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Hemoproteiny

Přenos a uskladnění

O2

Oxygenasová reakce

O2 + e-

Přenos elektronů

e-

I. senzory hemu

II. senzory plynů (O2, CO, NO) 

Cyt c, Cyt b5

hemové enzymyMb, Hb

hemové senzorové 

proteiny



Hemoglobin

molekula hemoglobinu

hem

kyslík se váže na hem v 

molekule hemoglobinu 

červená 

krvinka

obsahuje několik stovek tisíc 

molekul hemoglobinu, který 

transportuje kyslík

červená krvinka



Myoglobin

platýz - Pleuronectes platessa

aktivní – potřebuje hodně O2 lenivý – málo myoglobinu 

tuňák – Thunnus thynnus

– hodně myoglobinu 
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Hemové enzymy

prof. Hayaishi objevil oxygenasy v roce

1956 (foto z oslavy 50. výročí objevu, 2006)

Naiman K. et al. Mutat Res (2011) 726, 160-168. 

Mikšanová M. et al. Chem Res Toxicol (2004) 17, 663-671.

Mikšanová M. et al. Collect Czech Chem Commun (2004) 69, 589-602.

Naiman K. et al. Toxicol Sci (2012) 127, 348-359.

OXYGENASY - CYTOCHROMY P450... 

biotransformace léků (včetně antibiotik) a xenobiotik (toxiny 

baterií)
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Hemové senzorové proteiny

I. senzory hemu II. senzory plynů

Fe
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Hemové senzorové proteiny

I. senzory hemu II. senzory plynů

HEME

Fe

Fe

PRAKTICKÝ VÝZNAM

Význam při procesech souvisejících 

s rozvojem maligní transformace 

(zhoubné nádory)

Regulace klíčových bakteriálních 

procesů (virulence, pohyb, tvorba 

biofilmů…)

ANTIBIOTIKA NOVÉ 

GENERACE

PROTINÁDOROVÁ TERAPIE

O2, CO, NO

Fe

Fe

Martinkova M. et al. J Biol Chem (2013) 288, 27702.

Shimizu T. et al. Chem Rev (2015) 115, 6491.

Shimizu T. et al. Chem Soc Rev (2019) 48, 5624.
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Bakteriální hemové senzory kyslíku (plynů)

Fe

Fe

O2, CO, NO

CÍLE VÝZKUMU

PŘENOS SIGNÁLU

strukturně-fukční vztahy

RYCHLÝ ZPŮSOB DETEKCE

genů pro senzory resp. související s patogenitou, 

virulencí a ATB resistencí bakterií/virů



histidinkinasa s globinovou 

strukturou senzorové domény    
AfGcHK Fe

SENZOROVÁ 

DOMÉNA

FUNKČNÍ 

DOMÉNA

Bakteriální hemové senzory kyslíku (plynů)

PŘENOS SIGNÁLU

Anaeromyxobacter strain Fw109-5, 

Anaeromyxobacter dehalogenans, 

Myxococcus xanthus

anaerobní růst

Fojtíková V. et al. Biochemisty (2015) 54, 5017.

Stranava M. et al. Proteins (2016) 84, 1375–1389. 

Stranava M. et al. J Biol Chem (2017) 292, 20921.

Skalova M. et al. J Biol Chem (2020) 295, 1587.
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1. STUDIE OLIGOMERNÍHO STAVU

2. KINETICKÁ ANALÝZA

3. STRUKTURNÍ STUDIE

Interproteinový přenos signálu



INTERPROTEINOVÝ PŘENOS SIGNÁLU

AfGcHK

Stranava M. et al. Proteins (2016) 84, 1375–1389. 

Transkripční faktor 

(regulátor odpovědi) 



Intraproteinový přenos signálu

1. KINETICKÁ ANALÝZA

2. HDX STUDIE

3. KRYSTALOGRAFICKÁ STUDIE

4. DIMERIZAČNÍ ROZHRANÍ



INTRAPROTEINOVÝ PŘENOS SIGNÁLU

Neaktivní stav

Fe(II)

Aktivní stav

Fe(III)

Stranava M. et al. J Biol Chem (2017) 292, 20921.

Fojtíková V. et al. Biochemisty (2015) 54, 5017.

Skalova M. et al. J Biol Chem (2020) in press
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Bakteriální hemové senzory kyslíku (plynů)

Fe

Fe

O2, CO, NO

CÍLE VÝZKUMU

PŘENOS SIGNÁLU

strukturně-fukční vztahy

RYCHLÝ ZPŮSOB DETEKCE

genů pro senzory resp. související s patogenitou, 

virulencí a ATB resistencí bakterií/virů

✔



Bakteriální hemové senzory kyslíku (plynů)

RYCHLÝ ZPŮSOB DETEKCE

Institucionární podpora grantem 8F20011 Ministerstva školství, mládeže a tělovýchovy



Bakteriální hemové senzory kyslíku (plynů)

RYCHLÝ ZPŮSOB DETEKCE

Institucionární podpora grantem 8F20011 Ministerstva školství, mládeže a tělovýchovy

bakterie

Streptococcus pneumoniae

Haemophilus influenzae

Staphylococcus aureus

Mycoplasma pneumoniae

viry

lidský orthopneumovirus (respiratory syncytical virus, RSV) 

virus chřipky (influenza A a B)

virus způsobující COVID-19 (SARS-CoV-2)



Bakteriální hemové senzory kyslíku (plynů)

RYCHLÝ ZPŮSOB DETEKCE

Polymerázová řetězová reakce (PCR)

Saiki R.K. et al. Science (1985) 230, 1350
Taq DNA polymerase



Bakteriální hemové senzory kyslíku (plynů)

RYCHLÝ ZPŮSOB DETEKCE

Izotermální amplifikace zprostředkovaná smyčkami
(LAMP)

Notomi T et al. Nucleic Acids Research (2000) 28, E63
Bst DNA polymerase



Bakteriální hemové senzory kyslíku (plynů)

RYCHLÝ ZPŮSOB DETEKCE

Institucionární podpora grantem 8F20011 Ministerstva školství, mládeže a tělovýchovy

PCR LAMP

Teplotní cykly (drahý přístroj) Izotermální – jediná teplota (bez 

přístroje)

2 „primery“ – specifické oblasti DNA 4 – 6 primerů

Pomalé, typicky >1 hodina Rychlé, typicky <30 min

Výtěžek amplifikace ~0.2 mg Výtěžek amplifikace ~10-20 mg (100x

více než PCR)

Nevhodné pro vizuální detekci (drahý 

přístroj pro detekci a náklady na další 

činidla)

Vhodné pro vizuální detekci (bez 

přístroje) – zákal, barva.... 

Citlivé k přítomnosti inhibitorů Taq

DNA polymerasy

Vysoká tolerance k inhibitorům Bst

DNA polymerasy

PCR vers. LAMP



Bakteriální hemové senzory kyslíku (plynů)

RYCHLÝ ZPŮSOB DETEKCE

Institucionární podpora grantem 8F20011 Ministerstva školství, mládeže a tělovýchovy

PCR LAMP

Teplotní cykly (drahý přístroj) Izotermální – jediná teplota (bez 

přístroje)

2 „primery“ – specifické oblasti DNA 4 – 6 primerů - specifické

Pomalé, typicky >1 hodina Rychlé, typicky <30 min

Výtěžek amplifikace ~0.2 mg Výtěžek amplifikace ~10-20 mg (100x

více než PCR) - citlivé

Nevhodné pro vizuální detekci (drahý 

přístroj pro detekci a náklady na další 

činidla)

Vhodné pro vizuální detekci (bez 

přístroje) – zákal, barva.... - levné

Citlivé k přítomnosti inhibitorů Taq

DNA polymerasy

Vysoká tolerance k inhibitorům Bst

DNA polymerasy

PCR vers. LAMP



Bakteriální hemové senzory kyslíku (plynů)

RYCHLÝ ZPŮSOB DETEKCE

Streptococcus pneumoniae – deteke pomoci PCR 

> Streptococcus pneumoniae (strain TIGR4, serotype 4, LytA gene)

ATGGAAATTAATGTGAGTAAATTAAGAACAGATTTGCCTCAAGTCGGCGTGCAACCATATAGGCAAGTACACGCACACTCAAC

TGGGAATCCGCATTCAACCGTACAGAATGAAGCGGATTATCACTGGCGGAAAGACCCAGAATTAGGTTTTTTCTCGCACATTG

TTGGGAACGGTTGCATCATGCAGGTAGGACCTGTTGATAATGGTGCCTGGGACGTTGGGGGCGGTTGGAATGCTGAGACCTAT

GCAGCGGTTGAACTGATTGAAAGCCATTCAACCAAAGAAGAGTTCATGACGGACTACCGCCTTTATATCGAACTCTTACGCAA

TCTAGCAGATGAAGCAGGTTTGCCGAAAACGCTTGATACAGGGAGTTTAGCTGGAATTAAAACGCACGAGTATTGCACGAATA

ACCAACCAAACAACCACTCAGACCACGTTGACCCTTATCCATATCTTGCTAAATGGGGCATTAGCCGTGAGCAGTTTAAGCAT

GATATTGAGAACGGCTTGACGATTGAAACAGGCTGGCAGAAGAATGACACTGGCTACTGGTACGTACATTCAGACGGCTCTTA

TCCAAAAGACAAGTTTGAGAAAATCAATGGCACTTGGTACTACTTTGACAGTTCAGGCTATATGCTTGCAGACCGCTGGAGGA

AGCACACAGACGGCAACTGGTACTGGTTCGACAACTCAGGCGAAATGGCTACAGGCTGGAAGAAAATCGCTGATAAGTGGTAC

TATTTCAACGAAGAAGGTGCCATGAAGACAGGCTGGGTCAAGTACAAGGACACTTGGTACTACTTAGACGCTAAAGAAGGCGC

CATGGTATCAAATGCCTTTATCCAGTCAGCGGACGGAACAGGCTGGTACTACCTCAAACCAGACGGAACACTGGCAGACAGGC

CAGAATTCACAGTAGAGCCAGATGGCTTGATTACAG

Institucionární podpora grantem 8F20011 Ministerstva školství, mládeže a tělovýchovy

ACGCAATCTAGCAGATGAAGCA – forward qPCR primer

GCCGAAAACGCTTGATACAGGGAG – qPCR probe
AGCTGGAATTAAAACGCACGA – reverse qPCR primer



Bakteriální hemové senzory kyslíku (plynů)

RYCHLÝ ZPŮSOB DETEKCE

Streptococcus pneumoniae – deteke pomoci PCR
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L1 – SP DNA 10 ng/ul

L2 – SP DNA 1 ng/ul

L3 –SP DNA 0.1 ng/ul

L4 –SP DNA 0.01 ng/ul

L5 –SP DNA 0.001 ng/ul

L6 –SP DNA 0.0001 ng/ul

Institucionární podpora grantem 8F20011 Ministerstva školství, mládeže a tělovýchovy



Bakteriální hemové senzory kyslíku (plynů)

RYCHLÝ ZPŮSOB DETEKCE

Streptococcus pneumoniae – deteke pomoci LAMP

> Streptococcus pneumoniae (strain TIGR4, serotype 4, LytA gene)

ATGGAAATTAATGTGAGTAAATTAAGAACAGATTTGCCTCAAGTCGGCGTGCAACCATATAGGCAAGTACACGCACACTCAAC

TGGGAATCCGCATTCAACCGTACAGAATGAAGCGGATTATCACTGGCGGAAAGACCCAGAATTAGGTTTTTTCTCGCACATTG

TTGGGAACGGTTGCATCATGCAGGTAGGACCTGTTGATAATGGTGCCTGGGACGTTGGGGGCGGTTGGAATGCTGAGACCTAT

GCAGCGGTTGAACTGATTGAAAGCCATTCAACCAAAGAAGAGTTCATGACGGACTACCGCCTTTATATCGAACTCTTACGCAA

TCTAGCAGATGAAGCAGGTTTGCCGAAAACGCTTGATACAGGGAGTTTAGCTGGAATTAAAACGCACGAGTATTGCACGAATA

ACCAACCAAACAACCACTCAGACCACGTTGACCCTTATCCATATCTTGCTAAATGGGGCATTAGCCGTGAGCAGTTTAAGCAT

GATATTGAGAACGGCTTGACGATTGAAACAGGCTGGCAGAAGAATGACACTGGCTACTGGTACGTACATTCAGACGGCTCTTA

TCCAAAAGACAAGTTTGAGAAAATCAATGGCACTTGGTACTACTTTGACAGTTCAGGCTATATGCTTGCAGACCGCTGGAGGA

AGCACACAGACGGCAACTGGTACTGGTTCGACAACTCAGGCGAAATGGCTACAGGCTGGAAGAAAATCGCTGATAAGTGGTAC

TATTTCAACGAAGAAGGTGCCATGAAGACAGGCTGGGTCAAGTACAAGGACACTTGGTACTACTTAGACGCTAAAGAAGGCGC

CATGGTATCAAATGCCTTTATCCAGTCAGCGGACGGAACAGGCTGGTACTACCTCAAACCAGACGGAACACTGGCAGACAGGC

CAGAATTCACAGTAGAGCCAGATGGCTTGATTACAG

F3 F1cF2 (FIP primer) B1cB2 (FIB primer)     BL B3c

Institucionární podpora grantem 8F20011 Ministerstva školství, mládeže a tělovýchovy

5 LAMP primerů:



Bakteriální hemové senzory kyslíku (plynů)

RYCHLÝ ZPŮSOB DETEKCE

Streptococcus pneumoniae – deteke pomoci LAMP

L3 L4 L5 L6L2K
1

15 minut

L L1

25 minut

35 minut

50 minut

K1 – Warmstar pol. + LAMP primers, NO lysate DNA

L – stock con. ~150 ng/ul

L1 – LAMP mix + SP DNA 10 ng/ul

L2 – LAMP mix + SP DNA 1 ng/ul

L3 – LAMP mix + SP DNA 0.1 ng/ul

L4 – LAMP mix + SP DNA 0.01 ng/ul

L5 – LAMP mix + SP DNA 0.001 ng/ul

L6 – LAMP mix + SP DNA 0.0001 ng/ul
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Bakteriální hemové senzory kyslíku (plynů)

RYCHLÝ ZPŮSOB DETEKCE

deteke pomoci LAMP

bakterie

Streptococcus pneumoniae

Haemophilus influenzae

Staphylococcus aureus

Mycoplasma pneumoniae

viry

lidský orthopneumovirus (respiratory syncytical virus, RSV) 

virus chřipky (influenza A a B)

virus způsobující COVID-19 (SARS-CoV-2)

✔

✔

Institucionární podpora grantem 8F20011 Ministerstva školství, mládeže a tělovýchovy



Bakteriální hemové senzory kyslíku (plynů)

Fe
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SHRNUTÍ

PŘENOS SIGNÁLU

strukturně-fukční vztahy

RYCHLÝ ZPŮSOB DETEKCE

genů pro senzory resp. související s patogenitou, 

virulencí a ATB resistencí bakterií/virů
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