fosforylac¢ni testy

3.2.1 Sledovani fosforyla¢nich reakci dvoukomponentovych systémii bez pouZiti
radioaktivniho fosforu
Existuje n&kolik riznych metod a postupt sledovéni fosforylace bez pouziti [*2P].

Piikladem je sledovani fosforylace CheY proteinu, ktery ma jeden tryptofan Trp-58
Vv blizkosti mista fosforylace Asp-57. Je zde vyuzito fluorescence tryptofanu, kdy je
pouzit jako sonda, ktera registruje fosforylaci CheY. V piipads pritomnosti Mg®*, acetyl
fosfatu, karbamoyl fosfatu a fosforamidatu (amidofosforitanového anionu (NHZPOg)Z')
dochazi ke =zhaseni fluorescence. Acetyl fosfat, fosforyluje protein CheY a dojde
k poklesu fluorescence tryptofanu. Pridanim CheZ lze zhaseni naopak zcela zastavit,
protoze se fosfat uvolni z CheY proteinu a navaze se na CheZ protein. Pfidavanim CheZ
se zvySi uvoliovani fosfatu z CheY a dojde K postupnému navyseni intenzity
fluorescence (Obr. 8) (Lucat et al. 1992). Nevyhoda této metody spocliva v jejim
omezeni pouze pro odpovidajici regulatory nesouci tryptofan v aktivnim misté. (Scharf

2010).
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Obr. 8: Zobrazeni intenzity fluorescence tryptofanu CheY proteinu jako funkce Casu sledovani
fosforylace CheY. Excita¢ni vinova délka byla 295 nm a intenzita fluorescence byla sledovana pri
346 nm. Reakce probihala za stalé teploty 20°C ve 100 mM Tris'HCI (pH 7), pied zahdjenim
pokusu byly do roztoku ptidiny 4 pM CheY a 8,8 mM MgCl,. Nasledné byl pokus odstartovan
vbod¢é A a byl pridavan acetyl fosfat jako zhasedlo v riznych koncentracich. V bodé A je vidét
moment piidani 1,2 mM acetyl fosfatu, v bodé¢ B bylo ptidano 2,4 mM acetyl fosfatu, v disledku
zhéseci reakce lze pozorovat pokles kiivky. V bodé C uz nebylo priddvano zhasedlo, ale CheZ
v koncentraci 26 nM, vbodé D 39 nM CheZ a vbodé E 92 nM CheZ. Od prvniho pfidani CheZ
v bod¢ C lze pozorovat nartst intenzity fluorescence az k ustaleni po poslednim ptidani v bod¢ E,
kdy je piivodni a znovudosazend intenzita fluorescence témét identicka (Lucat et al. 1992).
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3.2.2 Technologie ,,Fosfo-tag*
Pod nazvem fosfo-tag se ukryva komplexni sloucenina, kterd ve své struktuie

obsahuje dva dvojmocné kationty (Zn** nebo Mn?*). Oba kationty jsou od sebe
vzdaleny 3-4 A. Obecné se pro tuto slou¢eninu pouziva komeréni nazev ,,fosfo-tag*, jde
0 1,3-bis[bis(pyridin-2-ylmethyl)amino]propan-2-olato dizine¢naty komplex
s celkovym nabojem +3. Jak je uvedeno vyse, dvoumocny Kation zinku mize byt v této
slouc¢eniné nahrazen dvéma molekulami dvoumocného manganu. Na obr. 9 vilevo je
strukturni vzorec ,,fosfo-tag”“ molekuly, ktera ma vazebné misto mezi zine¢natymi
anionty volné a vpravo je tataz molekula, ale s navazanym fosfatem. U ,,fosfo-tag* byla
prokazana jeho selektivni interakce s fosforylovanymi peptidy nebo proteiny obsahujici
fosfoserinové, fosfothreoninové, fosfotyrosinové a fosfohistidinové zbytky (Kinoshita et
al. 2004; Kinoshita 2005; Barbieri et al. 2008).

Molekula fosfo-tag je dnes hojné vyuzivana ve spojeni s dal§imi metodami vyzkumu
membranovych struktur. Miize byt spojena s fluorescencni sondou, dale vyuzita v
chromatografii, gelové elektroforéze nebo v imunoblotovacich metodach (napt. Western
blot). Tato metoda je vSestranné vyuzitelna sledovani fosforylace odpovidajicich
regulatord, protoze nevyzaduje zadnou specifickou proteinovou strukturu (primarni,
sekundarni nebo terciarni) (Barbieri et al. 2008). Tyto metody vyuzivajici ,,fosfo-tag*
jsou podrobné popsany v pracovnich protokolech, které jsou dostupné na internetovych

strankach http://www.phos-tag.com.
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Obr. 9: Strukturni vzorec molekuly fosfo-tag s volnym vazebnym mistem (vlevo), strukturni vzorec
fosfo.tag molekuly s navazanym fosfatem ve vazebném misté (vpravo). Sumarni vzorec molekuly
fosfo-tag [Co7H20NOZn,]*". Pievzato z (Kinoshita et al. 2004).
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3.3 Dalsi fluorescen¢ni metody
Fluorescence se vyuzivd k pozorovani a studovani rtznych proteind, vcetné

proteinit dvoukomponentovych systémi. Naptiklad chemotaktické proteiny u E.coli
byly studovany pomoci fiize s fluorescenénimi proteiny. Nejcastéji vyuzivany zeleny
fluorescen¢ni protein (GFP) se pouziva ke studiu lokalizace, struktury a dynamiky
bilkovin u jednobunécnych organismii a také u jednobunécnych a mnohobuné¢nych
eukaryot (viz nize kapitola 3.3.1.). Dale se vyuzivaji jeho varianty: zluty fluorescencni
protein (YFP) nebo modrozeleny fluorescencni protein (CFP). Metodou vyuzivajici
fluorescenci je metoda FRET (fluorescence resonance energy transfer) pro méteni
proteinovych interakci, ktery se hojné vyuZivd k méfeni vzdalenosti mezi dvéma

fluoreskujicimi molekulami (Scharf 2010).

3.3.1 Zeleny fluorescenéni protein (GFP)
Zeleny fluorescenc¢ni protein (GFP) je fluorescencni molekula pochazejici z

meduzy Aequorea victoria. Jako prvni ho v roce 1961 izoloval japonsky védec
Shimomura, za tento objev mu byla v roce 2008 udélena Nobelova cena. GFP je protein
sestavajici se z 238 aminokyselin uspofadanych do struktury rigidniho B-soudku z 11
B-listt. Uvniti toho B-soudku se nachazi chromofor, ktery ma ve své struktuie sekvenci
tfi aminokyselin zodpovédnou za fluorescenci. Chromofor je diky pevné struktuie
B-soudku chranén pied vnéjSim prostiedim. Diky tomuto umisténi chromoforu je GFP
protein velice stabilni, dokaze odolat i mirnym denatura¢nim ¢inidlaim (Hebshi et al.
2007).

GFP ma excitacni maximum na vlnové délce 395 nm s vedlejSim excitacnim
vrcholem na 475 nm. Emisni maximum ma na 509 nm s vedlej$im vrcholem na 540 nm,
coz je oblast zeleného viditelného svétla. K vytvofeni fluoroforu, do kterych byl protein
importovan, potifebuje GFP kyslik, nepotfebuje protein aequorin jako je tomu v téle
meduzy, u které byl poprvé objeven (Hebshi et al. 2007).

Protein zna¢eny GFP proteinem se do bun¢k savcti nebo do celych organismi mutize
dostat pomoci plasmidové transfekce nebo virovou infekci. Gen pro GFP je pomérné
maly (714 bp), mize se tedy snadno integrovat do expresnich vektord, aniz by
vyznamné zvysil velikost vektoru. GFP se dale vyuZiva k znaceni transgennich zvitat,
napf. savel, neni pro né totiz toxicky a jejich organy nebo celé organismy s proteinem

zna¢enym GFP lze pozorovat pod UV nebo modrym svétlem. GFP se bézné vyuziva pti
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FRET (fluorescence resonance energy transfer), diky této technice se daji studovat
konformaéni zmény proteinli nebo interakce mezi dvéma proteiny (Hebshi et al. 2007).

Mutagenezi a genetickymi manipulacemi GFP byly vytvoifeny rtizné varianty GFP,
které jsou vhodnéjsi k fluorescenéni mikroskopii, nez divoky typ GFP. Zelena variant
GFP byla nejvice vyuzivana in vivo jako reportér, diky své odolnosti proti vybéleni a
vysokému kvantovému vytézku. NejnachyInéjsi k vybéleni je zluty fluorescencni
protein (YFP), Kkjeho vybéleni dochazi diky vysoké absorpci. Zelenomodry
fluorescen¢éni protein (CFP) ma naopak nizkou absorpci. Dale bylo spektrum barev
rozsiteno o dalsi zelené, azurové a modré proteiny, nejnovéjSim objevenym proteinem
je Cervené fluoreskujici protein DsRed pochazejici ze sasanky Discosoma striata, ktery
ma s GFP proteinem 25 % shodnych sekvenci (Patterson et al. 2001).

Vyzkum dvoukomponentovych systémil témito proteiny byl poprvé vyzkouSen na
chemotaktickém aparatu bakterie E. coli, konkrétné byl vyuzit YFP. YFP byl v pokusu
sfuzovan s chemotaktickymi proteiny CheY, CheZ, CheA a FliM. Nasledn¢ byla s jeho

pomoci ur¢ena lokalizace danych proteinti. Shrnuto v (Sourjik et al. 2002).
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Obr. 10: Tento graf znazorfiuje emisni spektra fluorescen¢nich proteint. Pofadi spekter zleva
doprava odpovida poradi nazvti v levém sloupci Tabulky 1. Pfevzato z (Patterson et al. 2001).

Extinction Quantum Excitation Enussion pH Bleachg

Residue coefficient yield peak peak dependence time
changes (ML em) (%) (nm) (nm) (EC30) (relative)
EBFP F64L, Y66H, Y145F 31,000 23 383 445 58 3
ECFP S63A, Y66W, ST24, 26,000 40 434 477 47 8
N14611 M153T, V163A
EGFP Fo4L, 63T 53,000 60 439 508 59 100
EYFP $63G, V68L, ST2A, T203Y 4,000 61 14 327 6.5 3
dsRed 72,300 68 358 383 43 143

Tabulka 1: Tabulka vlastnosti riznych fluorescenénich proteinu. P¥evzato z (Patterson et al. 2001).
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3.3.2 Metoda FRET

FRET (Fluorescence resonance energy transfer) je technika, ktera se vyuziva k
méfeni interakci mezi dvéma molekulami (napf. proteiny) oznacenymi dvéma rtiznymi
fluorofory donorem a akceptorem. Mezi excitovanym donorem a akceptorem
v zakladnim stavu dochazi k rezonan¢nimu pienosu energie, nedochazi mezi nimi
k pfenosu fotonu. FRET se pouziva ke studiu struktury a dynamiky biomolekul.
Z vysledki Ize ziskat informace o vzdalenostech mezi proteiny v fadech 10 az 100 A
(Wu et al. 1994; Berney et al. 2003; Piston et al. 2007)

FRET je elektrodynamicky jev, ke kterému dochazi mezi donorem v excitovaném
stavu a akceptorem ve stavu neexcitovaném (zakladnim). Akceptor nemusi mit
schopnost fluorescence, ale je dulezité, aby se piekryvalo emisni spektrum donoru a
absorp¢ni spektrum akceptoru. Piekryti spekter mlize byt popsano tzv. Fosterovou
vzdalenosti v nésledujici rovnici:

kr(r) = 1/to * (Rolr)°

kde Ro je Forsterova vzdalenost, kr(r) rychlost pienosu energie, r predstavuje
vzdéalenost mezi donorem a akceptorem, 7p je doba existence donora bez pienosu
energie. Rychlost pfenosu energie zavisi na rozsahu spektralniho piekryti emisniho
spektra donoru a absorpcéniho spektra akceptoru a na vzdalenosti mezi donorem a
akceptorem. Mezi donorem a akceptorem ptisobi dipdl-dipdlové interakce, orientace
dipolu také ovliviiuje rychlost pienosu energie. Pii pouziti FRET je dobré znat 1 jeho
G¢innost prenosu energie. Udinnost pienosu energie je podil absorbovanych fotont
donorem, které jsou ve forme rezonan¢ni energie pieneseny na akceptor. Tato ucinnost
se m&fi pomoci relativni intenzity fluorescence donora (Lakowicz 2006a; Lakowicz
2006b).

K méfeni FRET se pouZivaji dva riizné postupy. Prvnim je méfeni emise akceptoru,
kdy dochazi k excitaci donoru a k nasledné detekci emitovaného svétla akceptoru. Kdyz
dojde k pfenosu energie, emise donoru se snizi a naopak emise z akceptoru se zvysi.

Druhym postupem je cilené vyb&leni akceptoru (photobleaching) (Berney et al. 2003).
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4  Stavba senzorickych domén dvoukomponentovych systémi

4.1 Extracelularni senzorické domény

Extracelularni senzorické domény se skladaji ze dvou casti, kterymi jsou
N-koncova senzoricka periplazmatickd doména, lemovana po obou stranidch dvéma
transmembranovymi regiony (TMR1 a TMR2), na které navazuje C-koncova
pfenasecova (transmitter) cytoplazmatickd doména (Obr. 11). Pfenasecova doména se
sklada z H boxu, ktery obsahuje sekvence s konzervovanymi histidinovymi zbytky,
které mohou byt autofosforylovany a ktera konéi vysoce konzervovanymi kinazovymi
doménami. Hbox jesté navic velmi Casto obsahuje X box, ktery je tvofen dvéma
a-helixy, ty slouzi k dimerizaci domény (na obrazku znacena jako DHp nebo HisKA
doména). Dale prenaSeCova doména obsahuje katalytickou doménu, kterd v sobé
obsahuje konzervované motivy, N, D, F, a G boxy, které maji ve své sekvenci
konzervované aminokyselinové zbytky (na obrazku je tato doména znatena HATPase).
Tyto boxy ovliviiuji vazbu ATP a pravdépodobné také katalyzu a pienos fosfatu na
odpovidajici regulator. Katalytickd doména sdili strukturni homologii s ATP-vazebnymi
doménami typu topoisomeraz II (napt. DNA gyraza B). Mezi TMR2 (transmembrane
region) a pienaSeCovou doménou se muze nachazet spojovaci oblast ,linker region,
ktery muze byt také oznacovan jako HAMP doména (Wolanin et al. 2002; Mascher et
al. 2006). Tyto spojovaci oblasti jsou dulezité pro spravny pienos signalu, dale se
podileji na vazb¢é kofaktord, jako je FAD (flavin adenin dinukleotid). Spojovaci oblasti
mohou byt rozdéleny do nekolika skupin podle velikosti, mensi nez 40 aminokyselin,
60 — 80 aminokyselin a 130 — 170 aminokyselin a mohou mit analogickou strukturu
s transkripénimi faktory obsahujicimi strukturu HTH (Fabret et al. 1999; Stock et al.
2000; Wolanin et al. 2002).

Sensor Linker
Domain  Region

IBRTRIARTED| | IDESETE )
- —" Transmitter Receiver HPt
TMR1 TMRZ H X HNDFG o H
HisKA HATPase_C oy in bping bnases
(DHp)  (cataktic) [ phospharaiay)

Obr. 11: Znazornéni stavby extracelularni senzorické domény. Pievzato z (Mascher et al. 2006).
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4.2 Membranové senzorické domény

U membranovych senzorickych domén jsou nejdalezitéjsi  soucasti
transmembranové helixy, které vnimaji okolni podnéty. N-koncova vstupni doména
histidin kindz, které patfi do této skupiny, se sklddd z transmembranovych regionti
(TMR). Mezi TMR, které jsou slozeny z helixi, se nachazi nevyznamné spojovaci ¢asti
(linkery), nejspi§ bez funkce. Podle stavby a poctu helixd je mizeme rozdélit do
nékolika skupin (Obr. 12): 1) malé senzorické kinazy se dvéma TMR postradajicimi
vyznamny cytoplasmaticky linker (napf. histidin kinazy v systémech LiaS/LiaF,
BceS/BceR a dalsi jim podobné); 2) DesK teplotni senzor v systému DesR/DesK a jemu
podobné senzory se ¢tyfmi nebo péti TMR, ktery registruje membranovou fluiditu; 3)
senzor kinazy se Sesti TMR (napf. histidin kindza ze syst¢ému RegB/RegA a dalsi
podobné histidin kinazy); 4) histidin kindzy pro quorum-senzing se Sesti az deseti TMR,
které se nachazeji hlavné u grampozitivnich bakterii (napf. histidin kinazy v systémech
AgrC/AgrA, CombD/ComE, ComP/ComA nebo LuxN/LuxQ a dalsi histidin kinazy jim
podobné), 5) histidin kinazy sdvanacti az dvaceti TMR (napf. histidin kinazy
CbrA/CbrB nebo PutP/PutA a dalsi jim podobné) a 6) histidin kinazy s ,,neznamou
konzervovanou“ vstupni doménou se Sesti az osmi TMR (napf. n€které domény
MHYT-, MASE1-, 7TMR-DISM- a 5TMR-LYT a dalsi podobné domény) (Mascher et
al. 2006).

LiaS-/BeeS-like H-E-E>
DesK-/CorS-like HHY e =
RegB-/AgrC-/ComD-like HHH BB
coneie  1OHHIH—E-B>
e AHHI—E-/
conie  HHHHHHHHI—E&>
urne R HHHHHE -
MHYT domain E-E]-t>/
MASE1 domain (UnpB-iike) = |-E+-E/
7TMRDISM domain e [Ies oo/
5TMR-LYT (LytS-like) HEH- - Eb>

I l 1 1 I 1 I I 1 I 1

1000 500 0

Obr. 12: Stavba senzorickych domén vestavénych do membrany. Modrymi obdélniky jsou znaceny
transmembranové helixy, zelené jsou znazornény histidin kindzy a HATPasy (histidine kinase-type
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ATPase catalytic domain), které jsou pro lepsi znazornéni dost zjednodusené. Prevzato z (Mascher et
al. 2006).

4.3 Cytoplazmatické senzorické domény

Jiz zndzvu je ziejmé, ze cytoplazmatické senzorické domény histidin kindz se
nachdzi v cytoplazmé. Signal ptijimaji z cytoplazmy nebo z cytoplazmatické strany
membrany. VSechny tyto histidin kindzy maji ve své struktufe zabudované PAS
domény, nékteré maji navic i GAF doménu. Senzorické proteiny mohou byt n€kolika
typt: 1) histidin kinazy ukotvené do membrany membranovou kotvou s volnym
cytoplazmatickym C-koncem nebo histidin kindzy ukotvené do membrany s volnym
cytoplazmatickym N-koncem (napf. histidin  Kinazy v systémech KdpD/KdpE,
ArcB/ArcA, FixL/FixJ a dalsi histidin kinazy podobné témto). Histidin kinazy pattici do
prvni skupiny maji jako jediné ve své struktufe dva az Ctyfi TM helixy. Ostatni histidin
kinazy patfici do druhé a tfeti skupiny TM helixy nemaji. 2) cytoplazmatické senzorické
proteiny asociované S integralnimi membranovymi proteiny (napf. histidin kinaza
v systému CheA/CheY a této dalsi podobné histidin kindzy); 3) histidin kinazy trvale
lokalizované Vv cytoplazmé bez vazby na membranu (napi. histidin kinazy v systémech

NtrB/NtrC, KinA a dal$i podobné histidin kinazy) (Mascher et al. 2006).
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5 Mechanismus prenosu signalu u dvoukomponentovych systémi

Typicka HK obsahuje extracelularni senzorickou doménu, na jejimz N-konci se
nachazi usek lemovany dvéma transmembranovymi helixy (TM1 a TM2) a dale
intracelularni dimeriza¢ni doménu fosforylace histidinu (DHp) a C-koncovou doménu.
Piijimaci domény HK kinaz (histidine kinase) a RR (response regulator) jsou vysoce
konzervovany v potadi nukleotidli a terciarni struktute, také zakladni mechanismy
transdukce jsou zachovany (Zhang et al. 2010).

Propojeni mezi senzorem a kinazovou doménou umoziuje t€émto proteinim pienos
signalu pfes membranu do cytoplasmy, spoustéji navazujici kaskadu, ktera zahrnuje
autofosforylaci konzervovaného histidinového zbytku v ramci kinazové domény a
nasledny pienos fosfatové skupiny na zbytek aspartatu na piislusném RR (Reinelt
2003). Mechanismus je popsan v nasledujicich tfech reakcich. Kaskada zacina
autofosfotylacni reakci, kdy je odStépen y-fosfdt z ATP a je navazan na histidinovy
zbytek na histidin kindze, nasleduje fosfotransferdzova reakce a po ni defosforylaéni
reakce. V defosforylaéni reakci dochazi k uvolnéni fosfatu v reakci hydrolyzy vody.
Viechny tfi reakce ke svému b&hu nutn& vyzaduji dvojmocné kationty (Mg?*) (Stock et
al. 2000).

1. Autofosforyla¢ni reakce: HK-His + ATP «» HK-His~P + ADP
2. Fosfotransferova reakce: HK-His~P + RR-Asp <« HK-His + RR-Asp~P
3. Defosforyla¢ni reakce: RR-Asp~P + H,0 < RR-Asp + P;

5.1 Prenos signalu u dvoukoponentovych systémii

Pfenos signalu je spusStén fosforylaci histidin kinazy y-fosfatem pochéazejicim
z ATP. Fosforylaci zprostfedkovava C-koncova katalyticka doména, ktera vaze ATP a
fosforyluje histidin na dimeru histidin kindzové domény. Fosfat je poté prenesen
z histidinu na aspartatovy zbytek, ktery se nachazi v piijimaci doméné odpovidajiciho
regulatoru. Fosforylace odpovidajiciho regulatoru vyvola zmény v jeho konformaci
(Casino et al. 2010). Vétsina odpovidajicich regulatori obsahuje jen jednu DNA
vazebnou doménu fungujici jako efektorovd doména. Efektorovd doména tidi vazbu
odpovidajiciho regulatoru na DNA a mulZe se aktivné zapojovat do jeho dimerizace.
Fosforylaci této domény dochazi k dimerizaci pfijimaci domény odpovidajiciho
regulatoru a K naslednému zvySeni vazby DNA k DNA vazebné doméné a Kk aktivaci

transkripce DNA. Dimeriza¢ni doména se obvykle nachazi v N-koncové pfijimaci
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doméné a to v 04-B5-a5 oblasti (Obr. 13). Podle orientace a4-B5-a5 oblasti a povrchi
zapojenych do interakce Ize urcit stavbu a konformaci dimeru odpovidajiciho regulatoru
(Obr. 13). Nejcastéji se vyskytuje struktura, kdy je dimer vytvoien ze dvou
podjednotek, které se dotykaji celou svoji oblasti a4-B5-a5 a jsou k sobé orientovany
paralelné¢ (Obr. 13 — dimer 4-5-5). Tento dimer je typicky pro aktivované piijimaci
domény odpovidajicich regulatori OmpR nebo PhoB. Kromé toho typu dimerizace se
vyskytuji dal$i tii typy dimerizace odpovidajicich regulatord. Tyto dimery maji mezi
svymi podjednotkami mensi kontaktni plochy. Dale v sobé¢ maji dals$i Sikmo umisténé
sekundarni strukturni prvky, jsou k sobé ptilozeny antiparalelné a jejich dimerické
podjednotky jsou obracené (Obr. 13 — invertovany 4-5-5 dimer). Dale se u nékterych
Systému objevuje dimer B5-a5, 1ze ho najit u odpovidajiciho regulatoru HupR (Obr. 13
— dimer 5-5). Posledni variantou dimerizace je o4-B5 dimer, ktery se nachazi u
odpovidajiciho regulatoru FixJ (Obr. 13 — dimer 4-5). Diky a5 Sroubovici jsou tyto
struktury celkové velmi plastické, umoziuje jim vytvafet dalsi stabilizujici interakce

s riznymi proteiny (Gao et al. 2009; Gao et al. 2010).

@
5-5 dimer
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Inverted 4-5-5 dimer 4-5 dimer

Obr. 13: Znazornéni ruznych zpusobti dimerizace piijimacich domén odpovidajich regulatord.
Cervené jsou na obrazku vyznaceny aspartatové zbytky. Pievzato z (Gao et al. 2010).
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5.2 ,Zakladni“ a sloZzeny (fosforelay) systém pi‘enosu signalu

Zakladnim systém pifenosu signidlu je mySlen systém, ktery se sklada
Z membranové vazané histidin kinazy, kterd obsahuje senzorickou doménu, dva
transmembranové helixy, dimerizaéni histidinovou doménu a katalytickou doménu pro
ATP, a z odpovidajiciho regulatoru, ktery obsahuje pfijimaci doménu a efektorovou
doménu. Mechanismus pienosu signdlu zakladniho systému byl popsan v ptedeslych
kapitolach, zde je popsan mechanismus slozené drahy, tzv. fosforelay systému (Casino
et al. 2010). Slozeny systém bakterie nejcastéji vyuzivaji pfi fizeni bunééného cyklu
nebo sporulace. Tyto systémy byly nalezeny také u nizSich eukaryot, napi. u
Dictyostelium discoideum z odd¢leni Mycetozoa (hlenky), a u rostlin, napt. u
Arabidopsis thaliana z oddéleni Magnoliophyta (krytosemenné rostliny). Slozeny
regulatorit a domén, které se nachazeji na témze proteinu. Histidin kindza obvykle
obsahuje Hpt doménu (His-containing phosphotransfer domain) a REC doménu na
obrazku je oznaCena jako ,,.D* (receiver domain), ktera je podobna REC doméné
odpovidajiciho regulatoru. K ptenosu signalu dochazi postupnou fosforylaci ve ¢tyfech
krocich (Obr. 14b), z HK domény na REC doménu, nasledn¢ je signal pifenesen na Hpt
doménu a poté na odpovidajici regulator (HK-REC-Hpt-RR), dochazi tedy k pfenosu
fosfatu v poradi His-Asp-His-Asp (Hoch 2000; Cotter 2003; Csikasz-Nagy et al. 2010).
U né&kterych patogennich prokaryot reguluji virulenci, napt. u Bordetella pertusis, nebo
u eukaryotnich kvasinek a hub, napt. u Candida albicans nebo Aspergillus fumigatus,
dale mohou ovliviiovat reakce na stres napi. u Bacillus subtilis, kde reguluji proces
sporulace, nebo signalizaci cytokinint (Stephenson et al. 2002; Csikasz-Nagy et al.
2010). Studium signalizace slozeného systému je velmi obtizné na rozdil od studia
zékladniho ptenosu signalu. K popsani téchto systémti je potfebna podrobna geneticka a
biochemicka analyza. Je znamo, ze fosforylovany histidin a aspartat maji ve slozeném
systému mnohem horsi stabilitu, dal$im problémem je slozity vyvoj protilatek, které by
umoznily fosfohistidinové a fosfoaspartatové znaceni. Tyto piekdzky stoji v cesté
podrobnému studiu slozitych systému a také vyvoji 1€k, proti virulentnim bakteriim

s témito systémy (Thomason et al. 2000).
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Obr. 14: Porovnani ptrenosu fosfatu z histidin kindzy na odpovidajici regulator mezi zakladnim a
slozit&j§im systémem. Na prvnim schématu (A) je zakladni systém, kdy je fosfat pienesen z histidinu
histidin kindzy na aspartat odpovidajiciho regulatoru. Tento systém je typicky pro EnvZ/OmpR a
PhoQ/PhoP dvoukomponentové systémy. Na druhém schématu (B) je znazornén pienos fosfatu ve
sméru histidin-aspartat-histidin-aspartat. Tento systém je typicky naptiklad pro BvgS/BvgA
dvoukomponentovy systém u Bordetella pertussis. Prevzato z (Calva et al. 2006).



6 Zavér

Dvoukomponentové systémy jsou soucasti signalnich drah nejen u bakterii, ale i u
nizSich eukaryot a rostlin. Umoznuji bunice vnimat zmény v jejim nejblizSim okoli a
reagovat na né. Reakci na tyto okolni zmény buiika dokadze ovliviiovat svoje
fyziologické funkce, bunéény cyklus a nékteré biochemické drahy. U bakterii jsou tyto
systémy zapojeny i do regulace virulence ¢i do mechanizmu sporulace.

Prestoze je fada dvoukomponentovych systémt podrobné pospana a prostudovana,
stale je jich v porovnani se vSemi existujicimi systémy zanedbatelné mnozstvi. Nadale
nejsou zodpovézeny nékteré otazky u zakladnich systémt, napiiklad regulace v ramci
jednotlivych cest. PiredevSim se ¢eka na odhaleni nékterych vlastnosti sloZenych
systémi. U téchto slozenych systému napiiklad stale chybi plné pochopeni jejich
regulacnich schopnosti. Dale nebyla zcela popsana signalizace propojeji mezi
komponenty slozeného systému. Studium slozenych systémi je velmi naro¢né a u
vétSiny je k pochopeni téchto systémi nutna rozséhla geneticka a biochemické analyza.
Piesto je popsani téchto systému velmi dulezité - vzhledem k tomu, Ze se tyto systémy
nenachdzeji u vyssich eukaryot, mohly by byt zakladem pro vyvoj novych 1€ka.

U dvoukomponentovych systému je toho tedy jest¢ mnoho k jejich dokonalému
pochopeni, hlavné¢ k pochopeni jejich mechanizmii a propojeni jejich signalizace

Vv riznych fyziologickych situacich.

33



Seznam pouzité literatury

Albanesi, D., M. Martin, F. Trajtenberg, M. C. Mansilla, A. Haouz, P. M. Alzari,
D. de Mendoza and A. Buschiazzo (2009). "Structural plasticity and catalysis
regulation of a thermosensor histidine kinase." Proceedings of the National Academy of
Sciences 106(38): 16185-16190.

Antranikian, G. and G. Gottschalk (1982). "Copurification of Citrate Lyase and
Citrate Lyase Ligase from Rhodopseudomonas gelatinosa and Subsequent Separation of
the Two Enzymes." European Journal of Biochemistry 126(1): 43-47.

Ayers, R. A. and K. Moffat (2008). "Changes in Quaternary Structure in the Signaling
Mechanisms of PAS Domains." Biochemistry 47: 12078-12086.

Bader, M. W., S. Sanowar, M. E. Daley, A. R. Schneider, U. Cho, W. Xu, R. E.
Klevit, H. Le Moual and S. I. Miller (2005). "Recognition of Antimicrobial Peptides
by a Bacterial Sensor Kinase." Cell 122(3): 461-472.

Barbieri, C. and A. Stock (2008). "Universally applicable methods for monitoring
response regulator aspartate phosphorylation both in vitro and in vivo using Phos-tag-
based reagents.” Analytical Biochemistry 376(1): 73-82.

Beier, D. and R. Gross (2006). "Regulation of bacterial virulence by two-component
systems."” Current Opinion in Microbiology 9(2): 143-152.

Berney, C. and G. Danuser (2003). "FRET or No FRET: A Quantitative Comparison.”
Biophysical Journal 84(6): 3992-4010.

Bott, M. and P. Dimroth (1994). "Klebsiella pneumoniae genes for citrate lyase and
citrate lyase ligase: localization, sequencing, and expression.” Molecular Microbiology
14(2): 347-356.

Cai, S. J. (2002). "EnvZ-OmpR Interaction and Osmoregulation in Escherichia coli.”
Journal of Biological Chemistry 277(27): 24155-24161.

Calogero, S., R. Gardan, P. Glaser, J. Schweizer, G. Rapoport and M.
Debarbouille (1994). "RocR, a Novel Regulatory Protein Controlling Arginine
Utilization in Bacillus subtilis , Belongs to the NtrC/NifA Family of Traanscriptional
Activators." Journal of Bacteriology 176 (5): 1234-1241.

Calva, E. and R. Oropeza (2006). "Two-Component Signal Transduction Systems,
Environmental Signals, and Virulence.” Microbial Ecology 51(2): 166-176.

Casino, P., V. Rubio and A. Marina (2010). "The mechanism of signal transduction
by two-component systems." Current Opinion in Structural Biology 20(6): 763-771.

Cotter, P. (2003). "Phosphorelay control of virulence gene expression in Bordetella."
Trends in Microbiology 11(8): 367-373.

34



Csikasz-Nagy, A., L. Cardelli and O. S. Soyer (2010). "Response dynamics of
phosphorelays suggest their potential utility in cell signalling.” Journal of The Royal
Society Interface 8(57): 480-488.

Fabret, C., V. A. Feher and J. A. Hoch (1999). "Two-Component Signal Transduction
in Bacillus subtilis: How One Organism Sees Its World." Journal of Bacteriology
181(7): 1975-1983.

Gao, R. and A. M. Stock (2009). "Biological Insights from Structures of Two-
Component Proteins." Annual Review of Microbiology 63(1): 133-154.

Gao, R. and A. M. Stock (2010). "Molecular strategies for phosphorylation-mediated
regulation of response regulator activity.” Current Opinion in Microbiology 13(2): 160-
167.

Golby, P., S. Davies, D. J. Kelly, J. R. Guest and S. C. Andrews (1999).
"Identification and Characterization of a Two-Component Sensor-Kinase and Response-
Regulator System (DcuS-DcuR) Controlling Gene Expression in Response to C4-
Dicarboxylates in Escherichia coli.” Journal of Bacteriology 181(4): 1238-1248.

Grigoroudis, A. I, C. A. Panagiotidis, E. E. Lioliou, M. Vlassi and D. A. Kyriakidis
(2007). "Molecular modeling and functional analysis of the AtoS-AtoC two-component
signal transduction system of Escherichia coli.” Biochimica Et Biophysica Acta-General
Subjects 1770(8): 1248-1258.

Hebshi, L. D., B. M. Angres, X. L. Li and S. R. Kain. (2007). "Green Fluorescent
Protein." ENCYCLOPEDIA OF LIFE SCIENCES, from www.els.net.

Heidari, M., A. Hamir, C. R. Cutlip and K. A. Brogden (2002). "Antimicrobial
anionic peptide binds in vivo to Mannheimia (Pasteurella) haemolytica attached to
ovine alveolar epithelium.” International Journal of Antimicrobial Agents 20(1): 69-72.

Ho, Y. S. J., L. M. Burden and J. H. Hurley (2000). "Structure of the GAF domain, a
ubiquitous signaling motif and a new class of cyclic GMP receptor.” EMBO JOURNAL
19(20): 5288-5299.

Hoch, J. (2000). "Two-component and phosphorelay signal transduction.” Current
Opinion in Microbiology 3(2): 165-170.

Hoskisson, P. A. and M. I. Hutchings (2006). "MtrAB-LpgB: a conserved three-
component system in actinobacteria?" Trends in Microbiology 14(10): 444-449.

Cheung, J., C. A. Bingman, M. Reyngold, W. A. Hendrickson and C. D.
Waldburger (2008a). "Crystal Structure of a Functional Dimer of the PhoQ Sensor
Domain." Journal of Biological Chemistry 283(20): 13762-13770.

Cheung, J. and W. A. Hendrickson (2008b). "Crystal Structures of C4-Dicarboxylate

Ligand Complexes with Sensor Domains of Histidine Kinases DcuS and DctB." Journal
of Biological Chemistry 283(44): 30256-30265.

35


http://www.els.net/

Cheung, J. and W. A. Hendrickson (2010). "Sensor domains of two-component
regulatory systems.” Current Opinion in Microbiology 13(2): 116-123.

Cho, U. S., M. W. Bader, M. F. Amaya, M. E. Daley, R. E. Klevit, S. I. Miller and
W. Xu (2006). "Metal Bridges between the PhoQ Sensor Domain and the Membrane
Regulate Transmembrane Signaling.” Journal of Molecular Biology 356(5): 1193-1206.

Choi, E., E. A. Groisman and D. Shin (2009). "Activated by Different Signals, the
PhoP/PhoQ Two-Component System Differentially Regulates Metal Uptake.” Journal
of Bacteriology 191(23): 7174-7181.

Kaspar, S. and M. Bott (2002). "The sensor kinase CitA (DpiB) of Escherichia coli
functions as a high-affinity citrate receptor.” Archives of Microbiology 177(4): 313-
321.

Kaspar, S., R. Perozzo, S. Reinelt, M. Meyer, K. Pfister, L. Scapozza and M. Bott
(1999). "The periplasmic domain of the histidine autokinase CitA functions as a highly
specific citrate receptor.” Molecular Microbiology 33(4): 858-872.

Key, J., M. Hefti, E. B. Purcell and K. Moffat (2007). "Structure of the Redox Sensor
Domain of Azotobacter Vinelandii NifL at Atomic Resolution: Signaling, Dimerization,
and Mechanism." Biochemistry 46(12): 3614-3623.

Kinoshita, E. (2005). "Phosphate-binding Tag, a New Tool to Visualize
Phosphorylated Proteins.” Molecular & Cellular Proteomics 5(4): 749-757.

Kinoshita, E., M. Takahashi, H. Takeda, M. Shiro and T. Koike (2004).
"Recognition of phosphate monoester dianion by an alkoxide-bridged dinuclear zinc(ii)
complex.” Dalton Transactions(8): 1189.

Kneuper, H. (2005). "The Nature of the Stimulus and of the Fumarate Binding Site of
the Fumarate Sensor DcuS of Escherichia coli.” Journal of Biological Chemistry
280(21): 20596-20603.

Kremling, A., R. Heermann, F. Centler, K. Jung and E. D. Gilles (2004). "Analysis
of two-component signal transduction by mathematical modeling using the KdpD/KdpE
system of Escherichia coli." Biosystems 78(1-3): 23-37.

Lakowicz, J. R. (2006a). Principles of Fluorescence Spectroscopy. Fourth Edition.
Kluwer Academic: Plenum Publishers, 2006a. 954 p. 443-475.

Lakowicz, J. R. (2006b). Principles of Fluorescence Spectroscopy. Fourth Edition.
Kluwer Academic: Plenum Publishers, 2006b. 954 p. 13-14.

Li, M., Y. Lai, A. E. Villaruz, D. J. Cha, D. E. Sturdevant and M. Otto (2007).

"Gram-positive three-component antimicrobial peptide-sensing system." Proceedings of
the National Academy of Sciences 104(22): 9469-9474.

36



Lucat, G. S., W. R. McCleary, A. M. Stock and J. B. Stock (1992). "Phosphorylation
of bacterial response regulator proteins by low molecular weight phospho-donors."
Proceedings of the National Academy of Sciences 89(2): 718-722.

Marijuan, P. C., J. Navarro and R. del Moral (2010). "On prokaryotic intelligence:
Strategies for sensing the environment." Biosystems 99(2): 94-103.

Mascher, T., J. D. Helmann and G. Unden (2006). "Stimulus Perception in Bacterial
Signal-Transducing Histidine Kinases." Microbiology and Molecular Biology Reviews
70(4): 910-938.

Merrick, M. J. and R. A. EDWARDS (1995). "Nitrogen Control in Bacteria."
MICROBIOLOGICAL REVIEWS 59( 4): 604-622.

Meyer, M., P. Dimroth and M. Bott (1997). "In Vitro Binding of the Response
Regulator CitB and of its Carboxy-terminal Domain to A + T-rich DNA Target
Sequences in the Control Region of the Divergent citC and citS Operons of Klebsiella
pneumoniae."” Journal of Molecular Biology 269(5): 719-731.

Maoglich, A., R. A. Ayers and K. Moffat (2009). "Structure and Signaling Mechanism
of Per-ARNT-Sim Domains." Structure 17(10): 1282-1294.

Noriega, C. E., R. Schmidt, M. J. Gray, L. L. Chen and V. Stewart (2008).
"Autophosphorylation and Dephosphorylation by Soluble Forms of the Nitrate-
Responsive Sensors NarX and NarQ from Escherichia coli K-12." Journal of
Bacteriology 190(11): 3869-3876.

Pappalardo, L. (2003). "The NMR Structure of the Sensory Domain of the
Membranous Two-component Fumarate Sensor (Histidine Protein Kinase) DcuS of
Escherichia coli.” Journal of Biological Chemistry 278(40): 39185-39188.

Patterson, G., R. N. Day and D. Piston (2001). "Fluorescent protein spectra.” Journal
of Cell Science 114(5): 837-838.

Piston, D. W. and G.-J. Kremers (2007). "Fluorescent protein FRET: the good, the
bad and the ugly.” Trends in Biochemical Sciences 32(9): 407-414.

Reddy, K. V. R., R. D. Yedery and C. Aranha (2004). "Antimicrobial peptides:
premises and promises.” International Journal of Antimicrobial Agents 24(6): 536-547.
Reinelt, S. (2003). "The Structure of the Periplasmic Ligand-binding Domain of the
Sensor Kinase CitA Reveals the First Extracellular PAS Domain.” Journal of Biological
Chemistry 278(40): 39189-39196.

Sevvana, M., V. Vijayan, M. Zweckstetter, S. Reinelt, D. R. Madden, R. Herbst-
Irmer, G. M. Sheldrick, M. Bott, C. Griesinger and S. Becker (2008). "A Ligand-
Induced Switch in the Periplasmic Domain of Sensor Histidine Kinase CitA." Journal of
Molecular Biology 377(2): 512-523.

Scharf, B. E. (2010). "Summary of useful methods for two-component system
research." Current Opinion in Microbiology 13(2): 246-252.

37



Sourjik, V. and H. C. Berg (2002). "Localization of components of the chemotaxis
machinery of Escherichia coli using fluorescent protein fusions." Molecular
Microbiology 37(4): 740-751.

Stephenson, K. and J. Hoch (2002). "Two-component and phosphorelay signal-
transduction systems as therapeutic targets.” Current Opinion in Pharmacology 2(5 ):
507-512.

Stock, A. M., V. L. Robinson and P. N. Goudreau (2000). "Two-component signal
transduction.” Annual Review of Biochemistry 69: 183-215.

Taylor, B. L. and I. B. Zhulin (1999). "PAS domains Internal sensors of oxygen,
redox potential, and light." Microbiology and Molecular Biology Reviews 63(2): 479-
506.

Thomason, P. A. and R. Kay (2000). "Eukaryotic signal transduction via histidine-
aspartate phosphorelay.” Journal of Cell Science 113(18): 3141-3150.

Ulrich, L., E. Koonin and I. Zhulin (2005). "One-component systems dominate signal
transduction in prokaryotes.” Trends in Microbiology 13(2): 52-56.

Vreede, J. (2003). "PAS Domains. COMMON STRUCTURE AND COMMON
FLEXIBILITY." Journal of Biological Chemistry 278(20): 18434-18439.

Waldburger, C. D. and R. T. Sauer (1996). "Signal Detection by the PhoQ Sensor-
Transmitter.” The Journal of Biological Chemistry 271(25): 26630—26636.

West, A. H. and A. M. Stock (2001). "Histidine kinases and response regulator
proteins in two-component signaling systems.” Trends in Biochemical Sciences 21(6):
366-376.

Wolanin, P. M., P. A. Thomason and J. B. Stock (2002). "Histidine protein kinases:
key signal transducers outside the animal kingdom." Genome Biology 3: reviews3013-
reviews3013.3018

Wu, P. and L. Brand (1994). "Resonance Energy Transfer: Methods and
Applications.” Analytical Biochemistry 218(1): 1-13.

Yang, Y. and M. Inouye (1991). "Intermolecular complementation between two
defective mutant signal-transducing receptors of Escherichia coli.” Proceedings of the
National Academy of Sciences 88(24): 11057-11061.

Zhang, Y., E. L. Pohlmann and G. P. Roberts (2005). "GInD Is Essential for NifA
Activation, NtrB/NtrC-Regulated Gene Expression, and Posttranslational Regulation of
Nitrogenase Activity in the Photosynthetic, Nitrogen-Fixing Bacterium Rhodospirillum
rubrum.” Journal of Bacteriology 187(4): 1254-1265.

Zhang, Z. and W. A. Hendrickson (2010). "Structural Characterization of the

Predominant Family of Histidine Kinase Sensor Domains.”" Journal of Molecular
Biology 400(3): 335-353.

38



