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Abstrakt

Dvouslozkové signalni systémy, které se vyskytuji pfedevsim u bakterii, na zakladé
signalu z okoli ovliviiuji mnohé bunécné procesy. Typicky dvouslozkovy signalni systém
je tvofen histidinkinasou a proteinem regulujicim odpovéd’ (RR proteinem). Histidinkinasa
obsahuje senzorovou doménu, ktera zachyti signal a katalytické jadro, na némz dochazi
prostiednictvim  y-fosfatového  zbytku  z hydrolyzovaného = ATP  k fosforylaci
konzervovaného histidinu. Po takovéto aktivaci je fosfatova skupina z histidinkinasy
pfenesena na konzervovany aspartatovy zbytek RR proteinu. Tim je RR protein aktivovan
a je schopen vykonat svou funkci (obvykle se jednd o transkripéni nebo enzymovou
aktivitu), ¢imZ reguluje mnohé bunécéné procesy. Senzorova doména histidinkinasy je
uzpiisobena pro vazbu konkrétni molekuly. Pfedkladana diplomova prace se zabyva
studiem unikatni histidinkinasy, jejiz senzorovd doména obsahuje globinovou strukturu
s vazanou molekulou hemu a jejim prisluSnym RR proteinem. Konkrétné se jednd o
histidinkinasu s globinovou strukturou senzorové domény, izolovanou
z Anaeromyxobacter sp., kmen Fw 109-5 (AfGcHK).

Hlavnim tkolem této diplomové prace bylo studium fosforylaénich mechanismu
AfGcHK a RR proteinu, vysvétleni jejich mechanismu pusobeni a nasledné stanoveni
kinetickych parametrtt autofosforylacni reakce AfGcHK. Pro sledovani efektivity
fosforylacnich reakci byla pouzita specialni modifikace diskontinualni elektroforesy na
polyakrylamidovém gelu s pfidavkem Phos-tagu v pfitomnosti dodecylsulfatu sodného.
Bylo prokédzano, ze RR protein ma autofosforylacni aktivitu a fosforamidat mtize slouzit
jako donor fosfatu pro tuto enzymovou reakci. Nicméné fosforylovana forma AfGcHK je
mnohem lepSim donorem fosfatu pro RR protein. Byl popsan efekt hofecnatych a
vapenatych kationti na autofosforylacni aktivitu AfGCHK a RR proteinu. Kinetické
parametry autofosforylac¢ni reakce AfGCHK byly stanoveny pro reakci za piitomnosti i
absence hotecnatych kationtii a v pfipadé absence hofecnatych kationtl také v pritomnosti

RR proteinu.

Klicova slova: dvouslozkové signdlni systémy, histidinkinasa, RR protein, Phos-tag,

nizkomolekularni donory fosfatu, AfGCHK
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Abstract

Two-component signal systems serve as basic stimulus-response coupling
mechanism to allow organisms (predominantly bacteria) to sense and respond to changes
in many environmental conditions. The prototypical system consists of two proteins,
namely a histidine kinase, containing a sensor domain and catalytic kinase core, and a
response regulator protein (RR protein). Extracellular stimuli are sensed by a histidine
kinase sensor domain. Then ATP is bound to the catalytic kinase core and the y-phosphoryl
group is transferred to the conserved histidine residue. This phosphoryl group is
subsequently transferred to a conserved aspartate residue within the RR protein.
Phosphotransfer to the RR protein results in activation of a downstream effector domain
that elicits the specific response (usually it is transcription activity, but a few RR proteins
function as enzymes). The histidine kinase sensor domain is designed for specific ligand
interactions. This master thesis focused on the unique histidine kinase containing a sensor
domain with a globine structure, which coordinates a heme molecule, namely globin-
coupled histidine kinase from Anaeromyxobacter sp. Fw 109-5 (AfGcHK) and its
appropriate RR protein.

The aim of this thesis was to study and characterize the phosphorylation activity of
AfGcHK and RR proteins. Moreover, we tried to shed more light on the mechanism of the
abovemention phosphorylation processes. Finally, we focused on the examination of the
kinetics parameters of autophosphorylation reaction of AfGcHK. For detection and
quantification of phosphorylated proteins the polyacrylamid gel electrophoresis with Phos-
tag in the presence of sodium dodecyl sulfate was used. It was found that RR protein has
enzyme autophosphorylation activity and the low molecular phosphodonor
phosphoramidate can serve as a substrate for this reaction. However the phosphoform of
AfGcHK seems to be a much better substrate for RR protein compare to phosphoramidate.
Kinetic parameters of autophosphorylation reaction of AfGCHK were determined in the
presence of magnesium ions, in the absence of magnesium ions and finally in the absence

of magnesium ions and in the presence of RR protein.

Key words: two component signal systems, histidine kinase, RR protein, Phos-tag, low
molecular phosphodonors, AfGCHK
(InCzech)
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Seznam zkratek a symboltl

Seznam zkratek a symbolu

Nazvy nékterych, v praci uvedenych proteini a struktur, nejsou v pravém slova smyslu

zkratkou. SpiSe se jedna o akronym nebo kratky trivialni nazev. Pfesto je v tomto seznamu

zkratek uveden také jejich vycet.

o-ALA
AfGcHK

ArcB

ATP
ATPA

AvGReg

AXPDEA1

BIS
BjFixL
bp
BpeGReg

BvgA
CA
CitA

CitB
DesK

aminolevulova kyselina

histidinkinasa s globinovou strukturou senzorové domény
izolovana z bakterie Anaeromyxobacter sp., kmen Fw 109-5
hisitidinkinasa bakterie Escherichia coli podilejici se na
regulaci exprese v zavislosti na pfitomnosti kysliku
adenosintrifosfat

adenosin 5'-(B,y-imido)trifosfat; nehydrolyzovatelny analog
adenosintrifosfatu

diguanylatcyklasa s globinovou strukturou senzorové domény
bakterie Azobacter vinelandii

fosfodiesterasa Al bakterie Acetobacter xylinum, klicovy
regulator syntézy celuldozy s PAS doménou
N,N-methylen-bis-akrylamid

FixL izolovany z bakterie Bradyrhizobium japonicum

part bazi

diguanylatcyklasa s globinovou strukturou senzorové domény
bakterie Bordetella pertussis

RR protein podilejici se na virulenci bakterie Bordetella sp.
ATP-vazajici katalytickd doména

histidinkinasa bakterie Klebsiella pneumonie s PAS
doménou, ktera vaze molekulu citratu, interakci s RR
proteinem CitB ovliviiuje rist bakterie

RR protein bakterie Klebsiella pneumonie

histidinkinasa bakterie Bacillus subtilis detekujici fluiditu

membranovych lipidi

© Bc. Veronika Fojtikova
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DevR

DGC
DHp
DosS

DosT

E. coli

EcDos

EDTA
EnvZ

FAD
FixJ

FixL

FMN
GAF

RR protein, ktery reguluje expresi gend, v zavislosti na
ptitomnosti kysliku v bakterii Mycobacterium tuberculosis,
spolu s DosS (resp. DosT)

diguanylatcyklasa

dimeriza¢ni a histidin fosfotransferova doména

protein detekujici kyslik, obsahujici GAF doménu, majici
histidin kinasovou aktivitu, ovliviiuje v zavislosti ha
pritomnosti kysliku, oxidu uhelnatého a oxidu dusnatého

v bakterii Mycobacterium tuberculosis, spolu s DosS nebo
DosT aktivitu transkripéniho faktoru DevR

protein detekujici kyslik, obsahujici GAF doménu, majici
histidin kinasovou aktivitu, ovliviiuje aktivitu transkripéniho
faktoru DevR

Escherichia coli

fosfodiesterasa bakterie Escherichia coli degradujici cyklicky
di-guanosinmonofosfat, kyslikovy senzor s PAS doménou
ethylendiamintetraoctova kyselina

osmoticky senzor bakterie Escherichia coli majici
histidinkinasovou aktivitu

flavinadenindinukleotid

RR protein bakterie Sinorhizobium meliloti s transkripéni
aktivitou

protein detekujici kyslik s histidinkinasovou aktivitou
bakterie Sinorhizobium meliloti, ktery reguluje expresi genti
zodpovédnych za fixaci dusiku prostfednictvim RR proteinu
FixJ

flavinmononukleotid

strukturni motiv prostorového uspofadani proteini; akronym
odvozeny z anglickych nazvl proteind, ve kterych se tento
strukturni motiv vyskytuje: ,,cGMP-specific
phospodiesterases‘‘, ,,Anabaena adenyl cyclases‘ a ,,E. coli

formate hydrogenlyase transcriptional activator**

© Bc. Veronika Fojtikova
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GCS

GST
HemAT
HemDGC

HK
HK853
HPt
CheA

CheB
CheY
IPTG
KinA

LB medium

MCP
NarL

NifL

NRI

NtrC

OmpR

P-AfGcHK
P-RR protein

protein detekujici kyslik s globinovou strukturou senzorové
domény

glutathion S-transferasa

aerotakticky transduktor obsahujici hem

diguanylatcyklasa s globinovou strukturou senzorové domény
bakterie Desulfotalea psychrophila

histidinkinasa

histidinkinasa bakterie Thermotoga maritima
fosfotransferovy protein obsahujici histidin

histidinkinasa ovliviiujici prostfednictvim RR proteinu CheB,
resp. CheY rota¢ni smér pohybu bi¢iku

RR protein ovliviiujici rota¢ni smér pohybu biciku

RR protein ovlivitujici rotacni smér pohybu bic¢iku

isopropyl p-D-1-thiogalaktopyranosid

histidinkinasa bakterie Bacillus subtilis detekujici signaly pro
piechod do sporula¢niho stadia

Luria Broth medium

chemotakticky protein pfijimajici metyl

RR protein bakterie Escherichia coli, ktery se
prostfednictvim regulace genové exprese podili na
metabolismu dusi¢nanti

senzorovy protein bakterie Azobacter vinelandii s PAS
doménou obsahujici flavinadenindinukleotid, ktery
monitoruje redoxni stav bunky

viz NtrC

RR protein regulujici expresi gend bakterie Escherichia coli
Vv zavislosti na ptitomnosti dusiku

RR protein regulujici expresi genti bakterie Escherichia coli
na zakladé osmolarity okoli

fosforylovana forma proteinu AfGCHK

fosforylovana forma RR proteinu

© Bc. Veronika Fojtikova
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PAS

PDE
P-HK
PhoB

PhoQ

pl
PMSF
PYP

RPM
RR protein
SDS
SDS-PAGE

SDS-PAGE-Phos-tag
SpoOF

TB medium

TEMED

Tris
UhpB

YddV

strukturni motiv prostorového uspotadani proteinil; akronym
odvozeny z anglickych nazvu tfi proteind, ve kterych se tento
strukturni motiv vyskytuje: ,,Drosophila period clock
protein‘‘, ,,vertebrate aryl hydrocarbon receptor nuclear
translocator‘* a ,,Drosophila single minded protein‘*
fosfodiesterasa

fosforylovana forma histidinkinasy

RR protein regulujici expresi gent bakterie Escherichia coli
Vv zavislosti na piitomnosti fosfatové zbytku (P;) v okoli
histidinkinasa bakterie Escherichia coli s PAS doménou,
detekujici koncentraci hotecnatych kationtl

izoelektricky bod

fenylmethansulfonyl florid

protein obsahujici PAS doménu, fotosenzor
fotosyntetizujicich bakterii

pocet otacek za minutu

protein regulujici odpoveéd

dodecylsulfat sodny

elektroforesa na polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti
dodecylsulfatu sodného

diskontinualni elektroforesa na polyakrylamidovém gelu
obsahujicim Phos-tag v ptitomnosti dodecylsulfatu sodného
RR protein, podilejici se na expresi gent pro sporulaci
Bacillus subtilis

Terrific Broth medium

N, N, N*, N*-tetramethylethylendiimin
tris(hydroxymethyl)aminomethan

hisitidinkinasa bakterie Escherichia coli, ktera
prostiednictvim svého substratu UhpA reguluje vychytavani
hexosafosfatii

diguanylatcyklasa s globinovou strukturou senzorové domény

bakterie Escherichia coli

© Bc. Veronika Fojtikova
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Seznam zkratek a symboltl

YPD1

YtvA

fosfotrasferovy protein obsahujici histidin, kvasinky
Saccharomyces cerevisiae, ktery se, v zavislosti na
osmotickém stresu, podili na ptfenosu fosfatové skupiny

z transmembranové histidinkinasy SLN1 a dale pienasi
fosfatovy zbytek na cytosolarni RR protein SSK1

fotosenzor bakterie Bacillus subtilis s PAS doménou vazajici

flavinmononukleotid
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Teoreticky tvod

1 Teoreticky uvod

1.1 Dvouslozkové signalni systémy

Dvouslozkové signalni systémy prostfednictvim extracelularnich podnéti reguluji
mnohé bunécné procesy, podilejici se na spravném fungovani daného organismu [1].
Dvouslozkové signalni systémy byly nalezeny piedev§im u prokaryot [2], v mensi mife
také u n¢kterych eukaryot, vyjma zivoc¢isné fise [3]. U bakterii tak ovliviiuji napt. sporulaci
[4], tvorbu biofilmu [5], virulenci [5], odpovéd’ na stres [6], bunécné déleni [7].

Organismy jsou vystaveny neustalému puisobeni fyzikalnich vlivi a chemickych
latek, které mohou mit svlij piivod v prostiedi, kde se dany organismus vyskytuje, nebo
mohou vznikat béhem metabolickych procesti daného organismu [8]. Tyto signaly (napf.
obsah zivin [9], osmotické podminky [10]) buiika rozpozna a reaguje na né piislusnou
odpovédi [11]. Odpoveédi mohou mit jak dlouhodoby charakter (ovlivnéni genové exprese)
[10], tak kratkodoby charakter (zména pohyblivosti) [12]. Navzdory obrovské rozmanitosti
podnétit a odpovédi je popsano pouze malé mnozstvi molekuldrnich mechanismt, které
jsou vyuzivany pii signalizaci. Jednim z téchto signalnich mechanismi je fosforylace
proteinii [13]. Zatimco u eukaryotnich organismi dochazi béhem signalnich kaskad
k fosforylaci piislusnych kinas, které nasledné fosforyluji své proteinové substraty na
specifickych mistech, jakymi jsou serinové, threoninové nebo tyrosinové zbytky [14],
prokaryontni organismy vyuZzivaji pfedev§im vySe zminéné tzv. dvouslozkové signalni
systémy [13].

Typicky bakteridlni dvouslozkovy systém je tvofen dvéma proteiny -—
histidinkinasou (HK) a tzv. proteinem regulujicim odpovéd’ (RR protein z angl. ,,response
regulator) [15]. Ruzna organizace proteini dvouslozkovych signalnich systémi,
umoziuje vyhodnocovat odlisné signdly tak, aby byl stile zachovan konzervovany
mechanismus fosforylace. Zakladni schéma slouZi k ilustraci fosfotransferového ptenosu,
systémech (obrazek 1B, strana 16) [13]. Stimulaci HK signalem dochazi k autofosforylaci
jejiho konzervovaného histidinového zbytku, a to prostfednictvim y-fosfatového zbytku
hydrolyzovaného ATP [12]. Fosfatovy zbytek je nasledné ptenesen z HK na RR protein
(konkrétné na aspartatovy zbytek). RR protein je touto fosforylaci aktivovan a je tak
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schopen vykonavat svou funkci (obvykle je touto funkci transkripéni nebo enzymova
aktivita [8]) a ovlivnit tak bunéénou odpoved’ [12].

Komplexngj$i verzi tohoto systému je his-asp-his-asp fosfatovy ptrenos (obrazek
1B) [13], kdy je vyuzivano vice transferovych kroku a ¢asto vice nez dvou proteinu [16]. V
téchto vicekrokovych ptenosech se velmi Casto vyskytuji hybridni HK a fosfotransferovy
protein obsahujici histidin (HPt z angl. ,,His-containing phosphotransfer protein) [13]. U
téchto systémii nedochazi po autofosforylaci konzervovaného histidinového zbytku HK
k pfenosu fosfatové skupiny na RR protein pfimo, ale prostiednictvim dalsi
fosfotransferové domény s konzervovanym aspartaitovym zbytkem [17]. Ta mize byt
soucasti HK [18] (takovéto HK se nazyvaji hybridni HK [13]) nebo se mize vyskytovat
jako samostatny protein [4]. Ve vétSing piipadu je fosfatovy zbytek dale prenesen na HPt
[11] a kone¢né na aspartatovy zbytek RR proteinu.

(a) Signal
Senzorova DHp CA Regulacni  Efektorova
doména doména doména doména doména
gk ] (3) [NGIFGZ] ?- RR protein
(3)
e / ATP
ADP // Odpmed
(b) Signal
Senzorova  DHp CA Regulaéni Hpt Regulacni Efektorova
doména doména doména doména protein doména  doména

i = ?— RR protein
—aTP
\ADP / \ / \ / Ode\ed

Obrazek 1: Schéma pi‘enosu fosfatového zbytku u dvouslozkovych signalnich systému; upraveno dle
[13]

a) Typicky dvouslozkovy signdlni systém je tvoren histidinkinasou (HK) a proteinem regulujicim odpovéd
(RR proteinem). Po stimulaci senzorové domény signdalem dochazi k fosforylaci konzervovaného histidinu (H)
dimerizacni a fosfotrasferové (DHp) domény. Fosfit (P) je uvolnén hydrolyzou ATP, ktery je vizan k ATP-
vazajici katalytické (CA) doméné. Fosfatovad skupina je poté prenesena na konzervovany aspartdtovy zbytek
(D) regulacni domény RR proteinu. Tato fosforylace aktivuje efektorovou domeénu, coz v konecném diisledku
vyvola specifickou bunécnou odpovéd.

b) His-asp-his-asp fosfatovy prenos zacind stimulaci hybridni HK (obsahuje navic regulacni doménu
S konzervovanym aspartatovym zbytkem). Fosfat z DHp domény je prenesen na aspartdatovy zbytek regulacni
domény, dadle na konzervovany histidinovy zbytek fosfotrasferového proteinu obsahujici histidin (Hpt protein)

a poté na aspartatovy zbytek regulacni domény RR proteinu.
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1.1.1 Struktura a funkce dvousloZkovych signalnich systému
Aby bylo mozné prozkoumat, a nasledné¢ porozumét mechanismu jakym
dvouslozkové signalni systémy pracuji, je nezbytné nutné nejprve znat strukturu HK a RR

proteinu [8].

1.1.1.1 Histidinkinasa

HK je schopna zachytit extracelularni signal, vazat ATP a autofosforylovat
histidinovy zbytek [12]. Protoze existuje obrovské mnozstvi podnétd, na které bunky
riznych organismi reaguji, je logické, Ze existuje také velké mnozstvi dvouslozkovych
signalnich systému (bylo popsano vice nez 21 000 aminokyselinovych sekvenci [14]).
Intenzivnim porovnavanim nalezenych aminokyselinovych sekvenci byly objeveny
konzervované useky/domény, a to hlavné u HK [9]. VSechny HK (jak prokaryotické, tak
eukaryotické) maji variabilni senzorovou doménu a vysoce konzervované katalytické jadro
[14]. Katalytické jadro je tvofeno dvéma velmi dobie rozlisitelnymi doménami: ATP-
vazajici katalytickou doménou (CA z angl. ,,catalytic ATP-binding domain®) a dimeriza¢ni
a histidin fosfotransferovou doménou (DHp =zangl. ,dimerization and histidine
phosphotransfer domain®) [19]. DHp doména nese fosforylovatelny histidinovy zbytek (H
box) a zprostfedkovava dimerizaci HK, CA doména vaze ATP. Ziskdnim a srovnanim
krystalovych struktur DHp domén EnvZ [20], DesK [21] a HK853 [22] bylo zjisténo, Ze
DHp doména je tvofena helikalni ,,hairpin‘‘ (helixy al a a2), ktera je spojena s druhou
helikalni smyc¢kou a vytvaii tak dimer tvofeny svazkem ¢étyt helixti [14]. Helixy al a o2
jednotlivych monomerii jsou spojeny strukturné a velikostné variabilni smyckou (DHp
smycka). al helixy jednotlivych monomert obsahuji konzervovany H box, tedy misto, kde
dochazi k autofosforylaci histidinového zbytku. Tyto helixy jsou zaroven spojeny se
senzorovou doménou. Struktura DHp domény je zobrazena na obrazku 2A, strana 18. CA
doména je tvofena 5 antiparalelnimi B listy, tfemi o Sroubovicemi a strukturné vysoce
flexibilnim Usekem, ktery obsahuje primarné konzervované motivy oznacované jako N,
G1, F, G2 boxy [23]. N box obsahuje asparaginovy zbytek, ktery koordinuje hofe¢naty
kationt, nezbytny pro katalyzu fosforylace. D box je specifickym mistem pro vazbu ATP —
aspartatovy zbytek interaguje s N6 atomem adeninu [13]. G boxy slouzi k ,,prekryti‘‘

vazaného nukleotidu [14]. Struktura CA domény je zobrazena na obrazku 2B, strana 18.
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235, 86 286 235

H243 2" ; " H243

Obriazek 2: Struktura DHp domény (A), CA domény (B) proteinu EnvZ a Hpt domény proteinu YPD1
(O); prevzato z [20], [13], [13]

A) Dva monomery (fialova a Zluta barva) tvori ctyi helixovy svazek. Je zde vyznaceno také misto fosforylace
Jednotlivych ol helixii (H243).

B) CA doména v pritomnosti nehydrolyzovatelného analogu AMP-PNP. Toto misto je obklopeno
konzervovanymi motivy (G1, G2, N, F box)

C) Konzervovany strukturni prvek Hpt domény — svazek ¢ty a helixii. Je zde vyznacen i histidinovy zbytek,
ktery se ucastni prenosu fosfatové skupiny.

pozn.: DHp — dimerizacni a fosfotrasferova doména, CA — ATP-vazajici katalyticka doména, Hpt —

fosfotrasferovy protein obsahujici histidin

Hpt domény jsou zastoupeny v minoritnim mnozstvi dvouslozkovych signélnich
systému [11]. U prokaryontnich organismu jsou téméf vyhradné soucasti hybridnich HK, u
eukaryotnich organismi se vyskytuji jako samostatné proteiny [24]. Jsou znamy struktury
nékolika Hpt domén (popf. proteinll). Mezi n€ ndlezi P1 doména CheA proteinu bakterie
Escherichia coli [25], Hpt doména ArcB proteinu bakterie Escherichia coli [26], SpoOB
protein bakterie Bacillus subtilis [27] a YPD1 protein kvasinky Saccharomyces cerevisiae
[28]. Bez ohledu na jejich naprosto rozdilné aminokyselinové sekvence, vsechny tyto Hpt
obsahuji shodny strukturni prvek, a to svazek ¢tyi a helixt [11]. Tento strukturni prvek je
zobrazen na obrazku 2C. Kazdy z uvedenych proteintit ma, kromé& shodného strukturniho
motivu, dalsi specifické strukturni elementy [13]. Ty pravdépodobné ud&luji proteinu
vlastnosti pro spravny intermolekularni kontakt [11]. Histidinovy zbytek, ktery se ucastni
ptrenosu fosfatového zbytku, vycniva ze ¢tyf helixového svazku na povrch [13]. V okoli
tohoto histidinového zbytku se nachazeji konzervované sekvence aminokyselin.

HK jsou rozdélovany do dvou skupin — ortodoxni a hybridni [23, 29]. VétSina

ortodoxnich HK slouZzi jako periplasmatické membranové receptory. Typickym zastupcem
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této skupiny je osmoticky senzor bakterie Escherichia coli EnvZ protein [30]. Senzorova
doména HK tohoto dimerniho proteinu je umisténa v extracelularnim prostoru, katalytické
jadro (DHp doména a CA doména) se nachazi v cytosolu. Senzorova doména a katalytické
jadro jsou propojeny pomoci dvou transmembranovych helixu [11]. Existuji také ortodoxni
HK, které maji vyssi pocet transmembranovych helixd. Mezi tyto patii naptiklad FixL
(protein podilejici se na regulaci fixace dusiku bakterie Rhizobium meliloti [31]) se ¢tyimi
transmembranovymi helixy [32], UhpB (protein, ktery je soucasti transportu cukru bakterie
Escherichia coli [33]) s osmi transmembranovymi helixy [34]. Ne vSechny ortodoxni HK
jsou ale vazany k membran¢. Ptikladem je rozpustny cytosolarni protein CheA (podili se
na regulaci rotatniho smér motoru bic¢iku [35]). Rozpustné HK mohou byt ovliviiovany
vnitrobunéénymi podnéty a/nebo interagovat s cytoplasmatickymi doménami ostatnich
proteinu [11].

Struktury hybridnich HK jsou vice komplikované nez struktury ortodoxnich HK
(obrazek 1, strana 16). Vyskytuji se v nékolika prokaryontnich organismech, ale nalezneme
je predev§im u eukaryotnich organismt [11]. HK fadici se do této skupiny, maji vice
fosfodonorovych a fosfoakceptorovych mist. Na rozdil od ortodoxnich HK, které vyuzivaji
pouze jeden pienos fosfatové skupiny, hybridni HK pouzivaji vicekrokové na sebe
navazujici fosfatové pienosy (obrazek 1B, strana 16). Tyto komplexngjsi systémy
poskytuji vice vSestrannosti v signalnich strategiich a maji vice potencialnich mist pro
regulaci [13]. ArcB (protein podilejici se na regulaci exprese v zavislosti na ptitomnosti
kysliku u Escherichia coli [36]) pfedstavuje typického zastupce hybridnich HK [11]. Je
tvofen dvéma transmembranovymi senzorovymi doménami, katalytickym jadrem,

doménou, ktera obsahuje aspartatovy zbytek a Hpt doménou.

1.1.1.1 RR protein

RR protein katalyzuje ptenos fosfatové skupiny z fosforylovaného histidinového
zbytku HK na aspartatovy zbytek RR proteinu. Tvrzeni, Ze RR protein katalyzuje svoji
vlastni fosforylaci, bylo podpotfeno experimenty s donory fosfatové skupiny, odliSnymi od
HK [37]. Zdrojem fosfoskupiny miize tedy byt nejen fosforylovana forma HK, ale
fosfatovou skupinu mohou RR proteiny ziskat také od rozmanitych molekul, tzv.
nizkomolekularnich donort fosfatu. Napiiklad RR proteiny CheY [37], NRI [38], BvgA
[39], OmpR [40], jsou fosforylovany a tim aktivovany prostfednictvim acetylfosfatu.

Ukazalo se, ze zatimco né&které RR proteiny mohou jako nizkomolekuldrni donory
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fostatové skupiny vyuzit hned nékolik latek (NRI je fosforylovan acetylfosfatem,
karbamoylfosfatem, fosforamidatem), jiné RR proteiny jsou fosforylovany v pfitomnosti
pouze jednoho nizkomolekuldarniho donoru fosfatu (CheB je fosforylovan pouze
fosforamidatem). Rozdilnd je také mira fosforylace jednotlivych RR proteinii, napi.
Vv pritomnosti fosforamidatu je CheY fosforylovan rychleji nez NRI a ten je fosforylovan
rychleji nez PhoB [41]. RR proteiny, které jsou fosforylovany nizkomolekularnimi donory
fosfatu, zpiisobuji stejny efekt, jako ty RR proteiny, které byly fosforylovany standardnim
zpusobem (tedy pfislusSnymi HK) [38], napf. CheB fosforylovany za pfitomnosti
fosforamidatu ma methylesterasovou aktivitu stejné¢ tak jako CheB, ktery ziskal
fosfoskupinu z fosforylované HK CheA [37, 38]. NRI nebyl fosforylovan prostiednictvim
fosfoenolpyruvatu [38]. Tato ziejma substratova specificita a aktivace mnoha RR proteint
prostfednictvim donort fosfatové skupiny poslouzila jako dikaz toho, Ze RR proteiny
katalyzuji svoji fosforylaci a jako substrat mohou vyuzit rizné donory fosfatovych skupin
[42]. Pokud je jako substrat pro fosforylaci pouzit nizkomolekularni donor fosfatu, dochazi
k mnohem méné efektivni fosforylaci ve srovnani s mirou fosforylace, kdy je substratem
ptislusna fosfoforma HK (P-HK). Tento fakt byl prokazan na RR proteinech SpoOF a
CheY. SpoOF (RR protein, podilejici se na sporulaci Baccilus subtilis [4]), muze jako
substrat pro fosforylaci kromé P-HK KinA, vyuzit také nizkomolekularni donory fosfatu
(fosforamidat, histidinfosfat, pyridinfosfat, pikolinfosfat) [42]. Béhem studii fosforylace
toho RR proteinu bylo zjiSténo, Ze pokud byl jako substrat pro fosforylaci pouzit
fosforamidat, fosforylaéni reakce byla méné efektivni, neZz tomu bylo pifi pouziti
fosfoformy KinA. Z porovnani hodnot Michaelisovych konstant (Km pro reakci
s fosforamidatem byla o tfi fady vyssi neZ Km pro reakci s KinA) vyplyva, Ze SpoOF ma
nizkou afinitu k fosforamidatu [42]. Reakce s KinA byla osmnactkrat rychlejsi, nez reakce
s fosforamidatem. CheY (RR protein, ktery reguluje pohyb bic¢iku bakterii Escherichia
coli, Salmonella typhimurium) mutze jako substrat pro fosforylaci vyuzit kromé P-HK
CheA také nizkomolekularni donory fosfatu (acetylfosfat, karbamoylfostat, benzoylfosfat,
fosforamidat). Také tento RR protein ma mnohem vyssi afinitu k pfislusné P-HK nez
k nizkomolekularnim donorim fosfatu a k fosforylaci za pfitomnosti P-HK dochazi
mnohem rychleji, nez v pfitomnosti nizkomolekularnich donori fosfatu [43]. Tato
pozorovani vedla k zavéru, ze P-HK vyznamné podporuje katalyzu fosforylacni reakce,
protoze tato forma je optimdlnim substratem dané fosforylacni reakce. To, pro¢ je P-HK

tak optimalni substrat dané reakce a tim usnadnuje katalyzu, neni zatim zcela jasné. Byly
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vSak navrZeny ur€ité moznosti: P-HK vyvold konforma¢ni zmény RR proteinu, diky nimz
je usnadnéna vazba fosfatové skupiny, nebo svou vazbou stabilizuje pfechodny stav
daného procesu [42, 43].

Vétsina RR proteinti obsahuje dvé rozliSitelné domény: konzervovanou regulacni
doménu a variabilni efektorovou doménu. Regulacni doména kromé¢ interakce s P-HK a
pfenosu fosfatové skupiny na svij aspartitovy zbytek také katalyzuje svoji vlastni
defosforylaci. VétSina ze znamych RR proteinti jsou transkripéni faktory, jejichz
efektorova doména zprostiedkovava vazbu s DNA [44]. Existuji ale také RR proteiny,
které maji enzymovou aktivitu a jejichz efektorovd doména je tak enzymem. Ptikladem
takovéhoto RR proteinu je methylesterasa CheB bakterii Escherichia coli a Salmonella
typhimurium, ovlivilujici chemotaxi [45].

V zavislosti na koncentraci chemickych latek v okoli bakterie, dochdzi
prostiednictvim methylesterasové aktivity CheB [46] k demetylaci glutamatovych zbytkd,
coz vede ke zménam pohybu bakterie [47]. Na zaklad¢ srovnani struktury CheY
(prikopnicky objev struktury tohoto RR proteinu byl uskute¢nén pted vice nez dvaceti lety
[48]) s ostatnimi znamymi strukturami regula¢nich domén jinych proteind [49], byla
nalezena stejna o/ struktura. Regulacni doména je tvotfena péti paralelnimi P listy, které
jsou obklopeny péti a helixy [11]. Fosforyla¢nim mistem velmi intenzivné studovaného
RR proteinu CheY je Asp57 [50], v jehoz tésné blizkosti se nachazi Aspl2 a Aspl3,
Thr87, Tyr 106 a Lys109 [13]. Bylo zjisténo, ze jak pro fosforylaci, tak pro defosforylaci
CheY je vyzadovana piitomnost hofe¢natého kationtu [51]. Na koordinaci hote¢natého
kationtu se podili kyslik z karboxylovych postrannich fetézci Aspl3 a Asp57, kyslik
z karbonylového fetézce Asn59 a tifi molekuly vody, které vytvaii vodikové vazby
S postrannimi fetézci aminokyselin [52]. Béhem ptenosu fosfatové skupiny na Asp57 pak
pravdépodobné dochazi prostfednictvim hofe¢natého kationtu ke vzniku pétimocného
fosforového intermediatu. Fosfatovd skupina pro fosforylaci CheY je pfendSena
z fosforylované formy HK CheA, ktera katalyzuje ptenos fosfatové skupiny z ATP na svijj
histidinovy zbytek (tj. ma autokinasovou aktivitu) [53].

Efektorové domény jsou velmi rozmanité a to nejen ve svych strukturach, ale také
ve funkcich, které zajiStuji. VEétSina ze znamych RR proteini jsou transkripéni faktory a
jejich efektorové domény tak zprostiedkovavaji vazbu k DNA, ¢imz ovliviiuji transkripci
pfislusnych gent. Takovéto efektorové domény mohou byt rozdéleny do tfi hlavnich

podskupin na zakladé¢ shodnosti jejich domén, které vazou DNA — i) OmpR/PhoB
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,winged-helix‘“ doména, ii) NarL/FixJ ¢tyf-helixova doména a iii) NtrC transkripéni
faktory sptazené s ATPasou.

OmpR, velmi dobie charakterizovany
zastupce nejvetsi  podskupiny, mize byt jak
aktivatorem, tak represorem a reguluje tak expresi
ompC a ompF geni na zédklad¢ osmolarity okoli. Tyto
geny koduji dva hlavni porinové proteiny vné&jsi
membrany K-12 bakterie Escherichia coli [54]. Pti
nizkych  hodnotdch  osmolarity @ HK  EnvZ

(transmembranovy senzor, ktery detekuje hladinu

osmoticky aktivnich latek [55]) zajistuje velmi
nizkou koncentraci fosforylovaného OmpR, ¢imZ je Qprazek 3: Struktura OmPpR:
umoznéna exprese genu OMPF [56]. Pii vysokych pievzato z [59]

hodnotach osmolarity je OmpR naopak velmi Rozpozndvaci  helix interagujici

. . i . . i ) svelkym zlabkem DNA je oznacen a3,
intenzivné fosforylovan, coz zpisobi represi genu
wkiidla“* interagujici s malym Zlabkem

ompF a aktivaci genu ompC [57]. Pomoci X- DNA jsou ozmacena W1, 72

paprskové analyzy krystalové struktury domény,
ktera vaze DNA proteinu OmpR, byla definovana nova ,,winged-helix‘‘ podtiida
transkripénich faktori [58]. Tato struktura, ktera je pifitomna u vSech ¢lent této
podskupiny, obsahuje tzv. rozpoznavaci helix, ktery interaguje s velkym zlabkem DNA a
doprovodné smycky (,,kfidla‘‘) interagujici s mensim zlabkem DNA (obrazek 3) [59].
Druhou podskupinu reprezentuje protein NarL. Tento transkripéni faktor
aktivuje/inaktivuje geny, které se podili na metabolismu dusi¢nant bakterie Escherichia
coli [60]. Efektorova doména tohoto proteinu je tvofena ¢tyfmi helixy (prostiedni dva tvoii
,,helix-turn-helix‘* motiv) a obsahuje 62 aminokyselinovych zbytkt [61].
zastupcem je protein NtrC (NRI). NtrC protein se podili na expresi gent, jejichz produkty
umoziuji bakteriim ptezit v situacich, kdy maji k dispozici omezené mnozstvi dusiku [38].
Fosforylovana forma NtrC po vazbé na tzv. ,enhancer katalyzuje izomeraci komplexu
glnA promotor - 054-h010enzym (054 faktor asociovany sjadrem RNA polymerasy),
nasledn¢ dochazi k lokalnimu rozvolnéni t¢ ¢asti DNA, kde se nachazi pocatecni misto
transkripce [62]. Efektorova doména RR proteinti této podskupiny je slozena ze dvou ¢asti:

ATPasové cCasti a Casti, ktera je zodpoveédna za vazbu DNA [63]. Pokud je NtrC
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fosforylovan, dochdzi k jeho oligomerizaci, kterda stimuluje hydrolyzu ATP. Energie
z hydrolyzy ATP je nutna pro izomeracni reakci a nasledné zahajeni transkripce [64].

Ackoliv existuje velka strukturni rozmanitost v efektorovych doménach, regulacni
doména se vyskytuje pouze v jedné, vysoce strukturné¢ konzervované o/f konformaci. Byla
tedy provedena fada biochemickych studii, které pomohly objasnit mechanismus regulace
variabilni efektorové domény konzervovanou regula¢ni doménou [13]. Pfedpoklada se, zZe
regulacni doména existuje v rovnovaze mezi dvéma konformacnimi stavy — aktivnim a
neaktivnim. Fosforylace regulacni domény urychluje ustaveni rovnovahy smérem k aktivni
form¢. Existuje nckolik riznych mechanismt k aktivaci RR proteini. Fosforylace
regulaéni domény muize podpofit dimerizaci fosforylovanych RR proteini [65],
oligomerizaci fosforylovanych RR proteind [66], interakci s dal$imi proteiny [67] nebo
DNA [54]. Fosforylace regulacni domény vsak muze vést také k inaktivaci RR proteinu,
jako je tomu napf. u proteinu SSK1 [68].

Dvouslozkové signalni systémy v bakteridlnich buinikach plni nezastupitelné a
extrémné dulezité funkce a zaroven nebyly identifikovany u c¢lovéka [13]. Nalezeni
inhibitorii selektivnich vyhradné k pfislusSnym HK a RR proteinim by tak mohlo pfinést
vyvoj novych antimikrobidlnich 1é¢iv [69]. Dvouslozkové signalni systémy byly proto v
pribéhu poslednich nékolika desetileti velmi intenzivné studovany. Bylo tak objeveno
velké mnozstvi HK a RR proteini. U mnohych z nich se podafilo objasnit, jakou funkci
vV daném organismu vykonavaji, a u nékterych byla také urcena jejich struktura. Objevené
HK lze délit do skupin na zakladé jejich struktury, funkce, mechanismu uc¢inku a mnohych
dalsich kritérii [1]. V nasledujici kapitole budou detailngji popsany vybrané HK (FixL,
DosT, DosS, AfGcHK), jejichz spolecnou vlastnosti je schopnost reverzibilné vazat
molekuly plynit (kyslik, oxid uhelnaty, oxid dusnaty) z okoli daného organismu a timto

zpiisobem je detekovat. Tyto HK jsou fazeny do skupiny tzv. proteinii detekujicich plyn.

1.2 Proteiny detekujici plyn

Tyto proteiny byly nalezeny pfevazné u bakterii a skladaji se z minimalné dvou
domén — senzorové a funkéni. Zatimco pro nékteré bakterie je pfitomnost ur¢itého plynu
(ptedevsim kysliku) Vv jejich okoli neslucitelnd se Zivotem, jiné bakterie tento plyn pro své
preziti vyzaduji. Béhem fylogeneze tak doSlo k vyvoji proteinti, které jsou schopny
koncentraci daného plynu detekovat a na zaklad¢ jeho pfitomnosti nebo nepfitomnosti

ovlivilovat mnohé fyziologické procesy [70]. Molekula plynu interaguje s prostetickou
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skupinou proteinu, kterou je vtomto piipadé molekula hemu, resp. iont zeleza
inkorporovany v protoporfyrinové struktufe hemu. Hem je vzdy lokalizovan v senzorové
doméné. Interakce hemu s molekulou plynu, at’ jiz ve smyslu koordinace nebo disociace,
vyvola konformacni zménu senzorové domény. Molekularni mechanismus tohoto procesu
je znazornén na obrazku 4 na konkrétnim piikladé proteinu FixL, izolovaném z bakterie
Bradyrhizobium japonicum (BjFixL). Nasleduji dalsi strukturni zmény proteinu, které
zpusobi aktivaci/inaktivaci funkéni domény [71]. Funkéni domény maji nejcastéji
transkrip¢ni aktivitu [72], fosfodiesterasovou aktivitu [73], guanylatcyklasovou aktivitu
[74] nebo histidinkinasovou aktivitu [75]. Mezi detekovatelné molekuly plynu patii kyslik,
oxid uhelnaty a pfipadné také oxid dusnaty [71].

DZIZ RZZO
H?14 A '{/K
T210 HEM
H200

Obriazek 4: Porovnani struktur ¢asti senzorovych domén BjFixL pied (A) a po (B) vazbé ligandu

k hemu; pievzato z [76]

A) Pokud neni k hemu vazan ligand, vytvari Arg220 vodikovy miistek s hemovym propiondtem 7

B) Po vazbe ligandu (v pripadé tohoto experimentu byl jako ligand misto kysliku pouzit kyanidovy aniont)
k molekule hemu dochdzi k posunu propiondtu7 a k prerusent vazby propiondatu7 s Arg220, Arg 206 vytvaii
vodikovy miistek s hemovym propiondtem 6. Tyto zmény vedou k posunu FG smycky (Ser209-Arg220), coz
vyvola dalsi strukturni zmény proteinu, které vedou k ovlivneni kinasové aktivity.

C) Ke zvyraznéni strukturnich zmén obou forem je zde zndzornen jejich prekryv

1.2.1 Proteiny detekuji kyslik

Senzorové domény proteint, které detekuji kyslik, se vyskytuji v zasadé ve trech
riznych prostorovych usporadanich [71]. Jedna se o tzv. PAS, GAF a globinovou strukturu
senzorové domény. Funkéni doména proteintt detekujicich kyslik muze vykazovat
transkripéni  aktivitu, fosfodiesterasovou aktivitu, diguanylatcyklasovou aktivitu,
histidinkinasovou aktivitu (viz pFedchozi odstavec). Dochazi tak ke vzajemnym
kombinacim riiznych strukturnich motivii senzorovych a funkénich domén. Nckteré

z téchto kombinaci jsou znazornény na obrazku 5, strana 25.
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Obrazek 5: Kombinace senzorovych a funkénich domén u proteini detekujicich kyslik; pitevzato z [77]
Nalevo jsou zobrazeny proteiny detekujici kyslik, které maji histidinkinasovou aktivitu (HK modry ramecek).
Mezi tyto proteiny patii AfGcHK s globinovou strukturou senzorové domény (GCS), FixL s PAS strukturou
senzorové domény (fialovy ramecek) a proteinii DevS a DosT s GAF strukturou senzorové domény (hnédy
ramecek).

Napravo jsou zobrazeny proteiny detekujici kyslik, které maji jinou, nez histidinkinasovou aktivitu. Jedna se o
diguanylatcyklasovou aktivtitu (DGC cerny ramecek) proteinii YddV, AvGReg, BpeGReg, HemDGC
s globinovou strukturou senzorové domény, fosfodiesterasovou aktivitu (PDE tyrkysovy ramecek) proteinii
EcDOS, AXPDEAL s PAS strukturou senzorove domény. Katalyticka doména proteinu HemAT je tvorena
chemotaktickym proteinem prijimajicim metyl (MCP zeleny ramecek). U proteinu GcGCS nebyla zcela
objasnéna aktivita jeho katalytické domény.

pozn.: PAS, GAF - strukturni motivy prostorového usporadani proteinii

1.2.1.1 PAS doména

PAS je akronym, odvozeny z anglickych nazvd proteind, ve kterych byl tento
strukturni motiv nalezen. Jedna se o tyto proteiny: ,,Drosophila period clock protein‘,
,,vertebrate aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator‘ a ,,Drosophila single minded
protein‘‘ [78]. Proteiny, které obsahuji PAS doménu, se vyskytuji napfi¢ vSemi zivymi
organismy, jako jsou archea, eubacteria a eukarya [79]. Tento strukturni motiv se podili na
monitorovani zmény ve vstupnim signalu. Témito signaly jsou napft. svétlo [80], redoxni
potencial [81] nebo molekula kysliku [82].

Navzdory obrovské funkéni rozmanitosti maji PAS domény konzervovanou o/
strukturu [83]. Prvni krystalova struktura PAS domény byla ur¢ena u PYP, fotoreceptoru,
ktery se podili na fototaxi bakterie Halorhodospira halophila [80]. Byly nalezeny desitky
proteintl, které obsahovaly témét stejnou strukturu, ackoliv jejich sekvence aminokyselin

byly jen malo homologni.
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Na zékladé téchto porovnani pak byla definovana
struktura PAS domény. Jak je znazornéno na
obrazku 6, bézna PAS doména je tvotfena péti-
vlaknovym antiparalelnim B listem (AB, BB, Gf,
HB, IB), ktery je doprovazen nékolika a helixy
(Ca, Da, Ea, Fa) [84]. Struktura centralniho 3
listu je u vSech porovnavanych proteinli vysoce
konzervovana. Na rozdil od [ struktury,
orientace, délka i pocet a helixti se u PAS domén
jednotlivych proteinii zna¢né 1isi [84]. Pro
nazornost jsou na obrazku 7, strana 27 uvedeny
struktury Ctyf konkrétnich PAS domén rGznych
proteini, konzervované o  helixy jsou
vyobrazeny zluté, variabilni a helixy jsou

vyobrazeny bile.

Obrazek 6: Struktura PAS domény
proteinu NifL; pfrevzato z [85]

Doprovodny, nekonzervovany o helix je
oznacen bilou barvou. pozn. PAS - strukturni

motiv prostorového uspordadani proteinu

Mnohé PAS domény vazi urcité kofaktory, a to jak kovalentné, tak nekovalentné. U

nékterych PAS domén je vazba pfisluSného kofaktoru signalem, ktery zpiisobi bunéénou

odpovéd. Tak je tomu napft. u proteinu CitA bakterie Klebsiella pneumoniae, ktery vaze

molekulu citratu (obrazek 7D, strana 27) a tim prostfednictvim funkéni domény a néasledné

interakce s RR proteinem CitB ovliviiuje rast bakterie [85]. U ostatnich PAS domén je

kofaktor vazebnym mistem pro detekovanou molekulu. Jak jiz bylo uvedeno vyse, je

typickym kofaktorem pro detekci plyni molekula hemu [71]. Zastupcem proteinti

detekujicich kyslik s PAS doménou je protein FixL (obrazek 7C, strana 27) [82]. Vybrané

ptiklady kofaktortt PAS domén jsou uvedeny v tabulce 1, strana 27.
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Obriazek 7: Rozmanitost struktur PAS domén; pievzato z [84]
A) Struktura PAS domény PYP Halorhodospira halophila

B) Struktura PAS domény fototropinu 1 Avena sativa

C) Struktura PAS domény FixL Bradyrhizobium japonicum

D) Struktura PAS domény CitA Klebsiella pneumoniae

Vsechny tyto struktury maji shodny centralni § list a odlisné orientace, délky a pocty doprovodnych o helixii

(tyto o helixy jsou oznaceny bilou barvou)

pozn. PAS - strukturni motiv prostorového usporddant proteinu

Tabulka 1: Priklady kofaktori PAS domén vybranych proteinii; upraveno dle [84]

V tabulce jsou uvedeni vybrani zdstupci proteinii s PAS doménou a jejich prislusné kofaktory. Protein

detekujici  kyslik s PAS doménou je protein
flavinadenindinukleotid

FixL., pozn. FMN:

flavinmononukleotid, FAD:

protein organismus kofaktor literarni zdroj
PYP Halorhodospira halophila kys. kumarova [80]
fototropinl  Avena sativa FMN [86]
YtvA Bacillus subtilis FMN [87]
NifL Azotobacter vinelandii FAD [88]
FixL Sinorhizobium meliloti hem [82]
CitA Klebsiella pneumoniae citrat [85]
PhoQ Escherichia coli iont kovu [89]

Az doposud byly vlastnosti PAS domény popisovany obecné na piikladech rGznych

proteintl, z nichZ vétSina nepatii do kategorie proteint detekujicich kyslik. Nasledujici text

pojednava o konkrétnim proteinu detekujici kyslik s PAS doménou, a to o FixL.

FixL byl prvnim proteinem, ktery byl identifikovan jako enzym detekujici plyn

[75]. Tento protein je soucasti dvouslozkového signalniho systému (FixL/FixJ), ktery ma
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za ukol, v zavislosti na pfitomnosti kysliku, regulovat fixaci dusiku bakterie Sinorhizobium
meliloti (dfive nazyvané Rhizobium meliloti) [75].

Fixace dusiku je slozity proces, ktery vyzaduje vysoky piisun energie a nizkou
hladinu kysliku [90]. Na redukci jedné molekuly dusiku je vyuzito az 28 molekul ATP,
anaerobni podminky jsou nezbytné pro enzymovou aktivitu nitrogenasy [31]. Obligatn¢
aerobni bakterie Sinorhizobium meliloti Zije v symbiotickém vztahu s rostlinami ¢eled¢
bobovitych (Fabaceae). V hlizce téchto bobovitych rostlin je syntetizovan protein
leghemoglobin, ktery ma velmi vysokou afinitu k molekule kysliku [31]. Tim je zajisténo
prosttedi s nizkymi hladinami kysliku pro ochranu nitrogenasy. Zaroveil bobovité rostliny
poskytuji bakterii pfisun energie pro redukci dusiku. Vzhledem k tomu, ze se jedna o
energeticky velmi naro¢ny proces, je nutné pii nesplnéni podminek pro spravny pribéh
fixace dusiku tento proces zastavit. Déje se tak na Grovni exprese gentl — pro fixaci dusiku
bakterie vyuziva nejméné 23 genu (nif a fix geny) [91]. Transkripce téchto genu je
indukovana prostednictvim dvouslozkového signalniho systému FixL/FixJ, a to pouze pfi
nizké koncentraci kysliku [91]. FixL je vtomto dvousloZzkovém signalnim systému
kyslikovym senzorem s histidinkinasovou aktivitou, FixJ je transkripénim faktorem. Pokud
se vokoli nenachdzi kyslik, dochazi k autofosforylaci histidinového zbytku FixL,
prostiednictvim y-fosfatového zbytku ATP. Poté nasleduje prenos fosfatového zbytku na
transkripéni faktor FixJ, ktery je timto aktivovan a spusti kaskddu exprese gent
zodpovédnych za fixaci dusiku [91]. Vazba kysliku k molekule hemu naopak zptsobi
inaktivaci kinasové aktivity a s tim spojenou inaktivaci transkrip¢niho faktoru [76].

Na zéklad¢ studia prostorovych struktur senzorové domény proteinu FixL bez
vazaného ligandu a s vazanym ligandem byl odhalen mechanismus tohoto procesu na
molekularni arovni. Tyto struktury byly uréeny u proteinu FixL bakterie Bradyrhizobium
japonicum (obrazek 8, strana 29) [82]. Pii porovnani struktur hemovych ¢asti s vazanym
ligandem a bez vazan¢ho ligandu bylo zjiSténo, Zze k nejvyraznéjSim odliSnostem dochazi
v useku FG smycky (Ser209 — Arg220). Po vazbé ligandu kiontu Zeleza dochazi ke
,,zplo§téni‘ porfyrinového kruhu a tim k oddaleni propiondtu7. Toto oddéaleni zplsobi
zeslabeni vazby Arg220 a propionatu7 a naopak dojde k vytvofeni vazby mezi Arg206 a
propionatem7. Arg220 vytvoii vazbu s vazanym ligandem. V poslednim kroku dochazi k
posunu Arg206, ktery vytvoii vazbu s propionatem6. Tento mechanismus je znazornén na

obrazku 8, strana 29. Vysledkem vsSech téchto zmén je posun FG smycky dal od
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porfyrinového kruhu. Tento posun vyvola globalni zménu v konformaci celého proteinu,

ktera je pfi¢inou inhibice kinasové aktivity [82].
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Obrazek 8: Mechanismus konformaéni zmény hemové ¢asti BjFixL; pievzato z [82]

Po vazbeé ligandu (molekula kysliku) k hemu, dochazi k posunu propionatu (HP7), tim je oslabena vazba
HP7-Arg220. S HP7 nasledne vytvari vazbu Arg206 (1). Arg220 vytvari vodikovou vazbu s vazanym kyslikem
(2). Poslednim krokem tohoto mechanismu je zména vazby Arg206 k HP6 (3).

1.2.1.2 GAF doména

GAF domény tvofi jednu z nejvétSich a nejvice rozsitenych proteinovych domén,
které byly nalezeny u archei, bakteri i eukaryi [92]. GAF je akronym, ktery byl odvozen
z anglickych nazvi proteind, ve kterych byla tato struktura poprvé identifikovana. Témito
proteiny jsou: ,,cGMP - specific phospodiesterases‘‘, ,, Anabaena adenylcyclases‘® a ,,E.
coli formate hydrogenlyase transcriptional activator‘ [93]. Proteiny, ve kterych byly GAF
domény nalezeny se podili napt. na regulaci genové exprese, fixaci dusiku nebo jsou
detek¢énim mistem ve dvouslozkovych signalnich systémech [94].

Ackoliv PAS a GAF domény maji naprosto odliSné aminokyselinové sekvence,
bylo pifi porovnani tfidimenzionalnich struktur téchto domén nalezeno velké mnozstvi
shodnych prvki [95]. Stejné jako PAS domény, také GAF domény jsou uzpusobeny pro
vazbu kofaktort, jejichz prostfednictvim detekuji jejich koncentraci v okoli nebo se na tyto
kofaktory vazi detekované molekuly. Témito kofaktory jsou napf. flavin, adenin, guanin

nebo hem [92]. Mezi proteiny, které maji GAF doménu s vazanym hemem, a jsou tedy
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proteiny detekujici plyny, patii histidinkinasy DosT a DosS bakterie Mycobacterium
tuberculosis.

Mycobacterium tuberculosis je patogenni, obligatné aerobni bakterie, ktera dokaze
prechéazet z replikacné aktivni formy do neaktivnich klidovych stadii. V klidovém stadiu
pak bakterie muize v hostiteli pfezit i n€kolik desitek let, kdy je navic vysoce rezistentni
Kk ptisobeni 1ékti [96]. Pfechod z aktivni do neaktivni formy je vyvolan hypoxii nebo
pusobenim oxidu dusnatého a/nebo oxidu uhelnatého prostiednictvim exprese specifickych
geni (Dos regulon) [97]. Exprese téchto genti je vyvolana pusobenim transkripéniho
faktoru DosR (DevR), ktery je spolu s histidinkinasami DosT a DosS (DevS) soucasti
dvouslozkového signalniho systému [98]. DosT a DosS, jsou strukturné podobné
histidinkinasy, kazda z nich obsahuje dvé na sebe navazujici GAF domény [99]. Prvni
GAF doména obsahuje molekulu hemu, ktery vaze kyslik nebo oxid uhelnaty nebo oxid
dusnaty. V prostiedi, kde je vysoka koncentrace kysliku a zaroven nizka koncentrace oxidu
uhelnatého a oxidu dusnatého je autofosforylacni aktivita histidinkinas DosT, Do0sS
inhibovana [99]. Na rozdil od situace, kdy se bakterie vyskytuje v hypoxickém prostiedi,
popt. prostfedi, kde je vysokd koncentrace oxidu dusnatého nebo oxidu uhelnatého.
V tomto piipadé naopak dochazi kvelmi intenzivni autofosforylaci histidinkinasy,
nasledovana fosforylaci transkripéniho faktoru a expresi genti, které umozni bakterii piejit

do klidového stadia [99].

1.2.1.3 Globinova doména

Prostorova struktura globinové domény je tvofena osmi a-helixy (oznacovanymi A
— H), které jsou spojeny kratkymi segmenty [100]. V proteinech jako je hemoglobin nebo
myoglobin je funkci globinu prostfednictvim jeho kofaktoru hemu transportovat
eventualné skladovat kyslik. Globinova struktura byla vSak nalezena také u proteint
prokaryontnich organismil, které zastavaji odlisné funkce nez hemoglobin nebo myoglobin
[101]. Byl proveden bioinformaticky pruzkum 2275 bakteridlnich a 140 archealnich
genomu, ktery prokéazal, ze ve vice nez poloviné¢ bakteridlnich a pfiblizné pétiné
studovanych archealnich genomu se vyskytuji geny, které koduji proteiny s globinovou
strukturou [102]. Tyto globiny bylo mozné zaradit do jedné ze tii skupin: globiny
myoglobinového typu, senzorové globiny a zkracené (‘‘truncated‘‘) globiny. Globiny
myoglobinového typu a senzorové globiny maji 3/3 a helikalni strukturu, zatimco zkracené

globiny maji 2/2 o helikalni globinovou strukturu [103]. Senzorové globiny zahrnuji
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proteiny detekujici kyslik s globinovou strukturou (jsou oznafovany zkratkou GCS z
anglického nazvu ,,globin-coupled oxygen senzor‘‘), protoglobiny a senzorové jedno-
doménové globiny. Globin, ktery se vyskytuje v GCS se od globinu v hemoglobinu popf.
myoglobinu (se kterymi maji senzorové globiny stejny geneticky ptvod) odliSuje

chybg&jicim D-helixem a ¢asti E-helixu (obrazek 9) [103].

Myoglobin HemAT

Obrazek 9: Porovnani tiidimenzionalnich struktur globini myoglobinu a HemAT; pievzato z [104]
Globin HemAT izolovany z bakterie Bacillus subtilis a globin myoglobinu izolovany ze spermatu vorvané se

od sebe lisi v helixech D, E, Z. pozn: HemAT — aerotakticky transduktor obsahujici hem

Jednim zmala GCS, u kterych byla
urcena krystalova struktura senzorové domény je
aerotakticky  transduktor  obsahujici  hem
(HemAT) [104]. HemAT ovliviiuje smér pohybu
archeonu Halobacterium salinarum (HemAT-
Hs) a bakterie Bacillus subtilis (HemAT-Bs)

Vv zéavislosti na koncentraénim gradientu kysliku

[105]. Senzorova doména HemAT je ve formé c
podjednotka B podjednotka A

krystalu homodimerem — sty¢na plocha mezi

jednotlivymi monomery je tvofena helixy G a H,  gprazek 10: Krystalova struktura
které tvofi Ctyfhelixovy antiparalelni svazek, dale  senzorové domény HemAT; pievzato
&asti helixu Z a Eastmi helixt B a C (obrazek 10). 2 [109]

. , , , ozn: HemAT - aerotakticky
Byla ur€ena krystalova struktura bez vézaného P L

) ) transduktor obsahujici hem

ligandu [Fe (I1) forma] a s vazanym ligandem [Fe

(II1)-CN forma], ktera ukazala, ze z jedné podjednotky dimeru [Fe (II) formy] vy¢niva na
povrch proteinu hydroxylova skupina Tyr70 (lokalizovaného v helixu B na pozici 10 —

B10). V piipad¢ [Fe (II1)-CN formy] tento hydroxyl interaguje s vazanym kyanidovym
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aniontem. Byl proveden experiment, kdy byl tento tyrosin nahrazen jinymi
aminokyselinami, a to fenylalaninem, leucinem nebo tryptofanem [106]. VSechny tyto
mutace vedly K drastickym zménam v kinetickych parametrech vazby kysliku na
senzorovou doménu HemAT. Na zakladé téchto poznatk bylo proto predpokladano, ze
hydroxylova skupina Tyr70 (B10) stabilizuje vazbu kysliku k hemu prostfednictvim
vodikovych mustkti [106]. Z vysledkii ziskanych pomoci resonanéni Ramanovy
spektroskopie, kdy byly méfeny spektralni zmény HemAT pted a po vazbé ligandu, vSak
vyplynulo, ze Tyr70 nevytvaii s vazanym kyslikem vodikovou vazbu [107, 108]. Zda se
tedy, ze role Tyr70 v HemAT neni stale jesté uspokojiveé vysvétlena. Dale bylo zjisténo, ze
po vazbé kysliku k hemu (respektive iontu zeleza) dochéazi k vytvotreni vodikové vazby
mezi propionatem6 a His86. Vytvoreni této vodikové vazby vyvold konformacni zmény
proteinu (zejména v pozici helixu E) jejichz nasledkem je posun Tyr95 do mist, kde mize
vytvotit vodikovou vazbu svazanym kyslikem. Zaroven po vazbé kysliku dochazi
k posunu helixu B a helixu G, coz vede k pienosu signalu na funkéni doménu [109].

Histidinkinasa s globinovou strukturou senzorové domény izolovana z bakterie
Anaeromyxobacter sp., kmen Fw 109-5 (AfGcHK) je prvnim nalezenym GCS, ktery ma
histidinkinasovou aktivitu [110]. Aktivita HK je vyrazné¢ podpofena vazbou kysliku
k hemu [Fe (11)-O,]. K fosforylaci HK dochazi také v piipade¢, kdy je k hemu vazan oxid
uhelnaty [Fe (11)-CO] nebo pokud je iont zeleza v oxidovaném stavu [Fe (II)]. Pro
identifikaci autofosforylacniho mista byly porovnany aminokyselinové sekvence AfGCHK
s dalsimi ortology histidinkinas s globinovou strukturou a FixL. Ve vSech téchto
sekvencich byl nalezen vysoce konzervovany His183. Byla proto provedena mutace této
aminokyseliny (H183A). [Fe (IlI)] a [Fe (I1)-O,] ztratily po provedeni mutace svoji
autofosforyla¢ni aktivitu, coz jasné prokazalo, ze Hisl183 je autofosforylatnim mistem
AfGcHK. Po autofosforylaci AfGcHK dochazi k pienosu fosfatové skupiny na piislusny
RR protein. Pro identifikaci fosforylaénich mist RR proteinu byl proveden podobny postup
jako u identifikace fosforylacniho mista AfGcHK. RR protein ma dvé fosforylaéni mista —
Asp52 a Aspl69. Mechanismus fosforylace AfGcHK je znazornén na obrazku 11, strana
33. Axialnim ligandem hemu na proximalni strané¢ je His99, Tyr45 se ziejmé¢ podili na
stabilizaci vazaného kysliku pomoci vodikovych mustk.

Funkce RR proteinu v tomto dvouslozkovém signalnim systému zatim nebyla plné
objasnéna. Gen, ktery souvisi stimto dvouslozkovym signdlnim systémem, byl

identifikovan také u bakterii Anaeromyxobacter dehalogenans a Myxococcus xanthus
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[110]. Anaeromyxobacter roste jak Vv aerobnim, tak anaerobnim prostfedi, zatimco
Myxococcus je obligatné aerobni a nedokaze proto piezit v anaerobnich podminkach.
Z tohoto davodu tento dvouslozkovy signalni systém ziejmé¢ reguluje specifické
fyziologické funkce, které vyzaduji optimalni koncentraci kysliku, jako je tvorba plodnicek

a sporulace [111].

0 — >
AfGcHK

Anac109_243g | globin | | histidinkinasa |
His99 Hé>183 pe=

(axialni ligand)

ADP
»".‘ X
RR protein Asp52 Asp169
[ 2|

Anae109_2439

Obriazek 11: Schéma mechanismu regulace RR proteinu prostiednictvim AfGcHK; pievzato z [110]
Po vazbé kysliku kiontu Zeleza dochdzi k aktivaci histidinkinasy, ktera katalyzuje fosforylaci Hisl83,
prostrednictvim y- fosfatoveho zbytku ATP. Nasledné dochazi k prenosu fosfatu na RR protein, konkrétné na
mista Asp52 a Asp169.

1.3 Metody pouzivané pro detekci fosforylovanych forem HK a RR

proteinu

Fosforylace proteint zastava dulezitou tlohu v celé fadé bunéénych procest [112].
Pro studium fosforyla¢nich reakci a naslednou vizualizaci fosforylovanych forem proteini
byla proto vyvinuta cela fada metod. Mezi né patii naptiklad (i) vyuziti specifické
protilatky proti fosforylované a nefosforylované formé substratu, pokud je tento proteinové
povahy [113], (ii) pouZiti specialné radioznaceného fosfatové zbytku [37] nebo (iii) pouziti
specifického fosfat vazajiciho ¢inidla, znamého pod komercnim nazvem Phos-tag [110].
Phos-tag byl Gspésné vyuzit ve spojeni s metodami jakymi jsou afinitni chromatografie
[114], ionizace laserem za piitomnosti matrice s priletovym analyzatorem hmotnostni
spektrometrie [115] a diskontinualni elektroforesa na polyakrylamidovém gelu
v ptitomnosti dodecylsulfatu sodného [116]. V ptredkladané diplomové praci byla pro
detekci fosforylace proteinu AfGcHK a jeho piislusného RR proteinu pouzita metoda
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modifikované SDS elektroforesy s Phos-tagem, jejiz princip je detailnéji popsan

Vv nasledujici kapitole.

1.3.1 Diskontinudlni elektroforesa na polyakrylamidovém gelu v pritomnosti
dodecylsulfatu sodného obsahujici Phos-tag

Phos-tag je komeréni nazev pro slouCeninu  (1,3-bis[bis(pyridin-2-
ylmethyl)amino]propan-2-olato),  ktera v pifitomnosti  manganatych  (eventudlné
zineCnatych) kationtd vytvaii specifickou nekovalentni vazbu s fosfatovymi zbytky pfi
neutralnim pH prostiedi [117]. Bylo prokazano, ze Phos-tag selektivné interaguje
s proteiny, které obsahuji fosforylované aminokyseliny serin, threonin, tyrosin [116],
histidin [118] a aspartat [117]. Princip této metody je nasledujici. Phos-tag obsahuje dvé
volnd vazebnd mista, ke kterym jsou koordinovany dva ionty kovu. Takto vytvofené
vazebné misto je vhodné pro ptistup fosfatového zbytku fosforylovaného proteinu (obrazek
12). Fosforylované proteiny, které vytvoii vazbu s komplexem Phos-tag — manganaté
kationty putuji separacnim akrylamidovym gelem sniz§i rychlosti, nez totozné
nefosforylované proteiny. Tim dojde k oddéleni fosforylované formy proteinu od
nefosforylované formy. Pomoci této metody lze rozdélit také fosforylované formy
proteinu, které se od sebe li§i poc¢tem fosforylovanych mist — ¢im vice fosforylovanych
mist protein obsahuje, tim se gelem pohybuje pomaleji. Tento proces je zobrazen na

obrazku 13, strana 35.

\ —R
o B l X X= Polyakrylamid 0\\p/o X
% 1 °) N N Y o \O 7N\
| N Y i =N ’N 7 O/R ’N"Mé \;/N/
= 2, ?‘ + = ge
ZN Nk M N<5W‘O"M\>N, + Ouf AN/ 0 M\>N
OH & N AN & ) B0 ~o AN N :

/N N, N=
N~ . Phos-tag ROPO3?—Phos-tag
M?* = Zn? or Mn?*

Obrazek 12: Tvorba komplexu Phos-tag - fosforylovany protein; pievzato z [116]
Phos-tag spolu s ionty kovu (M?*) vytvdii vazebné misto pro fosforylovany protein (R-O-PO5?)
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Mn2*-Phos-tag SDS-PAGE

% @W - Qg\c

) o G

D %o H¢>

D l@ ® XN =
Y o 069 ON

(8 Fosforylovany protein

@ Nefosforylovany protein

Obriazek 13: Separace fosforylované a nefosforylované formy proteinu pomoci Phos-tag SDS PAGE;
upraveno dle [119]

Phos-tag vytvdri spolu s manganatymi Kationty komplex, ktery vaze fosfatovou skupinu fosforylovaného
proteinu. Takovyto navdzany protein se pohybuje separacnim gelem s nizsi rychlosti nez nevazany
nefosforylovany protein. Nefosforylovanda forma proteinu tak doputuje dale nez fosforylovana forma proteinu

a na vysledném separacnim gelu Ize tyto formy rozlisit.

1.4 Plasmid pET-21c(+)

Pro expresi proteinu AfGecHK byl pouzit expresni vektor pET-21c(+). Na obrazku
14, strana 36 je zndzornéna mapa tohoto plasmidu [120]. Expresni vektor pET-21c(+)
obsahuje 5441 part bazi. Plasmid pET-21c(+) obsahuje gen, zajistujici rezistenci
k ampicilinu, coz umoznuje selekci bunék transformovanych timto plasmidem.

Tento plasmid obsahuje T7 promotor, ktery je specificky pouze pro T7 RNA
polymerasu [121]. T7 RNA polymerasa je mnohonasobné vykonngjsi nez vlastni RNA
polymerasa bakterie E. coli. Gen (v pifipadé experimenti provadénych v ramci této
diplomové prace gen pro AfGcHK), ktery je umistény za T7 promotorem, je tak
exprimovan velmi efektivné. Integrace genu pro T7 polymerasu do genomu E. coli je
provedena pomoci bakteriofaga DE3 [121]. K expresi proteinu AfGcHK byly pouzity
bunky E. coli BL-21(DE3), obsahujici tento gen. T7 promotor je umistén v pozici 307-325
bp [122]. Gen pro T7 RNA polymerasu je pod kontrolou lac operonu, ktery je
V nepfitomnosti induktoru (isopropyl p-D-1-thiogalaktopyranosid - IPTG) blokovan
represorem (produkt genu lacl) [121]. Ptidavkem IPTG dochazi k aktivaci lac operonu a
tim 1 k expresi T7 RNA polymerasy. T7 RNA polymerasa nasedne na T7 RNA promotor a

pfepisuje vneseny gen pro cilovy protein.
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Gen, ktery koéduje protein AfGCHK Dbyl do plasmidu pET-21c(+) vloZzen pomoci
restrikénich mist Xhol a Ndel (na obrazku 14 jsou tato restrikéni mista oznacena Cern¢).
Na N-konci exprimovaného proteinu byla lokalizovana sekvence bohata na histidin (tzv.

histidinova kotva), ktera byla vyuzita pii izolaci daného proteinu.

PET-21¢(+)
5441 bp

Obrazek 14: Restrikéni mapa plasmidu pET-21¢(+); prevzato z [120]

Na schématu je vyznacena pozice specifickych §tépicich mist restrikcnich endonukleas Xhol a Ndel.

1.5 Plasmid pGEX-6P-2

Pro expresi studovaného RR proteinu byl pouzit expresni vektor pGEX-6P-2. Mapa
tohoto plasmidu je znazornéna na obrazku 15, strana 37. Tento expresni vektor obsahuje
4985 part bazi. Plasmid pGEX-6P-2 obsahuje gen kodujici glutathion S-transferasu (GST)
[123]. V blizkosti tohoto genu jsou specificka mista pro restrikéni endonukleasy — BamHI
a Ecorl prostfednictvim kterych je do tohoto plasmidu vloZen gen kédujici studovany RR

protein.
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Exprese GST (a s nim i studovaného RR proteinu) je pod kontrolou tac promotoru.
Daéle se v tomto expresnim vektoru nachdzi gen lacl. Produkt tohoto genu je represorem,
ktery se vaze k operatoru tac promotoru, ¢imz zabrani expresi GST-RR proteinu. Represor
je odstranén po piidavku induktoru (IPTG) a tim dochézi k efektivni expresi GST-RR
proteinu [124]. Pfipojenim GST k RR proteinu je umoznéna purifikace proteinu
z bakterialniho lyzatu prostfednictvim afinitni chromatografie s pouzitim glutathionu jako
eluéniho ¢inidla [122]. Pro expresi proteinu s ptipojenym GST je nutné vybrat vhodny
bakterialni kmen. U fady bakteridlnich kment E. coli dochazi k produkci proteas, které
ptipojeny GST odstépuji [125]. Pro efektivni expresi RR proteinu s pfipojenym GST byly
proto pouzity bakterie E. coli BL-21, které jsou upraveny tak, aby neprodukovaly proteasy
OmpT a Lon [126]. Expresni vektor pGEX-6P-2 disponuje genem, ktery udéluje bakterii

rezistenci vici ampicilinu.

Narl (4224)

coRV (4124)

lac

pGEX-6P-2

4985 bp I

pBR222_origin

Pstl {1928}

Obrazek 15: Restrikéni mapa plazmidu pGEX-6P-2; pfevzato z [123]

Na schématu je vyznacena pozice specifickych stépicich mist restrikcnich endonukleas BamHI a Ecorl
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2 Cile diplomové prace

Na zacatku feSeni dané diplomové prace byly stanoveny tyto cile:

e Nejprve bylo tfeba optimalizovat protokol heterologni exprese a izola¢niho postupu
AfGcHK a ziskat tak vhodny, enzymove¢ aktivni preparat proteinu AfGCHK.

e Stejn¢ tak bylo nezbytné pfipravit i druhy protein z dvouslozkového signdlniho
systému, konkrétné RR protein.

e Hlavnim cilem diplomové prace bylo studovat mechanismy fosforyla¢nich reakci
AfGcHK a RR proteinu a s tim souvisela nutnost zavést vhodnou metodu pro
sledovani a detekci fosforylovanych forem studovanych protein.

e Daile bylo tfeba optimalizovat podminky pro prubéh studovanych enzymovych
reaket.

¢ Findlni népln diplomové prace pak spocivala ve stanoveni kinetickych parametrii

autofosforyla¢ni reakce AfGCHK za riznych podminek.
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3 Material a metody
3.1 Pouzité pristroje

Analytické vahy
Autoklav
Bezdotykovy kahan
Centrifugy

Ctefka mikrotitra¢nich desti¢ek
Elektricky ohFiva¢
Elektroforeticka aparatura

Inkubatory

Laboratorni vahy

Laminarni box
Magneticka michacka
pH metr
Spektrofotometry

Ultrazvukovy homogenizator
Vodni lazen

Zdroj pro elektroforesu

AKTAbasic systém
AKTAprime plus systém

HM-200, A&D Instruments LTD
Varioklav 400E, H+P Labortechnik
Gasprofi2 SCS, VLD-TEC

5415 R, Eppendorf

Allegro X-22R, Beckman Coulter
Janetzki K 70 D, MLW

Stolni minicentrifuga Gilson, GmC Lab
Ultracentrifuga Optima™ LE-80K, Beckman Coulter
Sunrise Absorbance Reader, TECAN
ETA

Mini-PROTEAN Tetra Cell, Biorad

IR 1500 Automatic CO2 Incubator, Flow Laboratories
Mini Rocker MR-1, BioSan
ORBI-SAFE TS Net Wise, Gallenkamp
440-35N, KERN

EW 600-2M, KERN

EK600H A&D Instruments LTD

BI10O 126, Labox

KMO2 basic, IKA

model 370, ATI Orion

Spekol 11, CARLZEISS, Jena

Diod Array 8453, Agilent

Cary 60 UV-Vis, Agilent

Sonopuls HD 3100, sonda KE 76, Bandelin

Julabo TW2, Biotech

EPS 301, Electrophoresis Power Supply, Amersham
Pharmacia Biotech

Amersham

GE, Healthcare
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3.2 Pouzity material a chemikalie

AppliChem, Némecko

d-aminolevulova kyselina (6-ALA)

Clontech, USA

TALON® Metal Affinity Resin

Fermentas, Kanada

Marker Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder

Fluka, Svycarsko

Akrylamid, dodecylsulfat sodny (SDS), fenylmethansulfonyl florid (PMSF), lysozym,
merkaptoethanol, N,N-methylen-bis-akrylamid (BIS), tris(hydroxymethyl)aminomethan
(Tris)

GE Healthcare, Anglie

Glutathione Sepharose 4B

LACHEMA BRNO, CR

Bromfenolova modt, diethylether, Dihydrogenfosfore¢nan draselny, dithioniCitan sodny,
dusi¢nan stfibrny, ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA), formaldehyd, hemin,
hydrogenfosfore¢nan sodny, hydroxid sodny, chlorid draselny, chlorid hofe¢naty, chlorid
manganaty, chlorid vapenaty, imidazol, octan sodny, pentahydrat siranu médnatého,
persiran amonny, pyridin, thiosiran sodny, uhli¢itan sodny, vinan sodny

Lach-Ner, CR

Aceton, amoniak, ethanol, glycerol, chlorid sodny, kyselina chlorovodikova, kyselina
octova, methanol

Linde, CR

Dusik (g)

New England BioLabs, USA

Hovézi sérovy albumin

OXOID LTD, Anglie

Bacto Tryptone, Bacto Yeast

Penta, CR

Hydrogenfosfore¢nan draselny, glycin, dithionicitan sodny, fosforylchlorid
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SIGMA, USA

Dimethylsulfoxid, draselna sl fosfoenolpyruvatu, glutathion, isopropyl p-D-1-
thiogalaktopyranosid (IPTG), lithno-draselna sul acetylfosfatu, Luria Agar, Luria Broth
(LB) medium, 4,4'-dikarboxy-2,2'-bicinchoninova kyselina

Sigma-Aldrich, USA

Lithna sil adenosin 5'-(B,y-imido)trifosfatu (ATP?)

SERVA Elektrophoresis, Némecko

Ampicilin, Coomassie Brilliant Blue R-250, disodna sul adenosin-5'-trifosfatu (ATP),
N, N, N*, N*-tetramethylethylendiimin (TEMED)

Stratagen, USA

Bakterialni kmen E. coli BL-21(DE3)

Wako Pure Chemical Industries, Japonsko

Phos-tag

Plasmidy pET-21c(+)/Anael09 2438 (pro AfGcHK) a pGEX-6P-2/Anael09 2439 (pro
RR protein) byly laskavé poskytnuty spolupracujici laboratoii profesora Toru Shimizu,

Tohoku Universita, Sendai, Japonsko.

3.3 Pouzité metody

3.3.1. Piiprava agarovych ploten

Navazka 4 g LB agaru byla rozpusténa ve 100 ml destilované vody. Po pievedeni
do zasobni lahve bylo toto mnozstvi LB agaru sterilizovano horkou parou pfi teploté 121
°C (Varioklav 400E, H+P Labortechnik) po dobu 20 minut. Tésné pfed pouZitim byl LB
agar rozpusStén zahfivanim v mikrovlnné troubé a potfebné mnozstvi bylo pfeneseno do
sterilni zkumavky Falcon (50 ml). Po zchladnuti byl do zkumavky Falcon naplnéné agarem
piidan ampicilin o vysledné koncentraci 100 pg.ml™. Tato sm&s byla jemn& promichana a
poté aplikovana do sterilnich Petriho misek. Petriho misky byly ponechany na vodorovném

povrchu do ztuhnuti agaru.

3.3.2 Transformace bunék E. coli BL-21 (DE3) teplotnim Sokem
Kompetentni buiiky E. coli a vektory byly po vyjmuti z mrazaku ponechany na ledu

rozmrznout. Buiikky byly rozdéleny do dvou sterilnich mikrozkumavek Eppendorf (do
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kazdé bylo napipetovano 30 pupl suspenze kompetentnich bun€k). Do jedné
z mikrozkumavek byl ptidan 1 pl roztoku plasmidu (1 pgml™), do druhé kontrolni
mikrozkumavky byl pfidan 1 ul sterilni vody (kontrolni buriky). Ob¢ mikrozkumavky byly
ponechany piiblizn¢ 30 minut na ledu. Poté byly builkky podrobeny teplotnimu Soku
ponofenim mikrozkumavek na 45 sekund do vodni 1azné (Julabo TW2, Biotech) vyhtaté
na 42 °C. Po vyjmuti z vodni 14zn¢ byly mikrozkumavky pieneseny na led. Po uplynuti tfi
minut bylo k transformovanym i kontrolnim buiikam pifidano 300 ul sterilniho LB média
(25 g.l'l) a obsah mikrozkumavek byl Setrn¢ promichan. Buiky byly poté inkubovany 60
minut pii teplot¢ 37 °C (IR 1500 Automatic CO, Incubator, Flow Laboratories). Po
inkubaci byly bunééné suspenze napipetovany na agarové plotny s ampicilinem a sterilni
mikrobiologickou hokejkou rovnomérné rozetteny po celé plose. Po vsaknuti suspenze do
agaru byly plotny otoceny dnem vzhtlru, uzavieny parafilmem a inkubovany pies noc pfi

37 °C (IR 1500 Automatic CO; Incubator, Flow Laboratories).
3.3.3 Exprese proteinu AfGcHK a RR proteinu

3.3.3.1 Kultivace bunék E. coli BL-21(DE3)

Z ,narostlych® kultur transformovanych bunék byla pomoci vyzihané pinzety a
sterilniho paratka selektovana jedna kolonie bunék. Paratko, obsahujici stopy selektované
bunécné kolonie, bylo vloZzeno do zkumavky Falcon (50 ml) obsahujici 5 ml sterilniho LB
média (25 g.I™) s ampicilinem (100 pg.ml™). Zkumavka obsahujici buiiky selektovaného
jednobunééného klonu byla inkubovana v orbitalnim shakeru (ORBI-SAFE TS Net Wise,
Gallenkamp) pti 37 °C a 220 RPM pfes noc.

Bylo pfipraveno TB medium. Navazka 48 g Bacto Tryptone a 96 g Bacto Yeast
byla rozpusténa ve 3,6 1 destilované vody. Do 8 Erlenmayerovych lahvi (2 1) bylo pfidano
450 ml tohoto roztoku. Po uzavieni alobalovou zatkou byly roztoky v téchto lahvich
sterilizovany horkou parou pii teplot¢ 121 °C (Varioklav 400E, H+P Labortechnik) po
dobu 20 minut. Navazky 50 g hydrogenfosforetnanu draselného a 9,2 ¢
dihydrogenfosforecnanu draselného byly rozpustény v 300 ml destilované vody. Za stalého
michani bylo k tomuto roztoku ptidano 32 ml 50% glycerolu. Tato smés byla doplnéna
destilovanou vodou na 400 ml a sterilizovana analogicky jako roztoky v Erlenmayerovych
lahvich. Tésné pted pouzitim bylo k 450 ml sterilniho roztoku Bacto Tryptone a Bacto
Yeast ptidano 50 ml roztoku obsahujictho hydrogenfosfore¢nan draselny,

dihydrogenfosfore¢nan draselny a glycerol.
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Do 8 Erlenmayerovych lahvi (2 1) obsahujicich 500 ml sterilniho TB média bylo
pfidano 0,5 ml ampicilinu (100 mg.ml™). Inokulace byla provedena 0,5 ml suspenze
obsahujici transformované buiiky E. coli BL-21(DE3) ze selektovan¢ho jednobunééného
Klonu. Vysledna smés byla inkubovana v orbitalnim shakeru (ORBI-SAFE TS Net Wise,
Gallenkamp) pfii 37 °C a 180 RPM do doby, nez opticka denzita pii 600 nm bun¢k E. coli
v médiu dosahla hodnoty vrozmezi 0,6 — 1,2 (kméfeni optické denzity byl pouzit

spektrofotometr Spekol 11, CARLZEISS, Jena).

3.3.3.2 Indukce exprese genu kédujici protein AfGCHK/RR protein

Jakmile bakterialni kultura, pfipravena podle postupu popsaného v kapitole 3.3.3.1,
strana 42 dosahla pozadovanych hodnot optické denzity pii 600 nm, byla ukoncéena
inkubace pii 37 °C a dale bylo pokra¢ovano inkubaci po dobu 30 minut pfi laboratorni
teploté. Poté byla provedena indukce 0,1 ml IPTG (0,5 M). Béhem optimalizace izola¢niho
postupu holoformy AfGcHK byl proveden experiment, kdy bylo v tomto kroku pfidano
Kk bakterialni kultufe 0,5 ml respektive 1,0 ml 6-ALA (0,5 M). Nasledovala inkubace
v orbitalnim shakeru (ORBI-SAFE TS Net Wise, Gallenkamp) pti 15 °C a 180 RPM pies
noc. Exprese genu kodujici protein AfGcHK respektive RR protein byla ukoncena
centrifugaci (Janetzki K 70 D, MLW) pii 4 °C a 3000 RPM po dobu 45 minut. Sklizené
bunky byly po zvazeni uchovéany pti -80 °C pro dalsi vyuZiti.

3.3.4 Izolace proteinu AfGcHK z bunék E. coli BL-21(DE3)

Zmrazené suspendované bunky (piiblizné 6 g) obsahujici exprimovany protein
AfGcHK byly rozmrazeny na ledu. Nasledovala resuspendace bun¢k ve 40 ml pufru
obsahujicim 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 100 mM chlorid sodny, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF,
0,2 mg.ml™ lysozym. Poté byly za stalého chlazeni na ledu a michdni naruSeny bunécné
membrany pomoci ultrazvukové sonikace (Sonopuls HD 3100, sonda KE 76, Bandelin).
Ultrazvukova sonikace byla provedena Sestkrat po dobu 1 minuty pii amplitudé 55 %.
Mezi jednotlivymi sonikacemi byla vZdy 1 minutovéd pauza. K ziskanému homogenizatu
byl pfidan hemin rozpustény v dimethylsulfoxidu o vysledné koncentraci 300 uM (b&hem
optimalizace izolace AfGCHK z bunék E. coli byl pouzit hemin o vysledné koncentraci 750
uM, v ptipadé, kdy byla provedena exprese s piidavkem &-ALA Dbyl tento krok zcela
vynechdn). Tato smés byla inkubovana za stalého michani pti 4 °C 20 minut. Pro ziskéani
cytosolu byl homogenizat centrifugovan pti 55 000 RPM pii 4 °C po dobu 70 minut
(Ultracentrifuga Optima™ LE-80K, Beckman Coulter).
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Ctyii mililitry afinitniho gelu (TALON® Metal Affinity Resin) byly ekvilibrovany
pufrem obsahujicim 50 mM Tris-HCI, pH 8,0 a 100 mM chlorid sodny centrifugaci pfi
4 °C a 750 RPM (Allegro X-22R, Beckman Coulter). Ekvilibrovany afinitni gel byl pfidan
K cytosolu a tato smés byla inkubovana za stalého michani (Mini Rocker MR-1, BioSan)
po dobu 60 minut piti 4 °C. Po inkubaci byla tato smés aplikovdna na prazdnou
chromatografickou kolonu s fritou. Kolona byla promyta 80 ml pufru obsahujicim 50 mM
Tris-HCI, pH 8,0 a 100 mM chlorid sodny. Byly zachyceny proteinov¢ frakce eluované 10
ml pufru obsahujicim 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 100 mM chlorid sodny a 10 mM imidazol,
dalsi proteinova frakce byla ziskana eluci 10 ml pufru obsahujicim 50 mM Tris-HCI, pH
8,0, 100 mM chlorid sodny a 20 mM imidazol a finalni proteinova frakce pak byla ziskana
eluci 10 ml pufru obsahujicim 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 100 mM chlorid sodny a 200 mM
imidazol. V dalsim kroku bylo nutné odstranit imidazol ztéchto frakci. Pii prvnich
experimentech testovani tfi protokold heterologni exprese a izolacniho postupu byla finalni
proteinova frakce dialyzovana 3 x proti 20 mM Tris-HCI, pH 8,0. Od tohoto dialyza¢niho
kroku vSak bylo pozd&i odstoupeno a byl nahrazen krokem gelové filtra¢ni
chromatografie.

Finalni proteinova frakce eluovana pufrem obsahujicim 50 mM Tris-HCI, pH 8,0,
100 mM chlorid sodny a 200 mM imidazol z afinitni chromatografie byla pfenesena do
zkumavky s membranou, ktera zadrzi proteiny s molekulovou hmotnosti vétsi nez 30 kDa,
tzv. ,,cut off 30 kDa a centrifugovana pii 4 °C a 4 500 RPM (Allegro X-22R, Beckman
Coulter) do doby, nez byl objem frakce zmensen pfiblizné na 1,5 ml. Obsah zkumavky byl
kazdé dveé minuty Setrn¢ promichavan pomoci automatické pipety. Zakoncentrovana frakce
byla ptenesena do mikrozkumavky Eppendorf a centrifugovana pii 13 200 RPM (5415 R,
Eppendorf) pii 4 °C 20 minut. Pro odstranéni nezadoucich latek (imidazol) a
vysokomolekularnich  proteinovych agregati byla provedena gelova filtracni
chromatografie s vyuzitim AKTAbasic systému pro kapalinovou chromatografii
(Amersham). Byla pouzita kolona Superdex 200 10/30 GL (Amersham). Kolona byla
ekvilibrovana 20 ml pufru obsahujicim 20 mM Tris-HCI, 150 mM chlorid sodny pH 8,0.
Poté byl na kolonu aplikovan vzorek (500 ul) rychlosti 0,5 ml.min™". Detekce eluovaného
roztoku byla provedena pii vlnové délce 280 nm. Byly jimany pouze frakce z hlavniho
proteinového piku (elucni objem byl ptiblizn€ 14,3 ml). Tyto frakce byly pfeneseny do
zkumavky s membranou, ktera zadrzi proteiny s molekulovou hmotnosti vétsi nez 30 kDa,

tzv. ,,cut off* 30 kDa a centrifugovany pii 4 °C a 4 500 RPM (Allegro X-22R, Beckman
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Coulter) do doby, nez byl objem smési piiblizné 500 pl. Obsah zkumavky byl kazdé dvé
minuty Setrné¢ promichavan pomoci automatické pipety. Ziskany preparat byl rozdélen do

alikvotii, zmrazen pomoci kapalné¢ho dusiku a uchovan pfi -80 °C.

3.3.5 Izolace RR proteinu z bunék E. coli BL-21(DE3)

Zmrazené suspendované bunky (pfiblizn€ 6 g), obsahujici RR protein byly Setrné
rozmrazeny na ledu. Poté byly bunky resuspendovany ve 40 ml pufru obsahujicim 10 mM
hydrogenfosforecnan sodny, 1,8 mM dihydrogenfosforecnan draselny, pH 7,5; 140 mM
chlorid sodny; 2,7 mM chlorid draselny, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF a 0,2 mg/ml lysozym.
Za pouziti ultrazvukové sonikace za stalého michani a chlazeni na ledu byly naruseny
bunécné membrany (Sonopuls HD 3100, sonda KE 76, Bandelin). Ultrazvukova sonikace
byla provedena Sestkrat po dobu 1 minuty pii amplitudé 55 %. Mezi jednotlivymi
sonikacemi byla vzdy 1 minutova pauza. Nasledovala centrifugace pii 55 000 RPM pfi 4
°C po dobu 70 minut (Ultracentrifuga Optima™ LE-80K, Beckman Coulter).

Ctyii mililitry afinitniho gelu (Glutathione Sepharose 4B) byly pievedeny do pufru
obsahujictho 10 mM hydrogenfosforecnan sodny, 1,8 mM dihydrogenfosforecnan
draselny, pH 7,5; 140 mM chlorid sodny a 2,7 mM chlorid draselny centrifugaci pti 4 °C a
750 RPM (Allegro X-22R, Beckman Coulter). Takto ekvilibrovany afinitni gel byl pfidan
Kk cytosolu a tato smé&s byla inkubovana po dobu 60 minut za stalého michani (Mini Rocker
MR-1, BioSan) pii 4 °C. Poté byla smés pievedena na prazdnou chromatografickou kolonu
s fritou. Kolona byla promyta 100 ml pufru obsahujiciho 10 mM hydrogenfosforecnan
sodny, 1,8 mM dihydrogenfosforecnan draselny, pH 7,5; 140 mM chlorid sodny a 2,7 mM
chlorid draselny. Byla zachycena vysledna proteinova frakce eluovand 20 ml elu¢niho
pufru (50 mM Tris-HCI, pH 8,0 obsahujici 10 mM glutathion). V dal$im kroku bylo nutné
Z této frakce odstranit piebytecny glutathion. Toho bylo dosazeno pomoci gelové filtracni
chromatografie.

Finalni proteinova frakce eluovana elu¢nim pufrem obsahujicim 50 mM Tris-HCI ,
pH 8,0 a 10 mM glutathion z afinitni chromatografie byla pfenesena do zkumavky s
membranou, ktera zadrzi proteiny s molekulovou hmotnosti vétsi nez 30 kDa, tzv. ,,cut
off** 30 kDa a centrifugovana pti 4 °C a 4 500 RPM (Allegro X-22R, Beckman Coulter) do
doby, nez byl objem frakce zmensSen pfiblizné na piiblizné 1,5 ml. Obsah zkumavky byl
kazdé dveé minuty Setrn¢ promichavan pomoci automatické pipety. Zakoncentrovana frakce

byla pienesena do mikrozkumavky Eppendorf a centrifugovana pii 13 200 RPM (5415 R,
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Eppendorf) pti 4 °C 20 minut. Pro odstranéni nezadoucich latek (glutathion) a
vysokomolekularnich  proteinovych agregiti byla provedena gelova filtracni
chromatografie s vyuzitim AKTAbasic systému pro kapalinovou chromatografii
(Amersham). Byla pouzita kolona Superdex 200 10/30 GL (Amersham). Kolona byla
ekvilibrovana 20 ml pufru obsahujicim 20 mM Tris-HCI, 150 mM chlorid sodny, pH 8,0.
Poté byl na kolonu aplikovan vzorek (500 pl) rychlosti 0,5 ml.min™. Detekce eluovanych
latek byla provadéna pratokovym spektrofotometrem (pii 280 nm). Byly jimany pouze
frakce z hlavniho piku (elu¢ni objem byl piiblizné 13,3 ml). Tyto frakce byly pfeneseny do
zkumavky s membranou, ktera zadrzi proteiny s molekulovou hmotnosti vétsi nez 30 kDa,
tzv. ,,cut off“ 30 kDa a centrifugovany piti 4 °C a 4 500 RPM (Allegro X-22R, Beckman
Coulter) do doby, nez byl objem smési zmensen ptiblizné na 500 ul. Obsah zkumavky byl
kazdé dvé minuty Setrné promichavén pomoci automatické pipety. Ziskany preparat byl

rozdélen do alikvotli, zmrazen pomoci kapalného dusiku a uchovéan pii -80 °C.

3.3.6 Stanoveni koncentrace hemu v holoformé proteinu AfGCHK

Do kiemenné kyvety byla napipetovana smés obsahujici 8 ul proteinu AfGCHK,
160 pl 100% pyridinu, 8 pul hydroxidu sodného (10 M) a 624 ul destilované vody. Tato
smés byla pouzita jako slepy vzorek. Poté bylo do smési pridano nékolik krystalk
dithioni¢itanu sodné¢ho a bylo proméfeno spektrum v rozsahu 400-600 nm (Diod Array
8453, Agilent).

Koncentrace hemu ve vzorku byla vypoctena ze vztahu:

Cra = 06)-A(538) (3.1)

€

kde chem je koncentrace hemu, A(556) absorbance pii vinové délce 556 nm, A(538)
absorbance pii vlnové délce 538 nm a & je molarni absorpéni koeficient (¢ = 24,7

dm®.mmol™.cm™) [127].

3.3.7 Stanoveni Rz poméru

Rz pomér vyjadiuje koncentraci molekul hemu koordinovanych specificky
s proteinem vzhledem ke koncentraci proteinu. Pro stanoveni Rz poméru byl vzorek
proteinu AfGcHK 100 x nafedén 20 mM Tris-HCI, pH 8,0 a bylo méfeno spektrum
v rozsahu 250 — 700 nm (Diod Array 8453, Agilent). Rz pomér byl vypocitan jako podil
absorbance pii vinové délce 413 nm (A413) a absorbance pfi vinové délce 280 nm (A280).
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3.3.8 Stanoveni koncentrace proteinii metodou vyuzivajici pritomnost bicinchoninové
kyseliny v reakénim ¢inidle

Cinidlo pro stanoveni koncentrace proteinu bylo pfipraveno rozpusténim
bicinchoninové kyseliny v 50 dilech roztoku obsahujicim 0,4% hydroxid sodny, 0,95%
hydrogenuhli¢itan sodny, 2% dekahydrat uhli¢itanu sodného, 0,16% vinan sodny, pH
11,25 a 1 dilu 4% pentahydratu siranu méd’natého tak, aby vysledna koncentrace
bicinchoninové kyseliny v ¢inidle byla 1%. Jako standard pro Kkalibraci byly pouzity
roztoky hovéziho sérového albuminu o nasledujicich koncentracich: 2,0; 1,5; 1,0; 0,75;
0,50; 0,25; 0,125 mg.ml'l. Z hodnot absorbanci pfi vlnové délce 562 nm téchto
standardnich roztokti hovéziho sérového albuminu po piidavku ¢inidla a inkubaci byla
stanovena kalibra¢ni kiivka. Z této kiivky pak byla odectena hodnota koncentrace
stanovovaného proteinu. Inkubace probihala tak, Ze k 9 ul roztoku bylo pfidano 260 pl
¢inidla. Inkubace byly provadény v 96-jamkové titracni desticce pii 37 °C (IR 1500
Automatic CO; Incubator, Flow Laboratories) po dobu 30 minut. Po zchladnuti pfi
laboratorni teplot¢ byla naméfena absorbance pfisluSnych standardi a vzorkl
stanovovanych proteini pomoci ¢teCky mikrotitraénych desti¢ek (Sunrise Absorbance
Reader, TECAN) pfii vlnové délce 562 nm. Kazda koncentrace proteinu byla stanovena
nejméné ve tfech paralelnich inkubacich. K vyhodnoceni namétenych dat byl pouzit

program Kim32.

3.3.9 Diskontinualni elektroforesa na polyakrylamidovém gelu v pFitomnosti
dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE)

Byla sestavena aparatura pro SDS elektroforesu (Mini-PROTEAN Tetra Cell,
Biorad) se dvéma c¢istymi a odmasténymi skly. Mezi tato skla byl pomoci automatické
pipety pfenesen roztok, ktery pro 12% separacni gel byl pfipraven smichanim 3,0 ml pufru
A (0,375 M Tris-HCI; 0,1% SDS; pH 8,8), 2,0 ml polymera¢niho roztoku A (30%
akrylamid; 0,8% BIS v pufru A), 5 ul TEMEDu a 50 pl roztoku persiranu amonného (100
mg.ml™). Na tento aplikovany roztok byla $etrn& napipetovéana vrstva destilované vody. Po
polymeraci separa¢niho gelu (30 minut) byla vrstva vody odlita a povrch separa¢niho gelu
byl vysuSen filtraénim papirem. Separacni gel byl pfevrstven roztokem, ktery pro vysledny
4% zaostfovaci gel byl pfipraven smichanim 1,7 ml pufru B (0,125 M Tris-HCI; 0,1%
SDS; pH 6,8), 267 ul polymera¢niho roztoku B (30% akrylamid; 0,8% BIS v pufru B), 2 ul
TEMEDuU a 40 pl persiranu amonného (100 mg.mlI™). Do tohoto roztoku byl vloZen hieben
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pro vytvoteni jamek k nandSeni vzorkid. Po polymeraci (20 minut) byl vyjmut hieben ze
zaosttovaciho gelu, desky s gelem byly pieneseny do elektrodové vany a elektrodovy
protstor byl naplnén elektrodovym pufrem (0,025 M Tris; 0,192 M glycin; 0,1% SDS; pH
8,3).

Vzorky byly nafedény tak, aby obsahovaly 0,2 — 1,0 mg proteinu na jamku. Poté
byly smichany s odpovidajicim mnozstvim 4 x koncentrované¢ho vzorkového redukujiciho
pufru (0,25 M Tris-HCI, pH 6,8; 8% SDS; 40% glycerol; 20% 2-merkaptoethanol; 0,008%
bromfenolova modi). Vysledna smés byla po dobu 5 minut vystavena teploté¢ 100 °C ve
vodni lazni. Poté byly vzorky kratce centrifugovany (stolni minicentrifuga Gilson, GmC
Lab) a dukladné¢ promichany. Do vytvofenych jamek zaostfovaciho gelu bylo pomoci
stiikagky Hamilton naneseno 5 pl vzorkii nebo markeru (Marker Spectra™ Multicolor
Broad Range Protein Ladder). Elektroforesa probihala ve vertikalnim uspoiadani pfi napéti
200 V po dobu 70 minut pii laboratorni teplot¢.

Po ukonceni elektroforesy byl odd€len separacni gel, ktery byl ptenesen do Petriho
misky s barvici lazni (0,25% Coomassie Brilliant Blue R-250; 46% ethanol; 9,2% kyselina
octova). Po 60 minutach intenzivniho tfepani, kdy byl gel dostate¢né¢ obarven, byl
pfemistén do Petriho misky s odbarvovaci lazni (25% ethanol; 10% kyselina octova). Po
20 minutach byla lazennt vyménéna a v ni byl gel ponechan do doby, nez byl dostate¢né
odbarven (pfiblizné 4 hodiny). Poté byl gel pfeveden do elektronické formy naskenovanim

(Scanjet G3010, HP).

3.3.10 Diskontinualni elektroforesa na polyakrylamidovém gelu obsahujicim Phos-tag
v pritomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE-Phos-tag)

Byla sestavena aparatura pro SDS elektroforesu (Mini-PROTEA Tetra Cell,
Biorad) se dvéma cistymi a odmasténymi skly. Mezi tato skla byl pomoci automatické
pipety pfenesen roztok, ktery pro vysledny 10% separaéni gel obsahujici 50 uM Phos-tag a
200 uM chlorid manganaty byl pfipraven smichanim 3,25 ml pufru A (0,375 M Tris-HCI;
0,1% SDS; pH 8,8), 1,63 ml polymeraéniho roztoku A (30% akrylamid; 0,8% BIS v pufru
A), 5 ul TEMEDu, 50 pl roztoku persiranu amonného (100 mg.ml™), 25 pl roztoku Phos-
tagu (10 mg v 1,68 ml sterilizované vody) a 100 ul roztoku chloridu manganatého (2 g.1™).
Roztok pro 8% separaéni gel obsahujici 100 pM Phos-tag a 200 uM chlorid manganaty byl
pfipraven smisenim 3,6 ml pufru A, 1,25 ml polymera¢niho roztoku A, 4,8 ul TEMEDu,

48 pl persiranu amonného, 50 pl roztoku Phos-tagu a 100 ul roztoku chloridu
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manganatého. Roztok pro 10% separa¢ni gel obsahujici 75 uM Phos-tag a 200 uM chlorid
manganaty byl pfipraven smichanim 3,25 ml pufru A, 1,63 ml polymeracniho roztoku A,
4,87 ul TEMEDu, 48,7 ul roztoku persiranu amonného, 37,5 ul roztoku Phos-tagu a 100 pl
roztoku chloridu manganatého. Na tento aplikovany roztok byla Setrné€ napipetovana vrstva
destilované vody. Po polymeraci gelu (30 minut) byla vrstva vody odlita a povrch
separacniho gelu byl vysuSen filtra¢nim papirem.

Separacni gel byl pievrstven zaostfovacim gelem. Roztok pro vysledny 4%
zaosttovaci gel byl pfipraven smichanim 1,7 ml pufru B (0,125 M Tris-HCI; 0,1% SDS;
pH 6,8), 267 ul polymera¢niho roztoku B (30% akrylamid; 0,8% BIS v pufru B), 2 ul
TEMEDU a 40 pl persiranu amonného (100 mg.mlI™). Do tohoto roztoku byl vloZen hieben
pro vytvofeni jamek k nanasSeni vzorkd. Po polymeraci (20 minut) byl vyjmut hieben ze
zaosttovaciho gelu, desky s gelem byly pieneseny do elektrodové vany a elektrodovy
prostor byl naplnén elektrodovym pufrem (0,025 M Tris; 0,192 M glycin; 0,1% SDS; pH
8,3).

Vzorky obsahovaly 2 x koncentrovany vzorkovy redukujici pufr (0,125 M Tris-
HCI, pH 6,8; 4% SDS; 20% glycerol; 10% 2-merkaptoethanol; 0,004% bromfenolova
modr). Nikdy nebyly vystaveny teploté 100 °C. Vzorky byly kratce centrifugovany (Stolni
minicentrifuga Gilson, GmC Lab) a pied aplikaci byly dikladné promichany. Do
vytvofenych jamek zaostfovaciho gelu bylo pomoci stiikacky Hamilton naneseno 2,5 — 7,0
ul vzorkl. Elektroforesa probihala ve vertikalnim uspotadani pti napéti 200 V po dobu 70
minut pii laboratorni teplot¢.

Po ukonceni elektroforesy byl oddélen separacni gel, ktery byl penesen do Petriho
misky, s barvici lazni (0,25% Coomassie Brilliant Blue R-250; 46% ethanol; 9,2% kyselina
octova). Po 60 minutach intenzivniho tfepani, kdy byl gel dostate¢né obarven, byl
piemistén do Petriho misky s odbarvovaci lazni (25% ethanol; 10% kyselina octova). Po
20 minutach byla lazenn vyménéna a v ni byl gel ponechan do doby, nez byl dostatecné
odbarven (ptiblizné 4 hodiny). Odbarveny gel byl pieveden do elektronické podoby
naskenovanim (Scanjet G3010, HP) a vyhodnocen v programu Imagel. Byly odecteny
plochy pika. Pokud byla vySe popsana metoda pouzita jako nastroj pro urceni kinetickych
parametril studovanych enzymovych reakci jsou detaily tohoto stanoveni popsany
v kapitole 3.3.17, strana 63.

V piipadé, kdy byla vizualizace proteinli prostfednictvim barveni roztokem

Coomasie Briliant Blue R250 nedostatecnd, byla pouzita metoda barveni stfibrem. Tato
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metoda je az 100 x citlivéjsi nez bézné pouzivana ,,Coomasie metoda‘* [128]. Gel byl 60
minut inkubovan za stalého michani v 50 ml fixa¢niho roztoku (50% methanol, 12%
kyselina octova, 0,0185% formaldehyd), poté byl za stdlého michéani tfikrat promyt po
dobu 5 minut 50 ml 50% roztoku ethanolu, poté 1 minutu 50 ml 0,2% roztoku thiosiranu
sodného a nésledné 3 x 20 sekund 50 ml destilované vody. Poté byl gel inkubovéan 20
minut v 50 ml impregna¢niho roztoku (2,0 g.I" dusi¢nan st¥ibrny, 0,0185% formaldehyd).
Po této inkubaci byl gel proplachnut 2 x 20 sekund 50 ml destilované vody a nésledné bylo
ke gelu pfidano 50 ml vyvolavaciho roztoku (60 g.I* uhliitan sodny, 0,0185%
formaldehyd a 2 g.I"" thiosiran sodny). Po 3 minutach byl vyvolavaci roztok odmyt 50 ml
destilované vody a reakce byla ukon¢ena pfidavkem 50 ml 1,5% roztoku EDTA (0,75 g v
50 ml destilované vody). Poté byl gel promyt 3 x po dobu 5 minut 50 ml destilované vody.
Odbarveny gel byl pfeveden do elektronické podoby naskenovanim (Scanjet G3010, HP) a
vyhodnocen v programu Imagel. Byly ode¢teny plochy pikd.

3.3.11 Optimalizace podminek pro studium enzymovych reakci proteinu AfGCHK

3.3.11.1 Teplotni zavislost autofosforylace AfGCHK

Pro stanoveni autofosforylacni aktivity AfGcHK byl nejprve vytvoien premix, ktery
byl rozdé€len do jednotlivych alikvoti. Slozeni kazdého alikvotu o finalnim objemu 100 pl
bylo nésledujici: 50 mM Tris-HCL, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid
hotec¢naty a 10 uM AfGcHK. Alikvoty byly preinkubovany 5 minut pfi odlisnych teplotach
0°C, 10 °C, 20 °C, 30 °C, 37 °C, 50 °C, 60 °C. Poté byla zahajena reakce ptidavkem ATP
o vysledné koncentraci 1 mM. Reakéni smési byly inkubovany 15 minut pii ptisluSné
teploté. Reakce byly ukonéeny ptidavkem 100 pl 2 x koncentrovaného vzorkového
redukujiciho pufru (0,125 M Tris-HCI, pH 6,8; 4% SDS; 20% glycerol; 10% 2-
merkaptoethanol; 0,004% bromfenolova modf). Vzorky byly analyzovany prostiednictvim
SDS-PAGE-Phos-tag (za pouziti 10% separa¢niho gelu obsahujiciho 50 uM Phos-tag a
200 uM chlorid manganaty).

3.3.11.2 Casova zavislost autofosforylace AfGCHK

Pro stanoveni autofosforylacni aktivity AfGcHK byl nejprve vytvoien premix, ktery
byl rozdélen do jednotlivych alikvott. Slozeni kazdého alikvotu o findlnim objemu 100 pl
bylo nésledujici: 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid
hotecnaty a 10 uM AfGcHK. Alikvoty byly preinkubovany 5 minut pfi laboratorni teploté.
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Reakce byly zahajeny ptidavkem ATP o vysledné koncentraci 1 mM. Reakéni smési byly
inkubovany 0 min, 1 min, 5 min, 15 min, 30 min, 60 min a 120 min a reakce probihaly pfi
20 °C. Reakce byly ukonceny piidavkem 100 ul 2 x koncentrovaného vzorkového
redukujiciho pufru (0,125 M Tris-HCI, pH 6,8; 4% SDS; 20% glycerol; 10% 2-
merkaptoethanol; 0,004% bromfenolova modf). Vzorky byly analyzovany prostiednictvim
SDS-PAGE-Phos-tag (za pouziti 10% separa¢niho gelu obsahujiciho 75 uM Phos-tag a
200 uM chlorid manganaty).

3.3.11.3 Zavislost autofosforylace AfGCHK na pH prostiedi

Pro studium vlivu pH prostfedi na autofosforyla¢ni aktivitu AfGCHK byl nejprve
vytvofen premix, ktery byl rozdélen do jednotlivych alikvot. Slozeni kazdého alikvotu o
findlnim objemu 100 pl bylo nasledujici: 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid
hotec¢naty, 10 uM AfGcHK a pufr o piislusném pH. Pro pH prostiedi 5,5; 6,0; 6,5 a 7,0 byl
pouzit fosfitovy pufr (100 mM hydrogenfosforecnan sodny a 100 mM
dihydrogenfosforecnan sodny), pro pH prostfedi 7,5; 8,0; 8,5 a 9,0 byl pouzit 100 mM
Tris-HCI pufr, pro pH prostiedi 9,5; 10,0; 10,5; 11,0; 11,5 byl pouzit 100 mM glycinovy
pufr.

Pro testovani vlivu extrémniho pH prostiedi na autofosforyla¢ni aktivitu AfGCHK
byl vytvofen premix, ktery byl rozdélen do alikvotii. SloZeni alikvotl o vysledném objemu
100 pl bylo nasledujici: 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid hofe¢naty, 10 uM AfGCHK
a 50 mM (pro pH prostiedi 12,7), respektive 100 mM (pro pH prostfedi 13,0) hydroxid
sodny.

Pro porovnani autofosforyla¢ni aktivity AfGCHK v riznych pufrech (glycinovy a
Tris-HCI) majicich stejné pH (9,0) byla vytvofena smés, o vysledném objemu 100 pl,
obsahujici 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid hote¢naty, 10 uM AfGcHK a 100 mM
glycinovy pufr.

Po preinkubaci 5 minut pii laboratorni teploté byly reakce zahdjeny piidavkem
ATP o vysledné koncentraci 1 mM. Reakcni smési byly inkubovany 1 minutu pfi teploté
20 °C. Ukonceni reakci bylo provedeno piidavkem 100 pl 2 x koncentrovaného
vzorkového redukujiciho pufru (0,125 M Tris-HCI, pH 6,8; 4% SDS; 20% glycerol; 10%
2-merkaptoethanol;  0,004%  bromfenolovda modf). Vzorky byly analyzovany
prostiednictvim SDS-PAGE-Phos-tag (za pouziti 10% separa¢niho gelu obsahujiciho 75
uM Phos-tag a 200 uM chlorid manganaty).
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3.3.12 Optimalizace podminek pro studium procesu fosforylace RR proteinu

3.3.12.1 Teplotni zavislost stupné fosfotransferu na RR protein

Pro stanoveni stupné fosfotransferu na RR protein byl nejprve vytvofen premix,
ktery byl rozd€len do jednotlivych alikvotl. Slozeni kazdého alikvotu o findlnim objemu
100 ul bylo nasledujici: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid
hotec¢naty, 10 uM AfGCcHK a 10 uM RR protein. Alikvoty byly preinkubovany 5 minut pfi
odlisnych teplotach 0 °C, 10 °C, 20 °C, 30 °C, 37 °C, 50 °C, 60 °C. Poté¢ byly zahéjeny
reakce pfidavkem ATP o vysledné koncentraci 1 mM. Reak¢ni smési byly inkubovany 15
minut pti pfislusné teploté. Reakce byly ukonceny piidavkem 100 pul 2 x koncentrovaného
vzorkového redukujiciho pufru (0,125 M Tris-HCI, pH 6,8; 4% SDS; 20% glycerol; 10%
2-merkaptoethanol;  0,004%  bromfenolova modf). Vzorky byly analyzovany
prostfednictvim SDS-PAGE-Phos-tag (za pouziti 10% separa¢niho gelu obsahujiciho 50
uM Phos-tag a 200 uM chlorid manganaty).

3.3.12.2 Casova zavislost stupné fosfotransferu na RR protein

Pro stanoveni stupné fosfotransferu na RR protein byl nejprve vytvofen premix,
ktery byl rozdélen do jednotlivych alikvotd. Slozeni kazdého alikvotu o findlnim objemu
100 pl bylo nasledujici: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid
hotecnaty, 10 uM AfGCcHK a 10 uM RR protein. Alikvoty byly preinkubovany 5 minut pfi
laboratorni teploté. Reakce byly zahajeny pfidavkem ATP o vysledné koncentraci 1 mM.
Reakéni smési byly inkubovany 0 min, 1 min, 5 min, 10 min, 15 min, 30 min a 45 min a
reakce probihaly pii 20 °C. Reakce byly ukonceny piidavkem 100 pl 2 x koncentrovaného
vzorkového redukujiciho pufru (0,125 M Tris-HCI, pH 6,8; 4% SDS; 20% glycerol; 10%
2-merkaptoethanol;  0,004%  bromfenolova modi). Vzorky byly analyzovany
prostiednictvim SDS-PAGE-Phos-tag (za pouziti 10% separa¢niho gelu obsahujiciho 75
uM Phos-tag a 200 uM chlorid manganaty).

3.3.12.3 Zavislost stupné fosfotransferu na RR protein na pH prostredi

Pro stanoveni vlivu pH prostfedi na fosfotransfer na RR protein byl nejprve
vytvofen premix, ktery byl rozdélen do jednotlivych alikvoti. Slozeni kazdého alikvotu o
findlnim objemu 100 pl bylo nasledujici: 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid
hofecnaty, 10 uM AfGcHK, 10 uM RR protein a pufr o pfislusném pH. Pro pH prostiedi
5,5; 6,0; 6,5 a 7,0 byl pouzit fostatovy pufr (100 mM hydrogenfosfore¢nan sodny, 100 mM
dihydrogenfosforecnan sodny), pro pH prostfedi 7,5; 8,0; 8,5 a 9,0 byl pouzit 100 mM
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Tris-HCI pufr, pro pH prostedi 9,5; 10,0; 10,5; 11,0; 11,5 byl pouzit 100 mM glycinovy
pufr.

Po preinkubaci alikvoti 5 minut pii laboratorni teploté byly reakce zahajeny
pridavkem ATP o vysledné koncentraci 1 mM. Reakéni smési byly inkubovany 1 minutu
pfi teploté 20 °C. Ukonceni reakci bylo provedeno ptidavkem 100 pl 2 x koncentrovaného
vzorkového redukujiciho pufru (0,125 M Tris-HCI, pH 6,8; 4% SDS; 20% glycerol; 10%
2-merkaptoethanol;  0,004%  bromfenolovda modi). Vzorky byly analyzovany
prostfednictvim SDS-PAGE-Phos-tag (za pouziti 10% separa¢niho gelu obsahujiciho 75
uM Phos-tag a 200 uM chlorid manganaty).

3.3.13 Studium mechanismu histidinkinasové reakce AfGcHK a fosfotransferu na RR

protein

3.3.13.1 Studium vlivu dvojmocnych kationti na autofosforylaci AfGCHK a na
fosforylaci RR proteinu

Nejprve byl vytvofen premix, ktery byl rozdélen do jednotlivych alikvoti. Slozeni
kazdého alikvotu o finalnim objemu 100 ul bylo nasledujici: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50
mM chlorid draselny, 10 uM AfGcHK a 10 uM RR protein.

Pro studium vlivu hotecnatych, respektive vapenatych kationtii na fosfotransfer
z AfGCHK (resp. autofosforyla¢ni reakci vytvoreného P-AfGCHK) na RR protein byl
vytvofen premix, ktery byl rozdélen do jednotlivych alikvotl. Slozeni kazdého alikvotu o
findlnim objemu 100 pl bylo nasledujici: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid
draselny, 5 mM chlorid hofec¢naty, respektive 5 mM chlorid vapenaty, 10 uM AfGcHK a
10 uM RR protein.

Pro studim vlivu hofeCnatych a zaroveil véapenatych kationti na fosfotransfer
z AfGCHK (resp. autofosforylac¢ni reakci vytvoreného P-AfGCHK) na RR protein byl
vytvofen premix, ktery byl rozdélen do jednotlivych alikvott. Slozeni kazdého alikvotu o
finalnim objemu 100 pl bylo nasledujici: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid
draselny, 5 mM chlorid hofecnaty, 5 mM chlorid vapenaty, 10 uM AfGcHK a 10 uM RR
protein.

Byl studovan také vliv koncentrace hofe¢natych kationti (2,5 mM, 10,0 mM) na
fosfotransfer z AfGCHK (resp. autofosforylacni reakci vytvofeného P-AfGCHK) na RR
protein. Byl proto vytvofen premix, ktery byl rozdélen do jednotlivych alikvotli. Slozeni

alikvotti o finalnim objemu 100 pl bylo nasledujici: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM
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chlorid draselny, 2,5 mM, respektive 10 mM chlorid hofe¢naty, 10 uM AfGcHK a 10 uM
RR protein.

Alikvoty byly preinkubovany 5 minut pfi laboratorni teploté. Reakce byly zahajeny
piidanim ATP o vysledné koncentraci 1 mM. Reakéni smési byly inkubovany 1 minutu a 5
minut pii 20 °C. Poté bylo ke smésim pfidano 100 pl 2 x koncentrovaného vzorkového
redukujiciho pufru (0,125 M Tris-HCI, pH 6,8; 4% SDS; 20% glycerol; 10% 2-
merkaptoethanol; 0,004% bromfenolova modr).

Jako vzorek negativni kontroly byla pouzita smés o finalnim objemu 100 pl
obsahujici 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid hote¢naty, 10
uM AfGcHK a 10 uM RR protein, ke které bylo po 1 minuté inkubace pii 20 °C piidano
100 pl 2 x koncentrovaného vzorkového redukujiciho pufru.

Vzorky byly analyzovany prostiednictvim SDS-PAGE-Phos-tag (za pouziti 10%
separa¢niho gelu obsahujiciho 75 pM Phos-tag a 200 uM chlorid manganaty).

3.3.13.2 Separace P-AfGecHK od nefosforylované formy AfGcHK pomoci iontové
vyménné chromatografie

Byl vytvotfen premix, obsahujici 20 mM Tris-HCI pH 8,0, 50 mM chlorid draselny,
5 mM chlorid hofe¢naty a 10 pM AfGcHK. Premix byl preinkubovan 5 minut pfi
laboratorni teploté. Reakce byla zahdjena ptidavkem ATP o vysledné koncentraci 1 mM.
Tato smés byla inkubovana 20 minut pfi 20 °C. Po inkubaci byly ze smési odstranény
nezadouct slozky, které¢ by mohly ovlivnit naslednou separaci (pfedevsim ATP a ADP) a to
pomoci gelové filtraéni chromatografie. Vzorek byl proto podroben gelové filtracni
chromatografii s vyuzitim AKTAprime plus systému pro kapalinovou chromatografii. Pro
tuto separaci byla pouzita HiTrap Desalting (Sephadex G25 superfine) kolona (GE,
Healthcare). Kolona byla ekvilibrovana 20 ml pufru obsahujicim 20 mM Tris-HCI pH 8,0.
Poté byl na kolonu aplikovan vzorek (100 ul) rychlosti 0,5 ml.min™. Na zakladé hodnot
absorbance pfi vlnové délce 280 nm byly jimany frakce, které s nejvétsi pravdépodobnosti
obsahovaly fosforylovanou a nefosforylovanou formu AfGcHK. Tyto frakce byly nasledné
podrobeny piesnéjsimu spektrofotometrickému stanoveni (Cary 60 UV-Vis, Agilent). Bylo
meéfeno spektrum v rozsahu 200 — 800 nm. Pro dalsi separacni postup byly pouzity pouze
frakce, které¢ vykazovaly hodnoty absorbance pfi vinovych délkach 280 nm a 412 nm

(oblast Soretova pasu [110]) a zaroven u nich nedochazelo k absorpci v oblasti 259 nm (v

© Bc. Veronika Fojtikova 54



Material a metody

této oblasti dochazi k silné absorpci nukleotidit ATP, respektive ADP [129]). Tyto frakce
byly spojeny a pteneseny do zkumavky s membranou, kterd zadrzi proteiny s molekulovou
hmotnosti vétsi nez 30 kDa, tzv. ,,cut off* 30 kDa a centrifugovany pii 4 °C a 4 500 RPM
(Allegro X-22R, Beckman Coulter) do doby, nez byl objem smési ptiblizn¢ 150 ul. Poté
byla provedena separace P-AfGCHK a AfGcHK. Obé formy se od sebe lisi svymi
izoelektrickymi body - pl P-AfGcHK je piiblizné 6,2, pl AfGcHK je priblizné 6,1 [130].
V pufru obsahujicim 20 mM Tris-HCI pH 8,0 maji tyto formy zaporny naboj. Pii iontove
vyménné chromatografii bylo proto k zachyceni téchto forem nutné pouzit silny anex.
Iontové vyménna chromatografie byla provedena pomoci AKTAprime plus systému pro
kapalinovou chromatografii s pouzitim HiTrap QXL Sepharose kolony (GE, Healthcare).
Kolona byla ekvilibrovana 20 ml pufru obsahujicim 20 mM Tris-HCI pH 8,0. Poté byl na
kolonu aplikovan vzorek (150 pl) rychlosti 2,0 ml.min™. Pro eluci P-AfGcHK a AfGCHK
byl pouzit linearni gradient z 0 % 20 mM Tris-HCI pH 8,0 do 75 % roztoku 20 mM Tris-
HCI, 0,5 M chloridu draselného, pH 8,0 po dobu 10 minut. Byly jiméany frakce, které
absorbovaly pfi vlnové délce 280 nm. Tyto frakce byly poté analyzovany pomoci
spektrofotometrického méfeni v rozsahu 200 — 800 nm (Cary 60 UV-Vis, Agilent). Pro
dalsi experimenty byly pouzity pouze frakce, které vykazovaly hodnoty absorbance pfi
vinovych délkach 280 nm a 412 nm. Tyto frakce byly pfeneseny do zkumavky s
membranou, ktera zadrzi proteiny s molekulovou hmotnosti vétsi nez 30 kDa, tzv. ,,cut
off“ 30 kDa a centrifugovany pii 4 °C a 4 500 RPM (Allegro X-22R, Beckman Coulter) do
doby, nez byl objem smési ptiblizné¢ 200 ul. Byla stanovena koncentrace proteinu ve
vzorku metodou vyuzivajici kyselinu bicinchoninovou (viz kapitola 3.3.8, strana 47). Pro
ovéfeni uspésnosti separace AfGCHK a P-AfGcHK, byla provedena SDS-PAGE-Phos-tag.
Ke vzorku byl ptidan 4 x koncentrovany vzorkovy redukujici pufr (0,25 M Tris-HCI, pH
6,8; 8% SDS; 40% glycerol; 20% 2-merkaptoethanol; 0,008% bromfenolova modi). Byl
pouzit 10% separacni gel obsahujici 75 uM Phos-tag a 200 uM chlorid manganaty.

3.3.13.3 Odstranéni nukleotidi (ATP, ADP) ze smési P-AfGCHK, AfGecHK pomoci
gelové filtra¢ni chromatografie

Nejprve bylo nutné nabohatit P-AfGCHK v inkuba¢ni smési. Byl proto vytvoren
premix obsahujici 20 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid
hote¢naty, 10 pl AfGCHK. Premix byl preinkubovan 5 minut pii laboratorni teploté.

Reakce byla zahajena pfidavkem ATP o vysledné koncentraci 1 mM. Tato smés byla
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inkubovana 90 minut pfi 20 °C. Pro odstranéni nukleotidii (ATP, ADP) a hofe¢natych
kationtli, které byly pro dalsi experimenty nezddouci, byla pouzita gelova filtracni
chromatografie s vyuzitim AKTAprime plus systému pro kapalinovou chromatografii a
HiTrap Desalting (Sephadex G25 superfine) kolony (GE, Healthcare). Kolona byla
ekvilibrovana 20 ml pufru obsahujicim 20 mM Tris-HCI, pH 8,0. Poté byl na kolonu
aplikovéan vzorek (180 ul) rychlosti 0,5 ml.min™. Na zéklad& hodnot absorbance pfi vinové
délce 280 nm byly jimany frakce, které s nejvétSi pravdépodobnosti obsahovaly
fosforylovanou a nefosforylovanou formu AfGcHK. Tyto frakce byly nasledné podrobeny
ptresnéjSimu spektrofotometrickému stanoveni (Cary 60 UV-Vis, Agilent). Bylo méfeno
spektrum v rozsahu 200 — 800 nm. U vzorku, které vykazovaly hodnoty absorbance pfi
vinovych délkach 280 nm a 412 nm a zaroven u nich nedochazelo k absorpci v oblasti 259
nm byla stanovena koncentrace proteinu metodou vyuzivajici kyselinu bicinchoninovou
(viz kapitola 3.3.8, strana 47). Tyto vzorky byly pouzity k reakcim popsanym

Vv nasledujicich kapitolach.

3.3.13.4 Popis vlastnosti RR proteinu a mechanismu participace RR proteinu na své
fosforylaci

Pro studium puisobeni hofe¢natych, respektive vapenatych kationti na P-AfGCHK v
pfitomnosti RR proteinu byla vytvofena smés, kterd byla rozdélena do jednotlivych
alikvotl. Slozeni kazdého alikvotu o finalnim objemu 100 pl bylo nésledujici: 50 mM Tris-
HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid hotfec¢naty, respektive 5 mM chlorid
vapenaty, 10 uM smés AfGCHK a P-AfGcHK prosta nukleotidii a hote¢natych kationtt a
10 uM RR protein. Alikvoty byly inkubovany 5 minut a 30 minut pti 20 °C.

Byl studovan také vliv koncentrace hofe¢natych kationtt (2,5 mM, 10,0 mM) na P-
AfGcHK v pfitomnosti RR proteinu. Pro vyslednou koncentraci hofe¢natych kationt
Vv reakéni smési 2,5 mM byl vytvofen premix o vysledném objemu 100 pl obsahujici 50
mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 2,5 mM chlorid hofeénaty, 10 uM smés
AfGcHK a P-AfGcHK prostou nukleotidi a hofeénatych kationtd a 10 uM RR protein. Pro
vyslednou koncentraci hote¢natych kationtd v reakéni smési 10 mM byl vytvoren premix o
vysledném objemu 100 pl obsahujici 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny,
10 mM chlorid hofecnaty, 10 uM smés AfGCHK a P-AfGcHK prostou nukleotidi a
hofe¢natych kationtii a 10 uM RR protein. Smési byly inkubovany 5 minut pti 20 °C.
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Byla vytvofena také smés bez dvojmocnych kationtil, ktera byla rozdélena do
alikvoti. Slozeni kazdého alikvotu o findlnim objemu 100 pl bylo nésledujici: 50 mM
Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 10 uM smés AfGCHK a P-AfGcHK prosta
nukleotidi a hofecnatych kationti a 10 uM RR protein. Tyto alikvoty byly inkubovany 5
minut a 30 minut.

Byla vytvofena reakéni smés o finalnim objemu 100 pl obsahujici 50 mM Tris-
HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid hotfe¢naty, 10 uM smés AfGCHK a P-
AfGcHK prostou nukleotidti a hofe¢natych kationtti a 5 uM RR protein. Dalsi reakce byla
studovana v reak¢ni smési bez hotecnatych kationtd o findlnim objemu 100 pl obsahujici
50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 10 uM smés AfGCHK a P-AfGcHK
prostou nukleotidi a hotfecnatych kationtd a 5 uM RR protein. Ob¢& reakéni smési byly
inkubovany 30 minut pii 20 °C.

Byl zkoumén také vliv ATP, respektive ATP” na studovanou fosfotransferovou
reakci. Byla vytvorena reakéni smés o findlnim objemu 100 pl obsahujici 50 mM Tris-HCI,
pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid hofe¢naty, 10 uM smés AfGcHK a P-
AfGcHK prostou nukleotidii a hofe¢natych kationtd, 10 uM RR protein a 1 mM ATP,
respektive ATP”. Tyto smési byly inkubovany 5 minut pfi 20 °C. Byla vytvofena také
reakéni smés bez hofeCnatych kationtd. Byl vytvofen premix, ktery byl rozdélen do
alikvott. Slozeni kazdého alikvotu o finalnim objemu 100 pl bylo nasledujici: 50 mM Tris-
HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 10 pM smés AfGCHK a P-AfGcHK prosta
nukleotidd a hofecnatych kationtti, 10 uM RR protein a 1 mM ATP, respektive 1 mM
ATP”. Tyto alikvoty byly inkubovany 1 minutu a 5 minut pii 20 °C.

Pro vzorek pozitivni kontroly byla vytvofena smés o finalnim objemu 100 pl
obsahujici 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid hotfe¢naty, 10
uM AfGcHK, 10 uM RR protein a 1 mM ATP. Tato smés byla inkubovana 1 minutu pti 20
°C.

Pro vzorek negativni kontroly byla vytvofena smés o findlnim objemu 100 pl
obsahujici 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid hote¢naty, 10
uM AfGecHK a 10 uM RR protein. Tato smés byla inkubovana 10 minut pii 20 °C.

Po uplynuti inkuba¢ni doby bylo ke smésim ptidano 100 pl 2 x koncentrovaného
redukujiciho pufru (0,125 M Tris-HCI, pH 6,8; 4% SDS; 20% glycerol; 10% 2-

merkaptoethanol; 0,004% bromfenolova modi). Vzorky byly analyzovany prostiednictvim
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SDS-PAGE-Phos-tag (za pouziti 10% separa¢niho gelu obsahujiciho 75 uM Phos-tag a
200 puM chlorid manganaty).

3.3.14 Studium vyuziti donori fosfatu (jinych nez P-AfGcHK) jako substrati pro

fosfotransfer na RR protein

3.3.14.1 Studium vlivu fosfoenolpyruvatu na fosforyla¢ni proces RR proteinu

Byl piipraven premix, ktery byl rozdélen do jednotlivych alikvott. Slozeni kazdého
alikvotu o finalnim objemu 100 ul bylo nasledujici: 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 50 mM
chlorid draselny, 5 mM chlorid hofecnaty a 10 uM RR protein. Tyto alikvoty byly
preinkubovany 5 minut pfi laboratorni teploté. Poté byly reakce zahdjeny ptidavkem
fosfoenolpyruvatu o vysledné koncentraci 1 mM. Byly testovany rizné inkubacni Casy této
reakéni smési — 30 s, 1 min, 5 min, 10 min, 30 min, 60 min. Reakce byly ukonéeny
piidavkem 100 ul 2 x koncentrovaného vzorkového redukujiciho pufru (0,125 M Tris-HClI,
pH 6,8; 4% SDS; 20% glycerol; 10% 2-merkaptoethanol; 0,004% bromfenolova modr).
Vzorky byly analyzovany prostfednictvim SDS-PAGE-Phos-tag (za pouziti 10%
separac¢niho gelu obsahujiciho 75 uM Phos-tag a 200 uM chlorid manganaty).

3.3.14.2 Studium vlivu acetylfosfatu na fosforyla¢ni proces RR proteinu
Fosfotransferova reakce byla studovana v premixu, ktery byl rozdélen do
jednotlivych alikvotl. Slozeni kazdého alikvotu o finalnim objemu 100 pl bylo nasledujici:
50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid hotfe¢naty, 10 pM RR protein a pufr o pfislusném
pH. Pro pH prostfedi 8,0 byl pouzit 100 mM Tris-HCI puft, pro pH prostiedi 6,0 byl pouZit
fosfatovy pufr (100 mM hydrogenfosfore¢nan sodny, 100 mM dihydrogenfosforecnan
sodny). Tyto alikvoty byly preinkubovany 5 minut pii laboratorni teploté. Reakce byly
zahdjeny piidavkem acetylfosfatu o vysledné koncentraci 1 mM. Byly testovany rizné
inkubacni ¢asy reakénich smési — 1 min, 5 min, 30 min, 60 min, 180 min pfi teploté 20 °C.
Byl studovéan také vliv acetylfosfatu v pfitomnosti ATP na fosfotranfer na RR
protein. Pro tento experiment byl pfipraven premix, ktery byl rozdélen do alikvotii. SlozZeni
kazdého alikvotu o findlnim objemu 100 pl bylo nasledujici: 100 mM fosfatovy pufr, pH
6,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid hofe¢naty a 10 uM RR protein. Tyto alikvoty
byl preinkubovany 5 minut pfi laboratorni teploté. Reakce byly zahdjeny piidavkem
acetylfosfatu o vysledné koncentraci 1 mM a ATP o vysledné koncentraci 1 mM. Byly
testovany rizné inkubacni Casy reak¢nich smési — 1 min, 60 min, 180 min. Inkubace

probihala pfi teploté 20 °C.
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Reakce byly ukonceny pfidavkem 100 pl 2 x koncentrovaného vzorkového
redukujiciho pufru (0,125 M Tris-HCI, pH 6,8; 4% SDS; 20% glycerol; 10% 2-
merkaptoethanol; 0,004% bromfenolova modi). Vzorky byly analyzovany prostiednictvim
SDS-PAGE-Phos-tag (za pouziti 10% separa¢niho gelu obsahujiciho 75 uM Phos-tag a
200 uM chlorid manganaty).

3.3.14.3 Priprava fosforamidatu
Pro ptipravu fosforamidatu byla pouzita klasicka Stokesova metoda [131]. Nejprve
byla syntetizovana amonna stl fosforamidatu (3.2), ktera byla poté pievedena na draselnou

stil fosforamidatu (3.3), (3.4).

POCI; + 5 NH3 + 2 H,O - NH4HPO3NH, + 3 NH4CI (3.2)
NH4HPO3NH; + 2 KOH — K;PO3NH; + 2 H,0 + NH3 (3.3)
K2PO3NH; + CH3;CO,H — KHPO3NH, + CH3COzK (3.4)

9,2 ml fosforylchloridu bylo po kapkach a za stalého michani pfidano k 150 ml
ledové vychlazenému 10% vodnému roztoku amoniaku. Vznikly €iry roztok byl michan po
dobu 15 minut a poté¢ k nému bylo ptfidano 500 ml acetonu. Tim doslo k vytvoteni dvou
vrstev — vodné, ktera obsahovala fosforamidat a acetonové, ve které byly obsazeny ostatni
amidofosfaty (NH4sPO2(NH>),2, PO(NH2)3) [131]. Byla proto odebrana spodni vodna vrstva,
ke které byly pfidany pfiblizné 4 ml ledové kyseliny octové tak, aby bylo dosazeno pH 6.
Pro zah4jeni krystalizace fosforamidatu byla smés ochlazena na 5 °C. Tento meziprodukt
byl filtrovan, poté postupné promyvan ethanolem a etherem a vysuSen. Pro odstranéni
amoniaku byla ziskana amonna sul fosforamidatu rozpusténa v 10 ml 50% roztoku
hydroxidu draselného a zahidna na 60 °C po dobu 10 minut. Poté byl roztok ochlazen na
5 °C a pomoci ledové kyseliny octové bylo upraveno pH na hodnotu 6. Nasledné byla

smés promyta 500 ml ethanolu, filtrovana, promyta ethanolem a etherem a vysusena.

3.3.14.4 Studium vlivu fosforamidatu na fosforyla¢ni proces RR proteinu
Fosfotransferova reakce byla studovana v premixu o finadlnim objemu 100 pl,

obsahujicim 50 mM chlorid draselny, 50 mM chlorid hofe¢naty, 10 uM RR protein a

fostatovy pufr (100 mM hydrogenfosfore¢nan sodny, 100 mM dihydrogenfosforecnan

sodny), pH 7,0. Tato smé&s byla preinkubovana 5 minut pfi laboratorni teploté. Reakce byla
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zahdjena pfidavkem fosforamidatu o vysledné koncentraci 100 mM. Reakéni smés byla
inkubovéna 180 minut pii teplote 20 °C.

Pro studium vlivu inkuba¢ni doby na fosforylaci RR proteinu byl vytvofen premix,
ktery byl rozd€len do jednotlivych alikvott. Slozeni kazdého alikvotu o findlnim objemu
100 pl bylo néasledujici: 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid hotfe¢naty, 10 uM RR
protein a 100 mM fosfatovy pufr, pH 7,0. Tyto alikvoty byly preinkubovany 5 minut pfi
laboratorni teploté. Reakce byly zahéjeny ptidavkem fosforamidatu o vysledné koncentraci
20 mM. Reak¢ni smési byly inkubovany 60 min, 180 min, 900 min a 1320 min pii teploté
20 °C.

Byl vytvofen premix, ktery byl rozdélen do jednotlivych alikvotl. Slozeni kazdého
alikvotu o finalnim objemu 100 pl bylo nasledujici: 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid
hofe¢naty, 10 uM RR protein a 100 mM fosfatovy pufr, pH 7,0. Tyto alikvoty byly
preinkubovany 5 minut pii laboratorni teplot¢. Reakce byly zahdjeny pridavkem
fosforamidatu o vysledné koncentraci 100 mM a pridavkem ATP o vysledné koncentraci 1
mM. Reak¢ni smési byly inkubovany 1 minutu a 180 minut pfi teploté 20 °C.

Byla studovana také zavislost fosforylace RR proteinu na koncentraci
fosforamidatu. Tato zavislost byla méfena v premixu, ktery byl rozdélen do jednotlivych
alikvott. Slozeni kazdého alikvotu o findlnim objemu 100 pl bylo nasledujici: 50 mM
chlorid draselny, 5 mM chlorid hote¢naty, 10 uM RR protein a 100 mM fosfatovy pufr, pH
7,0. Alikvoty byly preinkubovany 5 minut pfi laboratorni teploté. Reakce byly zahdjeny
pridavkem fosforamidatu o rtiznych findlnich koncentracich 10 mM, 20 mM, 25 mM, 50
mM, 100 mM, 125 mM, 150 mM a 160 mM. Reakce byly inkubovany 180 minut a 315
minut pii 20 °C.

Béhem experimentu, kdy byla studovéna zavislost fosforylace RR proteinu na
koncentraci hofecnatych kationtli ve smési, byl vytvofen premix, ktery byl rozdélen do
jednotlivych alikvotii. Slozeni kazdého alikvotu o findlnim objemu 100 pl bylo nésledujici:
100 mM fosfatovy pufr, pH 7,0, 50 mM chlorid draselny, 10 uM RR protein a chlorid
hotecnaty o dané vysledné koncentraci 10 mM, 50 mM, 100 mM, 125 mM a 160 mM.
Tyto alikvoty byly preinkubovany 5 minut pfi laboratorni teploté. Reakce byly zahajeny
ptidavkem fosforamidatu o vysledné koncentraci 160 mM. Reak¢ni smési byly inkubovany
180 minut pfi 20 °C.

Pro vzorek pozitivni kontroly byla vytvofena smés o finalnim objemu 100 pl

obsahujici 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid hotecnaty, 10
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uM AfGcHK, 10 uM RR protein a 1 mM ATP. Tato smés byla inkubovana 30 minut pii 20
°C.

Pro vzorek negativni kontroly byla vytvofena smés o finalnim objemu 100 pl
obsahujici 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid hote¢naty a 10
uM RR protein.

Vsechny vySe uvedené reakce byly ukonceny piidavkem 100 upl 2 X
koncentrovaného vzorkového redukujiciho pufru (0,125 M Tris-HCI, pH 6,8; 4% SDS;
20% glycerol; 10% 2-merkaptoethanol; 0,004% bromfenolova modf). Vzorky byly
analyzovany prostfednictvim SDS-PAGE-Phos-tag (za pouziti 10% separa¢niho gelu
obsahujiciho 75 uM Phos-tag a 200 uM chlorid manganaty).

3.3.14.5 Studium vlivu ATP na fosforyla¢ni proces RR proteinu

Byl ptipraven premix, ktery byl rozdélen do jednotlivych alikvotu. SloZeni kazdého
alikvotu o finalnim objemu 100 pl bylo nasledujici: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM
chlorid draselny, 5 mM chlorid hotec¢naty, 10 uM RR protein. Tyto alikvoty byly
preinkubovany 5 minut pii laboratorni teploté. Reakce byly zahdjeny piidavkem ATP o
vysledné koncentraci 1 mM. Reakéni smési byly inkubovany 30 minut a 60 minut pfi 20
°C. Reakce byly ukonceny pifidavkem 100 pl 2 x koncentrované¢ho vzorkového
redukujiciho pufru (0,125 M Tris-HCI, pH 6,8; 4% SDS; 20% glycerol; 10% 2-
merkaptoethanol; 0,004% bromfenolova modf). Vzorky byly analyzovany prostiednictvim
SDS-PAGE-Phos-tag elektroforesy (za pouziti 10% separa¢niho gelu obsahujiciho 75 uM
Phos-tag a 200 uM chlorid manganaty).

3.3.14.6 Studium vlivu nehydrolyzovatelného analogu ATP - adenosin 5'-(B,y-
imido)trifosfatu (ATP”) na fosforyla¢ni proces RR proteinu

Byl pfipraven reakcni premix, ktery byl rozdélen do jednotlivych alikvoti. Slozeni
kazdého alikvotu o finalnim objemu 100 pl bylo nasledujici: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50
mM chlorid draselny, 5 mM chlorid hofe¢naty, 10 uM RR protein. Tyto alikvoty byly
preinkubovany 5 minut pii laboratorni teplots. Reakce byly zahajeny pidavkem ATP” o
vysledné koncentraci 1 mM. Reak¢ni smési byly inkubovany 5 minut a 30 minut pii 20 °C.
Reakce byly ukonceny pfidavkem 100 ul 2 x koncentrovaného vzorkového redukujiciho
pufru (0,125 M Tris-HCI, pH 6,8; 4% SDS; 20% glycerol; 10% 2-merkaptoethanol;
0,004% bromfenolovd modf). Vzorky byly analyzovany prostiednictvim SDS-PAGE-
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Phos-tag elektroforesy (za pouziti 10% separac¢niho gelu obsahujiciho 75 uM Phos-tag a
200 puM chlorid manganaty).

3.3.15 Stanoveni kinetickych parametri enzymové reakce AfGCHK

3.3.15.1 Studium zavislosti autofosforylace AfGCHK na koncentraci ATP
Autofosforylaéni aktivita AfGcHK byla méfena v premixu, ktery byl rozdélen do
jednotlivych alikvott. Slozeni kazdého alikvotu o findlnim objemu 100 pl bylo nasledujici:
50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid hofe¢naty a 10 uM
AfGcHK. Alikvoty byly preinkubovany 5 minut pfi laboratorni teploté. Reakce byly
zahdjeny pfidanim ATP o rtiznych findlnich koncentracich 0 uM (byl ptidan 50 mM Tris-
HCI), 5 uM, 10 uM, 25 pM, 50 puM, 75 uM, 100 uM, 150 uM, 200 puM, 250 uM, 300 uM,
400 uM, 500 uM, 600 uM, 800 uM, 1000 uM, 2000 uM. Reakce byly ukonéeny po 30
sekundach pridavkem 100 pl 2 x koncentrovaného vzorkového redukujiciho pufru (0,125
M Tris-HCI, pH 6,8; 4% SDS; 20% glycerol; 10% 2-merkaptoethanol; 0,004%
bromfenolova modf). Vzorky byly analyzovany prostiednictvim SDS-PAGE-Phos-tag (za
pouziti 10% separa¢niho gelu obsahujiciho 75 uM Phos-tag a 200 uM chlorid manganaty).

3.3.15.2 Studium zavislosti autofosforylace AfGcHK na koncentraci ATP
V nepritomnosti hofecnatych kationti

Autofosforyla¢ni aktivita AfGcHK byla méfena v premixu, ktery byl rozdélen do
jednotlivych alikvotl. SloZeni kazdého alikvotu o findlnim objemu 100 pl bylo nasledujici:
50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny a 10 uM AfGcHK. Alikvoty byly
preinkubovany 5 minut pii laboratorni teploté. Reakce byly zahdjeny pfidanim ATP o
riznych findlnich koncentracich 0 uM (byl pfidan 50 mM Tris-HCI), 5 uM, 10 uM, 25 uM,
50 puM, 75 puM, 100 puM, 150 puM, 200 uM, 300 uM, 400 uM, 500 uM, 750 uM, 1000 pM,
2000 puM. Reakce byly ukonceny po 60 sekundach piidavkem 100 pl 2 x koncentrovaného
vzorkového redukujiciho pufru (0,125 M Tris-HCI, pH 6,8; 4% SDS; 20% glycerol; 10%
2-merkaptoethanol;  0,004%  bromfenolova modf). Vzorky byly analyzovany
prostiednictvim SDS-PAGE-Phos-tag (za pouziti 10% separa¢niho gelu obsahujiciho 75
uM Phos-tag a 200 uM chlorid manganaty).
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3.3.15.3 Studium zavislosti autofosforylace AfGcHK na koncentraci ATP
Vv pritomnosti RR proteinu a v nepritomnosti horecnatych kationti

Autofosforylaéni aktivita AfGCHK byla méfena v premixu, ktery byl rozdélen do
jednotlivych alikvoti. Slozeni kazdého alikvotu o finalnim objemu 100 pl bylo nasledujici:
50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 10 uM AfGcHK a 10 uM RR protein.
Alikvoty byly preinkubovany 5 minut pii laboratorni teploté. Reakce byly zahijeny
ptidanim ATP o ruznych finalnich koncentracich 0 uM (byl pfidan 50 mM Tris-HCI), 5
uM, 10 pM, 25 pM, 50 uM, 75 pM, 100 puM, 150 uM, 200 pM, 300 puM, 400 uM, 500 puM,
750 uM, 1000 puM, 2000 uM. Reakce byly ukonceny po 60 sekundach piidavkem 100 ul 2
x koncentrovaného vzorkového redukujiciho pufru (0,125 M Tris-HCI, pH 6,8; 4% SDS;
20% glycerol; 10% 2-merkaptoethanol; 0,004% bromfenolova modf). Vzorky byly
analyzovany prostfednictvim SDS-PAGE-Phos-tag (za pouziti 10% separac¢niho gelu
obsahujiciho 75 uM Phos-tag a 200 uM chlorid manganaty).

3.3.16 Studium zavislosti autofosforylace AfGCHK Vv pritomnosti hoFecnatych
kationtii a v pfitomnosti RR proteinu

Autofosforylaéni reakce byla studovdna v premixu, ktery byl rozdélen do
jednotlivych alikvotil. SloZzeni kazdého alikvotu o findlnim objemu 100 pl bylo nésledujici:
50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid hofe¢naty, 10 uM
AfGcHK a 10 uM RR protein. Alikvoty byly preinkubovany 5 minut pii laboratorni
teploté. Reakce byly zahajeny ptidanim ATP o riznych finalnich koncentracich 0 uM (byl
pfidan 50 mM Tris-HCI), 10 uM, 100 pM, 250 puM, 500 uM, 1000 uM. Reakce byly
ukonceny po 1 minuté ptidavkem 100 pl 2 x koncentrovaného vzorkového redukujiciho
pufru (0,125 M Tris-HCI, pH 6,8; 4% SDS; 20% glycerol; 10% 2-merkaptoethanol,
0,004% bromfenolova modf). Vzorky byly analyzovany prosttednictvim SDS-PAGE-
Phos-tag (za pouziti 10% separa¢niho gelu obsahujiciho 75 uM Phos-tag a 200 pM chlorid

manganaty).

3.3.17 Ur¢eni kinetickych parametri

Metoda SDS-PAGE-Phos-tag (viz kapitola 3.3.10, strana 48) byla v ptipadé
potifeby nasledovdna urcenim kinetickych parametrii studovanych enzymovych reakci.
Odbarvené separacni gely byly naskenovany (Scanjet G3010, HP) a pievedeny tak do
elektronické formy. Intenzita pruht fosforylované a nefosforylované formy proteinti byla

vyhodnocena pomoci programu ImageJ. Byly odeéteny plochy piki a soucet P-AfGCHK a
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AfGcHK Dbyl povazovan za 100 %. Z této tivahy byla kalkulovana vSechna vyhodnoceni.
Z nasledujicich vztahti byly vypocteny piislusné veliciny
I(F)

Procento fosforylace: B+ 1) (3.5
. . _ 1B . m()

Hmotnost fosforylované formy proteinu: m = 1O IN) (3.6)

Latkové mnozstvi fosforylované formy proteinu: n = % (3.7)

kde I(F) je intenzita fosforylované formy proteinu, I(N) intenzita nefosforylované formy
proteinu, m(j) hmotnost proteinu (fosforylovana i nefosforylovana forma) v jedné jamce, a
Mm je molarni hmotnost proteinu.
Pocatecni rychlost reakce byla ziskana jako latkové mnozstvi fosforylované formy proteinu
vzniklé za jednotku ¢asu v jednotce objemu reakéni smési.

Pro urCeni kinetickych parametrit byl sestrojen dvojnasobné reciproky graf
zavislosti pocate¢ni rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu [132]. Ze ziskané

regresni rovnice byla vypocitdna hodnota Km a Vmax.
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4 Vysledky

4.1 Optimalizace protokolu heterologni exprese a izola¢niho postupu
AfGcHK za ucelem maximalni saturace AfGcHK hemem (pfiprava plné

holoformy AfGcHK)

Z vysledku spektrofotometrické analyzy hemoproteinu AfGcHK exprimovaného a
izolovaného v ramci zpracovani bakalaiské prace vyplynulo, ze byla pii aplikaci
klasického protokolu exprese a izolace ziskana pouze tii procenta holoformy AfGCcHK
[133]. Za Gcelem saturace AfGcHK hemem byly navrzeny tii nové protokoly exprese
proteinu AfGCHK v bunkach E. coli BL-21(DE3). AfG¢cHK byl exprimovan pti riznych
koncentracich 3-ALA v TB mediu (viz kapitola 3.3.3.2, strana 43) a to 0,0 mM (protokol
A), 0,5 mM (protokol B) a 1,0 mM (protokol C). K AfGcHK, ktery byl exprimovan bez
pfidavku 6-ALA (protokol A), byl béhem izola¢niho postupu pfidan hemim rozpustény
v dimethylsulfoxidu o vysledné koncentraci 750 pM (viz kapitola 3.3.4, strana 43). Pii
pouziti protokolti B a C nebyl v prubéhu izolace pfidan hemin (viz kapitola 3.3.4, strana
433.3.4 Izolace proteinu AfGCHK z bungk E. coli BL-21(DE3)). Aby bylo mozné sledovat
efektivitu jednotlivych krokli izolacniho postupu, byly béhem izolace odebirany vzorky,
které byly nasledné analyzovany metodou SDS-PAGE (viz kapitola 3.3.9, strana 47). Na
obrazku 16, strana 66 je zobrazena vysledna analyza vzorka ziskanych pouzitim protokolu
A. Na zaklad¢ aminokyselinové sekvence AfGcHK byla vypoctena jeho teoretickd molarni
hmotnost. Jeji hodnota je 43 kDa. Mobilita finalniho preparatu AfGecHK (draha 9, obrazek
16, strana 66) je srovnatelna s mobilitou standardu s molarni hmotnosti 40 kDa (draha 10,
obrazek 16, strana 66). Je proto velmi pravdépodobné, ze izolace proteinu AfGCHK
z bungk E. coli BL-21(DE3) probéhla tspésné. Z této SDS-PAGE dale vyplyva, Ze vétsina
balastnich proteini byla od izolovaného AfGcHK oddé€lena v procesu afinitni
chromatografie (draha 3, obrazek 16, strana 66). Homogenita vysledného preparatu
izolovaného AfGcHK tak byla vice nez 95%. Analogické vysledky byly ziskany i pfi
izolaci AfGcHK za puziti protokolti B a C.
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Obrazek 16: SDS-PAGE vzorkii odebiranych v priibéhu izolace AfGCHK
V jednotlivych drahdch jsou naneseny ndsledujici vzorky:

1: Vzorek partikularni frakce po ultracentrifugaci

: Vzorek cytosolarni frakce po ultracentrifugaci

: Vzorek cytosolarni frakce, nevazané na afinitni gel (TALON)

: Vzorek eluovany z afinitniho gelu 10 mM roztokem imidazolu

: Vzorek eluovany z afinitniho gelu 20 mM roztokem imidazolu

: Vzorek eluovany z afinitniho gelu 200 mM roztokem imidazolu

: Zakoncentrovany vzorek (eluovany 10 mM roztokem imidazolu)

. Zakoncentrovany vzorek (eluovany 20 mM roztokem imidazolu)

© 0O N & » K W N

: Zakoncentrovany vzorek (eluovany 200 mM roztokem imidazolu)

10: Marker — Page Ruler™ Broad Range Unstained Protein Ladder

Finalni preparaty izolovanych proteini (exprimovanych dle protokoli A, B a C
eluované¢ 200 mM imidazolem) byly podrobeny charakterizaci. Koncentrace proteinu ve
vzorcich byla ur¢ena metodou vyuzivajici pfitomnost bicinchoninové kyseliny v reak¢nim
¢inidle (viz kapitola 3.3.8, strana 47), koncentrace hemu ve vzorcich byla stanovena
pomoci pyridin-hemochromové metody (viz kapitola 3.3.6, strana 46). Vysledky z téchto
stanoveni jsou zaznamenany v tabulce 2, strana 67. Pokud byl protein AfGcHK
exprimovan spolu s 8-ALA (protokol A, respektive protokol B), byla ziskana pouze
minimélni ¢ast proteinu ve formé holoproteinu (2,88 %, respektive 0,11 %). B&hem
experimentu, kdy byl protein exprimovan bez piidavku 6-ALA (protokol C) a nésledné
rekonstituovan 750 uM heminem byl vytézek holoformy 117 %.

Aby bylo potvrzeno, ze holoforma AfGcHK ma spravné koordinovany hem ve své

struktute, bylo métfeno spektrum vzorku v rozsahu 250 — 750 nm. Dalsi spektrum bylo
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zaznamenano po redukci dithioni¢itanem sodnym a bylo méfeno také spektrum
redukovaného preparatu vystaveného plisobeni oxidu uhelnatého po dobu 5 minut. Bylo
zjisténo, ze Soretiv pas holoformy komplexu hemu siontem Zeleza ve stavu [Fe(II)]
AfGCcHK se vyskytuje v oblasti 413 nm (plna kiivka, obrazek 17, strana 68), poloha
Soretova pasu proteinu s redukovanou formou hemu komplexu hemu s iontem zeleza ve
form¢ [Fe(Il)] je 422 nm (Carkovana kiivka, obrazek 17, strana 68) a charakteristicka
vlnova délka Soretova pasu komplexu hemu v interakci s oxidem uhelnatym [Fe(I1)CO] je
422 nm (teCkovana kiivka, obrazek 17, strana 68). Tato data jsou Vv pozitivni korelaci
s pilotni publikaci, kde byl protein AfGcHK studovan [110] a lze proto fici, ze hem je
k proteinu AfGCHK koordinovan analogicky jako v této studii tj. koordinaci iontu Zeleza

K proximalnimu histidinu.

Tabulka 2: Vysledky primarni charakterizace jednotlivych izolovanych proteini AfGCHK

Protokol A B C

Koncentrace 6-ALA béhem exprese [mM] 0,50 1,00 0,00
Koncentrace pridaného heminu [pM] 0,00 0,00 750,00
Koncentrace hemu v proteinovém 1,89 0,03 52,03

finalnim preparatu [mg.ml™]

Celkova koncentrace proteinu ve finalnim 65,60 27,50 44 .66
preparatu (ziskaného z cca 6 g bakterialni

kultury) [mg.mi™]

Obsah holoformy [%0] 2,88 0,11 117,00
Rz pomér ziskany UV-VIS spektralni 0,01 0,02 2,30
analyzou A(413)/A(280)
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Obrazek 17: Spektralni analyza finalniho preparatu AfGcHK (exprimovany bez pridavku §-ALA,
rekonstituovany 750 pM heminem)

Vzorek findlniho prepardtu [Fe(lll)] (pind kiivka), vzorek po redukci dithionicitanem sodnym [Fe(Il)]
(Carkovana krivka), redukovany prepardt vystaveny pusobeni oxidu uhelnatého [Fe(I)CO] (teckovana
krivka).

4.2 1zolace RR proteinu z bunék E.coli BL-21(DE?3)

Byla provedena izolace RR proteinu. Postup této izolace je uveden v kapitole 3.3.5,
strana 45. Aby bylo mozné sledovat efektivitu jednotlivych krok izola¢niho postupu, byly
béhem izolace odebirany vzorky, které byly nasledné analyzovany metodou SDS-PAGE.
Teoreticka molarni hmotnost RR proteinu s pfipojenym GST (proteinova kotva pro afinitni
chromatografii), byla urena na zékladé aminokyselinové sekvence téchto proteind. Jeji
hodnota je 52 kDa. Mobilita finalniho zakoncentrovaného preparatu RR proteinu (draha 4,
obrazek 18, strana 69) je srovnatelna s mobilitou standardu s molarni hmotnosti 50 kDa
(drdha 5, obrazek 18, strana 69). Lze proto pfedpokladat, Ze izolace RR proteinu z bun¢k
E. coli BL-21(DE3) probéhla tuspésné. Majoritni ¢ast balastnich proteini byla od
izolovaného RR proteinu oddélena procesem afinitni chromatografie (drédha 2, obrazek 18,

strana 69). RR protein tak byl ziskan ve vice nez 95% homogenité.
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Obrazek 18: SDS-PAGE vzorkii odebiranych v pribéhu izolace RR proteinu
V jednotlivych drahdch jsou naneseny nasledujict vzorky:

1: Vzorek cytosolarni frakce po ultracentrifugaci

2: Vzorek cytosolarni frakce, nevdzané na afinitni gel (Glutathione Sepharose 4B)
3: Vzorek eluovany z afinitniho gelu 10 mM roztokem glutathionu

4: Zakoncentrovany vzorek eluovany 10 mM roztokem glutathionu

5: Marker — Page Ruler™ Broad Range Unstained Protein Ladder

4.3 Optimalizace metody SDS-PAGE-Phos-tag pro studium enzymovych

reakci

Pied tim, nez bylo mozné studovat enzymové reakce AfGCHK a RR proteinu
pomoci SDS-PAGE-Phos-tag, bylo nezbytné nutné tuto metodu optimalizovat. Nejprve
bylo tfeba najit optimalni procentudlni zastoupeni akrylamidu v separa¢nim gelu obsahujici
Phos-tag. Pii pouziti 12% separacniho gelu nedochazelo k dostate¢nému rozdéleni
fosforylované a nefosforylované formy proteind. Pokud byl pouzit 8% separacni gel,
dochazelo k rozsahlejSimu rozmyvani proteinovych zoén difuzi, coz znaéné ztézovalo
vyhodnoceni intenzity jednotlivych proteinovych frakci (data nejsou ukazana). Pro dalsi
experimenty byl proto pouzivan 10% separac¢ni gel. Dale bylo nutné optimalizovat
mnozstvi analyzovanych proteini pomoci SDS-PAGE-Phos-tag. Bylo zjisténo, ze pfi
analyze vice nez 0,6 pg proteinu dochazi k nedostate¢nému rozdéleni jednotlivych zon
(data nejsou ukdzana). Z tohoto divodu bylo vzdy analyzovdno maximaln¢ 0,6 pg
proteinu, ve vétsing ptipadd 0,5 pg proteinu. Déale bylo nezbytné urcit, jaké je optimalni
mnozstvi Phos-tagu, pfidaného do smési tvofici separacni gel. Optimalni koncentrace

Phos-tagu ve smési byla 75 uM, popiipadé 100 uM (data nejsou ukazana). Optimalni
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koncentrace chloridu manganatého ve smési tvorici separacni gel s Phos-tagem byla 200

UM (data nejsou ukazana).

4.4 Optimalizace podminek pro studium enzymovych reakci proteinu

AfGcHK

4.4.1 Teplotni zavislost autofosforylace AfGCHK

Vliv teploty na autofosforylaci AfGcHK byl studovan Vv roztocich, jejichz slozeni a
podminky reakce jsou uvedeny v kapitole 3.3.11.1, strana 50. Reakce byla zahajena
piidavkem ATP a probihala 15 minut pfi ptislusné teploté (0 °C, 10 °C, 20 °C, 30 °C, 37
°C, 50 °C a 60 °C). Po ukonceni reakce byly odebrany vzorky, které byly analyzovany
pomoci SDS-PAGE-Phos-tag (kapitola 3.3.10, strana 48). Intenzity pruhid odpovidajici
P-AfGcHK a AfGcHK (obrazek 19) byly vyhodnoceny pomoci programu ImageJ a bylo
spoCitano  latkové mnozstvi P-AfGcHK, vzniklé béhem enzymové reakce
katalyzované 11,6 pmol (tj. 0,52 pg) AfGcHK pfi prislusné teploté (osa y, obrazek 20,
strana 71). K nejvy$$imu narustu latkového mnozstvi P-AfGcHK dochazelo, pokud
inkubace reakéni smési probihala pii teplotach 10 °C a 20 °C, kdy vzniklo pfiblizné 5 az 6
pmol P-AfG¢cHK (béhem 15 minut). Pfi vysSich inkubacnich teplotach (30 °C, 37 °C, 50 °C
a 60 °C) a pfi inkubaci reakéni smési pti 0 °C byly autofosforylovany pouze méné nez 4
pmol z celkovych 11,6 pmol AfGcHK. Optimalni teplota pro autofosforylaci AfGCHK se
pohybuje v rozmezi 10 °C a 20 °C. Nasledujici experimenty, ve kterych byla méfena

autofosforylacni aktivita AfGcHK, proto probihaly pii 20 °C.

Aetita, 10 20 30 37 50 60
[°C]

P-AfGCHK—> — GEh aun P—
A_chHK—>‘ ‘ -

Obrazek 19: Teplotni zavislost autofosforylace AfGCHK

Cisla vyjadiuji inkubacni teplotu dané reakcni smési.

Slozeni reakcni smési: 50 mM Tris-HCIl, pH 8,0 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid horecnaty, 10 uM.
AfGcHK, 1 mM ATP; inkubace 15 minut.

Pro SDS-PAGE-Phos-tag byl pouzit 10% separacni gel, 50 uM Phos-tag a 200 M chlorid manganazy.
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Obrazek 20: Teplotni zavislost autofosforylace AfGCHK

Autofosforylacni reakce byla zahdjena pridavkem ATP pri prislusné teploté (osa x). Po 15 minutach byla
reakce ukoncena a P-AfGcHK byla od AfGcHK separovina pomoci SDS-PAGE-Phos-tag.Z intenzit pruhi
bylo vypocitano latkové mnozstvi P-AfGcHK, které vzniklo z 11, 6 pmol AfGCHK (osa y).

4.4.2 Casova zavislost autofosforylace AfGCHK

Zavislost aufosforylace AfGcHK na inkubac¢nim ¢ase reakéni smési byla studovana
V roztocich, jejichz slozeni a podminky reakce jsou popsany v kapitole 3.3.11.2, strana 50.
Reakce byla zahéjena pfidavkem ATP. Inkubaéni Casy reakéni smési byly 0 min, 1 min, 5
min, 10 min, 15 min, 30 min a 45 min. Po ukonceni reakce byly vzorky analyzovany
metodou SDS-PAGE-Phos-tag, kde byl P-AfGcHK separovan od AfGCHK (obrazek 21,
strana 72). V draze, kde je nanesen vzorek AfGcHK bez ptidaného ATP (draha 0 min,
obrazek 21, strana 72) lze i ptes fakt, ze ATP nebylo do smési dodéno, pozorovat stopové
mnozstvi P-AfGcHK. Znamena to, ze pfiblizné 1,3 pmol z celkovych 11,6 pmol AfGCHK
bylo izolovano z bunék E. coli BL-21 (DE3) ve form¢ P-AfGcHK nebo, ze ziskany
preparat obsahuje stopy endogenniho ATP . Je proto nutné provadét korekei a tuto hodnotu
latkového mnozstvi odecitat od hodnot latkového mnozstvi P-AfGcHK, které vzniklo
enzymovou reakci s dodanym ATP (tyto korigované hodnoty byly vyneseny na osu y,
obrazek 22, strana 72). K vyrazné autofosforylaci AfGcHK dochazi jiz 1 minutu po

zahajeni reakce pridanim ATP. Za tuto dobu doslo k nartstu P-AfGcHK ve smési ptiblizné
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o 6 pmol. Pokud byla smés AfGCHK s ATP inkubovana déle nez 1 minutu, vzniklo
piiblizn¢ 7 az 8 pmol P-AfGcHK. Autofosforyla¢ni reakce AfGcHK tak probiha relativné
rychle a jiz po 5 minuté dochazi k nasyceni AfGcHK substratem, tj. ATP (obrazek 22).
Béhem studia kinetickych parametri enzymové reakce AfGcHK bylo proto nutné

dodrzovat inkubaéni Casy reakéni smési krat$i nez 1 minutu.

Inkubacni ¢as 0 1
[min]

w

10 15 30 45

B N S S e S P-A/OCHK
- " > o «———4fGcHK

Obrazek 21: Zavislost autofosforylace AfGcHK na inkuba¢nim ¢ase

Cisla znazorituji cas, po ktery probihala enzymové reakce.

Slozeni reakcni smési: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid horecnaty, 10 uM
AfGcHK, 1 mM ATP.

Pro SDS-PAGE-Phos-tag byl pouzit 10% separacni gel, 75 uM Phos-tag a 200 uM chlorid manganaty.

(o]

Ne_Afaotk [pmol]

f[min]

Obrazek 22: Zavislost autofosforylace AfGcHK na inkuba¢nim ¢ase
Autofosforylacni reakce byla zahdjena pridavkem ATP. Po prislusné inkubacni dobé (osa x) byla ukoncena a
P-AfGcHK byla od AfGcHK separovina pomoci SDS-PAGE-Phos-tag. Z intenzit pruhii bylo vypocitino
latkové mnoZstvi P-AfGcHK, které vzniklo z 11, 6 pmol AfGcHK (osa y).
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4.4.3 Zavislost autofosforylace AfGcHK na pH prostiedi

Vliv pH na autofosforylaci AfGcHK byl studovan ve smési, jejiz slozeni a
podminky reakce jsou popsany v kapitole 3.3.11.3, strana 51. Reakce byla zahdjena
piidavkem ATP k reakéni smési o prislusném pH (5,5 — 13,0) a byla inkubovana 1 minutu.
Poté byla reakce ukoncena a vzorky byly analyzovany prostiednictvim SDS-PAGE-Phos-
tag (obrazek 23). V pH prostfedi 5,0 byl protein denaturovan, doslo tedy k inaktivaci
enzymové aktivity AfGcHK (draha pH 5,5, obrazek 23). Jak je patrné z grafu zavislosti
autofosforyla¢ni aktivity AfGcHK na pH prostiedi (obrazek 25, strana 74), se zvySujici se
hodnotou pH dochéazi k naristu enzymové aktivity AfGcHK. Nejvice AfGCHK je
autofosforylovano pii pH prostiedi 11,0, a to 9,8 pmol z celkovych 11,6 pmol AfG¢cHK. Pii
pH prostiedi 9,0, kdy je jako pufr pouzit Tris-HCI doslo k mirnému poklesu enzymové
aktivity (obrazek 25, strana 74), nicmén¢ pti pH prostiedi 9,5, kdy je pouzit glycinovy pufr
lze opét pozorovat jeji narust (obrazek 25, strana 74). Byla proto srovnana efektivita
autofosforylacni reakce v Tris-HCI a glycinovém pufru, pii pH 9,0 (obrazek 24, strana 74).
V obou téchto pufrech doslo enzymovou reakci béhem stejného ¢asového tseku ke vzniku
srovnatelného mnozstvi P-AfGCHK, a to ptiblizné 8 pmol. Tim byla vylouéena hypotéza,
ze by piitomnost glycinu v reakéni smési néjakym zpisobem stimulovala enzymovou
aktivitu AfGcHK. Aby bylo mozné otestovat, pribéh autofosforylace AfGcHK také
Vv extrémné zasaditém pH, byla reakéni smés inkubovana v prostfedi obsahujicim 50 mM
(draha pH 12,7, obrazek 23), respektive 100 mM (draha pH 13, obrazek 23) hydroxid
sodny. V téchto podminkach byla autofosforyla¢ni aktivita AfGCHK inaktivovana.
Ze ziskanych vysledkd tedy vyplyva, ze pH optimum autofosforylaéni reakce AfGCHK je
pfiblizné 11.

pH 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 11,0 11,5 127 13,0

S ——— P-AfGCHK

ne—4fGcHK

Obrazek 23: Vliv pH na autofosforylaci AfGCHK

Cisla zndzoriuji pH pufiu reakcéni smési. SloZeni reakcni smési pro pH 5,5; 6,0; 6,5 a 7,0: 100 mM fosfitovy
pufr, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid horecnaty, 10 uM AfGcHK, pro pH prostiedi 7,5; 8,0; 8,5 a 9,0:
100 mM Tris-HCI pufr, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid horecnaty, 10 uM AfGcHK, pro pH prostredi
9,5, 10,0, 10,5; 11,0, 11,5: 100 mM glycinovy pufr, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid horecnaty, 10 uM
AfGcHK, pro pH prostiedi 12,7, vesp. 13,0: 50 mM, resp. 100 mM hydroxid sodny, 50 mM chlorid draselny,
5 mM chlorid hovecnaty, 10 uM AfGcH. Pro SDS-PAGE-Phos-tag byl pouzit 10% separacni gel, 75 uM
Phos-tag a 200 uM chlorid manganaty.
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Obrazek 24: Vliv Tris-HCIl, pH 9,0 a glycinového pufru, pH 9,0 na autofosforylaci AfGCHK
SloZeni reakéni smési: 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid horecnaty, 10 uM AfGcHK a 100 mM
glycinovy, pH 9,0 nebo 100 mM Tris-HCI pufr, pH 9,0.

nP—AchHK[meI]

pH

Obrazek 25: Vliv pH na autofosforylaci AfGCHK

Autofosforylacni reakce byla zahdjena pridavkem ATP do reakcni smési o prislusnéem pH (osa x). Po
ukonceni reakce byla P-AfGcHK od AfGcHK separovina pomoci SDS-PAGE-Phos-tag. Z intenzit pruhii bylo
vypocitano latkové mnozstvi P-AfGcHK, které vzniklo z 11, 6 pmol AfGcHK (osa y).

4.5 Optimalizace podminek pro studium procesu fosforylace RR proteinu

4.5.1 Teplotni zavislost fosforylace RR proteinu

Vliv teploty na ptenos fosfatoveé skupiny na RR protein byl studovan ve smési, jejiz
slozeni a podminky reakce jsou uvedeny v kapitole 3.3.12.1, strana 52. Reakce byla
zahgjena ptidavkem ATP a probihala 15 minut pfi piislusné teploté (0 °C, 10 °C, 20 °C, 30
°C, 37 °C, 50 °C, 60 °C). Po ukonceni reakce byly vzorky analyzovany metodou SDS-
PAGE-Phos-tag. Jak jiz bylo popsano v kapitole 1.2.1.3, strana 32, RR protein ma dvé
fosforylacni mista Asp52 a Aspl169. Jak je patrné z vysledného separacniho gelu (obrazek
26, strana 75) pii teplotach 0 °C a 10 °C nebyl fosforylovan Asp169. Déle bylo zjisténo, ze
pfi inkubaci reakéni smési pii teplotach vysSich nez 37 °C byla ziskana pouze

nefosforylovand forma RR proteinu (drahy 50 °C a 60 °C, obrazek 26). Vytézky
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jednotlivych fosforylovanych forem RR proteinu, které¢ byly ziskany z 12,5 pmol RR
proteinu byly zaneseny do grafu (obrazek 27). K nejintenzivnéjsi fosforylaci RR proteinu

dochazi pii inkubaci reakéni smési pii 20 °C a 30 °C. Pro studium fosfotransferové reakce

RR proteinu bude pouzivana teplota reak¢éni smési 20 °C.

Teplota 0 10

P 20 30 37 50 60
[°C]

« P(DI169.D52)-RR
e—— & PHEHRR
«————— P (DI69)-RR

- ——— o

P-AfGcHK—

— G— w— e
AFGCHK— e -

Obrazek 26: Teplotni zavislost fosforylace RR proteinu

Cisla zndzoriuji teplotu, pri které probihala fosfotrasferova reakce. Slozent reakcni smési: 50 mM Tris-HCI,
pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid horecnaty, 10 uM AfGCcHK, 10 uM RR protein, 1 mM ATP;
inkubace 15 min. Jednotlivé fosforylované formy RR proteinu byly oznaceny analogicky s jejich mobilitou

publikovanou v praci [110]. Pro SDS-PAGE-Phos-tag byl pouzit 10% separacni gel, 50 uM Phos-tag, 200
UM chlorid manganaty .
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Obrazek 27: Teplotni zavislost fosforylace RR proteinu

Fosforylacni reakce byla zahdjena pridavkem ATP pri prislusné teploté (osa x). Po 15 minutich byla
ukoncena a P-RR proteinu byla od RR proteinu separovina pomoci SDS-PAGE-Phos-tag. Z intenzit pruhii
bylo vypocitano latkové mnoZstvi jednotlivych forem P-RR proteinu, které vzniklo z 12, 5 pmol RR proteinu
(osa y). Plny krouzek a plna kiivka znaci P (D169, D52)-RR protein, prazdny krouzek a teckovana kiivka
znaci P (D169)-RR protein a plny ctverecek a carkovana kiivka znaci P (D52)-RR protein.
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4.5.2 Casova zavislost fosforylace RR proteinu

Casova zavislost fosforylace RR proteinu byla studovana ve smési, jejiz sloZeni a
podminky reakce jsou uvedeny v kapitole 3.3.12.2, strana 52. Reakce byla zahajena
piidavkem ATP. Inkubacni ¢asy reakéni smési byly 0 min, 1 min, 5 min, 10 min, 15 min,
30 min a 45 min. Po ukonceni reakce byly vzorky analyzovany metodou SDS-PAGE-
Phos-tag. Z vysledného separac¢niho gelu (obrazek 28) vyplyva, ze pokud neni do smési
ptidano ATP (draha 0 min, obrazek 28) k fosforylaci RR proteinu nedochazi. Po zahajeni
reakce piidavkem ATP byl nejprve autofosforylovan AfGCcHK a poté doSlo také k
fosforylaci RR proteinu. UZ po 1 minuté po zahajeni reakce ptfidavkem ATP lze pozorovat
narust difosforylované formy RR proteinu (obrazek 28). Na separa¢nim gelu doslo také
k rozdéleni jednotlivych monofosforylovanych forem Asp52 a Aspl69 (obrazek 28).
S rostoucim inkubaénim ¢asem reakéni smési dochazi k narastu difosforylované formy RR
proteinu (body znacené plnym krouzkem, obrazek 29, strana 77), zatimco mnozstvi
monofosforylované formy Asp52 se snizuje (body znacené plnym ctvereckem, obrazek 29,
strana 77). Mnozstvi monofosforylované formy Aspl69 zlstavéa s narlstajici inkubacni
dobou témét konstantni, a to ptiblizn€ 0,3 az 0,5 pmol (body znaené prazdnym krouzkem

obrazek 29, strana 77).
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Obrazek 28: Casova zavislost fosforylace RR proteinu

Cisla zndzoriji inkubacni Cas reakcni smési. Slozeni reakcni smési: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM
chlorid draselny, 5 mM chlorid horecnaty, 10 uM AfGcHK, 10 uM RR protein, 1 mM ATP.

Jednotlivé fosforylované formy RR proteinu byly oznaceny analogicky s jejich mobilitou publikovanou v
prdci [110]

Pro SDS-PAGE-Phos-tag byl pouzit 10% separacni gel, 75 uM Phos-tag, 200 uM chlorid manganaty.
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Obriazek 29: Casova zavislost fosforylace RR proteinu

Plny krouzek a plna kiivka znaci P (D169, D52)-RR protein, prazdny krouzek a teckovana kiivka znaci P
(D169)-RR protein a plny ctverecek a cdarkovand kiivka znaci P (D52)-RR protein.Fosforylacni reakce byla
zahdjena pridavkem ATP. Po prislusné inkubacni dobé (osa x) byla ukoncena a P-RR proteinu byla od RR
proteinu separovana pomoci SDS-PAGE-Phos-tag. Z intenzit pruhii bylo vypocitano latkové mnozZstvi

Jjednotlivych forem P-RR proteinu, které vzniklo z 12,5 pmol RR proteinu (osa y).

4.5.3 Zavislost fosforylace RR proteinu na pH prostredi

Pro studium optimélniho pH fosforylace RR proteinu byla vytvofena smés, jejiz
slozeni a podminky reakce jsou uvedeny v kapitole 3.3.12.3, strana 52. Reakce byla
zahdjena piidavkem ATP do reakéni smési o piislusném pH (5,5 — 10,0). Po 1 minuté byla
reakce ukoncena a odebrané vzorky byly analyzovany prostiednictvim SDS-PAGE-Phos-
tag. Fosforylace RR proteinu zavisi na stupni fosforylace AfGcHK, jehoz pH optimum je
priblizné 11 (kapitola 4.4.3, strana 73). Je proto slozité porovnat jednotlivé vytézky P-RR
proteinu, protoze koncentrace pravdépodobného substratu RR proteinu (tedy P-AfGCHK)
nebyla v jednotlivych reak¢énich smésich o ptislusném pH stejna (tento fakt lze pozorovat
na vysledném separa¢nim gelu na obrazku 30, strana 78 v jeho spodni ¢asti). I pres to Ize
fici, ze hodnota latkového mnozstvi difosforylované formy RR proteinu je nejvyssi pii pH
7,5 — 8,0, a to pfiblizné€ 4 pmol z celkovych 12,5 pmol RR proteinu (plny krouzek, obrazek
31, strana 78). Zaroven s rostoucim mnozstvim difosforylované formy se snizuje mnozstvi
monofosforylované formy Asp52 (plny ¢tverecek, obrazek 31, strana 78). Optimum pH pro

fosforylaci RR proteinu je mezi 7,5 az 8,0.
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Obrazek 30: Zavislost fosforylace RR proteinu na pH prostiedi

Cisla zndzorituji pH pufiu v reakéni smési. Slozeni reakcni smési pro pH 5,5; 6,0; 6,5 a 7,0: 100 mM
fosfatovy pufi, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid hofecnaty, 10 uM AfGeHK, 10 uM RR protein, pro pH
prostredi 7,5; 8,0; 8,5 a 9,0: 100 mM Tris-HCI pufr, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid horecnaty, 10
uM AfGcHK, 10 uM RR protein, pro pH prostredi 9,5; 10,0: 100 mM glycinovy pufr, 50 mM chlorid
draselny, 5 mM chlorid horecnaty, 10 uM AfGcHK, 10 uM RR protein.

Jednotlivé fosforylované formy RR proteinu byly oznaceny analogicky s jejich mobilitou publikovanou v
praci [110].

Pro SDS-PAGE-Phos-tag byl pouzit 10% separacni gel, 75 uM Phos-tag, 200 uM chlorid manganaty.
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Obrazek 31: Zavislost fosforylace RR proteinu na pH prostiedi

Plny krouzek a plnad kiivka znaci P (D169, D52)-RR protein, prdazdny krouzek a teckovana kvivka znaci P
(D169)-RR protein a plny ctverecek a carkovand kifivka znaci P (D52)-RR protein Fosforylacni reakce byla
zahdjena pridavkem ATP do reakcni smési o prislusném pH (osa x). Po ukonceni reakce byla P-RR proteinu
od RR proteinu separovana pomoci SDS-PAGE-Phos-tag. Z intenzit pruhii bylo vypocitano latkové mnozstvi

Jjednotlivych forem P-RR proteinu, které vzniklo z 12,5 pmol RR proteinu (osa y).
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4.6 Studium mechanismu histidinkinasové reakce AfGcHK a

fosfotrasferu na RR protein

4.6.1 Studium vlivu dvojmocnych Kkationti na autofosforylaci AfGCHK a na
fosforylaci RR proteinu

Pro studium vlivu hotfecnatych a vapenatych kationti na autofosforylacni reakci
AfGcHK a fosforylaci RR proteinu byla vytvoiena smés, jejiz slozeni a podminky reakce
jsou popsany v kapitole 3.3.13.1, strana 53. Reakce byly zahajeny piidavkem ATP a po
ukonceni byly vzorky analyzovany prostiednictvim SDS-PAGE-Phos-tag. 1 pies absenci
dvojmocnych kationtli v reak¢éni smeési, dochazi po piidavku ATP k autofosforylacni reakci
AfGcHK (drahy 2 a 3, obrazek 32, strana 80). Naproti tomu fosfotransferova reakce na RR
protein bez ptidavku dvojmocnych kationti téméf neprobihd (drahy 2 a 3 obrazek 32,
strana 80). Po ptfidavku hote¢natych kationti do reakéni smési dochazi k nardstu P-
AfGcHK a zaroven k velmi masivni fosforylaci RR proteinu (drahy 4 a 5, obrazek 32,
strana 80). Vapenaté kationty maji na autofosforylacni a fosforyla¢ni aktivitu méné
pozitivni vliv nez hofe¢naté kationty (draha 7, obrazek 32, strana 80). Pokud reakce
probihala 1 minutu, nedoSlo pii inkubaci s vapenatymi kationty ani k autofosforyla¢ni, ani
k fosfotransferové reakci (draha 6, obrazek 32, strana 80). V piipadé, kdy byl ke smési
pfidan 2,5 mM chlorid hotfec¢naty, tedy poloviéni koncentrace nez v pfedchozich
experimentech (drahy 10 a 11, obrazek 32, strana 80) nedochazelo k vyraznému ovlivnéni
autofosforylace AfGcHK. Pii pouziti této nizs§i koncentrace hofecnatych kationti je vSak
ovlivnéna tvorba difosforylované formy RR proteinu (draha 10, obrazek 32, strana 80).
Pokud je do smési piidan nadbytek chloridu hotecnatého, tedy 10 mM chlorid hotecnaty,
je stupen autofosforylace AfGCHK i fosforylace RR proteinu srovnatelny se situaci, kdy
byl pouzit 5 mM chlorid hotfe¢naty (drahy 12 a 13, obrazek 32, strana 80). Ze ziskanych
vysledkt vyplyva, Ze pro autofosforylaci AfGCHK neni pfitomnost hofe¢natych kationtl

Vv reak¢ni smési esencidlni, ale je kli¢ova pro proces fosforylace RR proteinu.
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Obrazek 32: Vliv dvojmocnych kationti na autofosforylaci AfGCcHK a fosfotransferovou reakci RR
proteinu

V jednotlivych drahdch jsou naneseny nasledujici vzorky:

1: negativni kontrola

2: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 10 uM AfGcHK, 10 uM RR protein, 1 mM ATP;
inkubace 1 min

3: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 10 uM AfGcHK, 10 uM RR protein, 1 mM ATP;
inkubace 5min

4: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draseiny, 5 mM chlorid horecnaty, 10 uM AfGcHK, 10 uM RR
protein, 1 mM ATP; inkubace 1 min

5: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid horfecnaty, 10 uM AfGcHK, 10 uM RR
protein, 1 mM ATP; inkubace 5 min

6: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid vapenaty, 10 uM AfGcHK, 10 uM RR
protein, 1 mM ATP; inkubace 1 min

7: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid vapenaty,, 10 uM AfGcHK, 10 uM RR
protein, 1 mM ATP; inkubace 5 min

8:50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid horecnaty, SmM chlorid vapenaty, 10 uM
AfGcHK, 10 uM RR protein, 1 mM ATP; inkubace 1 min

9: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid horecnaty, 5SmM chlorid vapenaty, 10 uM
AfGcHK, 10 uM RR protein, 1 mM ATP; inkubace 5 min

10: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 2,5 mM chlorid horecnaty, 10 uM AfGcHK, 10 uM RR
protein, 1 mM ATP; inkubace 1 min

11: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 2,5 mM chlorid horecnaty, 10 uM AfGcHK, 10 uM RR
protein, 1 mM ATP; inkubace 5 min

12: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 10 mM chlorid horecnaty, 10 uM AfGcHK, 10 uM RR
protein, 1 mM ATP; inkubace 1 min

13: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 10 mM chlorid hoiecnaty, 10 uM AfGeHK, 10 uM RR
protein, 1 mM ATP; inkubace 5 min

Jednotlivé fosforylované formy RR proteinu byly oznaceny analogicky s jejich mobilitou publikovanou v
prdci [110].

Pro SDS-PAGE-Phos-tag byl pouzit 10% separacni gel, 75 uM Phos-tag, 200 uM chlorid manganaty.
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4.6.2 Popis vlastnosti a mechanismu participace RR proteinu na své fosforylaci

Cilem experimentii popsanych v této kapitole bylo zjistit, jestli P-AfGCHK je
pfimym substratem RR proteinu a dale zda za fosfotransfer na RR protein je zodpovédna
enzymova aktivita AfGCHK nebo RR proteinu. Byla proto provedena separace P-AfGCHK
od AfGcHK (kapitola 3.3.13.4, strana 56) s imyslem ziskat Cisty preparat P-AfGcHK.
Analyza vysledného preparatu pomoci SDS-PAGE-Phos-tag vsak ukazala, ze obsahoval
ptiblizné 15 % nefosforylované formy AfGcHK (data nejsou ukazana). Ze smési
obsahujici nadbytek P-AfGcHK bylo uspésné odstranéno ATP a ADP (kapitola 3.3.13.2,
strana 54) a ziskany preparat byl pouzit pro nasledujici experimenty. Slozeni smési a
podminky reakci téchto experimentli jsou popsany v kapitole 3.3.13.4, strana 56.
V nepiitomnosti ATP a dvojmocnych kationtii k ptenosu fosfatové skupiny z P-AfGCHK
na RR protein téméf nedochazi (drahy 3, 4 a 11 obrazek 33, strana 82). Interpretace tohoto
vysledku neni jednoznacna, kazdopadné vzhledem k autofosforylaci AfGcHK je mira
fosforylace RR proteinu zanedbatelna (draha 3, obrazek 33, strana 82). Nicméné vysledek
je logicky vzhledem k zavérim piedchozi kapitoly, kde bylo prokdzano, Ze ptitomnost
hotecnatych kationtii je pro fosforylaci RR proteinu esencidlni na rozdil do
autofosforyla¢ni aktivity AfGcHK. Pokud byly do smési obsahujici AfGCHK, P-AfGcHK a
RR protein dodany hotecnaté kationty, nebyla pozorovana fosforylace RR proteinu a navic
byl P-AfGcHK defosforylovan (drahy 5, 6, 7, 8 a 12, obrazek 33, strana 82). Pokud byly
hofecnaté kationty nahrazeny vapenatymi, defosforylace P-AfGcHK probihala s nizsi
rychlosti a zaroven bylo moZzné pozorovat fosforylaci RR proteinu (drahy 9 a 10, obrazek
33, strana 82). Defosforylace P-AfGcHK je potlacena piidavkem ATP do smési, zaroven
dochdzi k mirnému naristu fosforylované formy RR proteinu (drahy 13 a 14, obrazek 33,
strana 82). Pokud byl ATP nahrazen ATP” nedochézelo v pfitomnosti hofenatych
kationtt ani k fosforylaci RR proteinu, ani k defosforylaci AfGcHK (data nejsou ukazana).
Nartst fosforylované formy RR proteinu je jednoznaéné nejvétSi pokud je ke smési
obsahujici AfGCHK, P-AfG¢cHK a RR protein ptidano ATP spolu s hotfe¢natymi kationty
(draha 15, obrazek 33, strana 82). Pokud je ATP nahrazeno ATP”, k fosforylaci RR
proteinu nedochazi (data nejsou ukazana). P-AfGCHK ani AfGcHK nema fosfatasovou
aktivitu vici P-AfGcHK, a to jak s hofe¢natymi kationty, tak bez hofe¢natych kationtl
(data nejsou ukézéna). Bylo tedy zjisténo, ze RR protein je enzymem, ktery ma
fosfatasovou aktivitu (v pfitomnosti hofec¢natych kationtll). Jestli md RR protein také

fosfotransferasovou aktivitu bylo pfedmétem studia v nasledujici kapitole.
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Obrazek 33: Vliv dvojmocnych kationtii na fosforylaci RR proteinu v piitomnosti P-AfGCHK

V jednotlivych drahdch jsou naneseny nasledujici vzorky:

1: negativni kontrola

2: pozitivni kontrola

3: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 10 uM P-AfGcHK, 10 uM RR protein; inkubace 5 min
4: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 10 uM P-AfGcHK, 10 uM RR protein; inkubace 30 min
5: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid horecnaty, 10 uM P-AfGcHK, 10 uM RR
protein; inkubace 5 min

6: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid horecnaty, 10 uM P-AfGcHK, 10 uM RR
protein; inkubace 30 min

7: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 2,5 mM chlorid horecnaty, 10 uM P-AfGcHK, 10 uM
RR protein; inkubace 5 min

8: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 10 mM chlorid horecnaty, 10 uM P-AfGcHK, 10 uM
RR protein; inkubace 5 min

9: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid vapenaty, 10 uM P-AfGcHK, 10 uM RR
protein; inkubace 5 min

10: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid vapenaty, 10 uM P-AfGcHK, 10 uM RR
protein; inkubace 30 min

11: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 10 uM P-AfGcHK, 5 uM RR protein; inkubace 30 min
12: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid horecnaty, 10 uM P-AfGcHK, 5 uM RR
protein; inkubace 30 min

13: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 10 uM P-AfGcHK, 10 M RR protein, 1 mM ATP;
inkubace 1 min

14: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 10 uM P-AfGcHK, 10 M RR protein, 1 mM ATP;
inkubace 5 min

15: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid horec¢naty, 10 uM P-AfGcHK, 10 uM
RR protein, 1 mM ATP; inkubace 5min

Jednotlivé fosforylované formy RR proteinu byly oznaceny analogicky s jejich mobilitou publikovanou v
prdci [110].

Pro SDS-PAGE-Phos-tag byl pouzit 10% separacni gel, 75 uM Phos-tag, 200 uM chlorid manganaty.
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4.6.3 Studium vyuZiti riznych donoru fosfatu (jinych nez P-AfGcHK) jako substrati
pro fosfotransfer na RR protein

Bylo studovano, zda néktery z vybranych donort fosfatu (fosfoenolpyruvat,
acetylfosfat, ATP v nepfitomnosti AfGCHK, ATP” a fosforamidat) muze slouzit jako
substrat pro fosforylaci RR proteinu (kapitola 3.3.14, strana 58). Pokud by byl takovy
substrat nalezen, naznacilo by to moznost, Ze RR protein vykazuje autofosforyla¢ni
enzymovou aktivitu. V piedchozi kapitole bylo prokdzano, Zze RR protein ma jak
autofosfatasovou, tak fosfatasovou aktivitu vaci P-AfGCHK. Prvnim studovanym donorem
fostatu byl fosfoenolpyruvat. Z vysledného separacniho gelu (obrazek 34) vyplyva, ze
k pfenosu fosfatové skupiny z fosfoenolpyruvatu na RR protein nedochazi. Dale byl
studovan vliv ATP, jako donoru fosfatu na fosforylaci RR proteinu. Také v tomto ptipadé
nebyl RR protein fosforylovan (data nejsou ukazéana). Z vysledného separa¢niho gelu SDS-
PAGE-Phos-tag experimentu, kdy byl RR protein inkubovan 5 minut s ATP”* vyplyva, Ze
ATP” miize astené slouzit jako substrat pro fosfotrasferovou reakei RR proteinu (dréha 5
min, obrazek 35, strana 84). Stupen fosforylace RR proteinu je vSak na hranici detekce a
mobilita pruhu, ktery je ptipisovan P-RR proteinu se neshoduje s mobilitou pruhti pozitivni
kontroly. Je pravdépodobné, Ze se jedna bud’ o nespecifickou fosforylaci, nebo artefakt.
Pokud inkubace RR proteinu s ATP” byla 30 minut, k fosforylaci RR proteinu nedoslo
(draha 30 min, obrazek 35, strana 84).

Inkubaénicas 0.5 1 5 10 30 60 NK PK
[min] /P (D169, D52)-RR
P (D52)-RR
<P (D169)-RR

———— i RRprotein

v s—P-4fGcHK

- WS<—4/GcHK
Obrazek 34: Vliv fosfoenolpyruvatu na fosforylaci RR proteinu
Cisla znézorituji, jak dlouho byl RR protein inkubovan s fosfoenolpyruvitem, NK znaci negativni kontrolu,
PK znaci pozitivni kontrolu. Slozeni reakcni smési: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM
chlorid horecnaty, 10 uM RR protein, 1 mM fosfoenolpyruvat.
Jednotlivé fosforylované formy RR proteinu byly oznaceny analogicky s jejich mobilitou publikovanou v
praci [110].
Pro SDS-PAGE-Phos-tag byl pouzit 10% separacni gel, 75 uM Phos-tag, 200 uM chlorid manganaty.
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Obrizek 35: Vliv ATP” na fosforylaci RR proteinu

Cisla zndzoriji, jak dlouho byl RR protein inkubovan s ATP®, PK znadi pozitivni kontrolu.

SloZent reakéni smési: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid hofecnaty, 10 uM
RR protein, 1 mM ATP”. Jednotlivé fosforylované formy RR proteinu byly oznaceny analogicky s jejich
mobilitou publikovanou v prdci [110].

Pro SDS-PAGE-Phos-tag byl pouzit 10% separacni gel, 75 uM Phos-tag, 200 uM chlorid manganaty.

Vliv acetylfosfatu na fosforylaci RR proteinu byl studovan v Tris-HCI pufru, pH
8,0 (drahy A2 a A3, obrazek 36, strana 85) a ve fosfatovém pufru, pH 6,0 (drahy B4 a B5,
obrazek 36, strana 85). Ani Vv jednom piipad¢ vSak nedoslo k fosforylaci RR proteinu.
Narast fosforylované formy RR proteinu nebyl podpoien ani inkubaci RR proteinu
s acetylfosfatem a ATP ve fosfatovém pufru, pH 6,0 (drahy C7, C8 a C9, obrazek 36,
strana 85).

Jako posledni donor fosfatu byl testovan fosforamidat. Pfi jedné z nejvysSSich
testovanych koncentraci fosforamidatu (100 mM) a nejvyS§i pouzité koncentraci
hotecnatych kationtl (draha 8, obrazek 37, strana 86) Ize na vysledném separa¢nim gelu
pozorovat frakci proteinu (pruh), kterd svou mobilitou odpovida fosforylované formé¢ RR
proteinu. Intenzita tohoto pruhu vSak byla velmi nizkd, k vizualizaci musela byt proto
pouzita metoda barveni stiibrem (kapitola 3.3.10, strana 49). Identifikovana fosfoforma RR
proteinu naznacovala, Ze za urcitych podminek muize fosforamidat slouzit jako substrat pro
specifickou autofosforylacni enzymovou reakci RR proteinu. Dale byl testovan vliv
koncentrace hofec¢natych kationti na tuto reakci (obrazek 38, strana 87). Autofosforylacni
aktivita byla také pozorovana piti dlouhych inkubacnich Casech reakéni smési (drahy 11 a
12, obrazek 37, strana 86). Autofosforylace RR proteinu pii pouziti fosforamidatu jako
substratu byla podpotena piidavkem ATP (draha 13, obrazek 37, strana 86) v piipadé

dlouhych inkubacnich Casi.
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Obrazek 36: Vliv acetylfosfatu na fosforylaci RR proteinu

V jednotlivych drahdch jsou naneseny nasledujici vzorky:

Al: pozitivni kontrola

A2: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid horecnaty, 10 uM RR protein, 1 mM
acetylfosfat; inkubace 30 minut

A3: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid hofecnaty, 10 uM RR protein, 1 mM
acetylfosfat; inkubace 60 minut

B4: 100 mM fosfatovy pufr, pH 6,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid hofecnaty, 10 uM RR protein, 1
mM acetylfosfat; inkubace 1 minutu

B5: 100 mM fosfatovy pufr, pH 6,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid horecnaty, 10 uM RR protein, 1
mM acetylfosfat; inkubace 5 minut

C6: 100 mM fosfatovy pufr, pH 6,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid hovecnaty, 10 uM RR protein, 1
mM acetylfosfat; inkubace 180 minut

C7: 100 mM fosfatovy pufr, pH 6,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid hovecnaty, 10 uM RR protein, 1
mM acetylfosfat, 1 mM ATP; inkubace 1 minutu

C8: 100 mM fosfatovy pufr, pH 6,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid horecnaty, 10 uM RR protein, 1
mM acetylfosfat, 1 mM ATP; inkubace 60 minut

C9: 100 mM fosfatovy pufr, pH 6,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid horecnaty, 10 uM RR protein, 1
mM acetylfosfat, 1 mM ATP; inkubace 180 minut

Jednotlivé fosforylované formy RR proteinu byly oznacny analogicky s jejich mobilitou publikovanou v prdaci
[110].

Pro SDS-PAGE-Phos-tag byl pouzit 10% separacni gel, 75 uM Phos-tag, 200 uM chlorid manganaty.

© Bc. Veronika Fojtikova 85



Vysledky

1
P(D169.D52)}RR_____
P (D52 RR—————
P (D169 RR— >

Synummmrngge——— =1 T

[S¥]
w
A
LN
(=}
~J
o0
fYel

10 11 12 13

P-AfGcHK

AfGcHK————> ’

Obriazek 37: Vliv fosforamidatu na fosforylaci RR proteinu

V jednotlivych drahdch jsou naneseny nasledujici vzorky:

1: negativni kontrola

2: pozitivni kontrola

3: 100 mM fosfatovy pufr, pH 7,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid horecnaty, 10 uM RR protein, 10
mM fosforamidat, inkubace 180 minut

4: 100 mM fosfatovy pufr, pH 7,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid horecnaty, 10 uM RR protein, 20
mM fosforamiddat; inkubace 180 minut

5: 100 mM fosfatovy pufr, pH 7,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid horecnaty, 10 uM RR protein, 50
mM fosforamiddat; inkubace 180 minut

6: 100 mM fosfatovy pufi, pH 7,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid horec¢naty, 10 uM RR protein, 100
mM fosforamidat, inkubace 180 minut

7: 100 mM fosfatovy pufr, pH 7,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid horecnaty, 10 uM RR protein, 160
mM fosforamidat, inkubace 180 minut

8: 100 mM fosfatovy pufr, pH 7,0, 50 mM chlorid draselny, 50 mM chlorid horecnaty, 10 uM RR protein, 100
mM fosforamiddat; inkubace 180 minut

9: 100 mM fosfatovy pufir, pH 7,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid horecnaty, 10 uM RR protein, 20
mM fosforamiddt, inkubace 60 minut

10: 100 mM fosfatovy pufi, pH 7,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid horecnaty, 10 uM RR protein, 20
mM fosforamidat, inkubace 180 minut

11: 100 mM fosfatovy pufr, pH 7,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid horecnaty, 10 uM RR protein, 20
mM fosforamidat, inkubace 900 minut

12: 100 mM fosfatovy pufi, pH 7,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid horecnaty, 10 uM RR protein, 20
mM fosforamidat; inkubace 1320 minut

13: 100 mM fosfatovy pufr, pH 7,0, 50 mM chlorid draselny, 5 mM chlorid hovecnaty, 10 uM RR protein, 100
mM fosforamidat, | mM ATP; inkubace 180 minut

Jednotlivé fosforylované formy RR proteinu byly oznacny analogicky s jejich mobilitou publikovanou v praci
[110].

Pro SDS-PAGE-Phos-tag byl pouzit 10% separacni gel, 75 uM Phos-tag, 200 uM chlorid manganaty.
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Autofosforylaéni enzymova reakce RR proteinu vykazuje vuci hofe¢natym
kationtim satura¢ni kinetiku (obrazek 39). Saturac¢ni koncentrace hotecnatych kationti je
Vv enzymové¢ reakci obsahujici 160 mM fosforamidat a 10 uM RR protein ptiblizné 160
mM.

Koncentrace Mg?” [mM] PK NK 10 50 100 1

(3]
w

160
P(D169.D52)-RR__,
P (D52)-RR———»
P (D169)-RR——>
RR protein———

P-4fGcHK
AfGcHK:

Obrazek 38: Vliv koncentrace hoi'eénatych kationtii na autofosforyla¢ni aktivitu RR proteinu

Cisla vyjadruji koncentraci horecnatych kationtii v reakéni smési obsahujici 100 mM fosfitovy pufi, pH 7,0,
50 mM chlorid draselny, 10 uM RR protein, 160 mM fosforamidat;, PK znaci pozitivni kontrolu, NK znact
negativni kontrolu.

Jednotlivé fosforylované formy RR proteinu byly oznacny analogicky s jejich mobilitou publikovanou v praci
[110].

Pro SDS-PAGE-Phos-tag byl pouzit 10% separacni gel, 75 uM Phos-tag, 200 uM chlorid manganaty.
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Obrazek 39: Zavislost autofosforylace RR proteinu na koncentraci hofe¢natych kationti

Fosforylacni reakce byla zahdjena pridavkem 160 mM fosforamidatu do reakcni smeési s prislusnou
koncentraci chloridu horecnatého (osa x). Po ukonceni reakce byla P-RR proteinu od RR proteinu
separovana pomoci SDS-PAGE-Phos-tag. Z intenzit pruhii bylo vypocitino latkové mnozstvi jednotlivych
forem P-RR proteinu, které vzniklo z 12, 5 pmol RR proteinu (osa y).

© Bc. Veronika Fojtikova 87



Vysledky

4.6.4 Stanoveni kinetickych parametru autofosforyla¢ni aktivity RR proteinu pri
pouziti fosforamidatu jako substratu

Zavislost autofosforylace RR proteinu pii pouziti fosforamidatu jako substratu byla
studovana v roztocich, jejichZ slozeni a podminky reakce jsou uvedeny v kapitole 3.3.14.4,
strana 59. Bylo pouzito saturaéni mnozstvi hofe¢natych kationtli identifikované
v ptedchozi kapitole. Reakce byla zahéjena piidavkem fosforamidatu o ptislusné vysledné
koncentraci a trvala 315 minut. Po jejim ukonleni byly vzorky analyzovéany
prostiednictvim SDS-PAGE-Phos-tag (obrazek 40). Dle postupu popsaného v kapitole
3.3.17, strana 63 byla vypocitana hodnota pocatecni rychlosti enzymové reakce. Tyto
hodnoty pro jednotlivé koncentrace jsou zobrazeny Vv tabulce 3, strana 89. Kinetika
autofosforylaéni enzymové reakce RR proteinu odpovidé klasickému pribehu kinetiky
enzymovych reakci dle Michaelise a Mentenové (obrazek 41, strana 89) [134]. Byly proto
urceny kinetické parametry pomoci Lineaweaver-Burkova vynosu (obrazek 42, strana 90)
[132]. Ze ziskané regresni rovnice byla stanovena hodnota Michaelisovy konstanty
autofosforylaéni reakce RR proteinu vzhledem k fosforamidatu jako substratu a hodnota
maximalni rychlosti reakce vzhledem k fosforamidéatu. Tyto hodnoty jsou rovny 65 mM a

0,02 pmol P-RR proteinu.min™.pl™,

Koncentrace fosforamidatu PK NK 10 25 50 75 100 125 150 160
[mM]

P (D169, D52)-RR__,
P (D52)-RR——»
P (D169)-RR———>
RR protein——— b amm -

P-AfGCcHK
AfGcHK:

Obrazek 40: Zavislost autofosforylace RR proteinu na koncentraci fosforamidatu

Cisla zndzoriiuji koncentraci fosforamiddtu v reakcni smési, obsahujici 100 mM fosfatovy pufr, pH 7,0, 50
mM chlorid draselny, 160 mM chlorid horecnaty, 10 uM RR protein. PK znaci pozitivni kontrolu, NK znaci
negativni kontrolu. Jednotlivé fosforylované formy RR proteinu byly oznacny analogicky s jejich mobilitou
publikovanou v prdci [110].

Pro SDS-PAGE-Phos-tag byl pouzit 10% separacni gel, 75 uM Phos-tag, 200 uM chlorid manganaty,
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Tabulka 3: Zavislost autofosforylace RR proteinu na koncentraci fosforamidatu

Fosforylacni reakce byla zahdjena pridavkem fosforamidatu o prislusné koncentraci do reakcni smési. Po
ukonceni reakce byla P-RR proteinu od RR proteinu separovina pomoci SDS-PAGE-Phos-tag. Z intenzit
pruhit bylo vypocitano latkové mnozZstvi jednotlivych forem P-RR proteinu, které vzniklo z 12, 5 pmol RR
proteinu. Z této hodnoty byla poté zjisténa hodnota pocatecni rychlosti enzymové reakce.

Koncentrace fosforamidatu [mM] 0,000 10,000 25,000 50,000 75,000
Vo [pmol P-RR proteinu.min™.ul™] 0,000 0,000 0,004 0006 0,008

Koncentrace fosforamidatu [mM] 100,000 125,000 150,000 160,000
Vo [pmol P-RR proteinu.min™.pul™] 0,010 0,010 0,010 0,011
E 0,010 - i 1
S [ ] [ ]
g
= °
0,005 u
[ )
0,000 - T T T
0 50 100 150
¢ fosforamidat [mM]

Obrazek 41: Zavislost pocate¢ni rychlosti autofosforylace RR proteinu na koncentraci fosforamidatu

Fosforylacni reakce byla zahdjena pridavkem fosforamidatu o prislusné koncentraci do reakcni smési (osa
x). Po ukonceni reakce byla P-RR proteinu od RR proteinu separovina pomoci SDS-PAGE-Phos-tag. Z
intenzit pruhii bylo vypocitano latkové mnoZstvi jednotlivych forem P-RR proteinu, které vzniklo z 12, 5 pmol
RR proteinu. Z této hodnoty byla poté zjisténa hodnota pocdtecni rychlosti enzymové reakce (0sa Y).

Vyslednymi body byla prolozena hyperbola, kterou popisuje funkce Michaelise a Mentenové [134].
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Obrazek 42: Dvojity reciproky vynos zavislosti poc¢atecni rychlosti autofosforylace RR proteinu na
koncentraci fosforamidatu

Na obrdazku je uvedena regresni rovnice, ktera byla pouzita k vypoctu kinetickych parametrii.

4.7 Stanoveni kinetickych parametri enzymové reakce AfGCHK

4.7.1 Studium zavislosti autofosforylace AfGCHK na koncentraci ATP

Slozeni reakéni smési, prostiednictvim které byla studovana zavislost
autofosforylace AfGcHK na koncentraci ATP a podminky této reakce jsou uvedeny
v kapitole 3.3.15.1, strana 62. Reakce byla zahajena ptidavkem ATP o piislusné vysledné
koncentraci k reakéni smési. Reakce probihala 30 sekund. Bylo ovéfeno, ze v tomto
casovém intervalu probihd dana enzymova reakce pocatecni rychlosti (kapitola 3.3.11.2,
strana 50). Po ukonceni reakce byly odebrané vzorky analyzovany metodou SDS-PAGE-
Phos-tag (obrazek 43, strana 91). Dle postupu popsaného v kapitole 3.3.17, strana 63 byla
vypocitdna hodnota pocatec¢ni rychlosti enzymové reakce. Tyto hodnoty pro jednotlivé
koncentrace jsou zobrazeny v tabulce 4, strana 91. Z grafu zavislosti pocate¢ni rychlosti
autofosforylace AfGcHK na koncetraci ATP vyplyva, ze kinetika autofosforyla¢ni reakce
AfGcHK odpovida klasickému prubéhu kinetiky enzymovych reakci dle Michaelise a
Mentenové (obrazek 44, strana 91) [134]. Bylo proto mozné urcit kinetické parametry této
enzymové reakce dvojité reciprokym vynesenim ziskanych hodnot (obrazek 45, strana 92)
[132]. Ze ziskané regresni rovnice byla vypocétena hodnota Michaelisovy konstanty pro
autofosforylacni reakci AfGCHK vzhledem k ATP jako substratu, tato konstanta ma
hodnotu 18 uM a hodnota maximalni rychlosti enzymové reakce vzhledem k ATP je 10
pmol P-AfGeHK.min™.ul™.
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Koncentrace 5 10 25 50 75 100 150 200 300 400 500 600 800 1000
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Obrazek 43: Zavislost autofosforylace AfGCHK na koncentraci ATP

Cisla zndzoriuji koncentraci ATP ve vysledné reakcni smési obsahujici 50 mM Tris-HCI, 50 mM chlorid
draselny, 5 mM chlorid horecnaty, 10 uM AfGcHK. Pro SDS-PAGE-Phos-tag byl pouzit 10% separacni gel,
75 uM Phos-tag a 200 uM chlorid manganaty

Tabulka 4: Zavislost autofosforylace AfGCHK na koncentraci ATP

Autofosforylacni reakce AfGcHK byla zahdjena piridavkem ATP o prislusné koncentraci do reakcni smési. Po
ukonceni reakce byla P-AfGcHK od AfGcHK separovina pomoci SDS-PAGE-Phos-tag. Z intenzit pruhii bylo
vypocitano latkové mnozstvi P-AfGcHK, které vzniklo z 11, 6 pmol AfGCHK. Z této hodnoty byla poté zjisténa

hodnota pocatecni rychlosti enzymové reakce

Koncentrace ATP [uM] 0,0 50 10,0 25,0 50,0 75,0 100,0
Vo [pmol P-AfGecHK.min™.ul™] 0,0 2,2 4,0 6,0 6,2 7,4 8,2
Koncentrace ATP [uM] 150,0 200,0 300,0 400,0 600,0 800,0 1000,0
Vo [pmol P-AfGeHK.min™.ul™] 86 98 9,8 9,6 9,8 9,6 9,2

Vo [pmol.min™ .l

0 20 400 0 80 1000

C atp [WM]
Obrazek 44: Zavislost autofosforylace AfGCHK na koncentraci ATP
Autofosforylacni reakce byla zahdjena pridavkem ATP o prislusné koncentraci do reakcni smési (osa x). Po
ukonceni reakce byla P-AfGcHK od AfGeHK separovina pomoci SDS-PAGE-Phos-tag. Z intenzit pruhii bylo
vypocitano latkové mnozstvi P-AfGcHK, které vzniklo z 11, 6 pmol AfGCHK. Z této hodnoty byla poté zjisténa

hodnota pocatecni rychlosti enzymové reakce (osa y). Vyslednymi body byla proloZena hyperbola, kterou

popisuje funkce Michaelise a Mentenové [134].
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Obrazek 45: Dvojity reciproky vynos zavislosti pocate¢ni rychlosti autofosforylace AfGCHK na
koncentraci ATP

V oblasti grafu je uvedena regresni rovnice, kterd byla pouzita k vypoctu Km a Vmax.

4.7.2 Studium zavislosti autofosforylace AfGcHK na koncentraci ATP
V nepritomnosti hore¢natych kationtii

Bylo studovéano, jak se zméni kinetické parametry autofosforylacni reakce
AfGcHK, pokud v reakéni smési nebudou ptfitomny hotfec¢naté kationty. Slozeni reakéni
smési a podminky reakce jsou uvedeny v kapitole 3.3.15.2, strana 62. Reakce byla
zahajena pridavkem ATP o pfislusné vysledné koncentraci a probihala 1 minutu. Bylo
ovéteno, Ze v tomto ¢asovém intervalu probihd dand enzymova reakce pocatecni rychlosti.
Po ukonceni reakce byly vzorky analyzovany prostiednictvim SDS-PAGE-Phos-tag. Jak je
patrné z obrazku 46, strana 93, u vzorku, kdy koncentrace ATP v reak¢ni smési byla 5 uM,
doslo vlivem difuze k rozmyti dané zony a vyhodnoceni intenzity tohoto pruhu tak bylo
zatizeno pfili§ velkou chybou. Vysledek autofosforylaéni reakce s5 uM ATP jako
substratem tak nebyl zahrnut do vypocti kinetickych parametri. Dle postupu popsaného
v kapitole 3.3.17, strana 63 byla vypocitana hodnota poc¢atecni rychlosti enzymové reakce.
Tyto hodnoty pro jednotlivé koncentrace ATP jsou zobrazeny v tabulce 5, strana 93.
Kinetika autofosforylacni reakce AfGCHK v nepfitomnosti hofe¢natych kationti odpovida
pribéhu funkce popisujici kinetiku enzymovych reakci dle Michaelise a Mentenové
(obrazek 47, strana 94) [134], bylo proto pfistoupeno k uréeni kinetickych parametra

pomoci Lineaweaver-Burkova vynosu (obrazek 48, strana 94) [132]. Hodnota
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Michaelisovy konstanty autofosforylacni reakce AfGcHK bez pfitomnosti hofecnatych

kationtd vzhledem k ATP je 66 uM a hodnota maximalni rychlosti reakce vzhledem k

ATP je 2 pmol P-AfGcHK.min™.ul™.

Koncentrace 0 5 10 25 50: 75 100 150 200 300

ATP [uM]

400 500 750 1000 2000

<—P-4fGcHK
«—AfGcHK

Obrazek 46: Zavislost autofosforylace AfGCHK na koncentraci ATP v nepFitomnosti hofeénatych

kationti

Cisla oznacuji koncentraci ATP ve vysledné reakcni smési obsahujici 50 mM Tris-HCI, 50 mM chlorid

draselny, 10 uM AfGcHK.

Pro SDS-PAGE-Phos-tag byl pouzit 10% separacni gel, 75 uM Phos-tag a 200 uM chlorid manganaty.

Tabulka 5: Zavislost autofosforylace AfGCHK na koncentraci ATP v nepfitomnosti hofecnatych

kationtu

Autofosforylacni reakce byla zahdjena piidavkem ATP o prislusné koncentraci do reakcni smési. PO

ukonceni reakce byla P-AfGcHK od AfGcHK separovina pomoci SDS-PAGE-Phos-tag. Z intenzit pruhii bylo

vypocitano latkové mnozstvi P-AfGcHK, které vzniklo z 11, 6 pmol AfGeHK. Z této hodnoty byla poté zjisténa

hodnota pocatecni rychlosti enzymové reakce.

Koncentrace ATP [uM] 0,0 50 10,0 15,0 25,0 50,0 75,0
Vo [pmol P-AfGecHK.mint.uI'] 0,0 0,1 0,3 0,7 1,0 1,1 1,2
Koncentrace ATP [uM] 150,0 300,0 4000 500,0 750,0 1000,0 2000,0
Vo [pmol P-AfGcHK.min™.ul™] 1,4 1,4 2,1 2,1 2,1 2,2 2,6
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Obrazek 47: Zavislost pocateéni rychlosti autofosforylace AfGCcHK na koncentraci ATP
V nepiitomnosti hofe¢natych kationti

Autofosforylacni reakce byla zahdjena pridavkem ATP o prislusné koncentraci do reakcni smési (osa x). Po
ukonceni reakce byla P-AfGcHK od AfGcHK separovina pomoci SDS-PAGE-Phos-tag. Z intenzit pruhit bylo
vypocitano latkové mnozstvi P-AfGcHK, které vzniklo z 11, 6 pmol AfGeHK. Z této hodnoty byla poté zjisténa
hodnota pocatecni rychlosti enzymové reakce (osa y). Vyslednymi body byla prolozena hyperbola, kterou

popisuje funkce Michaelise a Mentenové [134].

3 1 y = 28,613x + 0,4367

1/ vg [min-pl-pmol]

-0,02 0,02 0,06 0,1

[e5]

/e arp [MM7]

Obrazek 48: Dvojity reciproky vynos zavislosti pocateéni rychlosti autofosforylace AfGCHK na
koncentraci ATP v nepFitomnosti hoFeénatych kationti

V oblasti grafu je uvedena regresni rovnice, kterd byla pouzita k vypoctu Km a Vmax.
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4.7.3 Studium zavislosti autofosforylace AfGCHK na koncentraci ATP v pritomnosti
RR proteinu a v nepFritomnosti hofe¢natych kationtu

V ptedchozich experimentech bylo zjisténo, ze RR protein v nepfitomnosti
hoteCnatych kationtl nemé fosfatasovou, ani autofosforylacni aktivitu (kapitola 4.6.2,
strana 80). Bylo proto zkouméno, jestli pfitomnost RR proteinu ovlivni kinetické
parametry autofosforylaéni reakce AfGCHK v nepfitomnosti hotfe¢natych kationtl
(kinetické parametry autofosforylacni reakce AfGCHK Vv nepfitomnosti hofe¢natych
kationtd byly ziskany v kapitole 4.7.2, strana 92). SloZeni inkubaénich smési a podminky
reakce jsou uvedeny v kapitole 3.3.15.3, strana 63). Reakce byla zahajena piidavkem ATP
o piislusné vysledné koncentraci a probihala 1 minutu. Bylo ovéteno, Ze v tomto ¢asovém
intervalu probiha dand enzymova reakce pocatecni rychlosti. Po ukonceni reakce byly
vzorky analyzovany prostiednictvim SDS-PAGE-Phos-tag (obrazek 49). Dle postupu
popsaného v kapitole 3.3.17, strana 63 byla vypocitana hodnota pocate¢éni rychlosti
enzymové reakce. Tyto hodnoty pro jednotlivé koncentrace jsou zobrazeny v tabulce 6,
strana 96. Kinetika autofosforylaéni reakce AfGCHK v pfitomnosti RR proteinu a
V nepfitomnosti hofec¢natych kationtii odpovida pribéhu kinetiky Michaelise a Mentenové
(obrazek 50, strana 96) [134]. Pro urceni kinetickych parametri AfGcHK pomoci
Lineaweaver-Burkova vynosu [132] byly zanedbany hodnoty poc¢ate¢ni rychlosti tvorby P-
AfGcHK, v inkubacich s 5 uM, 10 uM a 25 uM ATP (obrazek 51, strana 97). Pomoci
ziskané regresni rovnice byla stanovena hodnota Michaelisovy konstanty autofosforylacni
reakce AfGCHK v pfitomnosti RR proteinu bez piitomnosti hotfe¢natych kationtti vzhledem
k ATP a hodnota maximalni rychlosti reakce vzhledem k ATP. Tyto hodnoty jsou rovny
152 uM, respektive 2 pmol P-AfGeHK.min™ .l ™,

Koncentrace 0

5 25 5 5 5 b ; < e o
ATP [uM] 5 10 25 50 75 100 150 200 300 400 500 750 1000 2000

<—RR protein

“—P_4fGcHK
«—AfGCHK
Obrazek 49: Zavislost autofosforylace AfGCHK na koncentraci ATP v pritomnosti RR proteinu a
V nepritomnosti hofecnatych kationti
Cisla oznacuji koncentraci ATP ve vysledné reakcni smési obsahujici 50 mM Tris-HCI, 50 mM chlorid
draselny, 10 uM AfGcHK, 10 uM RR protein. Pro SDS-PAGE-Phos-tag byl pouzit 10% separacni gel, 75 uM
Phos-tag a 200 uM chlorid manganaty.
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Tabulka 6: Zavislost autofosforylace AfGCHK na koncentraci ATP v pritomnosti RR proteinu a
V nepritomnosti hofecnatych kationti

Autofosforylacni reakce byla zahdjena pridavkem ATP o prislusné koncentraci do reakcni smési. Po
ukonceni reakce byla P-AfGcHK od AfGcHK separovina pomoct SDS-PAGE-Phos-tag. Z intenzit pruhii bylo
vypocitano latkové mnozstvi P-AfGcHK, které vzniklo z 11, 6 pmol AfGCHK. Z této hodnoty byla poté zjisténa

hodnota pocatecni rychlosti enzymové reakce.

Koncentrace ATP [pM] 0,0 50 10,0 250 50,0 750 100,0 150,0
Vo [pmol P-AfGcHK.min™.u™] 0,0 0,1 05 06 05 05 06 1,0
Koncentrace ATP [uM] 200,0 3000 4000 5000 750,0 1000,0 2000,0
Vo [pmol P-AfGcHK.mint.ul'] 0,8 0,8 1,2 1,4 2,0 2,2 2,8
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Obrazek 50: Zavislost pocateni rychlosti autofosforylace P-AfGcHK na koncentraci ATP
v piitomnosti RR proteinu a v nepritomnosti hofe¢natych kationti

Autofosforylacni reakce byla zahdjena pridavkem ATP o prislusné koncentraci do reakcni smési (osa x). Po
ukonceni reakce byla P-AfGcHK od AfGcHK separovina pomoci SDS-PAGE-Phos-tag. Z intenzit pruhii bylo
vypocitano latkové mnozstvi P-AfGcHK, které vzniklo z 11, 6 pmol AfGCHK. Z této hodnoty byla poté zjisténa
hodnota pocatecni rychlosti enzymové reakce (osa y). Vyslednymi body byla proloZena hyperbola, kterou

popisuje funkce Michaelise a Mentenové [134].
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Obrazek 51: Stanoveni kinetickych parametri autofosforylacni reakce v pritomnosti RR proteinu a
V nepritomnosti hofec¢natych ionti

V oblasti grafu je uvedena regresni rovnice, kterd byla pouzita k vypoctu Km a Vmax.

Pro vétsi nazornost byl vytvotren graf, na jehoz ose x je vynesena koncentrace ATP
v reakéni smési a na ose y je vynesena hodnota pocatecni rychlosti autofosforylacni
enzymové reakce AfGcHK za ruznych podminek popsanych v kapitolach 4.7.1, strana 90,
4.7.2, strana 92 a 4.7.3, strana 95. To znamena za piitomnosti hofecnatych kationti a
nepiitomnosti RR proteinu (obrazek 52, plny krouzek, strana 98), za nepfitomnosti
hotecnatych kationtll a nepfitomnosti RR proteinu (obrazek 52, prazdny krouzek, strana
98) a kone¢né za nepiitomnosti hoteénatych kationtll a pfitomnosti RR proteinu (obrazek

52, plny ¢tverecek, strana 98).
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Obrazek 52: Zavislost autofosforylace AfGcHK na ATP za riznych podminek

Piny krouzek a plna kiivka znaci vysledky studia zavislosti autofosforylace AfGcHK na koncentraci ATP
V pritomnosti horecnatych kationtii. Prazdny krouzek a cariovaja kiivka znaci vysledky studia zavislosti
autofosforylace AfGcHK na koncentraci ATP V nepiitomnosti horecnatych kationtii. Plny ctverecek a
teckovana krivka znaci vysledky studia zavislosti autofosforylace AfGcHK na koncentraci ATP v pritomnosti
RR proteinu a v nepiitomnosti horecnatych kationtii.

Vyslednymi body byla prolozena hyperbola, kterou popisuje funkce Michaelise a Mentenové [134].

4.8 Studium zavislosti autofosforylace AfGCHK na koncentraci ATP v pfitomnosti
jak horecnatych kationtii tak v pritomnosti RR proteinu

SloZeni reakéni smeési a podminky reakce, ve které byla studovana zavislost
zavislost autofosforylace AfGCHK v pfitomnosti jak hofe¢natych kationti tak v pfitomnosti
RR proteinu na koncentraci ATP je popsano v kapitole 3.3.16.1, strana 63. Reakce byla
zahdjena piidavkem ATP a byla ukoncena po 1 minuté. Vzorky byly analyzovany
prostiednictvim SDS-PAGE-Phos-tag (obrazek 53, strana 99). Po zahajeni reakce je
autofosforylovan AfGCHK (obrazek 54, strana 99), tvoii se P-AfGcHK a protoze jsou
pfitomny hofe¢naté kationty, tak zaroven probiha fosfotrasferova reakce na RR protein
(obrazek 53, strana 99) a pravdépodobné¢ také fosfatasova reakce (viz zavér kapitoly 4.6.2,
strana 81). Dochazi tak ke kompetici n€kolika procest. Tento jev komplikuje stanoveni
hodnoty Michaelisovy konstanty a maximalni rychlosti autofosforyla¢ni reakce AfGCHK
za téchto podminek. Aby bylo moZné tyto parametry stanovit, bylo by tfeba provést
analogicky experiment s mutantem RR proteinu, ktery neobsahuje fosforylaéni mista a

zamezit tak jak autofosforylaci RR proteinu, tak fosfatasové aktivité RR proteinu.
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Obrazek 53: Zavislost autofosforylace AfGCHK na koncentraci ATP v pritomnosti hofeénatych
kationtii a RR proteinu

Cisla zndzoriuji koncentraci ATP ve vysledné reakcni smési obsahujici 50 mM Tris-HCI, 50 mM chlorid
draselny, 5 mM chlorid horecnaty, 10 uM AfGcHK, 10 uM RR protein.

Jednotlivé fosforylované formy RR proteinu byly oznacny analogicky s jejich mobilitou publikovanou v praci
[110].

Pro SDS-PAGE-Phos-tag byl pouzit 10% separacni gel, 75 uM Phos-tag, 200 uM chlorid manganaty.

nP—AchHK [meI]
I
1

T T
0 400 800
Care (wM]

Obrazek 54: Zavislost autofosforylace AfGCHK v pFitomnosti RR proteinu a hofeénatych kationtd na
koncentraci ATP

Autofosforylacni reakce byla zahdjena pridavkem ATP o prislusné koncentraci do reakcni smési (osa x). Po

ukonceni reakce byla P-AfGcHK od AfGcHK separovina pomoci SDS-PAGE-Phos-tag. Z intenzit pruhii bylo
vypocitano latkové mnozstvi P-AfGcHK, které vzniklo z 11, 6 pmol AfGCHK
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5 Diskuze

K dosazeni cili definovanych na zacatku teSeni dané diplomové prace bylo
nezbytné nejprve vyprodukovat studované proteiny AfGCHK a RR protein heterologni
expresi v bunkach E. coli BL-21(DE3) a nasledné je z téchto bunék izolovat v dostate¢né
Cistoté z téchto bunck. Byla provedena optimalizace protokolu heterologni exprese a
izolaéniho postupu AfGcHK za ucelem ziskani proteinu AfGCHK vV jeho holoformé.
V prabehu heterologni exprese proteinti detekujicich kyslik, jakym je naptiklad YddV, je
k bunikam soucasné s IPTG piidavan prekurzor syntézy hemu — 6-ALA [135]. Tim dochazi
k expresi proteinu s inkorporovanym hemem. Tento postup se vSak pro ziskani holoformy
AfGcHK ukazal jako neefektivni. Zatimco protein YddV je po ptidavku IPTG exprimovan
v malé mite a buiiky E. coli efektivné vyuziji prekurzor hemu k jeho zvySené syntéze a
posléze k optimalni inkorporaci hemu do nové exprimovanych proteintll, exprese proteinu
AfGcHK je az o né€kolik fadu intenzivnéjsi. Ani nejvyssi koncentrace 8-ALA, kterou je
z ekonomickych divodi jesté mozné v pribehu heterologni exprese pouzit, nezajistila
dostate¢nou syntézu hemu v pouzitych bunkach. Timto postupem bylo ziskdno pouze 0,11
% holoformy AfGcHK, protoze exprese proteinu byla o n€kolik fadu intenzivnéj$i nez
syntéza hemu, pfestoze byly buiiky saturovany prekurzorem jeho syntézy. Protoze vyssi
koncentrace prekurzoru hemu jiz nebylo mozné pouzit a navic se ani tento pristup nezdal
byt efektivni, bylo pfistoupeno k nasledujicimu protokolu. AfGcHK byl exprimovan bez
ptidavku 6-ALA a béhem izolacniho postupu byla apoforma AfGcHK rekonstituovana
dodanym hemem. Pii pouZiti tohoto protokolu je nezbytné nutné zajistit, aby byl veskery
piebytecny nespecificky vazany hem z izolovaného preparatu odstranén. Tento poZadavek
je Castené realizovan pomoci afinitni chromatografie. I pfes toto opatfeni bylo ve
vysledném preparatu obsazeno pfiblizné 17 % hemu, ktery byl k AfGcHK koordinovan
nespecificky. Je ale velmi pravdépodobné, Ze ziskané procentualni zastoupeni hemu
v daném proteinu (117 %) je zatizeno nepiesnosti stanoveni proteinu metodou vyuZzivajici
bicinchoninovou kyselinu a také metodou detekce hemu (pyridin-hemochromova metoda).
Neptesnost obou metod odhaduji piiblizné na 5 az 10 %. Z divodt eliminace rizika
pfitomnosti frakce nespecificky vdzanych molekul hemu, byl izola¢ni postup rozsifen o
posledni krok pfedstavovany gelovou filtracni chromatografii. Porovnanim vysledka
spektralni analyzy (zejména pozice Soretova pasu holoformy AfGCHK) s vysledky
popsanymi v pilotni publikaci bylo potvrzeno, ze hem je k proteinu AfGcHK koordinovan
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analogicky jako v této studii tj. koordinaci iontu zeleza k proximalnimu histidinu [110].
Byla tedy ziskana holoforma AfGcHK vykazujici vice nez 95% homogenitu. Tento
preparat byl vhodny pro dalsi experimenty. Heterologni exprese RR proteinu v bunkéach E.
coli BL-21(DE3) a jeho nasledna izolace z téchto bunék byla rovnéz uspésna, byl ziskan
RR protein vykazujici vice nez 95% homogenitu. Nebylo tak tfeba expresni ani izolacni
protokol navrzeny v publikaci [110] optimalizovat.

Stézejnim cilem predkladané diplomové prace bylo studium mechanismu
autofosforyla¢ni reakce AfGcHK a fosforyla¢ni reakce RR proteinu a nasledné stanoveni
kinetickych parametri studovanych enzymovych reakci. Pro detekci fosforylovanych
forem proteint se standardn¢ aplikuje metoda vyuzivajici specialné radioaktivné znaceny
fosfatovy zbytek, ktery je pfedmétem studované enzymové reakce [37]. Tato metoda s
sebou vSak nese zdravotni rizika pro obsluhujici personal a neni mozné ji tedy zavést do
jakékoliv laboratofe, protoze pro nakladani s radioaktivnim materidlem je tfeba mit
specidlni povoleni. Dal§im hojné vyuzivanym pfistupem pro studium kinas je pouziti
specifické protilatky proti fosforylované a nefosforylované formé proteinu [113]. Takové
protilatky vSak v laboratofi nebyly béhem studia enzymové aktivity AfGCHK a RR
proteinu k dispozici. Pro ucely studia AfGcHK a RR proteinu se jevila jako optimalni
metoda SDS-PAGE-Phos-tag [116]. Vyhodou této metody je eliminace prace
s radioaktivnim materidlem, nezavislost na kvalité ptipravovanych protilatek, jednoducha
manipulace a moZznost paralelné analyzovat az 15 vzorkl. ProtoZe tato sloufenina je na
trhu dostupna pouze nékolik let a neexistuje tak mnoho studii, v nichZ byla pouZita, bylo
nejprve nezbytné nutné SDS-PAGE-Phos-tag metodu optimalizovat pro ucely studia
autofosforylacni reakce AfGcHK a fosforylacni reakce RR proteinu. Béhem procesu
optimalizace bylo zjiSt€no, Ze fosforylovany RR protein je velmi nestabilni a snadno
dochdzi k jeho defosforylaci. Fosforylaénimi misty RR proteinu jsou Asp52 a Aspl69
[110]. A praveé vazba mezi fosfatovym zbytkem a aspartatovou kyselinou je velmi labilni
[136]. AfGcHK je autofosforylovan na His183 [110], vazba mezi histidinem a fosfatovym
zbytkem je stabilnéj$i nez acylfosfatova vazba aspartatové kyseliny. I pfes to je vSak méné
stabilni, neZ vazba mezi fosfatovym zbytkem a volnou OH skupinou aminokyselin serin,
threonin, tyrosin [113]. Pravé na serin, threonin a tyrosin se nejéastéji pienasi fosfatovy
zbytek v ramci regula¢nich mechanismi eukaryotnich organismu [137]. Hydrolyza
acylfosfatové vazby aspartatové kyseliny je podpofena vystavenim P-RR proteinu vys§im

teplotam [117]. Tento fakt byl experimentalné ovéfen. Zatimco AfGCHK vykazoval
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autofosforyla¢ni aktivitu i pii teplot¢ 60 °C (obrazek 19, strana 70), fosforylace RR
proteinu byla zcela potlacena pii teplotach vyssich nez 37 °C (obrazek 26, strana 75).
Pokud nebylo mozné analyzovat fosforylovany RR protein bezprostfedné po fosforylacni
reakci, bylo nutné uchovavat ho pfi teplot€¢ nizsi nez 0 °C. Nicmén¢ v naprosté vétsSiné
experimentl této diplomové prace byl fosforylovany RR protein analyzovan bezprostfedné
po fosforyla¢ni reakci.

Analyzou AfGcHK bez dodaného ATP pomoci SDS-PAGE-Phos-tag bylo zjisténo,
ze priblizné 5 % AfGcHK se vyskytuje ve formé P-AfGCHK (obrazek 28, strana 76). Toto
bazalni mnozstvi P-AfGcHK mohlo byt vytvofeno béhem heterologni exprese regula¢nimi
pochody bakterie E. coli. Pravdépodobnéjsi je moznost, Ze béhem izolace AfGCHK z bun¢k
E. coli BL-21(DE3) mohlo v proteinovém preparatu zustat stopové mnozstvi ATP. Jakmile
byl ktakovému preparatu AfGcHK pfidan pufr, ktery svym slozenim a piitomnosti
hotecnatych kationtii vytvari optimalni prostfedi pro prubéh autofosforylacni reakce, doslo
k pozorované 5% autofosforylaci AfGcHK. Pii inkubaci AfGCHK s ATP v redlném case
nikdy nebyla ziskana 100% forma P-AfGcHK (obrazek 21, strana 72). Jiz v 5 minuté
probihajici enzymové reakce dochazi k saturaci enzymu substratem (ATP), AfGCHK je
vSak autofosforylovan ptiblizné ze 70 %. Tento jev miize byt zplsoben tim, zZe zaroven s
fosforylaci AfGcHK probihda defosforylace P-AfGCHK a v pribéhu reakce se
ustali rovnovaha fosforylaéniho a defosforyla¢niho procesu. Dal§i moZnosti je inhibice
enzymové reakce vzniklym produktem. Nelze také opomenout moznost, ze 1 pfes zavedena
opatfeni (nizka koncentrace proteinu, uchovani proteinu v pufru s vyssi iontovou silou,
pouziti gelové filtracni chromatografie), urcita ¢ast AfGcHK byla ziskana v neaktivni
formé [138]. Takovy inaktivni protein zcela ztraci schopnost autofosforylace.

Prekvapivym zjisténim byla vysoka hodnota pH optima (pfiblizné 11, obrazek 23,
strana  73) autofosforylacni aktivity ~AfGcHK. Narust bakteridlnich  kolonii
Anaeromyxobacter sp., kmen Fw 109-5 je pozorovatelny pii pH 4,0 — 9,0 [139]. Hodnota
pH optima se tak neshoduje s hodnotou pH, pfi které AfGCHK funguje v daném organismu.
Vliv pH proto mize byt nastrojem regulace enzymové autofosforylacni aktivity AfGCHK.
Protoze hodnota pH 11 je znac¢né€ nefyziologicka, byla aktivita AfGcHK studovana pti pH
8, které bylo navic také pouzito v ptedchozich studiich [110]. Dalsim neopomenutelnym
divodem pro vybér pH 8 je fakt, Ze fosforyla¢ni aktivita RR proteinu je pfi pH 11 naopak
znaén€ potlacena. Nebylo by proto mozné porovnavat hodnoty kinetickych parametri

ziskané reakcemi v prostiedi o odliSnych pH a navic je tfeba definovat podminky, ve

© Bc. Veronika Fojtikova 102



Diskuze

kterych je mozné studovat oba procesy paralelné. Bylo proto zvoleno pH 8, které je
optimalni pro fosforylaci RR proteinu a zaroven je pfi tomto pH autokinasova reakce
dostate¢n¢ aktivni.

V literatuie je popsano nékolik HK, napi. CheA, HK853 a EnvZ, jejichz
autofosforylacni aktivita je podminéna pfitomnosti hofe¢natych kationtli v reakéni smési
[140, 141]. CA doména vyse zminénych HK obsahuje konzervovany asparaginovy zbytek
chelatujici hotecnaty kationt, ktery vyrovnava negativni parcialni ndboj navazané¢ho ATP
[142]. Esencialni hote¢naté kationty tak hraji kli¢ovou roli ve stabilizaci pfechodného
stavu HK. Bylo proto ocekavano, ze bez dodani hotecnatych kationti do reakéni smési
bude autofosforylacni aktivita AfGcHK zcela potla¢ena. Navzdory tomuto ocekavani byl
vSak AfGcHK po ptidavku ATP bez hotecnatych kationtd autofosforylovan. V porovnani
se situaci, kdy jsou v reakéni smési pfitomny hotfecnaté kationty, vSak autofosforylacni
reakce bez hofeCnatych kationtd probihala s nizsi rychlosti. Naproti tomu v absenci
hotfecnatych kationtli nedochézelo ani za ucasti ATP k fosforylaci RR proteinu. Protoze
zatim neni znamo prostorové uspofadani ani AfGcHK ani studovaného RR proteinu, nelze
pln€ vysvétlit vyznam hotecnatych kationtli pro fosforylaci RR proteinu. V literatuie jsou
vSak popsany ptiklady, kdy ptitomnost dvojmocnych kationtd v negativné nabité
aspartatové kapse byla pro fosforylaci RR proteinu klicova [42, 52, 143]. Je tak velmi
pravdépodobné, Ze hotecnaté kationty jsou vazadny do blizkosti aktivniho mista
studovaného RR proteinu a pomahaji tak stabilizovat jeho ptechodny stav pro fosforylaci.

Dale bylo sledovano, jak studované reakce ovlivni pfitomnost vapenatych kationti
namisto hote¢natych. Pokud probihala autofosforylacni, respektive fosforyla¢ni reakce
dostatecn¢ dlouho (tj. alesponn 5 minut) doslo vlivem vépenatych kationtl k naristu
fosforylovanych forem RR proteinu a P-AfGcHK. Toto zjisténi je v pozitivni korelaci
s objevem, kdy v krystalovych strukturach RR proteini CheY a SpoOF, obsadil vapenaty
kation stejnou pozici jako hofe¢naty kationt [144]. Zda se tedy, Ze vapenaté kationty
mohou alesponi ¢asteCn¢ nahradit kationty hofe¢naté. Zajimavé vsak je, Ze po 1 minuté
inkubace AfGCHK s ATP bez hote¢natych kationti doslo k zfetelnému nartstu P-AfGcHK,
zatimco pfi pouziti vapenatych kationti je vzniklé mnozstvi P-AfGCHK za stejnou
jednotku Casu zanedbatelné. Vazba vépenatych kationti tak ziejmé podporuje fosfatasovou
aktivitu at’ uz AfGcHK nebo RR proteinu. Béhem kratkého trvani reakce je pak rovnovaha

ovlivnéna ve prospéch defosforylacni reakce.
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Pro objasnéni mechanismu studovaného dvouslozkového signdlniho systému bylo
vhodné charakterizovat samostatné proces autofosforylace AfGCHK a proces fosforylace
RR proteinu. Tento ukol byl pomérné jednoduse realizovatelny pro studium fosforyla¢niho
procesu AfGCHK. Pokud v reakéni smési byl ptitomen pouze AfGcHK, doslo po piidavku
ATP kautofosforylaci AfGcHK. Timto experimentem byl potvrzen piedpoklad, Zze
AfGcHK je enzymem, ktery je v pfimnosti ATP schopen autofosforylace. Toto zjisténi je
ve shod¢ s daty popsanymi v publikaci [110]. Naproti tomu charakterizace fosforyla¢niho
procesu RR proteinu byla mnohem komplikovanéjsi. Bez piitomnosti P-AfGCHK v reakéni
smési RR protein neni fosforylovan. Po zahdjeni reakce ptidavkem ATP vSak dochazi
zaroven k autofosforylaci AfGcHK i fosforylaci RR proteinu. Byly proto hledany zpisoby,
jak kompetujici autofosforyla¢ni proces AfGcHK odstranit. Za timto ucelem byl separovan
protein P-AfGcHK od AfGecHK pomoci iontové vyménné chromatografie. Bohuzel stupeni
interakce P-AfGCcHK a AfGCcHK s chromatografickou kolonou byl velmi podobny, a proto
se nepodafilo fosforylovanou a nefosforylovanou formu oddélit. Ze smési AfGCHK a P-
AfGcHK byly proto pomoci gelové filtracni chromatografie alespon odstranény nukleotidy
(ATP, ADP) a hotec¢naté kationty. Ziskany preparat tak obsahoval pouze piiblizné 30 %
AfGcHK a 70 % P-AfGcHK a byl prost ATP a hofecnatych kationtt. V ptipad¢, kdy k této
ziskané smési nebylo dodano ATP a hotecnaté kationty, nedoslo k fosforylaci RR proteinu.
Tento vysledek je v souladu s vySe popsanym tvrzenim, Ze pro pienos fosfatové skupiny na
RR protein, je nutné stabilizovat pfechodnou strukturu RR proteinu pouzitim hofe¢natych
kationtti (viz diskuze vyse). Pfidavkem hotecnatych kationtl k ziskané smési nebyl
pozorovan fosfotransfer z P-AfGcHK na RR protein. Naopak vlivem hofecnatych kationtt
byla podpoifena defosforylace P-AfGcHK. Je otazkou, zda doslo k pienosu fosfatové
skupiny z P-AfGcHK na RR protein a poté k defosforylaci RR proteinu vlivem enzymové
aktivity bud’ AfGcHK nebo RR proteinu. Dalsi moznosti je, Ze RR protein je enzymem,
ktery ma defosforyla¢ni aktivitu viéi P-AfGCHK a pokud je v reakéni smési pritomno
ATP, pievlada nad touto defosforylaéni aktivitou autofosforylacni aktivita AfFGCHK. Nelze
opomenout ani eventualitu, ze AfGcHK mutize mit zaroven autofosforylacni i fosfatasovou
aktivitu. V nepfitomnosti substratu (ATP) je pak rovnovaha ovlivnéna ve prospéch
fosfatasové aktivity. Tuto mySlenku bylo jednoduché experimentalné ovéfit. Smeés
AfGCcHK a P-AfGcHK prosta nukleotidi a hofe¢natych kationti byla inkubovana
Vv reakénim pufru a analyzovana pomoci SDS-PAGE-Phos-tag. Zaroven byla analyzovana

tato smes po inkubaci s hofe¢natymi kationty. Timto bylo potvrzeno, ze AfGCHK
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fosfatasovou aktivitu vici P-AfGcHK nema. Inkubaci smési AfGCHK a P-AfGecHK prosté
nukleotidii a hofecnatych kationti s RR proteinem a vépenatymi kationty byla
defosforylace P-AfGecHK c¢astené potlacena, zaroven také doslo k fosforylaci RR proteinu.
Stupen fosforylace nebyl tak intenzivni, jako pii inkubaci s AfGecHK, hofe¢natymi kationty
a ATP, nicméné bylo prokazano, ze i v nepfitomnosti ATP dochazi k pfenosu fosfatového
zbytku z P-AfGecHK na RR protein. Fosfatasova aktivita je potlacena pfitomnosti ATP a
hotecnatych kationtii, kdy navic dochazi také k masivni fosforylaci RR proteinu. Stejného
efektu nebylo dosazeno pouzitim ATP” namisto ATP. ProtoZe modifikace (nahrazeni
kyslikového atomu mezi y a B fosfitovymi skupinami imidovou skupinou) zabranuje
hydrolyze ATP” [129, 145], je pravdépodobné, Ze pro proces fosforylace RR proteinu je
hydrolyza ATP nezbytna. Zadnym z provedenych experimentii viak nebyla vyfeSena
otazka, zda AfGcHK ma fosforylac¢ni aktivitu také vici RR proteinu nebo je fosforylace
RR proteinu zptisobena autofosforylacni aktivitou RR proteinu, kdy P-AfGCHK je pfimym
substratem. Pokud by se vSak podafilo nalézt jiny substrat (resp. donor fosfatu) nez
P-AfGcHK, byla by potvrzena teorie o autofosforyla¢ni enzymové aktivité RR. Bylo proto
pfistoupeno k testovani vlivu nizkomolekuldrnich donort fosfatu na stupen fosforylace RR
proteinu.

Literarni poznatky ukazuji, Ze vybrané RR proteiny mohou jako substraty pro svou
fosforylaci vyuzivat mnohé nizkomolekularni donory fosfatu [38]. Byly proto testovany
latky, které byly popsany jako substraty jinych RR proteini — acetylfosfat [37],
fosforamidat [38] a také latky, které byly pfedmétem studia jako potencialni donory
fosfatové skupiny RR proteinu NRI — fosfoenolpyruvat a ATP [38]. Fosfoenolpyruvat ani
samostatné ATP (tedy bez pfitomnosti AfGcHK) nebyly vhodnymi substraty pro
autofosforyla¢ni reakci RR proteinu (obrazek 34, strana 83). Toto pozorovani se shodovalo
s efektem téchto latek na autofosforylaci RR proteinu NRI, ktery byl prokazatelné
autofosforylovan po ptidavku jinych donorii fosfatové skupiny - acetylfosfatu nebo
fosforamidatu [38]. Acetylfosfat, jehoZ prostiednictvim dochazi k autofosforylaci mnohych
RR proteini jako napt. CheY [37], NRI [38], BvgA [39], OmpR [40] nebyl vhodnym
substratem pro autofosforyla¢ni reakci studovaného RR proteinu (obrazek 36, strana 85).
Posledni testovanou latkou byl fosforamidat, ktery je vhodnym substratem pro
autofosforylacni reakce katalyzované napt. SpoOF [42], CheB [37]. Protoze na
autofosforyla¢ni reakci pfi pouziti nizkomolekuldrnich donort fosfatu jako substratu mize

mit vliv také pH prostiedi [146], bylo nutné tento fakt zohlednit. Optimalni pH pro prubéh
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autofosforyla¢ni reakce RR proteinu za ucasti riznych fosfodonori vSak nelze
generalizovat. Také je tieba pfihlizet k faktu, ze k nejefektivnéjsi fosforylaci RR proteinu
ve smési s AfGcHK a ATP dochazi pii pH 8 a jak snizeni, tak zvySeni pH vedlo k potlaceni
fosforylace. Z literarnich poznatkt vyplyva, Ze inkubacni doba pusobeni fosfodonoru na
ruzné RR proteiny, nutnd pro autofosforylaci RR proteinu se pohybuje od desitek sekund
po stovky minut [37, 147]. Bylo nutné zohlednit také moznost, ze RR protein ma vici své
fosforylované formé fosfatasovou aktivitu, kterd je podpofena piitomnosti hotfecnatych
kationtd. Bylo prokazano, ze fosforamidat je substratem pro fosforylaci RR proteinu,
nicméné bylo tieba extrémné douhého inkubacniho ¢asu a také vyrazného nadbytku
fosforamidatu. Zda se tedy, ze RR protein katalyzuje svoji vlastni autofosforylaci. Stejné
jako CheB [37] nebo SpoOF [42], studovany RR protein nevyuziva jako substrat
acetylfosfat, ale wvyuZivda N-fosfatovou skupinu fosforamidatu. Je tedy vysoce
pravdépodobné, ze studovany RR protein bude preferovat N-fosfatovou skupinu u svych
fosfodonorti. Za zminku stoji, ze také fosfatova skupina P-AfGcHK je vazana na
imidazolové jadro histidinu tedy jedna se také o N-fosfatovou vazbu. Zarovenn bylo
zjisténo, ze pro tuto autofosforylaci RR proteinu fosforamidatem jako substratem je, stejné
jako pii autofosforyla¢ni reakci RR proteinu za piitomnosti P-AfGcHK, nezbytné nutna
ptitomnost hotfec¢natych kationtli. Tento fakt je v souladu s tvrzenim, ze hofecnaté kationty
stabilizuji pfechodnou strukturu RR proteinu [142]. Zaroven je tfeba diskutovat vliv
hotecnatych kationtll na fosfatasovou aktivitu RR proteinu. Z provedenych experimentil
vyplyva, ze jak nepfitomnost hotfeCnatych kationtl, tak naopak jejich velky nadbytek
potlacuje fosfatasovou aktivitu RR proteinu.

Z analyzy kinetickych parametri autofosforylace RR proteinu za ptitomnosti
hotecnatych kationtl a fosforamidatu vyplyva, Ze reakce vykazuje saturacni priib&h vici
hote¢natym kationtim. Navic vysoka hodnota Michaelisovy konstanty pro fosforamidat
jako substrat ukazuje na nizkou afinitu RR proteinu k této latce. Zda se, ze P-AfGCHK
v pritomnosti ATP je pro fosforylac¢ni reakci RR proteinu mnohem lep§im substratem nez
fosforamidat. Nicmén¢ kinetické parametry této druhé reakce nemohly byt exaktné urceny
v disledku kompetice né¢kolika enzymovych procest. Tyto zavéry jsou tedy ucinény na
zakladé odhadu.

Z vySe uvedenych skuteCnosti se zda byt pravdépodobné, Zze P-AfGCHK je
substratem pro autofosforylacni reakci katalyzovanou RR proteinem. Nicmén¢ stale nelze

zcela vyloucit ani moznost, ze P-AfGcHK mize vyvolat konformacni zménu RR proteinu a
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tim se spolupodilet na enzymové reakci nebo ze P-AfGcHK muze poskytnout vazebny
kontakt, ktery stabilizuje pfechodny stav RR proteinu. Zaroven ziistdva otazkou, jakou
funkci pfi autofosforyla¢ni reakci RR proteinu za tcasti P-AfGeHK jako substratu zastava
ATP. Pokud byl RR protein inkubovan s fosforamidatem a zaroven ATP po dobu 1 minuty
(tedy v kratkém casovém tuseku kdy pravdépodobné nedochazi k autofosforylaci RR
proteinu), nedoslo k fosforylaci RR proteinu. Pokud vSak tato smés byla inkubovéana 180
minut, byl nariist fosforylované formy RR proteinu ptiblizn€ o 20 % véEtsi nez pii inkubaci
RR proteinu s fosforamidatem bez ATP za stejnych podminek. Fosforylace RR proteinu,
byla také vyvolana pfidavkem ATP k P-AfGCHK, AfGcHK a RR proteinu. Na zaklade
t&chto zjisténi je mozné se domnivat, ze¢ ATP (nikoliv vak ATP”) n&akym zptsobem
potlacuje defosforylaci RR proteinu, tj. jeho fosfatasovou aktivitu.

Az dosud jsem se veénovala diskusi tykajici se mechanismu fosforylace RR
proteinu. Nyni se zaméfim na mechanismus autofosforylacni reakce AfGcHK. Jedna se
o dvousubstratovou reakci, kdy jednim substratem je ATP a druhym je enzym sam.
Autofosforyla¢ni aktivity jsou pro enzymy katalyzujici kinasové reakce typické [11, 92,
114]. Vzhledem k tomuto faktu bylo mozné studovat jen vliv zmény koncentrace ATP na
pocatecni rychlost autofosforylaéni reakce AfGCHK. Koncentrace enzymu a tedy i druhého
substratu byla udrzovana konstantni.

Nejprve byl studovan fyziologicky piipad autofosforylac¢ni aktivity AfGCHK
Vv pfitomnosti  hofec¢natych  kationtd. Nizka hodnota Michaelisovy konstanty
autofosforylacni reakce AfGCHK vzhledem k ATP jako substratu ukazuje na vysokou
afinitu AfGCHK k ATP. Dale byly vytvofeny a studovany dva nefyziologické systémy,
které neobsahovaly hotecnaté kationty. Z ptedchozich zavéri vyplyva, Ze hofecnaté
kationty nejsou esencialni pro autofosforylaci AfGcHK. Nicméné bez nich neprobiha
fosforylace RR proteinu a tak je za téchto okolnosti moZné studovat kinetické parametry
autofosforylace AfGCHK v ptitomnosti RR proteinu aniz by kompetovaly dalsi procesy.
Autofosforylacni reakce v nepfitomnosti hofecnatych kationtd probihd, nicméné afinita
ATP k AfGcHK bez pritomnosti hofecnatych kationtd je podle ocekavani nizsi, nez je tomu
Vv pfitomnosti hotfecnatych kationtl (Km v nepfitomnosti hofe¢natych kationtl je 3,4 krat
vyssi). Piiblizn€ 4,5 krat niz$i hodnota maximalni rychlosti reakce, kterd probihd bez
pfitomnosti hofe¢natych kationtli je ukazatelem toho, Ze bez pfitomnosti hotfecnatych
kationt probiha autofosforylacni reakce AfGcHK pomaleji. Bylo tak jednoznacné

potvrzeno, Ze ptitomnost hotfecnatych kationtd je dilezitd pro efektivni autofosforyla¢ni

© Bc. Veronika Fojtikova 107



Diskuze

reakci. Pritomnosti RR proteinu doslo k nariistu Michaelisovy konstanty autofosforylace
AfGcHK oproti situaci bez RR proteinu pfiblizné 2,7 krat. Pfitomnost RR proteinu tak
snizuje afinitu AfGCHK k ATP. RR protein je tak ziejmé vazan do blizkosti vazebného
mista pro ATP (popiipadé s nim interaguje), ¢imz dochazi k naruseni interakce AfGCHK a
ATP a nasledné se tento proces projevi snizenou afinitou AfGCHK k ATP za ptitomnosti
RR proteinu. Maximalni rychlost autofosforylace AfGcHK bez hofecnatych kationti at’ jiz
za pritomnosti RR proteinu nebo bez RR proteinu, je vzdy piiblizn¢ 5 krat niz$i nez
maximalni rychlost analogické reakce v pfitomnosti hofecnatych kationtl. Problémem
vyse uvedenych dvou nefyziologickych systémt je vSak jejich znaény odklon od
ptirozenych podminek dany nepfitomnosti hofecnatych kationtti. Proto je momentalné
piipravovan mutant RR proteinu (D52A, D169A). Tento mutant RR proteinu nebude
fosforylovatelny, ¢imz bude umozZnéno studovat autofosforylaéni reakci AfGCHK
Vv pritomnosti mutovaného RR proteinu a zaroven v pfitomnosti hofe¢natych kationtt, aniz

by dochazelo ke kompetici nékolika procesii.
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6 Zavér
Predkladana diplomova prace se zabyva studiem dvouslozkovych signalnich
systémt, konkrétné¢ proteinu detekujiciho kyslik s globinovou strukturou senzorové

domény AfGcHK a jeho piislusnym RR proteinem. Stanovené cile dané diplomové prace

byly naplnény. Bylo dosazeno nasledujicich vysledk:

Byla provedena optimalizace protokolu heterologni exprese a izola¢niho postupu AfGCHK
za ucelem ziskani optimalné enzymov¢ aktivniho preparatu holo-AfGCHK. Bylo zjisténo,
ze je vhodné exprimovat AfGcHK bez pridavku 8-ALA a v prubéhu izola¢niho postupu
apoformu AfGcHK rekonstituovat s hemem. Byl také zatazen zavéreény krok izolace na
principu gelové filtratni chromatografie. Bylo potvrzeno, Ze takto ziskany preparat

holo-AfGcHK dosahuje 95% homogenity.

Také exprese RR proteinu v bunkach E. coli BL-21(DE3) a jeho nasledna izolace z téchto

bun¢k byla spésnd. Ziskany preparat dosahoval vice nez 95% homogenity.

Bylo zjisténo, ze pro nejefektivnéjsi oddéleni fosforylovanych forem proteinu AfGcHK a
RR proteinu od piislusnych nefosforylovanych forem pomoci metody SDS-PAGE-Phos-
tag je nutné pouzit 10% separacni gel, 75 uM Phos-tag, 200 uM chlorid manganaty a

analyzovat maximalné 0,6 pg proteinu v kazdé draze.

Byly nalezeny optimalni podminky pro prubéh enzymovych reakci studovanych proteinti

ve smyslu optimalni teploty, doby inkubace 1 pH prostiedi.

Bylo prokazano, ze AfGCHK je enzymem, ktery ma autofosforylacni aktivitu. Hodnota
Michaelisovy konstanty autofosforyla¢ni reakce AfGCHK vzhledem k ATP jako substratu
za pritomnosti hotfecnatych iontl je 18 uM a hodnota maximalni rychlosti autofosforyla¢ni
reakce vzhledem k ATP je 10 pmol P-AfGcHK.min™.ul™. Druhym substratem této reakce
je sam enzym a proto hodnoty parametrii vzhledem k druhému parametru nemohly byt

urceny.
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Hodnota Michaelisovy konstanty autofosforylacni reakce AfGCHK bez piitomnosti
hofe¢natych kationtd vzhledem k ATP jako substratu je 66 uM a hodnota maximalni
rychlosti vzhledem k ATP je 2 pmol P-AfGecHK.mint.ul™. Autofosforylacni aktivita
AfGcHK je tak jednoznacné podpofena pfitomnosti hofeCnatych kationtl, nicméné

pritomnost téchto kationtli prekvapive neni esencialni.

RR protein je fosforylovan v pfitomnosti fosforamidatu, ¢imz byla prokézana jeho
autofosforylacni aktivita. Naproti tomu jako substraty pro svou autofosforylacni reakci
nevyuziva fosfoenolpyruvat, ATP v nepfitomnosti AfGcHK, nehydrolyzovatelny analog
ATP ani acetylfosfat. Nejvyhodné&jsim substratem pro autofosforylaéni reakci RR proteinu
je P-AfGcHK. Autofosforyla¢ni aktivita RR proteinu je zcela zavisla na piitomnosti

hotecnatych kationtt, v pripad¢ jejich absence se proces Gplné zastavi.

Hodnota Michaelisovy konstanty autofosforylaéni reakce RR proteinu vzhledem
k fosforamidatu jako substratu je 65 mM, hodnota maximalni rychlosti této reakce
vzhledem k fosforamidatu je 0,02 pmol P-RR protein.min™*pl™. Druhym substratem této
reakce je sdm enzym a proto hodnoty parametri vzhledem k druhému parametru nemohly

byt uréeny.

Hodnota Michaelisovy konstanty autofosforylaéni reakce AfGcHK bez ptitomnosti
hotfecnatych kationtli a v pfitomnosti RR proteinu vzhledem k ATP jako substratu je 152
uM a hodnota maximalni rychlosti vzhledem k ATP je 2 pmol P-AfGcHK.min™.ul™.
Pfitomnost RR proteinu tak snizuje afinitu AfGCHK k ATP. Pravdépodobné RR protein

interaguje s AfGcHK v okoli mista, kam se vaze ATP.

© Bc. Veronika Fojtikova 110



Seznam pouzitych zdroju

Seznam pouzitych zdroji

10.

11.

12.

13.

14.

15.
16.

17.

18.

Grebe, T.W., Stock, J.B. (1999) The histidine protein kinase superfamily. Adv.
Microb. Physiol. 41, 139-227.

Nixon, B.T., Ronson, C.W., Ausubel, F.M. (1986) Two-component regulatory
systems responsive to environmental stimuli share strongly conserved domains with
the nitrogen assimilation regulatory genes ntrB and ntrC. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S.
A. 83, 7850-54.

Maeda, T., Wurgler-Murphy, S.M., Saito, H. (1994) A two-component system that
regulates an osmosensing MAP kinase cascade in yeast. Nature 369, 242-45.

Hoch, J.A. (1993) Regulation of the phosphorelay and the initiation of sporulation in
Bacillus subtilis. Annu. Rev. Microbiol. 47, 441-65.

Cotter, P.A., Stibitz, S. (2007) c-di-GMP-mediated regulation of virulence and
biofilm formation. Curr. Opin. Microbiol. 10, 17-23.

MacRitchie, D.M., Buelow, D.R., Price, N.L., Raivio, T.L. (2008) Two-component
signaling and gram negative envelope stress response systems. Adv. Exp. Med. Biol.
631, 80-110.

Ohta, N., Lane, T., Ninfa, E.G., Sommer, J.M., Newton, A. (1992) A histidine protein
kinase homologue required for regulation of bacterial cell division and differentiation.
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 89, 10297-301.

Hoch, J.A. (2000) Two-component and phosphorelay signal transduction. Curr. Opin.
Microbiol. 3, 165-70.

Wolanin, P.M., Thomason, P.A., Stock, J.B. (2002) Histidine protein kinases: key
signal transducers outside the animal kingdom. Genome Biol. 3, REVIEWS3013.
Forst, S., Delgado, J., Ramakrishnan, G., Inouye, M. (1988) Regulation of ompC and
ompF expression in Escherichia coli in the absence of envZ. J. Bacteriol. 170, 5080—
85.

Stock, A.M., Robinson, V.L., Goudreau, P.N. (2000) Two-component signal
transduction. Annu. Rev. Biochem. 69, 183-215.

Stock, J.B., Ninfa, A.J., Stock, A.M. (1989) Protein phosphorylation and regulation of
adaptive responses in bacteria. Microbiol. Rev. 53, 450-90.

West, A.H., Stock, A.M. (2001) Histidine kinases and response regulator proteins in
two-component signaling systems. Trends Biochem. Sci. 26, 369—76.

Gross, R., Beier, D. (2012) Two-component Systems in Bacteria (Horizon Scientific
Press).

Hoch, J.A., Silhavy, T.J. (1995) Two-component Signal Transduction (ASM Press).

Perraud, A.-L., Weiss, V., Gross, R. (1999) Signalling pathways in two-component
phosphorelay systems. Trends Microbiol. 7, 115-20.

Hoch, J.A., Varughese, K.I. (2001) Keeping Signals Straight in Phosphorelay Signal
Transduction. J. Bacteriol. 183, 4941-49.

Uhl, M.A., Miller, J.F. (1996) Central Role of the BvgS Receiver as a Phosphorylated
Intermediate in a Complex Two-component Phosphorelay. J. Biol. Chem. 271,
33176-80.

© Bc. Veronika Fojtikova 111



Seznam pouzitych zdrojti

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Stock, J. (1999) Signal transduction: Gyrating protein kinases. Curr. Biol. CB 9,
R364-367.

Tomomori, C., Tanaka, T., Dutta, R., Park, H., Saha, S.K., Zhu, Y., Ishima, R., Liu,
D., Tong, K.I., Kurokawa, H., Qian, H., Inouye, M., Ikura, M. (1999) Solution
structure of the homodimeric core domain of Escherichia coli histidine kinase EnvZ.
Nat. Struct. Biol. 6, 729-34.

Albanesi, D., Martin, M., Trajtenberg, F., Mansilla, M.C., Haouz, A., Alzari, P.M., de
Mendoza, D., Buschiazzo, A. (2009) Structural plasticity and catalysis regulation of a
thermosensor histidine kinase. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 106, 16185-90.

Marina, A., Waldburger, C.D., Hendrickson, W.A. (2005) Structure of the entire
cytoplasmic portion of a sensor histidine-kinase protein. EMBO J. 24, 4247-59.

Parkinson, J.S., Kofoid, E.C. (1992) Communication modules in bacterial signaling
proteins. Annu. Rev. Genet. 26, 71-112.

Fassler, J.S., West, A.H. (2013) Histidine phosphotransfer proteins in fungal two-
component signal transduction pathways. Eukaryot. Cell 12, 1052-60.

Zhou, H., Lowry, D.F., Swanson, R.V., Simon, M.l., Dahlquist, F.W. (1995) NMR
studies of the phosphotransfer domain of the histidine kinase CheA from Escherichia
coli: assignments, secondary structure, general fold, and backbone dynamics.
Biochemistry (Mosc.) 34, 13858-70.

Kato, M., Mizuno, T., Shimizu, T., Hakoshima, T. (1997) Insights into multistep
phosphorelay from the crystal structure of the C-terminal HPt domain of ArcB. Cell
88, 717-23.

Varughese, K.l., Madhusudan, Zhou, X.Z., Whiteley, J.M., Hoch, J.A. (1998)
Formation of a novel four-helix bundle and molecular recognition sites by
dimerization of a response regulator phosphotransferase. Mol. Cell 2, 485-93.

Xu, Q., West, A.H. (1999) Conservation of structure and function among histidine-
containing phosphotransfer (HPt) domains as revealed by the crystal structure of
YPD1. J. Mol. Biol. 292, 1039-50.

Alex, L.A., Simon, M.I. (1994) Protein histidine kinases and signal transduction in
prokaryotes and eukaryotes. Trends Genet. TIG 10, 133-38.

Alphen, W.V., Lugtenberg, B. (1977) Influence of osmolarity of the growth medium
on the outer membrane protein pattern of Escherichia coli. J. Bacteriol. 131, 623-30.

Gilles-Gonzalez, M.A., Gonzalez, G. (1993) Regulation of the kinase activity of
heme protein FixL from the two-component system FixL/FixJ of Rhizobium meliloti.
J. Biol. Chem. 268, 16293-97.

Lois, A.F., Ditta, G.S., Helinski, D.R. (1993) The oxygen sensor FixL of Rhizobium
meliloti is @ membrane protein containing four possible transmembrane segments. J.
Bacteriol. 175, 1103-9.

Weston, L.A., Kadner, R.J. (1987) Identification of uhp polypeptides and evidence
for their role in exogenous induction of the sugar phosphate transport system of
Escherichia coli K-12. J. Bacteriol. 169, 3546-55.

Island, M.D., Wei, B.Y., Kadner, R.J. (1992) Structure and function of the uhp genes
for the sugar phosphate transport system in Escherichia coli and Salmonella
typhimurium. J. Bacteriol. 174, 2754-62.

© Bc. Veronika Fojtikova 112



Seznam pouzitych zdrojti

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

Bourret, R.B., Hess, J.F., Borkovich, K.A., Pakula, A.A., Simon, M.I. (1989) Protein
phosphorylation in chemotaxis and two-component regulatory systems of bacteria. J.
Biol. Chem. 264, 7085-88.

luchi, S., Matsuda, Z., Fujiwara, T., Lin, E.C. (1990) The arcB gene of Escherichia
coli encodes a sensor-regulator protein for anaerobic repression of the arc modulon.
Mol. Microbiol. 4, 715-27.

Lukat, G.S., McCleary, W.R., Stock, A.M., Stock, J.B. (1992) Phosphorylation of
bacterial response regulator proteins by low molecular weight phospho-donors. Proc.
Natl. Acad. Sci. U. S. A. 89, 718-22.

Feng, J., Atkinson, M.R., McCleary, W., Stock, J.B., Wanner, B.L., Ninfa, A.J.
(1992) Role of phosphorylated metabolic intermediates in the regulation of glutamine
synthetase synthesis in Escherichia coli. J. Bacteriol. 174, 6061-70.

Boucher, P.E., Menozzi, F.D., Locht, C. (1994) The Modular Architecture of
Bacterial Response Regulators: Insights into the Activation Mechanism of the BvgA
Transactivator of Bordetella pertussis. J. Mol. Biol. 241, 363-77.

McCleary, W.R., Stock, J.B. (1994) Acetyl phosphate and the activation of two-
component response regulators. J. Biol. Chem. 269, 31567-72.

McCleary, W.R., Stock, J.B., Ninfa, A.J. (1993) Is acetyl phosphate a global signal in
Escherichia coli? J. Bacteriol. 175, 2793-98.

Zapf, J.W., Hoch, J.A., Whiteley, J.M. (1996) A phosphotransferase activity of the
Bacillus subtilis sporulation protein SpoOF that employs phosphoramidate substrates.
Biochemistry (Mosc.) 35, 2926-33.

Mayover, T.L., Halkides, C.J., Stewart, R.C. (1999) Kinetic characterization of CheY
phosphorylation  reactions: comparison of P-CheA and small-molecule
phosphodonors. Biochemistry (Mosc.) 38, 2259-71.

Mizuno, T. (1997) Compilation of All Genes Encoding Two-component
Phosphotransfer Signal Transducers in the Genome of Escherichia coli. DNA Res. 4,
161-68.

Simms, S.A., Keane, M.G., Stock, J. (1985) Multiple forms of the CheB
methylesterase in bacterial chemosensing. J. Biol. Chem. 260, 10161-68.

Lupas, A., Stock, J. (1989) Phosphorylation of an N-terminal regulatory domain
activates the CheB methylesterase in bacterial chemotaxis. J. Biol. Chem. 264,
17337-42.

Goy, M.F., Springer, M.S., Adler, J. (1977) Sensory transduction in Escherichia coli:
Role of a protein methylation reaction in sensory adaptation. Proc. Natl. Acad. Sci. U.
S. A. 74, 4964-68.

Stock, A.M., Mottonen, J.M., Stock, J.B., Schutt, C.E. (1989) Three-dimensional
structure of CheY, the response regulator of bacterial chemotaxis. Nature 337, 745—
49,

Robinson, V.L., Buckler, D.R., Stock, A.M. (2000) A tale of two components: a
novel kinase and a regulatory switch. Nat. Struct. Mol. Biol. 7, 626-33.

Sanders, D.A., Gillece-Castro, B.L., Stock, A.M., Burlingame, A.L., Koshland, D.E.
(1989) Identification of the site of phosphorylation of the chemotaxis response
regulator protein, CheY. J. Biol. Chem. 264, 21770-78.

© Bc. Veronika Fojtikova 113



Seznam pouzitych zdrojti

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

Lukat, G.S., Stock, A.M., Stock, J.B. (1990) Divalent metal ion binding to the CheY
protein and its significance to phosphotransfer in bacterial chemotaxis. Biochemistry
(Mosc.) 29, 5436-42.

Stock, A.M., Martinez-Hackert, E., Rasmussen, B.F., West, A.H., Stock, J.B., Ringe,
D., Petsko, G.A. (1993) Structure of the Mg(2+)-bound form of CheY and
mechanism of phosphoryl transfer in bacterial chemotaxis. Biochemistry (Mosc.) 32,
13375-80.

Ninfa, E.G., Stock, A., Mowbray, S., Stock, J. (1991) Reconstitution of the bacterial
chemotaxis signal transduction system from purified components. J. Biol. Chem. 266,
9764-70.

Aiba, H., Nakasai, F., Mizushima, S., Mizuno, T. (1989) Phosphorylation of a
Bacterial Activator Protein, OmpR, by a Protein Kinase, EnvZ, Results in Stimulation
of Its DNA-Binding Ability. J. Biochem. (Tokyo) 106, 5-7.

Forst, S., Delgado, J., Inouye, M. (1989) Phosphorylation of OmpR by the
osmosensor EnvZ modulates expression of the ompF and ompC genes in Escherichia
coli. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 86, 6052-56.

Rampersaud, A., Harlocker, S.L., Inouye, M. (1994) The OmpR protein of
Escherichia coli binds to sites in the ompF promoter region in a hierarchical manner
determined by its degree of phosphorylation. J. Biol. Chem. 269, 12559-66.

Slauch, J.M., Silhavy, T.J. (1989) Genetic analysis of the switch that controls porin
gene expression in Escherichia coli K-12. J. Mol. Biol. 210, 281-92.

Martinez-Hackert, E., Stock, A.M. (1997) The DNA-binding domain of OmpR:
crystal structures of a winged helix transcription factor. Structure 5, 109-24.

Martinez-Hackert, E., Stock, A.M. (1997) Structural relationships in the OmpR
family of winged-helix transcription factors. J. Mol. Biol. 269, 301-12.

luchi, S., Lin, E.C. (1987) The narL gene product activates the nitrate reductase
operon and represses the fumarate reductase and trimethylamine N-oxide reductase
operons in Escherichia coli. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 84, 3901-5.

Baikalov, 1., Schroder, 1., Kaczor-Grzeskowiak, M., Grzeskowiak, K., Gunsalus, R.P.,
Dickerson, R.E. (1996) Structure of the Escherichia coli response regulator NarL.
Biochemistry (Mosc.) 35, 11053-61.

Kustu, S., Santero, E., Keener, J., Popham, D., Weiss, D. (1989) Expression of sigma
54 (ntrA)-dependent genes is probably united by a common mechanism. Microbiol.
Rev. 53, 367-76.

Osuna, J., Soberon, X., Morett, E. (1997) A proposed architecture for the central
domain of the bacterial enhancer-binding proteins based on secondary structure
prediction and fold recognition. Protein Sci. Publ. Protein Soc. 6, 543-55.

Wyman, C., Rombel, I., North, A.K., Bustamante, C., Kustu, S. (1997) Unusual
oligomerization required for activity of NtrC, a bacterial enhancer-binding protein.
Science 275, 1658-61.

Fiedler, U., Weiss, V. (1995) A common switch in activation of the response
regulators NtrC and PhoB: phosphorylation induces dimerization of the receiver
modules. EMBO J. 14, 3696-3705.

© Bc. Veronika Fojtikova 114



Seznam pouzitych zdrojti

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

Weiss, V., Claverie-Martin, F., Magasanik, B. (1992) Phosphorylation of nitrogen
regulator | of Escherichia coli induces strong cooperative binding to DNA essential
for activation of transcription. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 89, 5088-92.

Blat, Y., Eisenbach, M. (1994) Phosphorylation-dependent binding of the chemotaxis
signal molecule CheY to its phosphatase, CheZ. Biochemistry (Mosc.) 33, 902-6.

Posas, F., Saito, H. (1998) Activation of the yeast SSK2 MAP kinase kinase kinase
by the SSK1 two-component response regulator. EMBO J. 17, 1385-94.

Barrett, J.F., Hoch, J.A. (1998) Two-Component Signal Transduction as a Target for
Microbial Anti-Infective Therapy. Antimicrob. Agents Chemother. 42, 1529-36.

Gilles-Gonzalez, M.-A., Gonzalez, G. (2005) Heme-based sensors: defining
characteristics, recent developments, and regulatory hypotheses. J. Inorg. Biochem.
99, 1-22.

Handbook of Porphyrin Science: Biochemistry of tetrapyrroles (2010) (World
Scientific).
Roberts, G.P., Thorsteinsson, M.V., Kerby, R.L., Lanzilotta, W.N., Poulos, T. (2001)

CooA: a heme-containing regulatory protein that serves as a specific sensor of both
carbon monoxide and redox state. Prog. Nucleic Acid Res. Mol. Biol. 67, 35-63.

Chang, A.L., Tuckerman, J.R., Gonzalez, G., Mayer, R., Weinhouse, H., Volman, G.,
Amikam, D., Benziman, M., Gilles-Gonzalez, M.A. (2001) Phosphodiesterase Al, a
regulator of cellulose synthesis in Acetobacter xylinum, is a heme-based sensor.
Biochemistry (Mosc.) 40, 3420-26.

Tagliabue, L., Antoniani, D., Maciag, A., Bocci, P., Raffaelli, N., Landini, P. (2010)
The diguanylate cyclase YddV controls production of the exopolysaccharide poly-N-
acetylglucosamine (PNAG) through regulation of the PNAG biosynthetic pgaABCD
operon. Microbiol. Read. Engl. 156, 2901-11.

Gilles-Gonzalez, M.A., Ditta, G.S., Helinski, D.R. (1991) A haemoprotein with

kinase activity encoded by the oxygen sensor of Rhizobium meliloti. Nature 350,
170-72.

Gong, W., Hao, B., Mansy, S.S., Gonzalez, G., Gilles-Gonzalez, M.A., Chan, M.K.
(1998) Structure of a biological oxygen sensor: A new mechanism for heme-driven
signal transduction. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 95, 15177-82.

Martinkova, M., Kitanishi, K., Shimizu, T. (2013) Heme-based globin-coupled
oxygen sensors: linking oxygen binding to functional regulation of diguanylate
cyclase, histidine kinase, and methyl-accepting chemotaxis. J. Biol. Chem. 288,
27702-11.

Taylor, B.L., Zhulin, 1.B. (1999) PAS Domains: Internal Sensors of Oxygen, Redox
Potential, and Light. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 63, 479-506.

Zhulin, 1.B., Taylor, B.L., Dixon, R. (1997) PAS domain S-boxes in archaea, bacteria
and sensors for oxygen and redox. Trends Biochem. Sci. 22, 331-33.

Borgstahl, G.E., Williams, D.R., Getzoff, E.D. (1995) 1.4 A structure of photoactive
yellow protein, a cytosolic photoreceptor: unusual fold, active site, and chromophore.
Biochemistry (Mosc.) 34, 6278-87.

Huala, E., Oeller, P.W., Liscum, E., Han, LS., Larsen, E., Briggs, W.R. (1997)
Arabidopsis NPH1: a protein kinase with a putative redox-sensing domain. Science
278, 2120-23.

© Bc. Veronika Fojtikova 115



Seznam pouzitych zdrojti

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.
91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

Hao, B., lIsaza, C., Arndt, J., Soltis, M., Chan, M.K. (2002) Structure-based
mechanism of O2 sensing and ligand discrimination by the FixL heme domain of
Bradyrhizobium japonicum. Biochemistry (Mosc.) 41, 12952-58.

Vreede, J., Horst, M.A. van der, Hellingwerf, K.J., Crielaard, W., Aalten, D.M.F. van
(2003) PAS Domains Common structure and common flexibility. J. Biol. Chem. 278,
18434-39.

Moglich, A., Ayers, R.A., Moffat, K. (2009) Structure and signaling mechanism of
Per-ARNT-Sim domains. Struct. Lond. Engl. 1993 17, 1282-94.

Sevvana, M., Vijayan, V., Zweckstetter, M., Reinelt, S., Madden, D.R., Herbst-Irmer,
R., Sheldrick, G.M., Bott, M., Griesinger, C., Becker, S. (2008) A ligand-induced
switch in the periplasmic domain of sensor histidine kinase CitA. J. Mol. Biol. 377,
512-23.

Halavaty, A.S., Moffat, K. (2007) N- and C-terminal flanking regions modulate light-
induced signal transduction in the LOV2 domain of the blue light sensor phototropin
1 from Avena sativa. Biochemistry (Mosc.) 46, 14001-9.

Moglich, A., Moffat, K. (2007) Structural basis for light-dependent signaling in the
dimeric LOV domain of the photosensor YtvA. J. Mol. Biol. 373, 112-26.

Key, J., Hefti, M., Purcell, E.B., Moffat, K. (2007) Structure of the redox sensor
domain of Azotobacter vinelandii NifL at atomic resolution: signaling, dimerization,
and mechanism. Biochemistry (Mosc.) 46, 3614-23.

Cheung, J., Bingman, C.A., Reyngold, M., Hendrickson, W.A., Waldburger, C.D.
(2008) Crystal structure of a functional dimer of the PhoQ sensor domain. J. Biol.
Chem. 283, 13762-70.

Stacey, G., Burris, R.H., Evans, H.J. (1992) Biological Nitrogen Fixation (Springer).

Monson, E.K., Ditta, G.S., Helinski, D.R. (1995) The Oxygen Sensor Protein, FixL,
of Rhizobium meliloti ROLE OF HISTIDINE RESIDUES IN HEME BINDING,
PHOSPHORYLATION, AND SIGNAL TRANSDUCTION. J. Biol. Chem. 270,
5243-50.

Anantharaman, V., Koonin, E.V., Aravind, L. (2001) Regulatory potential, phyletic
distribution and evolution of ancient, intracellular small-molecule-binding domains.
J. Mol. Biol. 307, 1271-92.

Heikaus, C.C., Pandit, J., Klevit, R.E. (2009) Cyclic Nucleotide Binding GAF
Domains from Phosphodiesterases - Structural and Mechanistic Insights. Struct.
Lond. Engl. 1993 17, 1551-57.

Zoraghi, R., Corbin, J.D., Francis, S.H. (2004) Properties and Functions of GAF
Domains in Cyclic Nucleotide Phosphodiesterases and Other Proteins. Mol.
Pharmacol. 65, 267-78.

Ho, Y.-S.J., Burden, L.M., Hurley, J.H. (2000) Structure of the GAF domain, a
ubiquitous signaling motif and a new class of cyclic GMP receptor. EMBO J. 19,
5288-99.

Wayne, L.G., Sohaskey, C.D. (2001) Nonreplicating persistence of mycobacterium
tuberculosis. Annu. Rev. Microbiol. 55, 139-63.

Roberts, D.M., Liao, R.P., Wisedchaisri, G., Hol, W.G.J., Sherman, D.R. (2004) Two
Sensor Kinases Contribute to the Hypoxic Response of Mycobacterium tuberculosis.
J. Biol. Chem. 279, 23082-87.

© Bc. Veronika Fojtikova 116



Seznam pouzitych zdrojti

98.

99.

100.
101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

Sherman, D.R., Voskuil, M., Schnappinger, D., Liao, R., Harrell, M.1., Schoolnik,
G.K. (2001) Regulation of the Mycobacterium tuberculosis hypoxic response gene
encoding ?-crystallin. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 98, 7534-39.

Sousa, E.H.S., Tuckerman, J.R., Gonzalez, G., Gilles-Gonzalez, M.-A. (2007) DosT
and DevS are oxygen-switched kinases in Mycobacterium tuberculosis. Protein Sci.
Publ. Protein Soc. 16, 1708-19.

Voet, D., Voet, J.G. (2011) Biochemistry (John Wiley & Sons).

Hou, S., Larsen, R.W., Boudko, D., Riley, C.W., Karatan, E., Zimmer, M., Ordal,
G.W., Alam, M. (2000) Myoglobin-like aerotaxis transducers in Archaea and
Bacteria. Nature 403, 540-44.

Vinogradov, S.N., Tinajero-Trejo, M., Poole, R.K., Hoogewijs, D. (2013) Bacterial
and archaeal globins — A revised perspective. Biochim. Biophys. Acta BBA -
Proteins Proteomics 1834, 1789-1800.

Vinogradov, S.N., Moens, L. (2008) Diversity of Globin Function: Enzymatic,
Transport, Storage, and Sensing. J. Biol. Chem. 283, 8773-77.

Zhang, W., Phillips Jr., G.N. (2003) Structure of the Oxygen Sensor in Bacillus
subtilis: Signal Transduction of Chemotaxis by Control of Symmetry. Structure 11,
1097-1110.

Hou, S., Freitas, T., Larsen, R.W., Piatibratov, M., Sivozhelezov, V., Yamamoto, A.,
Meleshkevitch, E.A., Zimmer, M., Ordal, G.W., Alam, M. (2001) Globin-coupled
sensors: A class of heme-containing sensors in Archaea and Bacteria. Proc. Natl.
Acad. Sci. U. S. A. 98, 9353-58.

Zhang, W., Olson, J.S., Phillips, G.N. (2005) Biophysical and Kinetic
Characterization of HemAT, an Aerotaxis Receptor from Bacillus subtilis. Biophys. J.
88, 2801-14.

El-Mashtoly, S.F., Gu, Y., Yoshimura, H., Yoshioka, S., Aono, S., Kitagawa, T.
(2008) Protein Conformation Changes of HemAT-Bs upon Ligand Binding Probed by
Ultraviolet Resonance Raman Spectroscopy. J. Biol. Chem. 283, 6942—49.

Yoshimura, H., Yoshioka, S., Kobayashi, K., Ohta, T., Uchida, T., Kubo, M.,
Kitagawa, T., Aono, S. (2006) Specific hydrogen-bonding networks responsible for
selective O2 sensing of the oxygen sensor protein HemAT from Bacillus subtilis.
Biochemistry (Mosc.) 45, 8301-7.

El-Mashtoly, S.F., Kubo, M., Gu, Y., Sawai, H., Nakashima, S., Ogura, T., Aono, S.,
Kitagawa, T. (2012) Site-specific Protein Dynamics in Communication Pathway from
Sensor to Signaling Domain of Oxygen Sensor Protein, HemAT-Bs TIME-
RESOLVED ULTRAVIOLET RESONANCE RAMAN STUDY. J. Biol. Chem. 287,
19973-84.

Kitanishi, K., Kobayashi, K., Uchida, T., Ishimori, K., lgarashi, J., Shimizu, T.
(2011) Identification and functional and spectral characterization of a globin-coupled
histidine kinase from Anaeromyxobacter sp. Fw109-5. J. Biol. Chem. 286, 35522—-34.
Shi, X., Wegener-Feldbrugge, S., Huntley, S., Hamann, N., Hedderich, R., S?gaard-
Andersen, L. (2008) Bioinformatics and Experimental Analysis of Proteins of Two-
Component Systems in Myxococcus xanthus. J. Bacteriol. 190, 613-24.

Johnson, L.N., O’Reilly, M. (1996) Control by phosphorylation. Curr. Opin. Struct.
Biol. 6, 762-69.

© Bc. Veronika Fojtikova 117



Seznam pouzitych zdrojti

113. Miksanova, M., Igarashi, J., Minami, M., Sagami, l., Yamauchi, S., Kurokawa, H.,
Shimizu, T. (2006) Characterization of heme-regulated elF2alpha kinase: roles of the
N-terminal domain in the oligomeric state, heme binding, catalysis, and inhibition.
Biochemistry (Mosc.) 45, 9894-9905.

114. Kinoshita-Kikuta, E., Kinoshita, E., Yamada, A., Endo, M., Koike, T. (2006)
Enrichment of phosphorylated proteins from cell lysate using a novel phosphate-
affinity chromatography at physiological pH. PROTEOMICS 6, 5088-95.

115. Takeda, H., Kawasaki, A., Takahashi, M., Yamada, A., Koike, T. (2003) Matrix-
assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry of
phosphorylated compounds using a novel phosphate capture molecule. Rapid
Commun. Mass Spectrom. 17, 2075-81.

116. Kinoshita, E., Kinoshita-Kikuta, E., Takiyama, K., Koike, T. (2006) Phosphate-
binding Tag, a New Tool to Visualize Phosphorylated Proteins. Mol. Cell. Proteomics
5, 749-57.

117. Barbieri, C.M., Stock, A.M. (2008) Universally applicable methods for monitoring
response regulator aspartate phosphorylation both in vitro and in vivo using Phos-tag-
based reagents. Anal. Biochem. 376, 73-82.

118. Yamada, S., Nakamura, H., Kinoshita, E., Kinoshita-Kikuta, E., Koike, T., Shiro, Y.
(2007) Separation of a phosphorylated histidine protein using phosphate affinity
polyacrylamide gel electrophoresis. Anal. Biochem. 360, 160-62.

119. Kinoshita, E., Kinoshita-Kikuta, E., Koike, T. (2007) [Specific recognition and
detection of phosphorylated proteins using characteristics of metal ion]. Yakugaku
Zasshi 127, 1897-1913.

120. http://www.addgene.org/vector-database/2551/, stav ze dne 25.3.2014

121. Studier, F.W., Moffatt, B.A. (1986) Use of bacteriophage T7 RNA polymerase to
direct selective high-level expression of cloned genes. J. Mol. Biol. 189, 113-30.

122. http://www.emdmillipore.com/life-science-research/vector-table-novagen-pet-vector-
table/c_HdSbh.s1077QAAAEhPgsLdcab., stav ze dne 27.3.2014

123. http://www.addgene.org/vector-database/2888/., stav ze dne 27.3.2014

124. De Boer, H.A., Comstock, L.J., Vasser, M. (1983) The tac promoter: a functional
hybrid derived from the trp and lac promoters. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 80, 21—
25.

125. Grodberg, J., Dunn, J.J. (1988) ompT encodes the Escherichia coli outer membrane
protease that cleaves T7 RNA polymerase during purification. J. Bacteriol. 170,
1245-53.

126.http://mwww.med.unc.edu/pharm/sondeklab/Lab%20Resources/protein_purification_ha
ndbooks/GST-gene%20fusion%20system.pdf., stav ze dne 28.3.2014

127. Berry, E.A., Trumpower, B.L. (1987) Simultaneous determination of hemes a, b, and
¢ from pyridine hemochrome spectra. Anal. Biochem. 161, 1-15.

128. Switzer I, R.C., Merril, C.R., Shifrin, S. (1979) A highly sensitive silver stain for
detecting proteins and peptides in polyacrylamide gels. Anal. Biochem. 98, 231-37.

129. Bagshaw, C.R. (2001) ATP analogues at a glance. J. Cell Sci. 114, 459-60.
130. http://web.expasy.org/protparam/., stav ze dne 3.11.2013

131. Sheridan, R.C., Mccullough, J.F., Wakefield, Z.T., Allcock, H.R., Walsh, E.J. (1972)
Inorganic Syntheses, Cotton,F.A. (John Wiley & Sons, Inc.), s. 23-26.

© Bc. Veronika Fojtikova 118



Seznam pouzitych zdrojti

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.
140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

Lineweaver, H., Burk, D. (1934) The Determination of Enzyme Dissociation
Constants. J. Am. Chem. Soc. 56, 658-66.

Fojtikova V. (2012) Diuilezité role hemu: signdal pro hem-detekujici proteiny a
detekcni misto v plyn-detekujicich proteinech: Bakalarska prace (PYF UK Praha).

Johnson, K.A., Goody, R.S. (2011) The Original Michaelis Constant: Translation of
the 1913 Michaelis—Menten Paper. Biochemistry (Mosc.) 50, 8264—69.

Kitanishi, K., Kobayashi, K., Kawamura, Y., Ishigami, I., Ogura, T., Nakajima, K.,
Igarashi, J., Tanaka, A., Shimizu, T. (2010) Important Roles of Tyr43 at the Putative
Heme Distal Side in the Oxygen Recognition and Stability of the Fe(I[)-O2 Complex
of YddV, a Globin-Coupled Heme-Based Oxygen Sensor Diguanylate Cyclase.
Biochemistry (Mosc.) 49, 10381-93.

Koshland, D.E. (1952) Effect of Catalysts on the Hydrolysis of Acetyl Phosphate.

Nucleophilic Displacement Mechanisms in Enzymatic Reactions *. J. Am. Chem. Soc.
74, 2286-92.

Lodish, H. (2004) Molecular Cell Biology (W. H. Freeman).

Jungbauer, A., Kaar, W. (2007) Current status of technical protein refolding. J.
Biotechnol. 128, 587-96.

http://genome.jgi-psf.org/ana_f/ana_f.home.html., stav ze dne 2.4.2014

Bilwes, A.M., Quezada, C.M., Croal, L.R., Crane, B.R., Simon, M.l. (2001)
Nucleotide binding by the histidine kinase CheA. Nat. Struct. Biol. 8, 353-60.

Casino, P., Rubio, V., Marina, A. (2009) Structural insight into partner specificity
and phosphoryl transfer in two-component signal transduction. Cell 139, 325-36.

Casino, P., Miguel-Romero, L., Marina, A. (2014) Visualizing autophosphorylation
in histidine kinases. Nat. Commun. 5, 3258.

Kojetin, D.J., Thompson, R.J., Benson, L.M., Naylor, S., Waterman, J., Davies,
K.G., Opperman, C.H., Stephenson, K., Hoch, J.A., Cavanagh, J. (2005) Structural
analysis of divalent metals binding to the Bacillus subtilis response regulator SpoOF:
the possibility for in vitro metalloregulation in the initiation of sporulation. Biometals
Int. J. Role Met. lons Biol. Biochem. Med. 18, 449-66.

Madhusudan, Zapf, J., Whiteley, J.M., Hoch, J.A., Xuong, N.H., Varughese, K.I.
(1996) Crystal structure of a phosphatase-resistant mutant of sporulation response
regulator SpoOF from Bacillus subtilis. Structure 4, 679-90.
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/a2647?lang=en&region=CZ.,
stav ze dne 25.4.2014

Silversmith, R.E., Appleby, J.L., Bourret, R.B. (1997) Catalytic mechanism of
phosphorylation and dephosphorylation of CheY: kinetic characterization of
imidazole phosphates as phosphodonors and the role of acid catalysis. Biochemistry
(Mosc.) 36, 14965-74.

McCleary, W.R., Stock, J.B. (1994) Acetyl phosphate and the activation of two-
component response regulators. J. Biol. Chem. 269, 31567-72.

© Bc. Veronika Fojtikova 119



