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1 Uvod

Bakteridlni buiika v pfirozeném prostfedi musi Celit ndhlym zméndm koncentrace
zivin, pH, teploty, osmolarity a vlhkosti. Bakterie vyvinuly béhem evoluce fadu
mechanizmi, které jim umoziuji tyto zmeény prostiedi monitorovat a reagovat na né.

Proteiny, které jsou jednou z hlavnich slozek buiiky, plni jednak funkci stavebni,
jednak funkci katalytickou. Utastni se katalyzy chemickych reakci, ale také prenosu
proteint prostiednictvim enzymil proteinkinas. Soucasné studie a analyzy bakterialnich
genomi prokazaly pfitomnost Ser/Thr a Tyr proteinkinas eukaryotniho typu u celé fady
prokaryotnich organizmu. Pfedev§im se uplatiiuji v procesech spojenych s regulaci rustu,
odpovédi na stresové podminky a v patogenezi, coz je jen potvrzenim univerzalnosti
tohoto mechanizmu.

Identifikace proteintl, které jsou signalizaci Ser/Thr a Tyr proteinkinas ovliviiovany,
a které jsou piimo substrdtem daného signalizacniho proteinu, skytd moznost tyto
signaliza¢ni drdhy blokovat a danou bakterii tak oslabit. Pfestoze Ser/Thr proteinkinasy
jsou mezi bakteriemi Siroce rozsifené, dostupnych informaci o jejich substratech je stale
malo.

Predkladand dizerta¢ni prace se zabyva studiem Ser/Thr proteinkinasy eukaryotniho
typu patogenni bakterie Streptococcus pneumoniae. Na rozdil od mnoha jinych
bakterialnich organizmu, v genomu S. preumoniae se vyskytuje pouze jeden gen kodujici
Ser/Thr proteinkinasu StkP, a ve stejném operonu také pouze jeden gen pro Ser/Thr
proteinfosfatasu PhpP. Z tohoto hlediska je S. pneumoniae idedlnim modelem studia
signalizace eukaryotniho typu u bakterii.

Prace navazuje a prohlubuje vysledky, které byly soucasti diplomové prace autorky
(Pallova, 2003). Piedmétem zajmu bylo zejména studium aktivity zkrdcenych forem
proteinu, scilem objasnit mechanizmus aktivace. V druhé c¢éasti se prace zabyva
charakterizaci substratu proteinkinasy StkP, enzymu fosfoglukosaminmutasy, ktery je

nepostradatelny pro biosyntézu bakteridlni bunécné stény.



2 Literarni prehled

2.1 Streptococcus pneumoniae

S. pneumoniae, extracelularni lidsky patogen, patfi do skupiny grampozitivnich
katalasa negativnich kokl. V nevirulentni neopouzdiené¢ formé bézné kolonizuje sliznici
hornich cest dychacich a je soucasti normélni mikrofléry. Virulentni opouzdiené formy
zpusobuji béznad onemocnéni jako zanéty stiedniho ucha, nosohltanu a nosnich dutin, ale
také zavazné choroby jako pneumonie, meningitidy a sepse. Infekce jsou prevazné
endogenni a nastupuji sekundarné po infekci zpisobené jinym patogenem. OhroZeny jsou
zejména malé déti, star$i lidé, asplenici a imunosuprimovani pacienti. Spolu
s Haemophilus influenzae a Neisseria meningitidis patii S. pneumoniae mezi tfi
streptokoktl vede k narGistu kment rezistentnich nejen k antibiotikim penicilinovym, ale

také k vankomycinu, antibiotiku posledni volby (Novak et al., 1999).

2.1.1 S. pneumoniae a historie mikrobiologie

Jednou z nejznaméjsich vlastnosti S. pneumoniae je vysokd schopnost ptirozené
transformace.

Schopnost transformace u S. pneumoniae objevil Fred Griffith vroce 1928.
Izoloval mutantni kmeny S. pneumoniae, které nemély pouzdro a nebyly schopny zpusobit
onemocnéni. Tyto mutantni kmeny rostly ve form¢ drsnych kolonii (R faze, rough-drsny).
Pivodni kmeny tvotily hladké kolonie (S faze, smooth-hladky). Zjistil, ze kdyz infikuje
mysSi smési avirulentnich neopouzdienych (R) a usmrcenych virulentnich opouzdienych
(S) pneumokokt, dojde k infekci a z mrtvé mysi jsou pak izolovany bakterie typu S.
Teprve v roce 1944 Avery a kol. pfinesli vysvétleni molekularni podstaty tohoto dé&je a

prokézali, ze nositelem genetické informace je DNA.

2.1.2 Morfologie, fyziologie a genetika S. pneumoniae

S. pneumoniae se vyskytuje prevazné ve dvojicich grampozitivnich koku
protahlého lancetovitého tvaru s krat§imi osami paralelné (Obr. 2.1). Pokud je vytvofeno

pouzdro obklopuje celou dvojici.
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Obr. 2.1: Streptococcus pneumoniae. Detailni zabér dvojice S. pneumoniae skenovacim
elektronovym mikroskopem (A). Zvyraznéna pouzdra okolo dvojic S. pneumoniae (swelling
reaction) (B). Prevzato z Todar's Online Textbook of Bacteriology.

Jedna se o bakterii fakultativné anaerobni, ristové pomérné naro¢nou. Na krevnim
agaru roste v koloniich obklopenych zonou viridace. Neopouzdiené kmeny vyrustaji
v drsnych koloniich (R faze), virulentni opouzdiené kmeny vytvati kolonie hladké (S faze).
Polysacharidové pouzdro virulentnich kmend je hlavnim virulenénim faktorem a
nejvyrazngj$im antigenem. Podle pouzderného antigenu rozliSujeme vice nez 90 sérotypt
S. pneumoniae. Dulezitou slozku bunécné stény tvoii teichoové kyseliny bohaté na
galaktosamin a fosfocholin. Cholin je nepostradatelnym rastovym faktorem a jeho
pfitomnost je nezbytna pro Cinnost autolysinii. Déle se podili na ukotveni povrchovych
proteintl.

Genom S. pneumoniae je velky 2,1 Mb a dosud jsou znamy sekvence tii kmend,
virulentniho TIGR4 (Tettelin et al., 2001) a D39 (Lanie et al., 2007), a nevirulentniho R6
(Hoskins et al., 2001). Sekvence genomi se lisi pfedev§im deleci useku (7,5 kb)

kodujiciho geny pro syntézu polysacharidového pouzdra.

2.1.3 Patogenita S. pneumoniae

S. pneumoniae je lidsky extracelularni patogen, ktery se Sifi aerosolem. Bézn¢é se
vyskytuje na sliznici nosohltanu u 5-10% dospélych a 20-40% déti. Interakei
s epitelidlnimi bunikami zajiStuji adheziny. Pokud dojde k rozsifeni bakterii dale do plic
nebo Eustachovy trubice, dojde k rozvoji onemocnéni. Infekce jsou prevazné endogenni, u
respiracnich infekci piredchéazeji zanéty vyvolané viry, chlamydiemi, mykoplazmaty, nebo
pokles lokalni imunity z jinych pfic¢in, meningitidy jsou vétSinou sekundéarni (potirazové

nebo otogenni) (Bednat ef al., 1996). Symptomy pneumokokové infekce jsou diusledkem



zanétlivé reakce hostitelského organizmu. Zanét je vyvolan pfitomnosti teichoovych
kyselin a fragmentl peptidoglykanu, které se uvoliuji pii lyzi buiiky. Béhem lyze buiky

také dochdzi k uvolnéni intracelularnich virulenénich faktor, znichZz nejzndméjsi je

pneumolysin.

2.1.4 Virulenéni faktory S. pneumoniae

Mnoho proteinti ¢i enzymi nachazejicich se na povrchu grampozitivnich
patogennich bakterii patii mezi virulen¢ni faktory. Tyto proteiny se pfimo Uc€astni interakce

mezi bakteridlnim povrchem a hostitelskou tkani.

1) Pouzdro

Hlavnim faktorem virulence je pouzdro, které brani fagocytéze. Pouzdro
S. pneumoniae je tvoreno specifickym pouzdernym polysacharidovym antigenem. Je
znamo vice nez 90 imunologicky odliSnych typd polysacharidii, které se lisi mirou
virulence. Syntéza pouzdra je pod kontrolou cps gent, znichz tfi jsou nepostradatelné.
Jedna se o tyrosinovou proteinkinasu CpsD, tyrosinovou proteinfosfatasu CpsB a protein
CpsC (Morona et al., 2003). Diky horizontadlnimu pfenosu DNA muze S. pneumoniae
zménit kapsularni sérotyp a uniknout tak imunitnimu systému hostitelského organizmu.

Proti S. pneumoniae byla vroce 1983 vyvinuta polyvalentni 23-slozkova
polysacharidova vakcina, kterd nahradila dfive pouZzivanou 14-slozkovou vakcinu. Vakcina
obsahuje 23 purifikovanych pouzdernych polysacharidovych antigenti, které reprezentuji
85-90% sérotypt zpusobujicich invazivni infekce. Tato vakcina ovSem nevyvolava
dostateCnou imunitni odpovéd’ u nejohrozengjsi skupiny, u novorozenct, ktefi maji
omezenou protilatkovou odpovéd’ k polysacharidim. Polysacharidova vakcina neindukuje
vznik imunitni odpovédi zavislé na T-lymfocytech, netvori se pamétové B-bunky, coz
vede k omezené dobé ochrany. Dale byla vyvinuta 7-valentni konjugovand vakcina,
nicméné je pouzivana zejména v USA. Tato vakcina je velmi G€¢innd u malych déti, jeji
nevyhodou ovSem je malé pokryti invazivnich sérotypt (Bogaert et al., 2004).

Hledéni novych antigenii pro vyrobu u€inngjs$i vakciny je tudiz stile velkou
prioritou mnoha védeckych skupin. Proteiny, které se nachazi na povrchu bunék a ucastni
se interakce s hostitelskou bunkou, jsou fazeny mezi potencidlni vhodné antigeny (Berry a

Paton, 2000).
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2) PsaA antigen (pneumococcal surface antigen A)

Mezi virulenéni faktory S. pneumoniae je dale tazen povrchovy antigen A
kédovany genem psaAd patiici mezi ABC transportéry (ATP-binding cassette). Mutace
v genu psaA vede k ztraté virulence (Berry a Paton, 1996). Pravdépodobnou funkci PsaA je
transport Mn>" a Zn>" do cytoplazmy bakterie (Dintilhac et al., 1997).

3) Hyaluronatlyasa

Hyaluronatlyasa (Hyl) je jednim z hlavnich povrchovych proteint S. pneumoniae a
produkuji ji téméf vSechny virulentni kmeny (Berry et al., 1994). Patii do skupiny
hyaluronidas, které usnadnuji invazivni prinik do tkani hydrolyzou slozek extracelularni
matrix. Hyaluronatlyasa S. pneumoniae rozklada kyselinu hyaluronovou, hlavni souc¢ést
extracelularni matrix, a tak se pfimo ucastni procesu priiniku do hostitelské buiiky. Mutace
nevede ke snizeni virulence, ale zvySuje atenuaci kmene s mutaci genu ply (Gosink et al.,

2000).

4) Neuraminidasa

Neuraminidasa je dalSim virulenénim faktorem a je pfitomna u vSech kmenti
pneumokoku (Berry ef al., 1996). Enzym odstépuje koncovou kyselinu sialovou z glykanti
(mucin, glykolipidy, glykoproteiny). Zménami glykosylace slozek cytoplazmatické
membrany hostitelské builky je zpfistupnéna vétsi Cast jejiho povrchu, atim je zvySena
pravdépodobnost nalezeni receptoru pro interakci S. pneumoniae s hostitelskou bunkou
(Krivan et al., 1988). S. pneumoniae produkuje dvé neuraminidasy, NanA (Camara et al.,
1994) a NanB (Berry et al., 1996), které jsou aktivni za jinych podminek, coz naznacuje,

ze jsou aktivovany béhem rtiznych fazi infekce (Berry et al., 1996).

5) Pneumolysin

Pneumolysin (Ply) je dalS$im virulencnim faktorem S. pneumoniae. Na rozdil od
ostatnich antigenli se pneumolysin nenachdzi na povrchu bunky, ale v cytoplazmé,
a uvolnuje se do hostitelské tkdn€¢ v zavislosti na Cinnosti povrchového autolysinu LytA.
Enzym je cytotoxicky pro epitelidlni bunky pradusek (Rayner et al, 1995). Interakce
pneumolysinu s buiikami alveolarniho epitelu a plicniho endotelu vede k plicnim edémim
a hemoragiim. Cytotoxicky efekt pneumolysinu inhibuje fagocyty a buniky imunitniho

systému, coz vede ke zpomaleni imunitni odpovédi (Rubins a Janoff, 1998). Vlastnosti
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pneumolysinu, zejména v Casnych stadiich infekce, jsou rozhodujici pro kolonizaci
hostitelské buiiky.

Pneumolysin patii do velké skupiny proteinti, které jsou nazyvany cholesterol
zavislé cytolysiny. VSechny proteiny této skupiny jsou virulenénimi faktory. Vazi se na
cholesterol v cytoplazmatické membrané hostitelské buiiky, kde oligomerizuji a tvofi

v membrané velké pory (Paton ef al., 1993, Morgan et al., 1994).

6) Cholin vazebné proteiny

Skupina cholin vazebnych proteinti se vyznacuje pritomnosti specifického cholin
vazebného motivu (Rosenow et al, 1997). Cholin vazebny motiv se nachazi
v C-terminalni ¢ésti a je obvykle néasledovan flexibilnim spojovacim peptidem, ktery je
tvofen segmenty bohatymi na prolin. Cholin vazebny motiv vaze koncovy fosfocholinovy
zbytek kyseliny teichoové ¢i lipoteichoové, které jsou soucasti bunécné stény
S. pneumoniae, ale i dalSich patogent, napt. H. influenzae, Pseudomonas aeruginosa a
N. meningitidis (Gosink et al., 2000). Pfitomnost cholinu je dileZitd pro adherenci na
hostitelské bunky prostfednictvim nespecifickych fyzikalné chemickych interakei (Swiatlo

et al., 2002).

. Prvnim znamym adhezinem S. pneumoniae byl cholin vazebny protein CbpA.
Funkci CbpA je tedy adherence k hostitelskym tkanim a jejich néslednd kolonizace.
Mutantni kmeny s deleci genu chpA ztraci schopnost vazat se na hostitelské buiiky.
Nedavno bylo prokdzano, ze CbpA se vaze na lidsky polymerni imunoglobulinovy
receptor plgR, ktery nasledné zajisti translokaci bakterii do hlubsich vrstev tkan¢ (Zhang et
al., 2000).

. Autolysiny jsou enzymy katalyzujici degradaci peptidoglykanu. Za podminek
bunécného déleni je funkei autolysini degradace bakteridlni stény béhem segregace. Za
podminek stresovych, naptiklad v pfitomnosti antibiotik ¢i detergentu, indukuji lyzi butiky.
LytA, N-acetylmuramoyl-L-alanin-amidasa, je hlavnim autolysinem S. pneumoniae.
Pomoci cholin vazebného motivu je ukotveny v bundéné sténé. Ucastni se patogeneze
jednak piimo, kdy uvolnéné slozky bunééné stény (fragmenty peptidoglykanu a
teichoovych kyselin) zplisobuji zanétlivé reakce (Tuomanen, 1999), ale inepiimo
uvolnénim cytoplazmatickych virulencnich faktord, vcetné pneumolysinu. Ve srovnani
s divokym kmenem vede mutace v genu /yt4 ke snizeni virulence S. pneumoniae (Berry a

Paton, 2000).
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LytB muramidasa se podili na separaci dcefinych bunék (Garcia et al., 1999b).
Ttetim autolysinem je protein LytC, ktery byl prvnim identifikovanym lysozymem
pneumokokt (Garcia et al., 1999a).

o Protein PspA je lokalizovan v bunécéné sténé pneumokokt vSech sérotypt (Crain et
al., 1990). Je to povrchovy protein s molekulovou hmotnosti vrozmezi 67-99 kDa
(Waltmann et al., 1990). Jeho C-koncova ¢ast obsahuje cholin vazebny motiv. PspA se
ucastni ochrany bakterialni bunky pied ucinky komplementu hostitelského organizmu a

inhibuje proces fagocytozy (Briles ef al., 1998, Tu et al., 1999).

2.1.5 Regulace exprese virulen¢nich faktoru

S. pneumoniae bézn¢ kolonizuje horni cesty dychaci bez jakychkoliv ptiznakl
onemocnéni. Pfechod zfaze nevirulentni do faze virulentni je dan zménou exprese
virulen¢nich faktor. Stejné jako u jinych patogent kli¢ovou roli v tomto procesu hraji
dvouslozkové systémy (TCS-two-component system). U S. pneumoniae je znamo 13 TCS.
U osmi z nich bylo prokdzano, ze jsou pro plnou virulenci S. pneumoniae nezbytné. Jedna
se o systémy: ComDE, ktery indukuje navozeni stavu kompetence (viz 2.1.6) (Lau et al.,
2001), RR0O4 ucastnici se transportu manganatych iontti (McCluskey et al., 2004), BlpRH,
ktery je zodpovédny za produkci bakteriocinl (de Saizieu et al., 2000), CiaRH, ktery je
negativnim regulatorem kompetence (Sebert et al., 2002, Mascher et al., 2003, Ibrahim et
al., 2004), RR0O6 ucastnici se exprese chpA (Standish et al., 2005), RitR regulujici transport
zeleza (Ulijasz et al., 2004), RR09 (Blue a Mitchell, 2003) a VicRK, homolog YycFG
B. subtilis, jez pozitivné reguluje fadu genti kodujicich povrchové proteiny, které se ucastni

procesu biosyntézy peptidoglykanu (Mohedano et al., 2005, Ng et al., 2005).

2.1.6 S. pneumoniae a prirozena kompetence

U S. pneumoniae je prokazan prechodné trvajici fyziologicky stav nazyvany stavem
ptirozené kompetence (Héavarstein, 1998), kdy je bunika schopné ptijmout cizorodou DNA.
Cely proces navozeni tohoto stavu je fizen mechanizmem quorum sensing a jeho podstatou
je monitorovani bunééné denzity (viz 2.1.7). Kultura S. pneumoniae dosahuje stavu
kompetence béhem exponencialni faze ristu a proces zavisi na teploté, pH, koncentraci

kysliku, koncentraci manganatych a vapenatych iontii a na koncentraci fosfatu (Claverys a

Haévarstein, 2002).
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Existuje tada hypotéz, které se snazi zodpovédeét otazku, pro¢ se vlastné
kompetence a v jejim disledku transformace objevila. Jedna z hypotéz zastava nazor, Ze je
to jednoduchy zpusob genetické vymény (Redfield, 1993). Dal§im ndzorem je, ze
transformace je mocny nastroj horizontalniho ptenosu genti mezi populacemi (Lorenz a
Wackernagel, 1994). V neposledni fad¢ cizoroda DNA pftijata do buniky transformaci mtze
slouzit jako templat pro rekombinacni opravu poskozenych oblasti na chromozdému
(Hoelzer a Michod, 1991). V souCasné¢ dob¢é je navozeni stavu kompetence u
S. pneumoniae povazovano za obecnou odpoveéd na stres (Claverys et al., 2006). V tomto
kontextu feromon CSP (competence stimulating peptid) zastava funkci alarmonu.

Transformace je tedy jednim z velmi dokonalych nastrojti evoluce.

2.1.7 Regulace kompetence

Jak bylo zminéno vySe, navozeni stavu kompetence je fizeno mechanizmem
quorum sensing. Jde o kontrolu exprese genl v zavislosti na bunétné denzité. Quorum
sensing je zalozen na produkci a detekci signalnich molekul zvanych autoinduktory.
Detekce signalu a odpovéd na néj je zajistovana dvouslozkovym systémem, ktery se
sklada ze senzorové proteinkinasy a regulacniho proteinu. Proteinkinasa se po navazani
autoinduktoru autofosforyluje a poté ptendsi fosfatovy zbytek na regulacni protein, ktery
ma DNA vazebnou aktivitu a ovliviiuje transkripci cilovych genil.

Do kontroly regulace kompetence je zapojen operon comCDE. Produktem genu
comC je prekurzor feromonu CSP (Havarstein et al., 1995). CSP je produkovan piimo
umérné k poctu bunck. ABC transportér ComA/B s proteolytickou doménou rozpozna
prekurzor CSP, §tépi ho a exportuje do extracelularniho prostfedi. Maturace peptidu CSP
probiha endopeptiddzovym stépenim sekvence Gly-Gly (Hui ef al., 1995). CSP se vaze na
extracelularni smycku histidinové senzorové proteinkinasy ComD, ktera se vazbou CSP
aktivuje, autofosforyluje se na histidinovém zbytku a nasledné fosforyluje aspartatovy
zbytek regulacniho proteinu ComE (Pestova et al., 1996) (Obr. 2.2). ComE je transkripéni
aktivator, ktery ovliviiuje transkripei gentt comAB, comCDE a genu comX (Héavarstein et
al., 1998). ComX je alternativni o-faktor, je pfitomen ve dvou kopiich ComX1 a ComX2, a
reguluje transkripci pozdnich kompetenénich gent, které se ti€astni pfijmu cizorodé DNA
a rekombinace (Lee a Morrison, 1999). Geny zavislé na ComX jsou charakterizované
pritomnosti konzervované sekvence, cin-box, v promotoru. Tuto sekvenci rozezndva RNA

polymerasa s navazanym ComX (Campbell et al., 1998, Luo a Morrison, 2003).
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comc @@ Prekurzor CSP comg [] Transkripéni faktor ACGAATA kompetence

cin-box

Obr. 2.2: Regulace navozeni stavu kompetence systémem com. Popis v textu. Prevzato
z Cell-cell signaling in bacteria, ASM News (1999).

Dals$im systémem, ktery se ucastni regulace kompetence, je dvouslozkovy systém
kédovan geny ciaH a ciaR (Guenzi et al., 1994). Produktem genu ciaH je senzorova
histidinova proteinkinasa a genem ciaR je kodovan regulacni protein. CiaRH negativné
ovlivituje expresi comCDE (Echenique et al., 2000, Mascher et al., 2003). Pokud je
aktivovan systém CiaRH, k rozvoji kompetence nedochazi, nebot’ cia systém blokuje
systém com. Kultura se stdvd kompetentni teprve po pfidani exogenniho feromonu CSP.
Pokud je ale do média ptidan prekurzor CSP peptidu k navozeni stavu kompetence
nedochazi. Systém CiaRH se ziejmé UcCastni regulace kompetence v ¢asnych fazich, a to
bud’ pii syntéze nebo pii sekreci proteinu CSP (Hakenbeck et al., 1999). U mutant
s inaktivaci cia genli dochazi k permanentni aktivaci exprese comCDE, coZ potvrzuje
propojeni systému cia a com (Echenique et al., 2000). Otazkou ziistava, co je signalem pro
senzorovou proteinkinasu CiaH. Systém CiaRH odpovida na zmény sloZzeni média, napf.
zmény koncentrace Ca*" a fosfatu (Giammarinaro er al., 1999), ale molekularni podstata
signalu je neznama. Je mozné, ze spiSe nez n&jaka specifickd molekula, syst¢ém CiaRH

aktivuje adaptace bunécného povrchu na tyto zmény (Zéhner et al., 2002).
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2.1.8 S. pneumoniae a rekombinace

V duasledku navozeni stavu kompetence je exogenni DNA navdzdna na bunécny
povrch pomoci DNA vazebného proteinu bez ziejmé vazebné specifity. Do buiiky vstupuje
jedno vldkno DNA, vybrané ndhodné, a to ve sméru od 3" konce, zatimco druhé vldkno
zustava vné bunky a je degradovano (Lacks, 1977).

Pfi rekombinaci dochazi k nahrazeni urcité sekvence recipientni DNA sekvenci
donora. Pokud je sekvence homologni, dojde k jeji integraci do bakterialniho chromozému
homologni rekombinaci s pravdépodobnosti 100% (Humbert et al., 1995). Sekvence miize
byt i nehomologni. Vysledkem nehomologni rekombinace je vyména odlisnych sekvenci,
coz vede ke vzniku mozaikovych gent, které se skladaji zusekd donorovych i
recipientnich. Pfikladem mozaikovych gena jsou geny pro penicilin vazebné proteiny
(PBP- penicillin-binding protein) S. pneumoniae, které diky genetické transformaci méni
afinitu PBP proteinti k f-laktamovym antibiotikiim, ¢imz dochazi ke vzniku kment
rezistentnich na penicilin (Hakenbeck, 2000).

Odpovidajici déje nehomologni rekombinace mohou byt rozdéleny do tii kategorii:

inzerce-duplikace (ID), inzerce kazety a inzerce-delece.

° Inzerce-duplikace

Inzerce-duplikace (ID) byla poprvé objevena u S. pneumoniae po transformaci
nereplikativnim rekombinantnim plazmidem (Méjean et al, 1981). Nyni je to Siroce
pouzivand metoda pro inzer¢ni inaktivaci chromozomalnich genti. Termin inzerce-
duplikace odpovidé struktufe rekombinantniho produktu, nebot’ dochéazi k duplikaci
homologniho fragmentu (Obr. 2.3). Donorem je <casto cirkuldrni forma DNA
amechanizmus ID je jednoduchy crossing-over mezi cirkularni molekulou

a chromozémem recipienta. Tento typ rekombinace je také nazyvan jako Campbelliv typ

rekombinace.
D

>

[ 1 —> — j—  }—
R

Obr. 2.3: Model inzerce-duplikace.
D — donor, R — recipient, [__1 homologni fragment, === heterologni oblast
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° Inzerce kazety (alelickd vyména)

Vlozeni heterologni kazety do chromozomu je podminéno ptitomnosti
homolognich sekvenci na obou jejich koncich. Po dvojitém crossing-overu pak dojde bud’
k vloZeni kazety (Obr. 2.4 A) nebo nahrazeni jisté ¢asti chromozoému kazetou (Obr. 2.4 B).
Rekombinanti vznikli inzerci kazety jsou stabilnéj$i nez ID rekombinanti, nebot’ u nich
nemuze dojit k rekombinaci duplikovanych oblasti vedouci ke spontanni excizi.
Mechanizmus inzerce kazety byl poprvé demonstrovan v pfipadé Dpnl a Dpnll

restrikéniho systému S. pneumoniae (Lacks et al., 1986).

A D ] |
> XK
R o —> L} |
B. D u i
> X<
R—{+———— —> [} |
A

Obr. 2.4: Model inzerce kazety. Viozeni kazety (A) nebo nahrazeni casti chromozomu
kazetou (B). D — donor, R — recipient, [ ] ll homologni fragmenty, == heterologni oblast,

A sekvence deletovand béhem procesu

o Inzerce-delece

Ilegitimni rekombinace zvand inzerce-delece byla poprvé objevena béhem
rekombinace hybridnimi DNA molekulami (Claverys et al., 1980). Béhem procesu dojde
soucasné k inzerci heterologni DNA a deleci chromozomalni sekvence (Obr. 2.5). Nejprve
dochdzi k parovani homolognich oblasti, které vede k pfechodnému péarovani

heterolognich oblasti. S jistou pravdépodobnosti potom dochézi k ilegitimni rekombinaci.

D e
><
= X

Obr. 2.5: Model inzerce-delece.
D —donor, R —recipient, [__] homologni fragment, === heterologni oblast,
>< misto ilegitimni rekombinace
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2.2 Fosforylace proteini — zakladni mechanizmus prenosu
signalu
Fosforylace je kovalentni posttranslaéni modifikace proteinii katalyzovana
proteinkinasami, kterd vede k reverzibilni zméné jejich strukturnich a biochemickych
vlastnosti. Proces opacny je zajistovan proteinfosfatasami. Fosforylace a defosforylace
probihajicich pfi odpovédi na vnitrobunécny ¢i mimobunéény podnét. Tento zpiisob

signalizace vyuzivaji buniky vSech zivych organizm.

2.2.1 Eukaryotni proteinkinasy

2.2.1.1 Serin/threoninové a tyrosinové proteinkinasy

Naprostd vétSina proteinkinas, které se vyskytuji u eukaryot, patifi do jedné
nadrodiny. Modifikuji proteiny na serinovém, threoninovém a tyrosinovém zbytku.
Obsahuji katalytickou doménu, ktera je tvotena 250-300 aminokyselinovymi zbytky a je
uspotfadana do 11 konzervovanych subdomén, které jsou oddéleny useky s niz§i homologii
(Hanks et al., 1988). Konzervované subdomény jsou nezbytné pro katalytickou funkci
enzymu. Tvofi slozky aktivniho mista nebo se ucastni tvorby sekundérnich struktur, které
stabilizuji aktivni misto.

Na vazb¢ a spravné orientaci ATP, zdroje fosfatové skupiny, se ti¢astni subdomény
I-ITII. Pro subdoménu I je charakteristicka konsensus sekvence Gly-X-Gly-X-Gly
(X = libovoln4 aminokyselina). Tento konzervovany motiv se ¢asto vyskytuje u proteinli
vazicich nukleotidy. II. subdoména je tvofena motivem Ala-X-Lys-X-Val/lle. Klicovou
roli hraje invariantni lysinovy zbytek, ktery se piimo ucastni fosfotransferazové reakce.
Jakékoliv substituce tohoto lysinového zbytku vedou ke ztraté aktivity enzymu (Carrera et
al., 1993). III. subdoména obsahuje absolutné¢ konzervovany glutamatovy zbytek. Tento
glutamatovy zbytek je umistén centrdlné (centralné v a-helixu, ktery reprezentuje III.
subdoménu) a pomaha stabilizovat interakci mezi lysinovym zbytkem II. subdomény a a-a
B-fosfatem ATP (pro pfehled Hanks a Hunter, 1995).

Centralni a nejvice konzervovanou oblast katalytick¢é domény tvoii subdomény VI
az IX. Vysoce konzervované zbytky Asp a Asn subdomény VI a Asp subdomény VII se

ucastni procesu vazby ATP. VIII. subdoména obsahuje konzervovanou sekvenci Ala-Pro-
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Glu, v jejiz blizkosti se nachdzi misto autofosforylace mnoha proteinkinas (Hunter a
Cooper, 1986).

Podle odlisnosti v sekvencich VI. a VIII. subdomény se eukaryotni proteinkinasy
déli na dva typy liSici se svou substratovou specifitou. Prvnim typem jsou
serin/threoninové proteinkinasy, které fosforyluji proteiny na serinovém a threoninovém
zbytku. Druhym typem jsou proteinkinasy tyrosinové fosforylujici na tyrosinovém zbytku
(Hanks et al., 1988). Pro serin/threoninové proteinkinasy je typickd sekvence Asp-Leu-
Lys-Pro-Glu-Asn v VI. subdoméné a Gly-Thr/Ser-X-X-Tyr/Phe-X-Ala-Pro-Glu v VIIIL.
subdoméné. Tyrosinové proteinkinasy maji v VI. subdoméné sekvenci Asp-Leu-Arg-Ala-
Ala-Asn (Src proteinkinasy obratlovcit), resp. Asp-Leu-Ala-Ala-Arg-Asn (vSechny ostatni
tyrosinové proteinkinasy). VSechny tyrosinové proteinkinasy obsahuji v VIII. subdoméné
charakteristickou sekvenci Pro-Ile/Val-Lys/Arg-Trp-Thr/Met-Ala-Pro-Glu (Hanks et al.,
1988).

2.2.1.2 Dvouslozkové systémy

Dlouhou dobu se ptedpokladalo, Ze v eukaryotnich organizmech se pfenos signalu
prostiednictvim fosforylace wuskuteCiiuje pouze pomoci serin/threoninovych, resp.
tyrosinovych proteinkinas. Tento nazor byl vSak revidovéan, nebot’ u nékolika eukaryotnich
organizml byly objeveny prvky dvouslozkového systému. Nejlépe jsou prostudovany
dvouslozkové systémy u Saccharomyces cerevisiae (Posas et al., 1996), Candina albicans
(Nagahashi et al., 1998), Neurospora crassa (Alex et al., 1996) a Arabidopsis thaliana
(Schaller a Bleecker, 1995). Senzorové proteinkinasy téchto systémul fadime do rodiny

hybridnich kinas obsahujicich doménu senzorovou i regula¢ni.

2.2.2 Prokaryotni proteinkinasy

Mnoho let prevladal nazor, ze k fosforylaci proteinii dochazi pouze u eukaryot,
nebot’ pocateéni pokusy detekovat fosforylované proteiny u mikroorganizmii nebyly
uspésné (Cozzone, 1993). Koncem sedmdesatych let byla nezavisle prokézana fosforylace
proteint u Salmonella typhimurium (Wang a Koshland, 1978) a Escherichia coli (Garnak a
Reeves, 1979). Viibec prvni identifikovanou bakterialni proteinkinasou byla bifunkéni IDH
(isocitratdehydrogenasa) kinasa/fosfatasa (Garnak a Reeves, 1979). V poloviné
osmdesatych let byl u bakterii objeven dal$i mechanizmus pfenosu signalu pomoci

fosforylace proteind, ktery je uskuteciovan dvouslozkovym systémem (viz 2.2.2.2) (pro
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piehled Egger et al., 1997). Mezi prokaryoty byla také prokdzana ptitomnost proteinkinas,
které jsou vysoce homologni s eukaryotnimi serin/threoninovymi a tyrosinovymi

proteinkinasami (pro pfehled Deutscher a Saier, 2005, Krupa a Srinivasan, 2005).

U prokaryotnich organizmii jsou fyziologické procesy regulovany tfemi typy
fosforyla¢nich systému:
1. Fosfoenolpyruvat (PEP) — dependentni fosfotransferazovy systém
2. Dvouslozkové systémy

3. ATP-dependentni serin/threoninové a tyrosinové proteinkinasy.

2.2.2.1 Fosfoenolpyruvat-dependentni fosfotransferazovy systém

Velmi dobte charakterizovanym fosforylacnim mechanizmem je fosfotransferazovy
systém (PTS). Donorem fosfatové skupiny je v tomto systému fosfoenolpyruvat (PEP).
Nejvyznamngj$i funkci PTS systému je skupinova translokace, kterd umoziuje pienos
sacharidli pfes membranu a jejich fosforylaci.

PTS systém zahrnuje dva cytoplazmatické proteiny, enzym EI a HPr, které se podili
na transportu sacharidi. Pro kazdou translokaci je nezbytny specificky transmembranovy
protein EII, resp. EIIl, ktery je bud vézian v membrané, nebo se vyskytuje volné
v cytoplazmé. K fosforylaci proteinit dochazi na histidinovych zbytcich.

Fosfotransferazovy systém se mimo jiné podili na chemotaxi k sacharidiam, ale
samotnou adaptivni odpovéd’ zajistuje interakce mezi proteiny dvouslozkového systému

CheA a CheY (Saier, 1990).

2.2.2.2 Dvouslozkové systémy

Druhy typ regulace fyziologickych procesti je reprezentovan dvouslozkovymi
systémy, které zajiStuji odpovéd na extracelularni signaly, kontroluji genovou expresi a
adaptivni buné¢nou odpoved’.

Model dvouslozkového systému vychazi z ptedstavy, Ze systém je tvofen dvéma
prvky: senzorem a regulatorem (Parkinson a Kofoid, 1992). V nékterych piipadech vSak
muze byt ptitomno vice prvkl. Senzor, kterym je histidinova proteinkinasa, se v reakci na

vnéj$i podnét autofosforyluje na histidinovém zbytku v konzervované C-termindlni
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doméné. Fosfatova skupina je ndsledné pienesena na aspartatovy zbytek konzervované N-

termindlni domény regulacniho proteinu, ktery zajisti vystupni signal.

Struktura a funkce senzorovych proteinkinas

Histidinové senzorové proteinkinasy se podle organizace funkénich domén déli do
dvou tfid (Fousard et al., 2001).

Pro histidinové proteinkinasy pattici do prvni tfidy je typické, ze obsahuji
variabilni N-terminalni doménu, ktera miize byt tvofena vice nez 500 aminokyselinovymi
zbytky, a stézejni C-terminalni oblast, takzvany prenase¢ (transmitter). Tato 250
aminokyselinovych zbytkli dlouhd oblast je v rodiné histidinovych proteinkinas velmi
konzervovana a je rozdé€lena do n¢kolika useki, které jsou nazyvany H, N, G1, F a G2
boxy. Box H se vyznacuje piitomnosti histidinového zbytku, akceptoru fosfatové skupiny.
Boxy N, G1, F a G2 vymezuji oblast, kde dochazi k vazbé ATP.

Pro druhou tfidu histidinovych proteinkinas je typické, Ze jsou asociovany
s membranovym receptorem, ktery po detekci signalu kinasu aktivuje. Jako ptiklad 1ze
uvést protein ucastnici se chemotaxe u E. coli, CheA. Histidinovy zbytek (box H), ktery je
mistem autofosforylace, je lokalizovan v N-termindlni ¢asti. C-termindlni oblast
proteinkinasy se ucastni regulace autokindzové aktivity prostfednictvim spojeni
transmembranového receptoru a proteinu CheW (Bourret et al., 1993, Morrison a

Parkinson, 1997).

Struktura a funkce regulacnich proteini
Regulacni proteiny mohou obsahovat jednu, dvé nebo tfi domény, a je pro né
charakteristickd konzervovana N-termindlni oblast (receiver). Tato oblast je tvofena asi
125 aminokyselinovymi zbytky, mezi nimiz se nachéazi i fosforylovatelny aspartatovy
zbytek. Prikladem mutze byt protein CheY (Stock et al., 1989), ktery se ucastni chemotaxe.
U mnoha regulac¢nich proteinit ma C-terminalni vystupni doména DNA vazebnou
aktivitu a po vazbé na sekvenci promotoru miZe negativné¢ nebo pozitivné regulovat

expresi gentl, funguje tedy jako transkripcni regulator.

2.2.2.3 ATP-dependentni serin/threoninové a tyrosinové proteinkinasy

U prokaryot se dale vyskytuji ATP-dependentni proteinkinasy fosforylujici serin,

threonin nebo tyrosin, které nemaji zadnou sekvencni homologii s podobnymi enzymy u
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eukaryot. Jsou alostericky aktivovany bunécnymi metabolity, ale znama je i regulace
pomoci iontt Ca®" (Saier ef al., 1990). Mezi zastupce téchto proteinkinas patii nejlépe
charakterizovana isocitratdehydrogenasa (IDH) kinasa/fosfatasa (LaPorte a Koshland,
1982) a skupina proteinkinas grampozitivnich bakterii, fosforylujicich HPr protein, ktery je
soucasti fosfotransferazového systému (PTS). Aktivita IDH kinasy/fosfatasy je regulovana
fadou metabolickych intermedidtl, napf.: isocitrat, oxalacetit nebo pyruvat inhibuji
kindzovou a aktivuji fosfatdzovou aktivitu. Kinasy fosforylujici HPr jsou alostericky
aktivované fruktosa 1,6-bisfosfatem a dal§imi fosforylovanymi intermedidty metabolizmu

sacharidu.

2224 Proteinkinasy eukaryotniho typu u bakterii

Mezi prokaryoty byla také prokdzana piitomnost proteinkinas, které jsou vysoce
homologni s eukaryotnimi proteinkinasami (Munoz-Dorado ef al., 1991, Galyov et al.,
1993, Zhang, 1993, Urabe a Ogawara, 1995, Av-Gay a Everett, 2000, Inouye et al., 2000,
Wang et al., 2002). Tyto proteinkinasy obsahuji vSechny konzervované domény
charakteristick¢é pro proteinkinasy nalezené u eukaryot (Hanks et al, 1988). Pojem
eukaryotni proteinkinasy nebo téZ proteinkinasy eukaryotniho typu je tedy chapéan jako
oznaceni sekvencné homolognich proteinkinas, které fosforyluji serinové, threoninové
a tyrosinové zbytky, ale nevypovida o vyskytu téchto enzymi.

Veskeré dosud identifikované bakteridlni proteinkinasy eukaryotniho typu se
nachdzeji u bakterii se slozitym Zivotnim cyklem podléhajicich buné¢né diferenciaci nebo
u bakterii patogennich, kter¢ interaguji s eukaryotnim hostitelem (Cozzone, 2005). Nejvice
Ser/Thr proteinkinas eukaryotniho typu mizeme nalézt u myxobakterii (100), sinic (53),
aktinomycet (34) a mykobakterii (11).

Nedavno byla publikovana prace (Nariya a Inouye, 2005), ktera vibec jako prvni
popisovala sou¢innost Ser/Thr proteinkinasy a dvouslozkového systému u Myxococcus

xanthus.
e Piiklady diferencujicich mikroorganizmu
Mpyxococcus xanthus

M. xanthus je pudni bakterie charakteristickd svym slozitym vyvojovym cyklem.

Bunky se pohybuji po podkladu klouzavym pohybem a v podminkach nedostatku zivin
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dochazi ke komplikované diferenciaci, bunky se shlukuji, migruji do agregacniho centra a
tvofi plodnicky. V roce 1991 byla u M. xanthus objevena prvni bakteridlni proteinkinasa
eukaryotniho typu (Munoz-Dorado et al., 1991). Sekvence genomu M. xanthus odhalila
pritomnost asi sta genll kédujicich potencialni Ser/Thr proteinkinasy eukaryotniho typu
(Nariya a Inouye, 2003).

Analyza delecnich mutantii pro geny pknl, pkn2, pkn5, pkn6 a pkn9 ukazala, Ze tyto
proteinkinasy jsou nepostradatelné pro sprdvny prubéh diferenciace a pro sporulaci
(Munoz-Dorado et al., 1991, Udo et al., 1996, Zhang et al., 1996, Hanlon et al., 1997). 1
ostatni popsané proteinkinasy se podili na regulaci diferenciace (Inouye et al., 2000,

Nariya a Inouye, 2002, 2003, 2005, Stein et al., 2006).

Aktinomycety

Aktinomycety jsou grampozitivni pudni bakterie, které diferencuji a produkuji
sekundarni metabolity. Jejich zivotni cyklus je ukazkou kooperace jednotlivych bunck,
nebot’ po vycCerpani zivin z prostfedi probihd charakteristicky vyvojovy cyklus vedouci
k tvorbé spor.

V sekvenci genomu S. coelicolor bylo identifikovano 34 genii kodujicich
proteinkinasy (Petfickova a Petticek, 2003). Nejvice dostupnych udaji je o0 membranove
asociované proteinkinase AfsK (Matsumoto et al, 1994, Sawai et al., 2004).
Autofosforyluje se na serinovych a tyrosinovych zbytcich, avSak svij substrat, globalni
regulacni protein AfsR, fosforyluje na serinovych a threoninovych zbytcich. Protein AfsR
kontroluje produkci sekundarnich metabolith S. coelicolor a S. lividans.

Druhym velmi dobie prostudovanym proteinem je proteinkinasa RamC (Hudson et
al., 2002, O'Connor et al., 2002). RamC je membranové vazand Ser/Thr proteinkinasa,
ktera se spolecn¢ s proteinem RamR podili na tvorbé vzdusného mycelia. Bylo prokazano,
ze kratkd sekvence C-termindlni oblasti RamC ma kapacitu tvofit stabilni dimery, a tudiz
se predpoklada, Ze in vivo se RamC nachazi v buiice ve formé dimeru (Hudson a Nodwell,

2004).

Sinice

Sinice jsou prokaryotni organizmy schopné provadét fotosyntézu rostlinného typu,
fixovat dusik a diferencovat. U vlaknité sinice Anabaena PCC 7120 byly popsany geny
pknA, B, C, D, E kddujici proteinkinasy eukaryotniho typu (Zhang, 1993, Zhang et al.,
1998, Zhang a Libs, 1998, Gonzales et al., 2001) a jejich studiem bylo prokazano, Ze se
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ucastni regulace rastu, diferenciace, vzniku heterocyst a metabolizmu dusiku. N&které
proteinkinasy sinice Anabaena PCC 7120 nesou krom& Ser/Thr kindzové domény také
kindzovou doménu histidinovych kinas, napt. proteinkinasy HstK, Pkn41 a Pkn42 (Phalip
et al., 2001, Cheng et al., 2006).

Druhym zastupcem sinic je Synechocystis PCC 6803, organizmus jednobuné¢ny,
neschopny fixace dusiku, coZ se projevuje i v niz§im poctu pravdépodobnych Ser/Thr
proteinkinas eukaryotniho typu (12). Nejlépe jsou charakterizované proteinkinasy SpkA a
SpkB, které se podili na pohyblivosti této sinice, SpkA dale reguluje expresi pilA operoni
a ucastni se tvorby pili (Kamei et al., 2001, Kamei et al., 2003, Panichkin et al., 2006).

Bacillus subtilis

B. subtilis je grampozitivni pidni bakterie, kterd prochdzi procesem diferenciace a
dava vznik sporam. V genomu této bakterie byly nalezeny dvé pravdépodobné Ser/Thr
proteinkinasy, PrkC a PrkD. Proteinkinasa PrkC byla charakterizovana a bylo zjisténo, Ze
se podili na tvorbé biofilmu a procesu diferenciace (Gaidenko et al., 2002, Madec et al.,
2002). Rovnéz bylo prokazano, Ze tato kinasa je schopna tvofit dimery (Madec et al.,
2002) a svou topologickou organizaci se podoba eukaryotnim receptorovym kinasam jako
je napi. TGF-B. Dilezitou vlastnosti téchto receptorti je schopnost tvofit stabilni dimery
v pfitomnosti ligandu in vivo (Massagué, 1998). S vyuZitim hmotnostni spektrometrie byly
u PrkC identifikovany aminokyselinové zbytky, které jsou fosforylované in vitro (Madec et
al., 2003). Ctyﬁ z nich, Thr 162, 163, 165 a 167 se nachdzeji v oblasti aktivacni smycky a
jsou pro aktivitu enzymu nezbytné. Vyrazné snizeni aktivity bylo pozorovano také pfi
substituci serinu v pozici 214, ktery se nachazi v substrat vazebné doméng. Studiem
Ser/Thr/Tyr fosfoproteomu B. subtilis bylo identifikovano 29 fosforylovanych proteint, jez

se uplatniuji v rozlicnych bunéénych procesech (Lévine et al., 2006).

e Piiklady patogennich mikroorganizmi

Yersinia pseudotuberculosis

Y. pseudotuberculosis je patogenni bakterie, kterd kolonizuje lymfoidni tkan a
zpisobuje zanéty miznich uzlin a septikémie. Tato bakterie nese 70 kb plazmid kodujici
fadu virulencnich proteint, které jsou sekretovany do vnéjSiho prosttedi (tzv. Yops-
Yersinia outer-membrane proteins). Mezi tyto proteiny patii i proteinkinasa eukaryotniho

typu YpkA schopné autofosforylace na serinovém zbytku (Galyov et al., 1993). YpkA byla
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prvni zndmou proteinkinasou ucastnici se patogeneze. Je produkovana jako neaktivni
enzym, ktery se aktivuje az po interakci s aktinem v hostitelskych buiikach. Barz a kol.
(2000) popsali ptfimou interakci YpkA s eukaryotnimi proteiny Rac-1 a RhoA, regulatory

bunécné signalizace.

Mpycobacterium tuberculosis

V genomu M. tuberculosis bylo identifikovano celkem jedendct gen kodujicich
proteinkinasy eukaryotniho typu (Av-Gay a Everette, 2000).

Geny pknA a pknB lezi ve stejném operonu s geny pbpA a rodA, které se ucastni
kontroly syntézy peptidoglykanu a tvorby septa. Bylo prokdzéno, ze regulace
morfologickych zmén béhem bunééného déleni a tvaru builkky je zprostfedkovana
signalizaci proteinkinasami PknA a PknB (Chaba et al., 2002, Kang et al., 2005), a ze
PknB je pro rust M. tuberculosis nezbytna (Fernandez et al., 2006). Krystalova struktura
kinazové domény PknB v komplexu s ATP prokazala strukturni podobnost s eukaryotnimi
Ser/Thr kinasami a podporuje hypotézu, Ze Ser/Thr proteinkinasy jsou aktivovany
univerzalnim zplUsobem u eukaryot i prokaryot. Krystalografické¢ studie prokéazaly
pritomnost konzervované oblasti, kterd se podili na dimerizaci proteinkinasy PknB (Youth
et al., 2003, Greenstein et al., 2005). Konstitutivné transkribovand transmembranova
proteinkinasa PknB se autofosforyluyje na Ser a Thr, a je defosforylovana
transmembranovou Ser/Thr fosfatasou PstP, ktera lezi ve stejném operonu (Av-Gay et al.,
1999, Boitel et al., 2003). Nedavno byly taktéz publikovany prace identifikujici in vivo
substraty PknB (Kang et al., 2005, Villarino et al., 2006).

Geny pknE a pknF lezi v tésné blizkosti a gen pknF' ve stejném operonu jako gen
pro ABC transportér. Bylo prokdzano, ze proteinkinasa PknF interaguje s FHA doménou
(Forkhead-Associated) ABC transportéru kdédovaného genem RviI747, a Ze je nezbytna pro
rust M. tuberculosis v mysich (Curry et al., 2005). Také byla popsana role proteinkinasy
PknF v transportu glukosy a pii bunécném déleni (Deol et al., 2005). Krystalova struktura
proteinkinasy PknE je velmi podobna struktufe proteinkinasy PknB, coz podporuje
hypotézu, ze dimerizace hraje rozhodujici roli v aktivaci proteinkinas (Gay et al., 20006).

Proteinkinasa PknG je nezbytna pro pteziti M. tuberculosis v makrofazich, kde
sekretovana do jejich cytosolu zabranuje fuzi fagozomu s lysozomem (Nguyen et al.,
2005). PknG je homologni s proteinkinasou YopO Yersinia pestis.

Proteinkinasa PknH se ucastni transkripcni regulace operonu embCAB skrze

fosforylaci FHA domény regulacniho proteinu EmbR (Molle et al., 2003, Alderwick et al.,
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2005, Sharma et al., 2006), ktery hraje roli v biosyntéze arabinogalaktanu, klicové slozky

bunécnych stén mykobakterii.

Pseudomonas aeruginosa

Genom oportunniho lidského patogena P. aeruginosa obsahuje 3 Ser/Thr
proteinkinasy eukaryotniho typu. Proteinkinasa PpkA je preferen¢né exprimovana béhem
infekce v neutropenické mysi a hraje roli v regulaci exprese virulen¢nich faktor (Motley a
Lory, 1999). ppkA deficientni kmen mé sniZzenou schopnost virulence, nadprodukce
proteinu PpkA je vysoce toxicka pro E. coli i P. aeruginosa (Wang et al., 1998).

Gen koédujici proteinkinasu Stk1l se nachédzi v jednom operonu s genem kodujicim
proteinfosfatasou Stpl a oba geny jsou kotranskribovany (Mukhopadhyay et al., 1999).
Funkce proteinu Stk1 nebyla prozatim objasnéna.

Sekvenéni studie ukazaly, Ze proteinkinasa PpkB obsahuje jak kindzovou, tak
fosfatazovou doménu. Jednd se tedy o unikatni Ser/Thr proteinkinasu/fosfatasu
eukaryotniho typu. Biochemické studie potvrdily, ze protein je schopny autofosforylace a
soucasné vykazuje fosfatdzovou aktivitu (Lnénicka, Gstni sdéleni).

Popséana byla i jedna Tyr proteinkinasa eukaryotniho typu, protein WaaP (Zhao a
Lam, 2002).

Chlamydia trachomatis

Sexualn¢ prenosna patogenni bakterie C. trachomatis zpisobuje slepotu. Patti mezi
obligatni intracelularni patogeny a wuvniti hostitelské buiikky prodélava jedinecny
dvoufazovy Zivotni cyklus. Infekéni, metabolicky neaktivni elementarni télisko, se méni
v neinfekéni metabolicky aktivni a replikujici se retikularni télisko. Genom C. trachomatis
sérovar D obsahuje 3 oteviené cteci ramce kodujici Ser/Thr proteinkinasy eukaryotniho
typu (Stephens et al., 1998). Dvé z nich, Pknl a PknD, byly amplifikovany ze sérovaru L2
a charakterizovany. Proteinkinasy Pknl a PknD jsou schopny autofosforylace a jsou
exprimovany v ¢asné stfedni fazi vyvoje. Bylo prokazano, ze spolu vzdjemné interaguji,
coz je prvni diikkaz signalni kaskaddy u prokaryot. Protein InkC byl identifikovan jako
substrat proteinkinasy Pknl. Rovnéz byl vysloven piedpoklad, ze signalizace pomoci
téchto kinas miize byt zodpovédna za interakci patogena s hostitelskou bunikou a tudiz

dilezita pro proces infekce (Verma a Maurelli, 2003).
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Streptococcus agalactiae

S. agalactiae je lidsky patogen patiici do skupiny B streptokoki. V genomu této
bakterie byla identifikovdna pfitomnost geni kodujicich Ser/Thr proteinkinasu Stkl a
Ser/Thr proteinfosfatasu Stpl eukaryotniho typu. Zaroven bylo prokazano, ze tyto proteiny
maji pleiotropni vliv na rist, segregaci bun¢k a virulenci, a také se podatilo identifikovat
substrat proteinkinasy Stk1, Mn-dependentni anorganickou pyrofosfatasu PpaC (Rajagopal
et al.,2003).

Byl pfipraven stkl deficientni kmen a biochemickd analyza mutantniho kmene
ukézala, ze neni schopny biosyntézy purin de novo a byla vyslovena hypotéza, ze
proteinkinasa Stkl je negativnim regulatorem proteinu PurA, a ucCastni se tak regulace

procesu biosyntézy purint de novo (Rajagopal et al., 2005).

Streptococcus mutans

S. mutans je hlavni etiologické agens zpusobujici vznik zubniho kazu. Analyza
genomu S. mutans potvrdila ptfitomnost genu pknB kodujiciho Ser/Thr proteinkinasu a
genu pppL, ktery kdduje Ser/Thr proteinfosfatasu eukaryotniho typu. Mutace v genu pro
PknB vedla k defektim pti tvorbé biofilmu, v genetické kompetenci a v rezistenci k

nizkému pH (Hussain ef al., 2006).

Streptococcus pyogenes

S. pyogenes je tazen do skupiny A streptokoki, bakterii zptsobujicich velké
mnozstvi lidskych onemocnéni od mirnych infekci respira¢niho traktu a kiize az po vazné,
casto smrtelné nektrotizujici zanéty ¢i syndrom toxického Soku. Neddvno Jin a Pancholi
(2006) identifikovali a charakterizovali Ser/Thr proteinkinasu SP-STK kotranskribovanou
se Ser/Thr proteinfosfatasou SP-STP. Mutanti v genu pro SP-STK projevovali poruchy
v rastu, morfologii kolonii, septaci, expresi virulencnich faktort, schopnosti adherovat a
invadovat do lidskych faryngedlnich bun€k, a odolnosti vic¢i fagocytdze lidskymi
neutrofily. Déle bylo popsano, Ze exprese intracelularni a extracelularni domény SP-STK
hraje dtlezitou roli v expresi M proteinu, hlavniho virulen¢niho faktoru. SP-STK a SP-STP

se tedy ucastni regulace patogeneze S. pyogenes.
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2.3 Rodina a-D-fosfohexomutas

Do rodiny a-D-fosfohexomutas jsou fazeny Ctyfi piibuzné enzymy, které katalyzuji
reverzibilni pfenos fosfatové skupiny v molekule cukerného substratu. Enzymy pattici do
této skupiny hraji dilezitou roli v metabolizmu sacharidi a v jinych biosyntetickych
drahach od bakterii az po Cclovéka (Shackelford et al., 2004). Dva zenzymd,
fosfoglukomutasa (PGM) a fosfomannomutasa/fosfoglukomutasa (PMM/PGM), jsou
velmi dobfe charakterizované a tvoii nejvice zastoupenou skupinu uvnitt rodiny.

Fosfoglukomutasa je vysoce specifickd a jako substrat rozpoznavéa pouze glukosu.
Tento enzym je Siroce znam diky tvorbé substratd, které poté vstupuji do glykolytické
drahy.

Enzymy patiici mezi fosfomannomutasy/fosfoglukomutasy jsou nachazeny vyhradné
u bakterii. Jsou méné specifické, kromé glukosy rozpoznéavaji i mannosu a ucastni se
biosyntetickych drah velké skaly sacharidt, napt. lipopolysacharidi a alginatu (Shankar et
al., 1995 a Roccheta et al., 1999).

Do rodiny a-D-fosfohexomutas jsou dile fazeny mnohem méné charakterizované
fosfoglukosaminmutasa (PGN, GImM) a N-acetylglukosaminfosfatmutasa (AGM). Oba
enzymy se ucastni biosyntézy UDP-N-acetylglukosaminu, esencialniho prekurzoru slozek
bunécné stény (Mengin-Lecreulx a van Heijenoort, 1996) a také jsou nutné pro

posttransla¢ni modifikaci N-acetylglukosaminu (Mio et al., 2000).

2.3.1 Reakéni mechanizmus enzymu a-D-fosfohexomutasové rodiny

Ackoliv se enzymy lisi substrdtovou specifitou, vykazuji stejny reakéni
mechanizmus. Katalyzuji reverzibilni pfeménu 1-fosfo- a 6-fosfo-cukri pies 1,6-
fosforylovany meziprodukt. Aktivni enzym je fosforylovany na konzervovaném serinovém
zbytku a vaze hotfeCnaty iont. Reakéni mechanizmus zahrnuje dva pienosy fosfatové
skupiny, nejprve z aktivniho enzymu na substrat a poté z meziproduktu reakce zpét na
enzym. Meziprodukt reakce fosforylovany na prvnim a Sestém uhliku cukru zméni svou
konformaci a znovu se vaze k enzymu v odlisné pozici, ¢imz mize dojit k pfenosu
fosfatové skupiny zpét na enzym. Dojde tedy k tvorbé produktu za soucasné regenerace

aktivni formy enzymu (Obr. 2.6).
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Obr. 2.6: Reakcni mechanizmus enzymii patiicich do a-D-fosfohexomutasové rodiny.
Predvedeno na prikladu premeény glukosa-6-fosfatu na glukosa-1-fosfat. Prevzato z
Shackelford et al., 2004. Popis v textu.

2.3.2 Struktura zastupct a-D-fosfohexomutasové rodiny

Krystalografické studie PMM/PGM a PGM proteint ukazaly, Ze jejich terciarni
struktury jsou témét totozné (Liu ef al., 1997 a Regni et al., 2002). Proteiny obsahuji Ctyfti
domény, které uspotadany v terciarni struktufe tvoii velky centralni zafez v oblasti
aktivniho mista. Neddvno publikovand krystalografickd studie (Regni et al., 2004) dale
prokazala, ze kazdd ze Ctyf domén obsahuje aminokyselinovy zbytek esencialni pro
katalyzu nebo pro rozpoznéani substratu. Srovnani sekvenci PGM, PMM/PGM, PGN a
AGM potvrdilo ptfitomnost esencialnich zbytkli u vSech zastupct rodiny (Shackelford et al.,
2004).

Doména I obsahuje fosforylovany serinovy zbytek nezbytny pro prenos fosfatové
skupiny, doména II obsahuje kov vézajici smycku, kterd vaze Mg®", nezbytny pro aktivitu
enzymu. Doména III obsahuje cukr vazebnou smycku s aminokyselinovymi zbytky
umoznujicimi rozpoznani dvou orientaci cukerného substratu. Aminokyselinové zbytky
v doméné IV tvofi fosfat vazebné misto, které urCuje orientaci fosforylovaného cukru

(Obr. 2.7).
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2.3.3 Fylogeneticka analyza a-D-fosfohexomutasové rodiny

Pomoci ET (Evolutionary Trace) metody (Lichtarge et al., 1996) bylo analyzovano
69 proteinti a-D-fosfohexomutasové rodiny (Shackelford et al., 2004) a byl sestaven
fylogeneticky strom (Obr. 2.8). Z obrazku plyne, Ze rodina je tvofena dvémi hlavnimi
vétvemi: 1) proteiny fazenymi mezi N-acetylglukosaminfosfatmutasy (eukaryotni) a 2)
proteiny fazenymi do ostatnich tifi skupin. Tato vétev je dale d€lena na dvé hlavni
podskupiny: a) PGM proteiny a b) PMM/PGM a PGN proteiny (bakterialni). Z navrzeného
schématu (Obr. 2.8) vyplyva, Ze AGM proteiny jsou nejvice se liSici skupinou, kdeZto
PMM/PGM proteiny a PGN proteiny jsou si nejpiibuznéjsi.
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Obr. 2.8: Fylogeneticky strom enzymii a-D-fosfohexomutasové rodiny. Prevzato z
Shackelford et al., 2004.

Dale by bylo mozné proteiny délit na eukaryotni (AGM a PGM) a prokaryotni
(PMM/PGM a PGN). Tuto hypotézu potvrzuje i fakt, ze byl prokézan horizontalni pfenos
genu pro fosfoglukomutasu PGM mezi eukaryotnim hostitelem a bakterii Agrobacterium
tumefaciens (Whitehouse et al., 1998). Pievaha proteint PMM/PGM a PGN skupiny
u bakterii na druhou stranu naznacuje, Ze tyto enzymy mohou byt vyuzity v diagnostice pro
rozpoznani infekce nebo jako cilové molekuly pro nova antibiotika (Lu et al., 1999; Regni

et al., 2002).
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2.3.4 Fosfoglukosaminmutasa GImM

2.3.4.1 Biosyntéza UDP-N-acetylglukosaminu

Fosfoglukosaminmutasa je enzym zodpovédny za pfeménu glukosamin-6-fosfatu a
glukosamin-1-fosfatu. Tato reakce je esencidlnim krokem v biosyntetické draze UDP-N-
acetylglukosaminu, prekurzoru slozek nezbytnych pro syntézu bunécéné stény, a to
peptidoglykanu, lipopolysacharidii a teichoovych kyselin. Schématické zndzornéni tvorby
a vyuziti UDP-N-acetylglukosaminu ukazuje Obr. 2.9. Biosyntéza UDP-N-
acetylglukosaminu z fruktosa-6-fosfatu u E. coli vyZaduje pfitomnost tii enzymil, produktii
genu glmS, glmM a gimU (Dobrogosz, 1968, Dutka-Malen et al., 1988, Mengin-Lecreulx a
van Heijenoort, 1993, 1994, 1996, White 1968). Je nutné zdlraznit, ze biosyntéza UDP-N-
acetylglukosaminu se 1i$i mezi prokaryoty a eukaryoty. U bakterii je glukosamin-6-fosfat
za piitomnosti fosfoglukosaminmutasy GImM (Mengin-Lecreulx a van Heijenoort, 1996)
pfeménén na glukosamin-1-fosfat a ten je nasledné acetylovan a uridylovan bifunkénim
enzymem GImU (Mengin-Lecreulx a van Heijenoort, 1994). U eukaryot dochazi nejprve
k acetylaci glukosamin-6-fosfatu enzymem glukosamin-6-fosfat-N-acetyltransferasa (Mio
et al., 1999), pot¢ dochazi k preméné¢ na N-acetylglukosamin-1-fosfat ucinkem N-
acetylglukosaminfosfatmutasy AGM1 (Hofmann et al., 1994) a poslednim krokem je
uridylace enzymem UDP-N-acetyl-glukosaminpyrofosforylasa UAP1 (Mio et al., 1998) za
vzniku UDP-N-acetylglukosaminu (Obr. 2.10).

N-acetylglukosamin-6-P - fruktosa-6-P

nag,
‘ nasA " glm$S

glukosamin-6-P
" glmM
glukosamin-1-P
acetyl-CoA v gimU
N-acetylglukosamin-1-P

uTP v gimU

UDP-N-acetylglukosamin

‘ ‘ murZ,B,C,D,E,F

lipid A UDP-MurNAc-pentapeptid

»

lipopolysacharid peptidoglykan

Obr. 2.9: Tvorba a vyuzZiti UDP-N-acetylglukosaminu u E. coli. Prevzato z Mengin-
Lecreulx a van Heijenoort, 1996. Popis v textu.
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Obr. 2.10: Znazornéni biosyntézy UDP-N-acetylglukosaminu. Leva vétev predstavuje
posloupnost reakci u bakterii, prava u eukaryotnich organizmu. Prevzato :z
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/reaction/polysacc/UDPGIcN.html!
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2.3.4.2 Dosud charakterizované fosfoglukosaminmutasy

Prvni charakterizovanou bakterialni fosfoglukosaminmutasou byla
fosfoglukosaminmutasa E. coli (Mengin-Lecreulx a van Heijenoort, 1996), poté
nasledovaly fosfoglukosaminmutasy UreC Helicobacter pylori (de Reuse et al., 1997),
FemR315 (FemD, GImM) Staphylococcus aureus (Jolly et al., 1997) a GImM

Pseudomonas aeruginosa (Tavares et al., 2000).

Escherichia coli

Fosfoglukosaminmutasa E. coli je syntetizovana v neaktivni, defosforylované
form¢ (Mengin-Lecreulx a van Heijenoort, 1996). Enzym je vsSak aktivni pouze ve
fosforylovaném stavu (Mengin-Lecreulx a van Heijenoort, 1996, Jolly et al., 1999). Proces
prvotni fosforylace enzymu in vivo je neznamy. Existuji dvé mozné hypotézy (Jolly et al.,
2000): 1) jedna se o proces zavisly na pfitomnosti kinasy a donorem fosfatové skupiny je
nukleosidtrifosfat; 2) fosforylace je zajistovana prostiednictvim glukosamin-1,6-difosfatu,
reakéniho intermedidtu. V podminkach in vitro je inicidlni fosforylace proteinu
purifikovaného z E. coli dosazeno autofosforylaci v piitomnosti [*°P] ATP. Bylo zjisténo,
ze k fosforylaci proteinu dochézi v pozici Ser 102, a Ze tento aminokyselinovy zbytek je
pro enzymatickou aktivitu enzymu nezbytny (Jolly et al., 1999). Mutace vedouci k zdméné
serinu 102 na alanin (S102A) vedla u E. coli ke ztraté autofosforyla¢ni aktivity (Jolly et al.,
2000). Gen pro fosfoglukosaminmutasu GImM E. coli je esencialni (Mengin-Lecreulx a
van Heijenoort, 1996) a inaktivace genu vede k depleci prekurzori pro tvorbu
peptidoglykanu, ke zménam tvaru bunék a nasledné, kdyz dojde ke snizeni obsahu

peptidoglykanu pod kritickou hodnotu 60%, k lyzi bunék.

Helicobacter pylori

Gen ureC grampozitivni bakterie H. pylori je esencidlni a vykazuje 43% identitu
s genem glmM E. coli (Mengin-Lecreulx a van Heijenoort, 1996). Produkt genu wureC
komplementuje podminén¢ letalni glmM mutantni kmen E. coli (Mengin-Lecreulx a van
Heijenoort, 1996). Métfenim obsahu peptidoglykanu a fosfoglukosaminmutazové aktivity

bylo dokédzéano, ze se jedna o pln¢ funk¢éni fosfoglukosaminmutasu (de Reuse et al., 1997).

Staphylococcus aureus
Produkt genu femR315 (zndmého taktéz pod ndzvem femD) grampozitivni bakterie
S. aureus taktéz koduje fosfoglukosaminmutasu. Gen femR315 (femD, glmM) S. aureus byl

identifikovan pomoci inzeréni mutageneze transpozonem Tn355/ (Jolly et al., 1997).
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Mutace se projevila snizenou rezistenci k methicilinu a zvySenou citlivosti k teikoplaninu
(Glanzmann et al., 1998). Mutant taktéZ vykazoval abnormalni slozeni buné¢né stény, coz
bylo zplisobeno absenci disacharidového pentapeptidu (Wu et al., 1996). Produkt genu je
stejn¢ jako UreC H. pylori schopen komplementace podminéné letalniho kmene E. coli a
vykazuje fosfoglukosaminmutazovou aktivitu (Jolly et al., 1997). Geny kodujici fosfo-
glukosaminmutasy u ostatnich bakterii jsou esencidlni, tudiz se predpoklada, Ze i tento gen
bude esencidlni. K inzerci transpozonu doslo 272 bp od termina¢niho kodonu, zkraceny
protein si zachovava charakteristické znaky fosfoglukosaminmutas a pravdépodobné
vykazuje i zbytkovou enzymatickou aktivitu (Jolly et al., 1997). Nicméné bylo navrzeno,
ze u S. aureus existuje alternativni metabolickd draha pro tvorbu glukosamin-1-fosfatu

(Glanzmann et al., 1998).

Pseudomonas aeruginosa

Gen gimM P. aeruginosa je homologem genu algC, ktery je esencialni
v biosyntetickych drahach lipopolysacharidu (LPS) a alginatu (Coyne et al., 1994,
Rochetta et al., 1999, Ye et al., 1994, Zielinski et al., 1991). Gen vykazuje vyznamnou
homologii s proteiny patficimi do rodiny fosfohexomutas, predevsim s geny popsanymi
jako fosfoglukosaminmutasy (Tavares et al., 2000). Tento enzym vykazuje taktéz
vyraznou fosfomannomutédzovou aktivitu, coz by mohlo znamenat jeho Gcast v biosyntéze
LPS a alginatu. Experimenty vSak prokazaly, ze produkt genu g/mM neni schopen
komplementovat algC mutantni kmen P. aeruginosa. Jako mozna pfic¢ina byla navrzena
nedostate¢na exprese PMM aktivity nebo neschopnost premény mannosa-6-fosfatu na

mannosa-1-fosfat in vivo (Tavares et al., 2000).

2.3.4.3 Alternativni enzymatické aktivity

Krom¢ glukosaminmutdzové aktivity mohou mit enzymy patfici do rodiny
fosfohexomutas taktéz fosfoglukomutdzovou aktivitu (Jolly et al., 1999) a také aktivitu
fosfomannomutazovou (Tavares et al., 2000). Mutace vedouci k zaméné serinu 100 na
threonin (S100T) vedla u GImM E. coli k 20-kréat vyssi nespecifické fosfoglukomutdzové
aktivit¢ GlImM, coz by mohlo znamenat, Ze pfitomnost serinu nebo threoninu v pozici 100
konsensus sekvence fosfohexomutas miize byt jednim z faktort urcujicich specifitu

enzymu (Jolly et al., 1999).
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3 Cile prace

3.1 Proteinkinasa StkP
Prvni cast predkladané dizertacni prace se zaméfuje na pochopeni mechanizmu
aktivace Ser/Thr proteinkinasy StkP. Vychazi z vysledkti diplomové prace autorky a snazi

se je prohloubit. Byly stanoveny tyto cile:

e Piipravit kmen S. pneumoniae, ktery bude ve svém genomu kodovat epitopem
znac¢enou kindzovou doménu proteinkinasy StkP vcetné transmembranové domény.
e Analyzovat autofosforylacni aktivitu vySe zminéného proteinu.

e Pokusit se objasnit mechanizmus aktivace Ser/Thr proteinkinasy StkP.

3.2 Fosfoglukosaminmutasa GImM
Druhad cast této dizertatni prace vychazi z vysledkd laboratofe a vénuje se
biochemické charakterizaci fosfoglukosaminmutasy GlmM, piedpokladaného substratu

Ser/Thr proteinkinasy StkP. Byly stanoveny tyto cile:

e Potvrdit fosfoglukosaminmutasu GImM jako substrat proteinkinasy StkP in vitro.

e Piipravit rekombinantni protein GImM.

o Zjistit, zda fosfoglukosaminmutasa S. pneumoniae komplementuje podminéné
letalni kmen E. coli s inaktivovanym genem glmM.

e Testovat vliv fosforylace na aktivitu enzymu.

e Piipravit rekombinantni protein GlmM s bodovou mutaci esencidlniho serinu
v pozici 101 za alanin a testovat aktivitu mutantniho proteinu.

e Identifikovat modifikované¢ aminokyselinové zbytky proteinu GlmM, pfipravit

odpovidajici mutantni proteiny a analyzovat jejich aktivitu.
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4 Material a metody

4.1 Material

4.1.1 Bakterialni kmeny

Escherichia  coli ~ XL1-Blue (Stratagene): (F::Tnl0 proA'B"  lacl’
AllacZ)M15/recAl endAl gyrA96 (Nal) thi hsdR17 (nmy') supE44relAl lac) a
Escherichia coli JM 109 (Promega): (endAl recAl gyrA96 thi hsdR17 (rx-,mg+) relAl
supE44 A(lac-proAB) [F’ traD36 proAB lacl’ZAM15]) byly pouzity jako recipientni
kmeny pro transformaci plazmidovou DNA.

Escherichia coli BL21(DE3) (Novagen): (F', ompT, hsdSp (rg’, mg’), dcm, gal,
MDE3)) byl pouzit pro nadprodukci proteinii, kmen nese profag O s genem pro T7
polymerasu.

Escherichia coli 61F (Leeds a Beckwith, 1998): (MCI061/F’ lacl’, Kan®) byl
pouzit jako recipientni kmen fiznich konstruktl pro testy dimerizace proteinkinasy StkP.

Escherichia coli GPM83 (Mengin-Lecreulx a van Heijenoort, 1996): (JM83
glmM::kan [pGMMY]) a Escherichia coli USG83 (Mengin-Lecreulx a van Heijenoort,
1993): IM83 glmU::kan [pGMUY]), podminéné letalni kmeny nesouci kopie esencialnich
gentl glmM a glmU na termosenzitivnich plazmidech odvozenych od pMAK705 (Hamilton
et al., 1989), byly pouzity pfi testech komplementace.

Escherichia coli BL21(DE3) (pEXstkP) (Novakova et al. 2005) a Escherichia coli
BL21(DE3) (pEXstkP-T) (Novakova et al, 2005), kmeny exprimujici epitopem
(histidinova kotva (6x His)) znaCenou proteinkinasu StkP a kindzovou doménu
proteinkinasy StkP byly pouZity jako pozitivni kontroly pfi imunodetekcich a kindzovych
reakcich in vitro.

Escherichia coli BL21(DE3) (pEXstkP-GST) (Novakova et al., 2005), kmen
exprimujici proteinkinasu StkP fizovanou s GST. Kmen byl pouzivan pro nadprodukci a
naslednou izolaci StkP-GST.

Streptococcus pneumoniae Cp1015 (Morrison et al., 1984): (Rx derivat, strl; hexA)
byl pouzit jako vychozi kmen pro pfipravu mutantnich kment. Kmen S. pneumoniae byl

poskytnut Dr. M.C. Trombe, Université Paul Sabatier, Toulouse, Francie.
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4.1.2 Vektory

pBluescript II KS™ (2,96 kbp; Stratagene) je komercni klonovaci fagemid se
syntetickym polylinkerem a ampicilinovou rezistenci. Miuze existovat ve formé
dvouretézcové i jednotetézcové v zavislosti na podminkéach kultivace, nebot” pro replikaci
muze byt vyuzivan bud’ ColEl nebo fl-pocatek replikace. Do vektoru byl klonovan gen
kodujici rezistenci na chloramfenikol a nasledné i amplifikované fragmenty odpovidajici
¢astem genu stkP a vektor byl pouzit pro mutagenezi S. pneumoniae alelickou vyménou.

pEVP3 (6,3 kbp) (Claverys et al., 1995) je plazmidovy vektor, ktery jsme pouzili
jako zdroj CAT (chloramfenikolacetyltransferasa) kazety kodujici rezistenci
ke chloramfenikolu. Plazmid poskytl Dr. D.A. Morrison.

pJAHO1 (Leeds a Beckwith, 1998) je klonovaci vektor, ktery nese N terminalni
doménu cl represoru lambda faga. Tento vektor slouzil k ptipravé faznich produktii
potiebnych pro testy dimerizace proteinkinasy StkP. Vektor poskytl Dr. J. Beckwith.

pET28b a pET42b (5,37 kbp; 5,93 kbp; Novagen) jsou komercni expresni vektory
s kanamycinovou rezistenci. Exprese proteint je pod kontrolou 77/ac promotoru. pET28
umoziuje fizi N-terminalniho nebo C-terminalniho konce cilového proteinu s histidinovou
kotvou (6x His). pET42b umoziuje fazi cilového proteinu s GST (glutathion-S-
transferasa) na N-termindlnim konci nebo fizi C-terminalniho konce proteinu
s histidinovou kotvou.

pTrcHis30 a pTrcHis60 (Pompeo et al., 1998) jsou expresni vektory odvozené od
plazmidu pTrc99A (Pharmacia) a slouzily pro nadprodukci fosfoglukosaminmutasy GlImM
a jejich variant. Protein byl fizovan s histidinovou kotvou na N-, respektive C-konci.

Vektory poskytl Dr. D. Mengin-Lecreulx.

4.1.3 Bakteriofagy

Acl bakteriofag, reprimovatelny cl represorem a virulentni bakteriofag Avir, ktery
neni reprimovan cl represorem (Leeds a Beckwith, 1998) byly pouzity v testech

dimerizace proteinkinasy StkP. Bakteriofagy poskytl Dr. J. Beckwith.

4.1.4 Kultivaéni pady

Mnozstvi jednotlivych slozek je uddvano na 11 pady. Pevné pidy byly pfipraveny
pfidanim agaru (15 g/l). Top agar byl pfipraven pfidanim agaru do tekuté pidy (7 g/l). Do
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selektivnich pid byla pfidavana antibiotika (u pevnych plid po rozvatreni a ochlazeni na
50°C) na vyslednou koncentraci: Amp (ampicilin) 100 pug/ml; Cm (chloramfenikol)
10 ug/ml (S. pneumoniae) a 25 ug/ml (E. coli); Kan (kanamycin) 50 upg/ml, Tet
(tetracyklin) 12,5 pg/ml (tekutd pida) a 8 pg/ml (pevna ptida), Rif (rifampicin) 1 pg/ml
(S. pneumoniae) a 200 pug/ml (E. coli).

Pudy urcené pro kultivaci E. coli:

Pida LB: trypton 10 g; yeast extract 5 g; NaCl 10 g; pH 7.5

Pida SOB:  trypton 20 g; yeast extract 5 g; NaCl 0,58 g; KCI 0,186 g; po sterilizaci
pfidano 10 ml 1 M MgCly; 10 ml 1 M MgSO4

Pida NZY: NZ amine 10 g; yeast extract 5 g; NaCl 8 g; po sterilizaci piidano 10 ml 1 M
MgSO4 (Guzman et al., 1992)

Pudy a média urcené pro kultivaci S. pneumoniae:
Médium CAT: casitone 10 g; trypton 5 g; yeast extract 1 g; NaCl 5 g (Morrison et
al., 1983)

Kompletni CAT: na 1 1 CAT pfidano: 34 ml 0,5 M K,HPOy4; 10 ml 20% glukosa;

(CATc) pH7.5

Médium CTM: na 1 1 kompletniho CAT média ptidano: 10 ml 0,1 M CaCly; 25 ml
8% BSA (hovézi sérovy albumin frakce V); uprava pH na 7.8
1 N NaOH

Gelosa D: dextrosa 1g; NaCl 5 g; neopepton 5 g; Tris 1,25 g; casitone 10g; agar
10g

41.5 Chemikalie

Firma Zkratka
Acetylkoenzym A Sigma AcCoA
Agarosa LE Analytical Grade Promega
Akrylamid 4 x krystalicky Amersham
Aminokapronova kyselina Fluka
Ampicilin Fluka Amp
Bacto-agar Difco
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Bacto-casitone

BisTris(hydroxymethyl) aminomethan

Blokacni ¢inidlo

Bromfenolova modi

5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate

Coomassie blue G-250

Coomassie blue R-250

Competence Stimulating Peptid

2’ - Deoxyadenosin-5’-trifosfat

2" - Deoxycytidin-5"-trifosfat

2’ - Deoxyguanosin-5’-trifosfat

2’ - Deoxythymidin-5"-trifosfat

Deoxycholat sodny

Digoxigenin-11 dUTP

Dimethylsulfoxid

Dithiotreitol

Dodecylsulfat sodny

Ethidium bromid, p.a.

Glukosa-1-fosfat

Glukosa-1,6- difosfat

Glukosamin-1-fosfat

Glukosamin-6-fosfat

N-2-hydroxyethylpiperazine-N"-2-

ethanesulfonic acid

Hoveézi sérovy albumin

Chloramfenikol

Isopropyl-p-D-thiogalactopyranoside

Kanamycin

Kys. ethylenaminotetraoctova,

dvojsodna sul, p.a.

Kys. 1,4-piperazindiethan-
sulfonova

6x Loading Dye Solution

Maltosa

Difco
Sigma
Boehringer
Sigma
Boehringer
Serva
Merck
Biopharm
Promega
Promega
Promega
Promega
Merck
Roche
Sigma
Promega
Serva
Sigma
Fluka
Fluka
Sigma

Sigma

Sigma
Exbio
USB
Fluka
Fluka

Serva

Sigma
Fermentas

Sigma
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BisTris

BPB
X-fosfat

CSP
dATP
dCTP
dGTP
dTTP
DCNa
DIG-dUTP
DMSO
DTT

SDS

EtBr
GlclP
Glcl,6diP
GIcN1P
GlcN6P

HEPES
BSA
Cm
IPTG
Kan

EDTA

PIPES



Mannosa-1-fosfat Sigma Manl1P
N,N’-methylenbisakrylamid 2 x kryst. Serva bisAA
Neopepton Difco
Nikotinamindinukleotid Sigma NAD
Nitroblue tetrazolium salt Boehringer NBT
NZ amine Difco NZ
Peroxosiran amonny, p.a. Lachema APS
Proteinasa K Boehringer
Rifampicin Sigma Rif
RNasa A Promega
Tetracyklin USB Tet
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin Serva TEMED
Tricine Sigma
Triethylamin Fluka
Tris(hydroxymethyl)aminomethan Serva Tris
Triton X-100 Serva
Tryptone Peptone Difco
Tween 20 (polyoxyethylene-sorbitan

monolaurate) Sigma
Yeast extract Difco YE
Uridin-5"-trifosfat Sigma UTP

YV ow

Ostatni chemikalie byly bézné dostupné latky analytické Cistoty.

4.1.6 Radiochemikalie

MP Radiobiochemicals [y—32P]ATP
MP Radiobiochemicals [acetyl—MC]

Adenosin-5 [y—3 *P]trifosfat
Acetylkoenzym A [acetyl-'*C]

41.7 Enzymy pro testy aktivity fosfoglukosaminmutasy GImM

Fosfoglukoisomerasa Sigma PGI
Fosfomannoisomerasa Sigma PMI
Glukosa-6-fosfatdehydrogenasa Sigma GDH

Glukosamin-6-fosfatdeaminasa (Altamirano, 1998) NagB
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41.8 Enzymy modifikujici DNA

Pfu polymerasa Stratagene

Rec Tag DNA polymerasa Top-Bio Tagq pol
Restrikéni endonukleasy NEB, Fermentas

T4 DNA-ligasa Fermentas

41.9  Enzymy modifikujici RNA

Improm II™ reverzni transkriptasa Promega

4.1.10 Enzymy modifikujici proteiny

Thrombin

Novagen

41.11 Oligonukleotidy

CATI1 (BamHI)
CAT2 (Xbal)

Cp

C-term-f (AfI11I)
GImM-f (Ndel)
GImM-f (BamHI)
GImM-f (BspLU11I)
GlmM-r (Bgl/Il)
GIlmM-r (X#hol)
GlmM-r (HindII)
GImM-r term(Xhol)
GImURG6-f (Ndel)
GImUT4-f (Ndel)
GlmU-r (Xhol)
GImU-f (BamHI)
GlmU-r (Xbal)
Histag-r

KD-f (EcoRI)

5-CGC GGA TCC GAA AATTTG TTT GAT TTT TAA-3’
5’-GCT CTA GAG GGT TCC GAC CGT CAA CGT CAA-3°
5- GCT CTA GAG CCCTTG TTT CTA TGA ACG A-3°
5-TCCACATGTCCTGCAACCATTGCC-3’
5'-GAACTGACATCATATGGGTAAATATTTTGGG-3’
S-TTTGGATCCATGGGTAAATATTTT-3’
S-TTTACATGTCGGGTAAATATTTTGGGACT-3"
5-TTCAGATCTGTCAATCCCAATTTCAGC-3’
5’-CCGCTCGAGGTCAATCCCAATTTCAGC-3’
5"-TTCAAGCTTTTAGTCAATCCCAAT-3’
5"-CCGCTCGAGTTAGTCAATCCCAATTTCAGC-3’
S"-TCATTCACATATGCGGAATGATTTG-3’
5'-AGAGAAGCATATGTCAAATTTTGCC-3"
5-TAGCTCGAGCTACTGGTTCTTAGG-3’
5"-GAGGATCCATGTCAAATTTTGCC-3"
S"-ATTCTAGACTACTGGTTCTTAGG-3"

5’- GTGATGGTGATGGTGATG-3’

5-CGC GAA TTC CAT TAT CCT CTT TCT AAT GA-3’
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KD-r (4/1111) 5'-CAAACATGTAACAAGTCTACATA-3’
KD2-r (Sacll) 5-TGCCCGCGGCAAATAAGGTCGCCACTC-3’
KDTM-r (AfII) 5"-CACACATGTAATGGCAATGGTTGC-3"
KDSTK-f (Xbal) 5-GCTCTAGAGATGCCAGATTTGTGATA-3’

KMP-r 5"-ACGGACTGCTTCTTCATTAG-3’
KRT-f 5-CGGCAAGATTTTTGCCGGAC-3’
KRT-r 5’-GCGCATAGCCAAGAGAATTTG-3’

S101A-f (Sacll) 5-TGATTTCCGCGGCACACAACCC-3’
S101A-r (Sacll) 5-GTGTGCCGCGGAAATCATGAC-3’

S101AS99A 5"-GTGCCGGTGTCATGATTGCCGCGGCAC-3’

S101AS99A antisense 5'-GTGCCGCGGCAATCATGACACCGGCAC-3’

StkP-f (AfI11I) 5'-GGAACATGTATGATCCAAATCGGC-3’

StkP-r (AfI1II) 5-CTGACATGTAGGAGTAGCTGAATG-3’

SX 5'-GAACAATTCCTCGAGTATGG-3"

TM-r (BamHI) 5"-CGCGGATCCTTAGTGATGGTGATGGTGATGGTGATGGT
GATGAATGGCAATGGTTGCAGGAG-3’

WTS99A 5-GCAAGTGCCGGTGTCATGATTGCTGCTAGCCACA-3’

WTS99A antisense  5'-TGTGGCTAGCAGCAATCATGACACCGGCACTTGC-3’

Vsechny oligonukleotidy byly syntetizovany spole¢nosti VBC-GENOMICS (Viden).

Podtrzenim jsou vyznacena restrikéni mista.

4112 Protilatky
Primarni mys$i monoklonalni protilatka (IgG) proti histidinové kotvé Sigma
Sekundarni kozi protilatka proti mys$im IgG konjugovana s kienovou peroxidasou

Amersham

4113 Komeréni soupravy

Izolace plazmidové DNA E. coli-QIAprep”Spin Miniprep Kit (QIAGEN)
Izolace DNA z agarosového gelu-Gel Extraction Spin Kit (QIAGEN)
Imunodetekce-Super Signal Chemiluminescent Substrate (Pierce)

Meéfieni koncentrace proteinti-BCA Protein Assay Reagent (Pierce)
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Izolace RNA-RNeasy Mini Kit (QIAGEN)
Precisténi RNA-DNA free (Ambion)
Cilena mutageneze-QuikChange® II Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene)

4114 DNA standardy

DNA 1 kb ladder Fermentas
DNA 1 kb ladder (znaceny DIG-11-dUTP) NEB
DNA 100 bp ladder NEB

4.1.15 Proteinové standardy

Prestained Protein Marker Broad Range =~ NEB
High Molecular Weight Calibration Kit Amersham

4.1.16 Software

Mapy klonovacich vektori byly sestaveny pomoci programu Clone manager
Version 4.01 (Scientific & Educational Software).
Analyza radiogramil byla provedena pomoci programu Aida-Advantage Image Data
Analyzer Version 3.28 (Izotopenmefgeridte Gmbh).
Pro analyzu sekvenci byla pouzita sestava programu Lasergene (Dnastar).

Sekvenac¢ni data byla kontrolovana pomoci programu Chromas.
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4.2 Metodika

4.2.1 Kultivace mikroorganizmu

4.2.1.1 Kultivace E. coli

Kulturu E. coli jsme kultivovali v LB médiu (za stalého tfepani) nebo na LB agaru
pfi 37°C (pokud nebude uvedeno jinak). Pro selekci bun¢k nesoucich zadouci plazmid

jsme do média ptidavali ptislusné antibiotikum.

4.2.1.2 Kultivace S. pneumoniae

Kulturu §. pneumoniae jsme kultivovali (staticky) v komplexnim médiu ve vodni

l4zni pti 37°C.

4.2.2 DNA manipulace

4.2.2.1 lzolace plazmidové DNA E. coli alkalickou lyzi

Princip metody spociva v denaturaci DNA alkalickym pH nasledované rychlou
renaturaci. Plazmidova ccc-forma DNA (covalently close circle) renaturuje rychle, kdezto
chromozomalni DNA a proteiny precipituji s SDS, ktery nasledn¢ tvoii komplex
s draslikem a je odstranén centrifugaci.

Izolovanou bakteridlni kolonii jsme inokulovali 1,5 ml LB média s ptisluSnym
antibiotikem a inkubovali jsme pies noc pii 37°C. Narostlou kulturu jsme centrifugovali 3
minuty pfi 13 000 g a buiiky jsme resuspendovali ve 100 pl roztoku PEB1 (50 mM
glukosa; 25 mM Tris pH 8.0; 10 mM EDTA). Piidali jsme 200 pl roztoku P2 (0,2 M
NaOH; 1% SDS), Setrn¢ promichali a inkubovali 5 minut pfi laboratorni teploté. Dale jsme
pfidali 150 pl 3 M acetatu draselného (pH 5.2), opét Setrné¢ promichali a inkubovali
10 minut na ledu. Po centrifugaci (10 min, 13 000 g) jsme odebrali supernatant obsahujici
plazmidovou DNA. K supernatantu jsme piidali jeden objem isopropanolu. Srazeninu
plazmidové DNA jsme odstiedili centrifugaci (10 min, 13 000 g) a promyli 80% ethanolem.
Plazmidovou DNA jsme vysusili ve vakuu a rozpustili ve 20 ul TE pufru (10 mM Tris-
HCI; 1 mM EDTA; pH 8.0) s RNasou A (20 pg/ml, Promega).
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4.2.2.2 |zolace plazmidové DNA E. coli pomoci komeréni soupravy

Pro ptipravu plazmidové DNA v dostatecné cistot¢ jsme pouzivali komeréni
soupravu QIAprep®Spin Miniprep Kit (QIAGEN). Pfi praci jsme dodrzovali pokyny

vyrobce.

4.2.2.3 lzolace chromozomalni DNA S. pneumoniae

Kulturou S. pneumoniae jsme inokulovali kompletni CAT médium (CATc)
a inkubovali do OD4p= 0,5 (zacatek exponencidlni faze). Po centrifugaci (10 min,
10 000 g, 4°C) jsme buiiky promyli fyziologickym roztokem a opét centrifugovali (10 min,
6 500 g, 4°C). Bunky jsme resuspendovali v 250 pl roztoku SEDS (150 mM NacCl; 30 mM
EDTA; pH 8.0 : 0,5% deoxycholat sodny; 0,25% SDS ; 24:1) a inkubovali pti 37°C, dokud
nedoslo k lyzi kultury. Pfidali jsme 5 pl proteinasy K (2 mg/ml, Boehringer) a inkubovali
15 minut pti 56°C. Po piidani 250 ul TE pufru (10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA; pH 8.0)
nasledovala extrakce smési fenol-chloroform-isoamylalkohol (25:24:1). Vodnou fazi jsme
separovali centrifugaci 20 minut pii 6 500 g pii laboratorni teploté a znovu extrahovali
smesi fenol-chloroform-isoamylalkohol. Pocet extrakci zavisel na mnoZstvi mezifaze.
Posledni extrakci jsme provedli samotnym chloroformem a poté precipitovali
chromozomalni DNA pfidanim 0,6 objemu isopropanolu a 0,1 objemu 3 M NaOAc pH 5.2.
Chromozomalni DNA jsme promyli 80% ethanolem, nechali oschnout na vzduchu a

rozpustili v TE pufru.

4.2.2.4 Precipitace DNA isopropanolem
K roztoku DNA jsme pfidali 0,1 objemu 3 M acetatu sodné¢ho, pH 5.2 (vysoka
iontova sila) a jeden objem isopropanolu. Roztok jsme promichali (vortex) a centrifugovali
10 minut pfi 13 000 g. Supernatant jsme odsdli a srazeninu DNA promyli 200 pl 80%
ethanolu. Po centrifugaci (5 min, 13 000 g) jsme vysrazenou DNA vysusili ve vakuu a

rozpustili v destilované vode.

4.2.2.5 Stépeni DNA restrikénimi endonukleasami
Pti pouziti restrikénich endonukleas jsme se fidili pokyny vyrobce, pouzivali

doporucené pufry a dodrzovali reakéni podminky. Pokud jsme pii St€peni DNA dvéma
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riznymi enzymy nemohli pouzit stejny puftr, tak jsme mezi témito kroky precipitovali

DNA isopropanolem.

4.2.2.6 Ligace molekul DNA

Ligaci molekul DNA jsme provadéli ve 20 pl za dodrzeni molarniho poméru mezi
vektorem a fragmentem 1:2. Pouzivali jsme 1 u T4 DNA ligasy a odpovidajici ligacni pufr
(Fermentas; 40 mM Tris-HCL; 10 mM MgCl,; 10 mM DTT; 0,5 mM ATP; pH 7.8).

Reakéni smés jsme inkubovali pies noc pii laboratorni teplot¢.

4.2.2.7 Transformace kompetentnich bunék E. coli plazmidovou DNA

Priprava kompetentnich bunék E. coli

Kompetentni buiiky jsme piipravovali metodou podle Inoue a kol. (1990). 100 ml
pudy SOB jsme inokulovali bakterialni kulturou ve staciondrni fazi (0,4 ml) a kultivovali
pii teploté 20°C za intenzivniho tfepani (250 ot/min). Jakmile kultura dosédhla ODgy= 0,6,
kultivace byla ptferusena a buiiky jsme ochladili 10 minut na ledu. Po centrifugaci (10 min,
2500 g, 4°C) jsme buniky resuspendovali v 32 ml ledového pufru TB (10 mM PIPES; 15
mM CaCly; 250 mM KCI; sterilizace filtraci, poté ptiddino MnCl,; (vysledna koncentrace
55 mM); pH 6.7). Suspenzi jsme ochladili 10 minut na ledu a centrifugovali za stejnych
podminek. Buiiky jsme resuspendovali v 8 ml pufru TB a nasledné jsme ptidavali DMSO
(Sigma) do konecné koncentrace 7%. Poté jsme bunky rozdé€lili do alikvoti a uchovavali

pii -70°C.

Transformace bunék plazmidovou DNA

Metoda je zaloZena na teplotnim Soku, ktery usnadni prichod plazmidové DNA
bakterialni buné¢nou sténou.

Kompetentni buiiky jsme rozmrazili na ledu a pfidali k nim liga¢ni smés. Opatrné
jsme promichali a nechali inkubovat 30 minut na ledu. Nasledoval teplotni Sok 1,5 minuty
pii 42°C a rychlé ochlazeni 1,5 minuty na ledu. K bunééné suspenzi jsme piidali Ctyfi
objemy LB média a kultivovali 1 hodinu pii 37°C ve vodni lazni (inkubace zabezpeci
plnou expresi rezistence k antibiotiku). Suspenzi jsme po inkubaci vyseli na plotnu s LB

ptudou obsahujici ptislusné antibiotikum.
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4.2.2.8 Transformace bunék S. pneumoniae

Transformace v pevném médiu s pouzitim CSP (Competence Stimulating Peptide)

Tato metoda je zaloZena na indukci stavu kompetence piidanim exogenniho
syntetického kompetenc¢niho feromonu CSP (Biopharm).

Kulturu jsme zaockovali do CTM média a staticky kultivovali pti 37°C do ODagp=
0,1-0,12. Suspenzi jsme nafedili a 10 pl nafedénych bungk (fedéni 10'-107) jsme piidali
ke smési: 1 ml CTM, 1 ml smési CTM + 2,4% agar (1:1), 500 pg CSP, 2 ung DNA
fragmentu a vyseli na misky. Po 4 hodinové inkubaci pii 37°C jsme misky pievrstvili

gelosou D s pfislusnym antibiotikem.

4.2.2.9 Elektroforéza DNA v agarosovém gelu

Déleni molekul DNA podle velikosti je zaloZzené na jejich rozdilné¢ pohyblivosti

v elektrickém poli.

Analyticka DNA elektroforéza

Pro analyzu DNA jsme pouzivali horizontdlni agarosovou elektroforézu v pufru
TAE (40 mM Tris; 1 mM Na,EDTA; pH 8.0). Hustota agarosového gelu zéavisela na
velikosti délenych fragmentli a do gelu jsme ptidavali interkala¢ni ¢inidlo ethidium bromid
(0,5 pg/ml gelu) pro zviditelnéni DNA v UV zafeni. DNA vzorky jsme nandsSeli rozpusténé
v pufru 6x Loading Dye Solution (0,09% BPB; 0,09% xylen cyanol FF; 60% glycerol; 60
mM EDTA). Fragmenty jsme separovali pii napéti 5 V/cm a jejich velikost odecitali podle
DNA standardu.

Preparativni DNA elektroforéza
Fragmenty separované v agarosovém gelu jsme izolovali pomoci komeréni

soupravy Gel Extraction Spin Kit (QIAGEN) dle navodu vyrobce.

4.2.2.10 Pfenos DNA na membranu (Southern blot)

K pienosu DNA zagarosového gelu na nylonovou membranu Hybond-N"
(Amersham) jsme pouzivali vakuovy pfistroj a pii sestavovani jsme se fidili pokyny

vyrobce. Po spusténi vakuové pumpy jsme na DNA v agarosovém gelu puasobili 2 x 15
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minut denaturacnim roztokem (0,5 M NaOH; 1,5 M NaCl), 2 x 10 minut neutralizacnim
roztokem (3 M NaCl; 0,5 M Tris-HCL, pH 7.5) a 75 minut blotovacim roztokem (20 x
SSC) (300 M citrat sodny; 3 M NaCl; pH 7.0). Po pfenosu jsme membranu osusili a DNA
pfenesenou na membrané jsme 4 minuty fixovali UV zafenim. Membranu jsme vlozili do
hybridizaéni zkumavky a inkubovali 1 hodinu v hybridiza¢nim roztoku (5 x SSC; 1%
(w/v) blokovaci ¢inidlo (Boehringer Mannheim); 0,1% (w/v) N-lauroylsarcosine; 0,02%
(w/v) SDS) v hybridizacni peci pii 68°C. DNA sondu proti kinazové doméné proteinkinasy
StkP (Pallovéa, 2003) jsme denaturovali 10 minut pti 80°C a poté rychle ochladili na ledu.
Denaturovanou sondu jsme ptidali do hybridizacni zkumavky a inkubovali pfes noc pfii
68°C. Po hybridizaci jsme membranu promyli 2 x 5 minut roztokem 2 x SSC s 0,1% SDS
pii laboratorni teploté a 2 x 15 minut roztokem 0,1 x SSC s 0,1% SDS pii 68°C. Po
promyti jsme membranu kratce (1 min) inkubovali v pufru 1 (0,1 M kys. maleinova; 0,15
M NaCl; pH 7.5) s0,3% Tweenu 20. Nasledovala 30 minutovd inkubace membrany
v pufru 2 (blokacni ¢inidlo rozpusténé 1:10 v pufru 1) a poté jsme k membrané ptidali
protilatku proti digoxigeninu (1 pl na 5 ml pufru 2) a inkubovali 30 minut. Nenavazanou
protilatku jsme odstranili promytim 2 x 15 minut pufrem 1. Membréanu jsme ekvilibrovali 2
minuty pufrem 3 (100 mM Tris-HCI; 100 mM NaCl; 50 mM MgCly; pH 9.5). Ptipravili
jsme detekéni roztok (3,5 pl X-fosfatu a 4,5 ul NBT na 1 ml pufru 3) a membranu jsme
spolu s roztokem zatavili do folie a inkubovali na tmavém misté do zabarveni. Reakce byla

ukoncena oplachnutim membrany v destilované vodé.

4.2.2.11Polymerazova retézova reakce (PCR)

Princip metody PCR spociva v opakovani tfi po sobé jdoucich krokii s fizenymi
teplotnimi a Casovymi podminkami. Jeden cyklus je tvofen témito kroky: denaturace
templatu, hybridizace oligonukleotidii k templatu a prodluzovani DNA fetézce smérem od
oligonukleotidi (elongace). Pro spravnou termodynamiku hybridizace oligonukleotidi na

DNA a pro zabranéni vzniku nespecifickych produktd je nutné zvolit vhodnou teplotu

(To= 4 x (G+C) + 2 x (A+T)).

4.2.2.12 Cilena mutageneze s vyuzitim komeréni soupravy

Pro ptipravu rekombinantniho proteinu GImM se zaménou serinu v pozici 99 za

alanin jsme vyuzili komeréni soupravu QuikChange® II Site-Directed Mutagenesis Kit
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(Stratagene). Princip této rychlé metody spociva v amplifikaci obou vlaken plazmidu za
pouziti oligonukleotidli s pozadovanou zdménou, ndsledovanou destrukci matetského
templatu pomoci restrikéni endonukleasy Dpnl, kterd rozpozndva pouze metylované
sekvence 5'- Gm6ATC-3". DNA opracovana Dpnl je pouzita k transformaci bunék E. coli

XL1-Blue. Sekvence vytvotenych vektorii byla ovéfena sekvenovanim.

4.2.3 Manipulace s RNA

4.2.3.1 lzolace RNA S. pneumoniae
Bakterialni kulturu jsme kultivovali v CATc médiu do OD4y9 =0,5 nebo 1, bunky
jsme odstfedili a RNA jsme izolovali s vyuzitim komercni soupravy RNeasy Mini Kit
(QIAGEN) podle pokynii vyrobce. 1zolovand RNA byla precisténa pomoci soupravy DNA

free (Ambion) podle instrukci vyrobce a uchovéavana v — 80°C.

4.2.3.2 Reverzni transkripce
cDNA byla amplifikovana dle RNA templatu pomoci ImProm-II'" reverzni
transkriptasy (Promega) dle pokynil vyrobce. 1 pg celkové RNA jsme smichali s 20 pmol
oligonukleotidu (hexamer), doplnili vodou do 5 ul, inkubovali 5 min pii 70 °C a poté
ochladili 5 min na ledu. K reakéni smési jsme ptidali 4 pl 5x koncentrovaného reakéniho
pufru, 2,4 pul 25 mM MgCl,, 1 ul 10 mM dNTP, 1 pl RNaseOUT (1u/pl, Invitrogen), 1 pl
ImProm-II"™ reverzni transkriptasy a vodou doplnili do 20 pl. Hybridizace oligonukleotidu
probihala 5 min pfi 25 °C, nésledovala reverzni transkripce 1 hod pii 42 °C a reakce byla

ukoncena inkubaci 15 min pii 70°C.
5 ul reakéni smési obsahujici cDNA jsme pouzili pro PCR reakci, ktera obsahovala
1 x Taq pufr bez MgCl,, 2 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, 1 uM oligonukleotidy a 5u Taq
polymerasy. Pocate¢ni denaturace probihala 1 min pii 95°C. V nésledujicich 35 cyklech
doslo k amplifikaci cDNA (denaturace 95°C 30 vtefin, hybridizace oligonukleotidi pfi

50°C 30 vtefin, elongace pii 72°C 45 vtefin). Zavéretna elongace probihala 5 min pii 72°C.
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4.2.4 Manipulace s proteiny

4.2.4.1 Frakcionace proteint

Bakterialni kulturu S. pneumoniae jsme péstovali v 50 ml kompletniho média CAT
do ODg4po= 1 a poté odstiedili (10 min, 10 000 g). Buniky jsme promyli ve 20 ml pufru
(50 mM Tris, pH 7.5) a znovu centrifugovali. Néasledné jsme buniky promyli 1 ml pufru
PSB (50 mM Tris, pH 7.5; 100 mM NacCl; 0.5 mM EDTA; 1 mM DDT; 10% glycerol) (10
min, 6 000 g) a nakonec resuspendovali v 0,5 ml tohoto pufru. Buniky jsme dezintegrovali
sonikaci 4 x 10 vtefin (sonikéator Labsonic 2000) a nerozbité buiiky jsme odstiedili (10 min,
6 000 g). Ze supernatantu jsme odebrali 100 pl a uschovali v -20°C (celkovy lyzat).
Zbylych 400 ul jsme frakcionovali centrifugaci 1 hodinu pti 100 000 g (4°C), abychom

oddélili membranovou frakei od frakce cytoplazmatické.

4.2.4.2 lzolace epitopem znaéenych forem proteinkinasy StkP
z bezbunécného lyzatu S. pneumoniae

Kulturu S. preumoniae jsme péstovali v 50 ml kompletniho média CAT do ODy4gp=

1 a poté odsttedili (10 min, 10 000 g). Bunky jsme promyli v Tris pufru (50 mM Tris, pH
7.5), znovu odstiedili a resuspendovali v lyza¢nim pufru (50 mM Tris-HCL; 150 mM NaCl;
0,5 mM EDTA; 1% Triton X-100) a pfidali inhibitory proteas a inhibitory fosfatas. Burky
jsme dezintegrovali sonikaci 4 x 10 vtefin (sonikator Labsonic 2000) a nerozbité¢ bunky
jsme odsttedili (10 min, 6 000 g). Bunécny lyzat jsme frakcionovali a cytoplazmatické a
membranové frakce jsme inkubovali sresinem pro purifikaci proteinli s histidinovou
kotvou (Clontech) 1 hod pfi 4°C na rotaéni tfepacce. Resin s navdzanymi proteiny jsme 3 x
promyli, ptidali SDS vzorkovy pufr a povafili 3 min pii 100°C. Proteiny jsme délili na
10% SDS elektroforéze a poté pienesli na PVDF membranu a proteiny identifikovali

pomoci imunodetekce.

4.2.4.3 Exprese proteinu v E. coli
Buniky E. coli BL21(DE3) obsahujici rekombinantni expresni vektory (pET) jsme
kultivovali v LB médiu na reciproké tiepacce pii 30°C do dosazeni ODgyo = 0,6. Ke kulture
jsme piidali IPTG do konecné koncentrace 1 mM a po hodin¢ ristu rifampicin do kone¢né

koncentrace 200 pg/ml. Po nasledné 3 hodinové kultivaci byly buiiky odstiedény (10 min,
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10 000 g), resuspendovany, promyty v Tris pufru (50 mM Tris, pH 7.5) a opétovné
odstfedény. Poté jsme buiiky resuspendovali v 2 ml sonika¢niho pufru (50 mM Tris, pH
8.0; 100 mM NaCl), ptidali inhibitory proteas (Sigma) a dezintegrovali na pfistroji French
Pressure cell press (SLM Aminco). Nerozbit¢ buiiky a bunécné stény jsme odstranili
centrifugaci (10 min, 5 000 g).

Bunky E. coli GPMS83 nesouci rekombinantni expresni vektory (pTrc) jsme
kultivovali v LB médiu na reciproké tiepacce pii 37°C a po dosazeni ODgop = 0,6 jsme ke
kultufe pfidali IPTG do kone¢né koncentrace 1 mM. Po nésledné 3 hodinové kultivaci byly
buiiky odsttedény (10 min, 10 000 g), resuspendovany a promyty v Tris pufru (50 mM Tris,
pH 7.5) a opétovné odstiedény. Poté jsme bunky resuspendovali v 2 ml sonika¢niho pufru
(50 mM Tris, pH 8.0; 100 mM NaCl), ptidali inhibitory proteas (Sigma) a dezintegrovali
na pfistroji French Pressure cell press (SLM Aminco). Nerozbité buiiky a bunécéné stény

jsme odstranili centrifugaci (10 min, 5 000 g).

4.2.4.4 lzolace proteinu s histidinovou kotvou

Pro izolaci proteini fhzovanych s histidinovou kotvou jsme pouzivali
imobilizované afinitni chromatografie (immobilized metal affinity chromatography),
TALONSspin Column Kit (Clontech). Jejim principem je vazba polyhistidinového konce
nadprodukovaného proteinu na kationt Co”" chelataéniho &inidla ukotveného k polymeru.
Izolace probihala za nedenaturujicich podminek. Hruby extrakt jsme nanesli na kolonu a
jemné protiepavali 5 min pfi pokojové teploté a poté jsme kolonu odstfedili 2 min pfi
700 g. Kolonu jsme 3 x promyli promyvacim pufrem (50 mM Tris, pH 8.0; 100 mM NaCl)
a navazané proteiny jsme uvolnili pfidanim elu¢niho pufru (50 mM Tris, pH 8.0; 100 mM
NaCl; 100 mM imidazol). Vzorek jsme dialyzovali pfes noc pii 4°C proti roztoku 50 mM
Tris, pH 7.5; 100 uM EDTA; 100 mM KCI; 1 mM DTT; 10% glycerol nebo proti roztoku
20 mM HEPES, pH 7.2; 0,3 mM MgCl,. Nasledn¢ byly proteiny zahustény centrifugaci pti

4°C 5 000 g za pouziti koncentratoru Centricon (Amicon).

4.2.4.5 lzolace proteinl fuzovanych s GST (Glutathion-S-Transferasa)

Pro izolaci nadprodukovanych proteint fizovanych s GST jsme pouzivali afinitni
chromatografii, GST*Bind™ Kit (Novagen). Buiiky E. coli s nadprodukovanymi proteiny
jsme po promyti dezintegrovali v GST pufru (4,3 mM Na,HPOy; 1,47 mM KH,PO4; 0,137
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M NacCl; 2,7 mM KCI; pH 7.3) pomoci French Pressure cell press. Nerozbité bunky jsme
odstranili centrifugaci (10 min, 5 000 g) a hruby lyzat inkubovali 10 min s 1,5 ml GST-
vazebné sepharosy v kolon¢. Nenavazané proteiny jsme odstranili promytim kolony GST
pufrem. Navazané proteiny jsme uvolnili elu¢nim pufrem (10 mM redukovany glutathion;
50 mM Tris-HCI, pH 8.0). Izolované proteiny jsme dialyzovali pfes noc pii 4°C proti
roztoku 50 mM Tris, pH 7.5; 100 uM EDTA; 100 mM KCI; 1 mM DTT; 10% glycerol.
Nasledné byly proteiny zahuStény centrifugaci pti 4°C 5 000 g za pouziti koncentratoru

Centricon (Amicon).

4.2.4.6 Méreni koncentrace proteint
Mnozstvi protein jsme stanovovali podle Smith a kol. (1985) pomoci komer¢ni
soupravy (BCA Protein Assay Reagent). Postupovali jsme podle pokyni vyrobce a jako

standard pro vytvoreni kalibra¢ni kiivky jsme pouzili fedici fadu zasobniho roztoku BSA

(2 mg/ml).

4.2.4.7 Stépeni proteind thrombinem
Pro stépeni proteinu fosfoglukosaminmutasy GImM a jeji mutantni formy jsme
pouzili sekvencné specifickou proteasu thrombin (Novagen), kterd rozeznava sekvenci
LeuValProArg|GlySer. Postupovali jsme podle instrukci vyrobce. NejlepSich vysledka

jsme doséhli pii inkubaci pies noc pii 37°C za pouziti 0,04 u thrombinu/20 pg proteinu.

4248 Elektroforeticka analyza proteint
SDS-PAGE
K analyze proteind jsme vyuzivali vertikdlni SDS-polyakrylamidovou gelovou
elektroforézu (SDS-PAGE). Analyzovany vzorek jsme pifed nanesenim inkubovali
s SDS vzorkovym pufrem 3 minuty pii 100°C. Elektroforéza probihala v SDS
elektrodovém pufru (25 mM Tris; 200 mM glycin; 0,1% SDS) pti 50 mA. PouZivali jsme

10% nebo 12% separaéni gel a 4% zaostfovaci gel.
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Nativni elektroforéza

K analyze proteinil v nativnim nedenaturovaném stavu jsme pouzivali Blue-native
elektroforézu (BN-PAGE) (Schagger, 1994). Podstatou této metody je absence
denaturujiciho dodecylsulfatu (SDS) a pohyblivost proteinti v gelu je zajisténa vazbou
Coomassie Blue, ktera udéluje proteinim zaporny naboj. Proteiny byly déleny
v gradientovém separa¢nim gelu (5-13%) (sloZeni viz Tab. 4.1) a sloZeni elektrodovych
pufrii bylo nasledujici: a) katodovy pufr (50 mM Tricine; 15 mM BisTris, pH 7.0; 0,02%

Coomassie Blue G 250), b) anodovy pufr (50 mM BisTris, pH 7.0).

Tab. 4.1: Piiprava gradientovych geli.

Separacni gel 5% 13% Zaostiovaci gel 4%
48% akrylamid, 2% bisAA | 1,25 ml | 2,7 ml | 48% akrylamid, 2% bisAA 0,5 ml
Pufr * 4 ml 3,3ml | Pufr* 2 ml
Glycerol - 2g Glycerol -
APS 66 ul 33ul | APS 50 pl
TEMED 6,6 ul 3,3ul | TEMED Sul
H,0 6,7 ml 2 ml H,0O 3,5ml

* Pufr (150 mM BisTris, pH 7.0; 1,5 M aminokaprova kyselina)

2D elektroforéza

Pro oddéleni jednotlivych fosforylovanych izoforem fosfoglukosaminmutasy
GImM byla pouzita dvourozmérna elektroforéza. V prvnim rozmeéru jsou proteiny déleny
na zakladé svého izoelektrického bodu izoelektrickou fokusaci. Nasledné jsou proteiny
déleny pomoci SDS-PAGE podle své molekulové hmotnosti. Po separaci ve druhém sméru

byly gely barveny koloidni Coomassie blue nebo stiibieny.

4.2.4.9 Barveni proteint v separac¢nim gelu

Proteiny v gelu jsme barvili 30 minut barvicim roztokem Coomassie blue (45%
methanol, 10% kyselina octova, 0,1% Coomassie blue R-250) a gel odbarvili promyvanim

v odbarvovacim roztoku (20% methanol, 10% kyselina octova).
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4.2.4.10 Pfenos proteinti na membranu (Western prenos)

Proteiny rozdélené pomoci SDS-PAGE byly preneseny na PVDF
(polyvinylidenfluoride) membranu Immobilon-P (Millipore) pomoci pfistroje The Panther
Semi-Dry Electroblotter (Owl Scientific). Pfi sestavovani aparatury jsme se fidili pokyny
vyrobce. Prenos probihal 2 hodiny v pfenosovém pufru (39 mM glycin; 48 mM Tris;
0,0375% SDS; 20% methanol) za podminek stanovenych vyrobcem (0,8 A/cm’

membrany).

4.2.4.11 Imunodetekce

Pro imunodetekci epitopem znaCenych proteini jsme pouzili monoklonalni mysi
protilatku proti histidinové kotvé (Sigma) a sekundéarni protilatku proti mysim IgG
konjugovanou s kienovou peroxidasou (Amersham). PVDF membranu s imobilizovanymi
proteiny jsme smocili, oplachli roztokem TBS (50 mM Tris; 150 mM NaCl; pH 7.5) a 1
hodinu inkubovali v pufru TBS s 5% BSA pii pokojové teploté (vysyceni membrany
v mistech, kde nebyly pfitomny proteiny). Membranu jsme promyli 3 x 5 minut v pufru
TBS a poté inkubovali pfes noc s primarni protilatkou ve 4°C (protilatka byla natedéna
2000 x v pufru TBS s 1% BSA). Nenavazanou protilatku jsme odmyli promytim 5 x 5
minut pufrem TBS. Nésledovala 1 hodinova inkubace membrany se sekundarni protilatkou
(fedéna 1000 x). Po promyti membrany 3 x 5 minut pufrem TBS jsme provedli detekci
pomoci komer¢ni soupravy Super Signal Chemiluminescent Substrate (Pierce) podle

pokynt vyrobce.

4.2.4.12In vitro kinazova reakce

Kinazova reakce byla provedena podle Makino a kol. (1989) a Janecek a kol
(1995). Pripravili jsme reakéni smes (50 mM Tris; 50 mM NaCl; 10 mM MgCl,; 0,1 mM
EDTA; 1 mM DTT) a k ni ptidali vzorek, ktery obsahoval 30 pg proteinti. K nosi¢ovému
ATP o vysledné koncentraci 10 uM jsme ptidali 1pCi [y-?P]JATP. Pfidanim ATP
k reak¢ni smési jsme nastartovali kindzovou reakci, kterou jsme po 15 minutach ukoncili
pfidanim 5 pl STOP pufru (0,125 M Tris, pH 6.8; 4% SDS; 20% glycerol; 10% -
merkaptoethanol; 0,02% BPB). Vzorky jsme povafili 3 min pti 100°C a elektroforeticky

rozdé¢lili. Proteiny v gelu jsme obarvili, gel ususili a nechali exponovat na citlivou folii
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(Fuji). Radioaktivni proteiny byly vizualizovany na piistroji Phosphoimager BAS 5000

(Fuji) a analyzovany pomoci programu Aida 3.28.

4.2.4.13 Priprava vzorku pro analyzu hmotnostni spektrometrii

Vybrané proteinové spoty ze 2D gelti byly skalpelem vyiezany z gelu a zpracovany
nasledujicim zptisobem. Gel byl odbarven roztokem 100 mM hydrogenuhli¢itanu
amonného (ABC-ammonium bicarbonate) v 50% acetonitrilu (ACN). Poté byl gel promyt
100% ACN a vysuSen ve SpeedVacu. Gel byl rehydratovan v roztoku 50 mM ABC 4
minuty pii 37°C. Kroztoku byla pfidana endoproteasa Glu-C (33,3 ng/ul) a Stépeni
probihalo pfes noc pti 37°C.

Peptidy byly extrahovany roztokem 60% ACN/5% kyselina trifluoroctova (TFA).
Nasledovala sonikace 15 min v ledové lazni. Vzorky byly vysuseny ve SpeedVacu.

Analyza vzorkli probihala na pfistroji ESI-ION-TRAP (Agilent). K ionizaci
elektrosprejem dochédzelo po koncentraci vzorkli na chromatografické kolon¢ ZORBAX

300SB-C18 v nano uspotadani.

4.2.5 Enzymatické reakce

4.2.5.1 Enzymatické reakce pro urceni aktivity fosfoglukosaminmutasy
GImM
Fosfoglukosaminmutazova reakce (6P-1P) (Mengin-Lecreulx, 1996)

Reakéni smés (20 ul) obsahovala 50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 3 mM MgCl,, 1| mM
glukosamin-6-fosfat (substrat), 0,4 mM ['*C] acetylkoenzym A (700 Bq), 10 mM UTP, 0,7
mM  glukosa-1,6-difosfat, 4 pg GImU (bifunkéni enzym glukosamin-1-fosfat
acetyltransferasa, UDP-N-acetylglukosaminpyrofosforylasa S. pneumoniae) a 10 ug GlmM
(fosfoglukosaminmutasa S. prneumoniae). Reakce probihala 30 minut pti 37°C a byla
zastavena pridanim 4 ul kyseliny octové. Vzorek byl vysusen, resuspendovan ve 100 ul 50
mM triethylaminu, pH 4.77 a produkty reakce byly déleny na chromatografické koloné
(Nucleosil 100) pomoci HPLC.
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Fosfoglukosaminmutazova reakce (1P-6P) (Jolly et al/, 1999)

Reakéni smés (100 pl) obsahovala 50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 5 mM MgCl,, 0,5 mM
glukosamin-1-fosfat (substrat), 0,7 mM glukosa-1,6-difosfat, 1,5 mM NAD, 80 ng GImM
(fosfoglukosaminmutasa S. pneumoniae), 2 ng NagB (glukosamin-6-fosfatdeaminasa,
Altamirano et al., 1993 poskytl Dr. Calcagno), 2 ug PGI (fosfoglukoisomerasa), 2 ng GDH
(glukosa-6-fosfatdehydrogenasa). Reakce probihala pti 37°C a substrat (glukosamin-1-
fosfat) byl pomoci GImM preménén na glukosamin-6-fosfat, ktery byl nasledné
deaminovan (NagB) na fruktosa-6-fosfat. V ptitomnosti PGI doslo k izomeraci za vzniku
glukosa-6-fosfatu, ktery byl poté pomoci GDH pfeménén na 6-fosfoglukonat za soucasné
hydrogenace NAD a mnozstvi vznikajictho NADH bylo méfeno spektrofotometricky pii
vlnové délce 340 nm (PlateReader TECAN).

Fosfoglukomutazova reakce (1P-6P) (Jolly et al, 1999)

Reakéni smés (100 pl) obsahovala 50 mM Tris-HCIL, pH 8.0, 5 mM MgCl,, 1 mM
glukosa-1-fosfat (substrat), 0,7 mM glukosa-1,6-difosfat, 1,5 mM NAD, 4 pg GlmM
(fosfoglukosaminmutasa S. pneumoniae), 2 ng GDH (glukosa-6-fosfatdehydrogenasa).
Reakce probihala pii 37°C a substrat (glukosa-1-fosfat) byl pomoci GImM pfeménén na
glukosa-6-fosfat, ktery byl poté pomoci GDH pifeménén na 6-fosfoglukonat za soucasné
hydrogenace NAD a mnozstvi vznikajiciho NADH bylo méfeno spektrofotometricky pii

vlnové délce 340 nm.

Fosfomannomutazova reakce (1P-6P) (Tavares et a/, 2000)

Reakéni smés (100 pl) obsahovala 50 mM Tris-HCIL, pH 8.0, 5 mM MgCl,, 1 mM
mannosa-1-fosfat (substrat), 0,7 mM glukosa-1,6-difosfat, 1 mM NAD, 1 ug GImM
(fosfoglukosaminmutasa S. pneumoniae), 2 ng PMI (fosfomannoisomerasa), 2 pg GDH
(glukosa-6-fosfatdehydrogenasa). Reakce probihala pii 37°C a substrat (mannosa-1-fosfat)
byl pomoci GImM pieménén na mannosa-6-fosfat. V pritomnosti PMI doslo k izomeraci
na glukosa-6-fosfat, ktery byl poté pomoci GDH pfeménén na 6-fosfoglukonat za soucasné
hydrogenace NAD a mnozstvi vznikajiciho NADH bylo méfeno spektrofotometricky pfi

vlnové délce 340 nm.
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4.2.5.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (High Performance
Liquid Chromatography- HPLC)

Produkty  fosfoglukosaminmutazové reakce (6P-1P) byly déleny na
chromatografické kolon¢ (Nucleosil 100, C18 (reverzni faze), Su, 150 mm x 4.6 mm,
Alltech) na kapalinovém chromatografu BIO-TEK Instruments System 522 se softwarem
Kromasystem 3000. Jako mobilni fadze byl pouzit 50 mM triethylamin, pH 4.77
s gradientem methanolu. Separace produktii jedné reakce probihala 65 minut za

nasledujicich podminek (Dr. D. Mengin-Lecreulx, tstni sdéleni):

cas A B

0 100% 0%
10 100% 0%
25 0% 100%
45 0% 100%
50 100% 0%
65 100% 0%

Mobilni faze A byla tvofena roztokem 50 mM triethylaminu, pH 4.77 a k vymyti
produkti enzymatické reakce dochédzelo gradientem methanolu, jez byl soucasti mobilni
faze B (50 mM triethylamin, pH 4.77 : methanol, 1:1). Prtok byl nastaven na hodnotu 0,6
ml/min.

Eluované frakce byly v minutovych intervalech odebirdny, smiseny se scintilacnim
roztokem Optiphase 3 HiSafe (Perkin-Elmer) a proméfeny na scintilaénim pfistroji (Wallac

DSA 1409, Perkin-Elmer).
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5 Vysledky

5.1 Dimerizace Ser/Thr proteinkinasy StkP
Jak jiZ bylo zminéno v uvodu, prvni ¢ast této dizertacni prace navazuje na vysledky
publikované v diplomové praci autorky. Kapitola 5.1.1 je tedy struénym souhrnem

dostupnych informaci o proteinkinase StkP a vysledkti zminované prace.

5.1.1 Proteinkinasa StkP

Analyzou sekvence genomu S. pneumoniae R6 byla zjisténa pfitomnost jednoho
genu homologniho s eukaryotnimi Ser/Thr proteinkinasami a gen byl nazvan stkP. Ve
stejném operonu byla také zjiSténa piitomnost genu homologniho s eukaryotnimi Ser/Thr
proteinfosfatasami a tento gen byl nazvan phpP. Geny maji dvounukleotidovy prekryv.

Katalytickd doména proteinkinasy StkP obsahuje vSech 11 konzervovanych
subdomén charakteristickych pro eukaryotni Ser/Thr proteinkinasy. Katalytickd doména
tvofi N-termindlni ¢ast proteinu. C-terminélni oblast obsahuje 4 opakovani PASTA (PBP
and Serine/Threonine kinase Associated domain) motivu (Yeats et al., 2002). Jak jiz ndzev
vypovida, tento motiv se vyskytuje u penicilin vazebnych proteint (PBP-penicillin binding
protein) a u Ser/Thr proteinkinas. Ve vySe citovaném clanku byla vyslovena hypotéza, ze
tyto domény by mohly vazat podjednotky peptidoglykanu. Jestlize PASTA doména vaze
peptidoglykan, mohla by proteinkinasa hrat roli senzoru koncentrace peptidoglykanu a
regulovat biosyntézu proteinti ucastnicich se tvorby bunécné stény, vcetné penicilin
vazebnych proteini. PASTA doména penicilin vazebnych proteinii predstavuje také
dilezitou determinantu rezistence k antibiotikiim.

Katalyticka a senzorova doména jsou spojeny usekem 18 hydrofobnich aminokyselin,
ktery, jak jsme prokdzali, zajiStuje membranovou lokalizaci proteinu (Pallova, 2003,
Novakova et al., 2005).

Inaktivace genu stkP na chromozoému aviruletniho neopouzdieného kmene
S. pneumoniae inzeréni mutagenezi vedla ke ztraté schopnosti piirozené kompetence a
k predéasné lyzi v podminkach in vitro (Echenique et al., 2004). Inaktivace genu stkP byla
provedena i ve virulentnich kmenech S. pneumoniae D39 a 23477. In vivo bylo na mysim
modelu prokazano, ze mutace v genu stkP témét uplné rusi virulenci obou kment béhem
intranasalni infekce. U sérotypu 6 (kmen 23477) tato mutace zabranuje invazi bakterii skrz

epitelialni bariéru (Echenique ef al., 2004).
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Biochemickou analyzou rekombinantniho proteinu StkP bylo potvrzeno, Ze se jedna
o aktivni protein schopny autofosforylace na serinu a zejména threoninu v pfitomnosti
manganatych a hofeCnatych iont (Novakova et al., 2005). Déle bylo zjisténo, Ze
rekombinantni protein sestavajici pouze z katalytické domény je sice funkcni, nicméné
jeho aktivita je sniZzena zhruba o 50% oproti Gplné formé proteinu. Tato skutecnost
znamena, ze ob¢ formy proteinu katalyzuji reakci s rozdilnymi kinetickymi parametry
(Novakova et al., 2005).

Pomoci alelické vymény byl pfipraven kmen S. pneumoniae, ktery ve svém
genomu kéduje epitopem (histidinova kotva) znac¢enou Ser/Thr proteinkinasu StkP.
Rovnéz byl piipraven kmen exprimujici epitopem znaCenou zkracenou formu této
proteinkinasy (epitopem znacend kindzovd doména) (Pallova, 2003).

Pomoci in vitro kindzové reakce byla testovana schopnost autofosforylace
znacenych proteinti. Nezkraceny protein byl aktivni a nachazel se v membranové frakci.
Autofosforylacni aktivitu zkraceného proteinu se nam detekovat nezdafilo.

Imunochemickymi metodami byla urcena lokalizace Ser/Thr proteinkinasy StkP.
Uplna forma enzymu byla pomoci monoklondlni protilatky proti histidinové kotvé
detekovana v membranové frakci, jednd se tedy o membranovy protein. Zkracenou formu
proteinkinasy jsme nebyli schopni prokazatelné detekovat ani v cytoplazmatické, ani
v membranové frakci (Pallova, 2003).

Studiem fenotypovych projevii kmene s deleci C-termindlni oblasti vcetné
transmembranové domény jsme zjistili znacnou podobnost s kmenem s inaktivovanym
genem stkP pomoci inzer¢ni mutageneze (Echenique ef al., 2004). Oba kmeny vykazovaly
snizenou schopnost navozeni stavu pfirozené kompetence a zvySenou citlivost
k antibiotiklim inhibujicim tvorbu bunééné stény, penicilinu G a vankomycinu (Pallova,
2003, Novakova, 2004).

Z téchto vysledkii by se dalo usuzovat, Zze k expresi zkracené formy StkP bud’
nedochézi, nebo je tato forma pravdépodobné nefunkcni a tudiz je bunikou degradovana.
Pro ovéfeni této hypotézy jsme pfipravili kmen S. pneumoniae, exprimujici kindzovou
doménu ukotvenou v membrané¢ pomoci transmembranové domény, a testovali

enzymatické vlastnosti proteinu.
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5.1.2 Priprava epitopem znaéené membranové ukotvené kinazové

domény proteinkinasy StkP

Strategie piipravy konstruktu pro transformaci S. pneumoniae Cpl015, s cilem
piipravit epitopem znaCenou membranoveé ukotvenou kindzovou doménu proteinkinasy
StkP, byla stejnd jako v diplomové praci (Pallova, 2003). Fragment odpovidajici sekvenci
casti kindzové domény vcetné¢ domény transmembranové byl amplifikovan pomoci
oligonukleotidi KD-f (EcoRI) a TM-r (BamHI) s pouzitim chromozomalni DNA kmene
Cpl015 jako templatu. Reverzni oligonukleotid navic obsahoval sekvenci kodujici
histidinovou kotvu (10 x His). Fragment homologni k sekvenci za genem stkP byl
syntetizovan oligonukleotidy KDSTK-f (Xbal) a KD2-r (Sacll). Fragmenty po nastépeni
prislusnymi restrikénimi endonukleasami byly klonovany do vektoru pBluescript I KS
(Stratagene) spolu s rezistenéni kazetou (cat- chloramfenikol acetyltransferasa)
amplifikovanou pomoci oligonukleotidi CAT1 (BamHI) a CAT2 (Xbal) podle templatu
pEVP3. Findlni fragment obsahujici pozadované useky DNA byl z vektoru vysStépen
restrikénimi enzymy EcoRI a Xbal (Obr. 5.1) a pouzit pro transformaci S. pneumoniae
Cpl1015. Po dvojitém crossing-overu doslo k vyméné genetického materidlu za vzniku
mutantniho kmene S. pneumoniae KDTM-his (Obr. 5.2). Metoda byla inspirovana praci
(Lau et al., 2002).

chromozém kmene Cp1015:

phpP - stkP . nekodujici oblast
—> . —> <
KD-f TM-r KDSTK- KD2-r
(EcoRI) (BamHI) f (Xbal) (Sacll)
KDTM-his
EcoR1 BamHI Xbal €<— > Sacll
BamHl cat kazeta Ybal

!

cat kazeta

Obr. 5.1: Schématické znazornéni pripravy konstruktu pro transformaci S. pneumoniae
Cpl015. Popis v textu.
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chromozém kmene Cp1015:

phpP stkP . nekddujici oblast

\ 4
\

cat kazeta

chromozom kmene KDTM-his: l
phpP _ KDTM-his catkazeta  pekodujici oblast

A 4

Obr. 5.2: Schématické znazornéni alelické vymény za viniku kmene S. pneumoniae
KDTM-his. Popis v textu.

Delece C-termindlni ¢asti genu stkP byla ovéfena pomoci PCR a DNA hybridizaci
dle Southerna (Obr. 5.3). Chromozomalni DNA izolovanou zkmene S. pneumoniae
KDTM-his a kmene Cpl015 jsme Stépili restrikénimi endonukleasami Stul a EcoRI.
Stépenou DNA jsme rozdélili pomoci agarézového gelu, DNA pienesli na membranu a
provedli detekci pomoci sondy KD proti oblasti kinazové domény StkP (Pallova, 2003).
Predpokladana velikost DNA fragmentu detekovaného u kmene Cp1015 ¢inila 3500 bp a
velikost DNA fragmentu detekovaného u kmene KDTM-his ¢inila 2890 bp, coz odpovida
velikosti fragmentl detekovanych na Obr. 5.3. Dale jsme sekvenovanim ovéfili sekvence
chromozému kmene KDTM-his v okrajovych oblastech vymény. Timto zplisobem jsme
op¢t ovetili uspésnost delece C-terminalni ¢asti genu stkP a pritomnost sekvence kodujici

oligohistidinovou kotvu.

wt
—3 <+—— 3000 bp
KDTM-his

Obr. 5.3: DNA hybridizace se sondou proti kindzové doméné proteinkinasy StkP. Draha
1-DNA kmene Cpl015, drdha 2-DNA kmene KDTM-his, drdha 3- DNA 1 kb standard
znaceny DIG-11-dUTP (NEB).
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Schéma organizace stkP lokusu mutantnich kmen KD-his, KDTM-his a StkP-his

v porovnani s divokym kmenem znézortiuje Obr. 5.4.

phpP sthP f~_ Nekodujici oblast
Kmen Cp1015 —
phpP KD histag  cat nekéduijici oblast
Kmen KD-his
phpP KDTM histad  cat nekodujici oblast
Kmen KDTM-his
phpP sthP histag  cat nekodujici oblast

Kmen stkP-his  EEER]

Obr. 5.4: Schéma organizace stkP lokusu mutantnich kmenii v porovnani s divokym
kmenem. phpP-gen pro proteinfosfatasu PhpP, stkP-gen pro proteinkinasu StkP, KD-
kindazova doména proteinkinasy StkP, KDTM-membranové ukotvena kindzova doména
proteinkinasy StkP, histag- histidinova kotva (10x His), cat- chloramfenikol acetyl-
transferasa.

Subcelularni frakce kmene KDTM-his a kment KD-his a Stk-his (Pallova, 2003)
byly pouzity pro in vitro kinazové reakce. Jako pozitivni kontroly byly pouzity
rekombinantni proteiny rStkP a rKD izolované z kmenti E. coli BL21(DE3) (pEXstkP) a
BL21(DE3) (pEXstkP-T) (Novéakova et al., 2005). Jak vyplyva z Obr. 5.5 epitopem
znaCena uplna forma proteinkinasy StkP je aktivni a autofosforyluje se prevazné
v membranové frakci (Obr. 5.5- draha 4), kindzova aktivita epitopem znacené zkracené
formy proteinu nebyla detekovana (Obr. 5.5- drahy 6-8) a kone¢né ukotveni kindzové
domény vedlo k obnoveni autofosforylacni aktivity proteinu (Pallova et al, 2007).
Membranove ukotveny protein, podobné jako tplna forma proteinkinasy StkP, se nachéazel
v membranové frakci (Obr. 5.5- drdha 11). Lokalizace proteinu byla néasledné ovéfena
protilatkovou detekci s monoklondlni protilatkou proti histidinové kotve (Obr. 5.6-
draha 5) (Pallova et al., 2007).

Op¢ét se nam nezdatilo detekovat samotnou kinazovou doménu proteinkinasy StkP
(Obr. 5.6- drahy 6, 7), a proto jsme se pokusili izolovat epitopem znacené formy
proteinkinasy StkP pomoci afinitni chromatografie s pouzitim suspenze nosice ur¢eného k
purifikaci proteint s histidinovou kotvou. Uplnou formu proteinkinasy StkP a kinazovou
doménu ukotvenou v membran¢ jsme uspesné izolovali, kdezto izolace zkraceného
proteinu (kindzovd doména) se opakované nezdafila (data neuvedena), coz potvrzuje

prvotni hypotézu, ze pravdépodobné dochazi k proteolytické degradaci proteinu.
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StkP-his KD-his KDTM-his
+—> < > <« >

6 7 8 9 10 11

T
- |

S e— e R

Obr. 5.5: Kindzova aktivita mutantnich forem proteinkinasy StkP v subceluldarnich
frakcich S. pneumoniae. Drahy 2, 6 a 9 predstavuji celkovy lyzat, drahy 3, 7 a 10
predstavuji cytoplazmatickou frakci, drahy 4, 8 a 11 predstavuji membranovou frakci.
Rekombinantni proteiny rStkP a vKD (drahy 1 a 5) byly pouZity jako pozitivni kontrola.
Sipky naznacuji polohu proteinii. StkP-his-kmen exprimujici epitopem znacenou tiplnou
formu StkP, KD-his-kmen exprimujici epitopem znacenou kinazovou doménu StkP, KDTM-
his- kmen exprimujici epitopem znacenou membranové ukotvenou kinazovou doménu StkP.
Nalevo jsou vyznaceny pozice molekulovych standardii (v kDa).

StkP-his  KDTM-his KD-his
— > “— —>

5 6 7 8

1

.2 3 4

47,5 S

32,5 j
25

a %

Obr. 5.6: Imunologicka detekce mutantnich forem proteinkinasy StkP v subceluldarnich
frakcich S. pneumoniae monoklonalni protilatkou proti histidinové kotvé. Drahy 2, 4 a 6
predstavuji cytoplazmatickou frakci, drahy 3, 5 a 7 predstavuji membranovou frakci.
Rekombinantni proteiny rStkP a vKD (drahy 1 a 8) byly pouZity jako pozitivni kontrola.
Sipky naznacuji polohu proteinii. StkP-his-kmen exprimujici epitopem znacenou tiplnou
formu StkP, KD-his-kmen exprimujici epitopem znacenou kinazovou doménu StkP, KDTM-
his- kmen exprimujici epitopem znacenou membranové ukotvenou kinazovou doménu StkP.
Nalevo jsou vyznaceny pozice molekulovych standardii (v kDa).
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Abychom mohli fici, zda to, ze nejsme schopni zkraceny protein izolovat, je
zpisobeno nestabilitou mRNA a nebo, zda je degradovan aZz produkt proteosyntézy,
izolovali jsme celkovou RNA z kmenid Cpl1015 a KD-his. Nasledné jsme provedli reverzni
transkripci a RNA byla pfevedena do formy cDNA. PCR reakce provedené na cDNA
prokézaly, ze RNA transkript odpovidajici samotné kinazové doméné proteinkinasy StkP
je v bunkdach ptitomen (Obr. 5.7- drdahy 4, 6, 8). 1zolace celkové RNA byla provedena pii
ODy4po= 0,5 a ODy4po= 1, RNA transkript odpovidajici samotné kindazové doméné byl
pfitomen v obou pfipadech. Reverzni transkripce byla provedena pomoci ndhodného
hexameru (Promega). Jako kontrola Cistoty RNA slouzila reakce bez reverzni transkriptasy.
cDNA slouzila jako templat pro nasledné PCR reakce s pouzitim oligonukleotidi: KRT-f a
KMP-r (~330 bp), Cp a KRT-r (~410 bp), Cp a histag-r (~850 bp).

A.

phpP stkP
> > chromozom S. pneumoniae Cp1015
phpP KD , .
> > chromozoém S. pneumoniae KD-his
KRT-f »<4KMP-r 1. PCR
Cp » <« KRT-r 2.PCR
Cp » < histagr 3.PCR
B.

Obr. 5.7: Schéma RT-PCR (A) a RT-PCR analyza exprese kindzové domény
proteinkinasy StkP v mutantnim kmeni KD-his (B). Drahy [1-2 S. pneumoniae Cpl0135,
drahy 4-9 S. pneumoniae KD-his. Drdhy 1, 4, 6, 8- RT-PCR, drahy 2, 5, 7, 9- reakce bez
predchozi reverzni transkripce. DNA standard je nanesen v draze 3 a 10 (100 bp standard,
NEB).
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5.1.3 Homodimerizace proteinkinasy StkP

Homologem proteinkinasy StkP je proteinkinasa PrkC B. subtilis. Topologie obou
enzyml pifipominad eukaryotni receptorové kinasy, jakou je napt. TGF-B. O téchto
receptorech je znamo, ze v pfitomnosti ligandu tvofi stabilni dimery, které usnadnuji
autofosforylaci enzymu (Massagué, 1998). Madec a kol. (2002) prokazali, ze Ser/Thr
proteinkinasa PrkC je taktéz schopna tvofit dimery, a Ze se na tomto procesu podili
transmembranova a extracelularni doména.

Pomoci reportérového systému zalozeného na represoru cl bakteriofaga A jsme
studovali, zda 1 proteinkinasa StkP ma schopnost dimerizovat. Represor cl je tvoieny
dvéma doménami. N-termindlni doména je zodpovédné za represorovou aktivitu a vazbu
na DNA, C-terminalni doména za dimerizaci. Represor je aktivni pouze ve formé¢ dimeru.

Do plazmidu pJAHOI (Leeds a Beckwith, 1998) nesouciho N-terminalni doménu
(zodpovédnou za DNA vazebnou a represorovou aktivitu) represoru cl jsme pomoci
unikatniho Af/III restrikéniho mista (Obr. 5.8) klonovali jednotlivé domény proteinkinasy
StkP. Kindzova doména KD byla amplifikovana pomoci oligonukleotidi StkP-f (A//11I) a
KD-r (A4fIII), kindzova doména vcetné transmembranové domény pomoci oligonukleotid
StkP-f (AfI111) a KDTM-r (AfI1IT) a C-terminalni doména pomoci oligonukleotidi C-term-f
(AfI1IT) a StkP-r (AfI11). Fazni konstrukty byly nazvany KD(pJAHO1), KDTM(pJAHOI) a
Cterm(pJAHO1).

c EcoRI 1
Ncol 4450 Nsil 26

p AfIIII 497
sgieniniging
&

EcoRI 506

pJAHO1

HindIII 2029

Obr. 5.8: Plazmid pJAHOI nesouci N-termindlni doménu cl represoru bakteriofiga A.
Sipkou je naznaceno unikatni AfINI restrikcni misto. Prevzato z Leeds a Beckwith, 1998.
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Faznimi konstrukty jsme transformovali buiky E. coli 61F a kultury jsme
kultivovali v NZY médiu s antibiotikem, s pfidavkem maltosy (0,2%, rist v pfitomnosti
maltosy vyvold produkci receptoru lambda faga, LamB, ktery je nezbytny pro transport
maltosy) v pfitomnosti ¢i nepfitomnosti IPTG (10 mM, fuzni protein je pod kontrolou
inducibilniho promotoru p/acUV5) do ODgg = 0,65-0,7. Poté jsme 100 pl kultury smichali
s3 ml NZY top agaru a 10 pl bakteriofaga lambda (AcI nebo Avir, fedéného 10, 107
10%,10%, 10°, 10° a vyseli na NZY agar (+/- IPTG). Plotny jsme inkubovali pfes noc pii
37°C a druhy den pocitali mnozstvi plakti na plotnach.

Jako pozitivni kontrolu jsme pouzili fizni konstrukt nesouci transmembranovou
doménu glykoforinu A (GpA), ktera dimery tvofi (Leeds a Beckwith, 1998).
Transmembranova doména TM1 MalF proteinu, kterd dimery netvoii (Leeds a Beckwith,
1998), byla pouzita jako negativni kontrola.

Buniky nesouci fuzni konstrukt s C-termindlni doménou proteinkinasy StkP a
rovnéz bunky nesouci fizni konstrukt s ukotvenou kinazovou doménou proteinkinasy StkP
byly podobné¢ jako pozitivni kontrola plné rezistentni k infekci bakteriofagem Acl (7ab.
5.1). Naopak buiiky nesouci pouze kindzovou doménu proteinkinasy StkP fizovanou s N-

terminalni doménou represoru cl byly k infekci bakteriofagem Acl senzitivni (Tab. 5.1).

Tab. 5.1: Represorova aktivita fuznich konstrukti.

Plazmid Represorovy konstrukt Efektivita vysevu *
pJAHS56 cl N-terminalni doména+GpA TM <10°

pJAH91 cI N-terminalni doména +MalF TM1 0,830 £ 0,079
pJAH-kd ¢l N-terminalni doména +StkP-KD 0,925 + 0,075
pJAH-kdtm cl N-terminalni doména + StkP-KDTM <10

pJAH-C-term | cI N-terminalni doména + StkP C-termindlni doména | <10°°

*Efektivita vysevu (pocet plakli/pocet fagovych partikuli &+ standardni odchylka) je uvedena jako

primérna hodnota ziskana ze ¢tyf nezavislych experimentd.

Z téchto vysledka zfetelné vyplyva, ze proteinkinasa StkP ma schopnost tvofit
dimery, a Ze tohoto procesu se ucastni, jak transmembranovd doména, tak i C-terminalni

doména (Pallova et al., 2007).
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5.1.4 Nativni elektroforéza (Blue native)

Tvorba dimerG proteinkinasy StkP byla nésledné ovéfena pomoci nativni
polyakrylamidové elektroforézy. Podstatou této metody je to, Ze proteiny nejsou béhem
migrace v polyakrylamidovém gelu vystaveny denaturujicim u¢inkiim SDS (dodecylsulfat
sodny) a pohyblivost proteinli v elektrickém poli je zajiSténa navazanim barvy Coomassie
Blue G-250, kterd ud€luje proteinim zaporny ndboj. K experimentu jsme vyuzili
rekombinantni purifikované proteiny StkP-GST a rKD (katalyticka doména fhzovana
s histidinovou kotvou) (Novakova et al., 2005).

Purifikované proteiny byly dialyzovany proti pufru o slozeni 50 mM BisTris, pH
7.0, 15% glycerol a zakoncentrovany. Byly podrobeny in vitro kinazové reakci a naneseny
na gradientovy gel. Jak je zfejmé z autoradiogramu (Obr. 5.9), porovnani s molekulovym
standardem ukazalo, Ze proteinkinasa StkP putovala v gelu ve formé dimeru, kdeZto
zkracend forma (katalytickd doména) putovala jako monomer (Pallova et al., 2007). Je
mozné, ze proteinkinasa StkP se seskupuje i ve vétsi oligomery, nebot’ jsme detekovali
proteinovy pruh o molekulové hmotnosti vétsi nez 669 kDa, ktery se nachazel u horniho

okraje gelu (Obr. 5.9- draha rStkP).

tKkD  rStkP
BET e
440 -
232 o /
140 ==

67 = S

Obr. 5.9: Autoradiogram separace autofosforylovanych rekombinantnich proteinii rKD
(katalyticka doména fuzovanda s histidinovou kotvou) a rStkP-GST pomoci nativni
elektroforézy. Pozice molekulovych standardii je vyznacena vlevo. Sipky indikuji pozici
zkoumaného proteinu.
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Molekulova hmotnost (Mr) proteinti byla vypoctena v zavislosti na jejich relativni

pohyblivosti v gelu. Tuto zavislost ukazuje Graf 5.1.
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Graf 5.1: Zavislost relativni pohyblivosti proteinii v gelu na jejich molekulové hmotnosti.
Rm-relativni pohyblivost v gelu, prazdna kolecka (O) odpovidaji molekulovym standardiim,
plné ctverecky® ) odpovidaji testovanym proteinium rKD a rStkP-GST.

Z tohoto grafu jsme vypocitali molekulovou hmotnost Mr = 29,5 kDa pro rKD, coz
koresponduje s molekulovou hmotnosti monomerni formy. Pro rStkP-GST byla vypoctena
hodnota Mr = 202 kDa, coZ odpovida dimerni molekule proteinkinasy StkP flzované
s GST (Pallova et al., 2007).

Porovnanim denzity radioaktivniho signalu obou forem proteinu jsme zjistili, ze
autofosforylacni aktivita monomerni kinazové domény je snizena. Kvantifikace pomoci
vyhodnocovaciho softwaru AIDA verze 3.28 ukézala, e G&innost inkorporace [*°P]
kindzové domény rKD byla oproti proteinkinase StkP pfiblizn€ dvojnasobné sniZena a
dosahovala hodnoty 57% ucinnosti inkorporace rStkP-GST (Graf 5.2) (Pallova et al.,
2007).

120
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Graf 5.2: Relativni aktivity proteinii rKD a rStkP-GST méFené pomoci inkorporace [*°P).
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Tyto vysledky koresponduji s vysledky uvedenymi v praci (Novakova et al., 2005),
kde bylo pro kindzovou doménu popsano 50% snizeni inkorporace [*P] vzhledem
k intaktni proteinkinase StkP. V citované praci byla navrzena hypotéza, ze tento rozdil je
zpisoben odliSnymi kinetickymi parametry autokatalytické reakce. Vysledky predkladané
prace naznacuji, ze tvorba homodimeru je vyznamnym faktorem ovliviiujicim aktivitu
proteinkinasy. Jako pravdépodobné se jevi, Ze tvorba homodimeru umoziuje

transfosforylaci.
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5.2 Charakterizace fosfoglukosaminmutasy S. pneumoniae

5.2.1 Fosfoglukosaminmutasa GImM jako substrat proteinkinasy StkP

Ve snaze identifikovat substrat(y) proteinkinasy StkP jsme provedli in vivo znaceni
kultur divokého kmene a mutantniho kmene AstkP [*P] kyselinou fosfore¢nou. Pomoci
dvourozmérné elektroforézy byly analyzovany fosfoproteinové profily obou kment.
6 fosfoproteinovych skvrn bylo identifikovano hmotnostni spektrometrii (Obr. 5.10),
z toho dva proteiny, fosfoglukosaminmutasa GImM a a-podjednotka RNA polymerasy,
byly identifikovany jako potencidlni substraty proteinkinasy StkP, nebot byly nalezeny
pouze v divokém kmeni (Novéakova et al., 2005).

4.5 5.0 5.5 6.0 6.5
9 | | I I
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Obr. 5.10: Digitalizovana fosfoproteomova mapa kmene S. pneumoniae Cpl015.
Proteinové skvrny, které byly identifikovany pomoci hmotnostni spektrometrie, jsou
oznaceny PI1-P6 (Pl-fosfoglukosaminmutasa GlmM). Nahore vyznaceno rozmezi pH, vlevo
vyznaceny pozice proteinovych standardii.

Druhd cast predkladané dizertani prace vychazi ztéchto vysledkli laboratoie a

vénuje se biochemické charakterizaci fosfoglukosaminmutasy GImM S. pneumoniae.
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5.2.2 Ovéreni fosfoglukosaminmutasy GImM jako substratu

proteinkinasy StkP v bunéénych lyzatech S. pneumoniae

Bezbunééné lyzaty kmenl S. pneumoniae Cpl015, dele€niho mutanta AstkP a
dvojit¢ho dele¢niho mutanta AphpP-stkP (dele¢ni mutanty v nasi laboratofi pfipravila
L. Saskova) jsme pouzili pro potvrzeni fosfoglukosaminmutasy GImM jako substratu
proteinkinasy StkP v in vitro kindzové reakci v ptfitomnosti ¢i absenci rekombinantni
proteinkinasy StkP fuzované s GST (Obr. 5.11).

V drahach cislo 2, 4 a 6 je vidét fosforylace rekombinantniho proteinu (rStkP),
v draze ¢islo 1 a 2 miizeme pozorovat fosforylaci endogenni proteinkinasy StkP. V drahach
2, 4 a6, tedy v pfitomnosti rekombinantniho proteinu StkP-GST (rStkP), se objevuje
fosforylovany protein o molekulové hmotnosti odpovidajici fosfoglukosaminmutase
GImM. Intenzita fosforylace tohoto proteinu je nejvétsi v bezbunééném lyzatu dvojitého
dele¢niho mutanta, coz ukazuje, ze fosfoglukosaminmutasa by mohla byt i substratem
proteinfosfatasy PhpP. Tyto vysledky podporuji zjisténi, ze fosfoglukosaminmutasa GImM
by mohla byt skute¢nym substratem proteinkinasy StkP.

wt AstkP AphpP-stkP
2 4 6
+ + - +
L Wy AL pres— kDa
- 83
— 62
GImM =
e 47,5

Obr. 5.11: In vitro kinazova reakce na lyzdatech S. pneumoniae Cpl015 (WT), AstkP,
AphpP-stkP v piitomnosti (+) i absenci (-) rekombinantniho proteinu StkP-GST (rStkP).
Sipky ukazuji pozici proteinii. Napravo je vyznacena pozice proteinovych standardii.

5.2.3 Priprava rekombinantniho proteinu GImM
Gen kodujici fosfoglukosaminmutasu GImM jsme amplifikovali s pouzitim

chromozomalni DNA S. pneumoniae Cpl015 jako templatu pomoci oligonukleotidl
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GImM-f (Ndel) a GImM-r (Xhol), respektive GImM-r term (Xhol). Reverzni
oligonukleotidy se liSily ptfitomnosti sekvence odpovidajici termina¢nimu kodonu. Vzniklé
fragmenty jsme po opracovani piislusSnymi restrikénimi endonukleasami klonovali do
expresniho vektoru pET42b, respektive pET28b. Vysledny rekombinantni protein byl pak
fizovan s histidinovou kotvou na C- nebo N- konci. Expresni plazmidy byly
transformovany do bunék E. coli vhodnych pro nadprodukci proteinu, tj. E. coli
BL21(DE3). Nadprodukovan¢ proteiny byly pfitomny v rozpustné frakci a pomoci afinitni
chromatografie byly izolovany z hrubého extraktu (Obr. 5.12). Vy38i u€innost purifikace
byla dosazena u proteinu exprimovaného z vektoru pET28b, tedy s histidinovou kotvou na
N-konci proteinu.

A. I HEFTWIW2W3 P P P 10
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83
62
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Obr. 5.12: Purifikace proteinii GImM s histidinovou kotvou na N- (A) nebo C- konci (B).
HE- hruby extrakt, FT-flowthrough, W1- W3- promyvaci kroky, P- purifikovany protein
(0,2; 0,5; 1 ul). Proteinové standardy jsou naneseny v drahdch 1 a 10 (v kDa). Sipkou je
znazornéna pozice nadprodukovaného proteinu.
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5.2.4 In vitro kinazova reakce s rekombinantnimi proteiny

Pomoci in vitro kindzové reakce s izolovanymi rekombinantnimi proteiny jsme
chtéli prokazat, ze fosfoglukosaminmutasa GImM je skutecné substratem proteinkinasy
StkP (Obr. 5.11). Nejprve jsme reakci provedli za podminek, které byly popsany pro
autofosforylaci fosfoglukosaminmutasy GImM E. coli (Jolly et al., 2000), tedy
v pritomnosti hofe¢natych iontil, nicméné k autofosforylaci fosfoglukosaminmutasy GImM
S. pneumoniae ¢i k jeji fosforylaci prostiednictvim proteinkinasy StkP nedoslo. Z tohoto
diivodu jsme dale testovali zavislost fosforylace na p¥itomnosti réiznych iontéi (Co®", Mn*",
Zn*, Mg2+, Ca®). Jelikoz proteinkinasa StkP pro svou aktivitu vyzaduje piitomnost
hotec¢natych iontl, tyto ionty byly zastoupeny ve vSech testovanych reakcich. Z Obr. 5.13
je ziejmé, ze fosfoglukosaminmutasa GImM neni schopna autofosforylace v pfitomnosti
ani jednoho ze zkoumanych iontl (drahy 2, 4, 6, 8 a 10). Dale jsme prokézali, Ze tento
protein je substratem proteinkinasy StkP v pfitomnosti kobaltnatych iontti (Novakova et al.,
2005) (draha 3). Slabé dochazi k jeho fosforylaci i v pfitomnosti manganatych iontt (draha
5). Tento trend byl spolecny pro protein s histidinovou kotvou na N- 1 na C- konci.
Zinecnaté a vapenaté ionty v kombinaci s hofe¢natymi ionty Uplné rusi autofosforylacni

aktivitu proteinkinasy StkP.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

175 4 .
L ! . - <«— 1StkP

M.

83 —
62 — ‘ - X

475 — _ -~ .| ¢— 1rGlmM

32,5 — .
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Obr. 5.13:  Autoradiogram  fosforylace  rekombinantniho  proteinu  rGImM
prostiednictvim rekombinantniho proteinu StkP-GST (rStkP). Draha - autofosforylace
proteinkinasy rStkP, drahy 2, 4, 6, 8 a 10 autofosforylace rGImM v pfitomnosti Co*", Mn”",
Zn’", Mg®*, Ca®™, drdhy 3 a 5 transfosforvlace rGImM proteinkinasou rStkP v pFitomnosti
Co’*a Mn®*. V pFitomnosti ostatnich iontii k transfosforylaci nedochdzi (dréhy 7, 9, 11).
Pozice proteinovych standardii je vyznacena vlevo (v kDa). Sipky zndzoriuji polohu

zkoumanych proteinii.
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5.2.5 Cilena mutageneze fosfoglukosaminmutasy GImM

S. pneumoniae

Jak bylo zminéno v literd&rnim piehledu, u fosfoglukosaminmutasy E. coli byl
identifikovan serin v pozici 102 jako jediné misto fosforylace (Jolly et al., 2000). Tomuto
aminokyselinovému zbytku ve fosfoglukosaminmutase S. pneumoniae odpovida serin
v pozici 101. Rozhodli jsme se proto pro cilenou mutagenezi tohoto mista a jeho zaménu

za strukturné piibuzny alanin (S101A) (Obr. 5.14).

sl J
glmM l_g]()] // :
— — 7/ —
GImM-f s GImM-r
SI101A-
S A S
glmM e TCT GCT AGC-=--=---
Sacll
SioiAgimM  -------TCC GCG GCC--=n=---
S A A

Obr. 5.14: Schéma cilené mutageneze serinu v pozici 101. Popis v textu.

Nejprve jsme pro tento ucel zvolili metodu ,,megaoligonukleotidu* (Ekici et al.,
1997). Pro amplifikaci ¢asti genu s vnaSenou mutaci jsme pouzili oligonukleotidy GImM-f
(Ndel) a S101A-r (Sacll). V reverznim oligonukleotidu byla sekvence kodonu AGC
(Ser101) zaménéna za GCC (Ala) a zéarovenn jsme zaménili sekvenci predchazejicich
kodonii TCT (Ser99) na TCC (Ser) a GCT (Alal00) na GCG (Ala) tak, aby vzniklo
unikatni restrik¢ni misto Sacll, které mélo umoznit snadnou detekci vzniklé mutace (Obr.
5.14). Produkt PCR reakce, tzv. ,megaoligonukleotid”, jsme pouzili jako v nasledujici
PCR reakci spole¢né s oligonukleotidem GImM-r (Xhol) pro amplifikaci celého genu
glmM. Tato metoda vSak nebyla uspésna. Délka ,,megaoligonukleotidu® je limitujicim
faktorem této metody a doporucuje se délka maximalné¢ do 300 bp. Délka pouzitého
megaoligonukleotidu lehce piekrocila vySe zminé€nou hranici a pravdépodobné z tohoto
diivodu se nezdatila amplifikace sekvence celého genu.

Nicméné jsme vyuzili toho, ze oligonukleotid S101A-r obsahoval unikatni
restrikéni misto Sacll, a rozhodli jsme se vytvofit mutantni protein postupnym klonovanim.
Pomoci oligonukleotid SI01A-f (Sacll) a GImM-r (Xhol) jsme syntetizovali zbyvajici
¢ast genu. Vysledné fragmenty obou PCR reakci jsme postupné klonovali do vektoru

pET42b. Vneseni bodové mutace do genu bylo ovéfeno sekvenovanim. Fragment
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odpovidajici mutantni formé fosfoglukosaminmutasy S101AGImM byl z vektoru vystépen
restrikénimi endonukleasami Ndel a Xhol a klonovan do vektoru pET28b. Protein byl
nadprodukovan a purifikovan stejné jako protein nemutovany.

Protein S101AGImM jsme pouzili vin vitro kindzové reakci jako substrat
proteinkinasy StkP a zjistili jsme, ze proteinkinasa StkP nadéle fosfoglukosaminmutasu

fosforyluje (Obr. 5.15).
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Obr. 5.15: In vitro fosforylace mutantniho proteinu S101AGImM proteinkinasou StkP.
Drdha  1- autofosforylace StkP, draha 2- transfosforylace proteinu S101AGImM
proteinkinasou StkP (v piitomnosti Co’”). Vlevo jsou vyznaceny pozice proteinovych
standardii (v kDa). Sipka zndzoriiuje polohu zkoumanych proteinii.

Vysledek  tohoto  experimentu  znamend, Ze  mistem  fosforylace
fosfoglukosaminmutasy GImM S. preumoniae je bud’ jiny aminokyselinovy zbytek nez

konzervovany serin v pozici 101, anebo Ze mist fosforylace je vice.

5.2.6 Stépeni fosfoglukosaminmutasy thrombinem

Pro ptedbéznou piredstavu lokalizace mista modifikace jsme fosforylovany protein
GImM 1 mutantni protein SIOIAGImM Stépili thrombinem. Tato sekvencéné specificka
proteasa $tépi GImM v pozici 141. Nejprve bylo nutné zjistit podminky, za kterych dojde

ke Stépeni co nejveétsiho mnozstvi proteinu (data neuvedena). Jako nejvhodnéjsi se ukazalo
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pouziti 0,04 jednotek thrombinu pro Sté€peni 20 pg proteinu pies noc pii 37°C. Proteiny
GImM a SI01AGImM jsme v in vitro kindzové reakci fosforylovali proteinkinasou StkP
v piitomnosti [**P] a poté podrobili proteolytickému $tépeni. Proteinové §t&py jsme
analyzovali pomoci jednorozmérné elektroforézy s vyuzitim gradientového gelu a
fosforylované §tépy vizualizovali pomoci Phosphorlmageru Bas5000 (Fuji).

Obr 5.16 ukazuje, Ze oba proteinové §tépy obou proteinli jsou fosforylované a to

znamena, ze k fosforylaci dochazi na vice nez jednom aminokyselinovém zbytku.

1 2 3 4

175 —
<«—— StkP-GST
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62,5 —
475 — . <«—— nestépeny protein GlImM
325 |
25 7 > proteinové §tépy GImM
(34 kDa + 16 kDa)
15 —
6 u—
.. - a

Obr. 5.16: Proteolytické Stépeni radioaktivné fosforylované fosfoglukosaminmutasy
GImM (drdha 3) a mutantniho proteinu S101AGImM (draha 4) sekvenéné specifickou
proteasou thrombinem (autoradiogram). Drdha [-fosforylace fosfoglukosaminmutasy
GImM proteinkinasou StkP (bez ndsledného Stépeni), draha 2-proteolytické Steépeni
autofosforylované proteinkinasy StkP. Déleni probihalo na gradientovém gelu. Sipky
naznacuji pozice zkoumanych proteini. Vlevo jsou vyznaceny pozice proteinovych
standardu.

5.2.7 Identifikace mist fosforylace fosfoglukosaminmutasy GImM

Na zéklad€ pfedchozich vysledkl jsme se rozhodli pro piesnou identifikaci mist
fosforylace fosfoglukosaminmutasy GImM, a to hmotnostni spektrometrii. Pro kvalitni
rozdéleni jednotlivych izoforem proteinu jsme pouzili dvourozmérnou (2D) elektroforézu.

Déleni fosforylované fosfoglukosaminmutasy GImM v prvnim rozméru, izoelekricka
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fokusace, probihalo v tzkém pH rozmezi 3-5,6 po dobu 48 hodin. Déleni v druhém sméru
probihalo v 12,5% akrylamidovém gelu.

Z Obr. 5.17 vyplyva, ze vétSina proteinu zustava nefosforylovand (WT1, Mutl).
Rovnéz je ziejmé, ze protein GImM se vyskytuje ve tiech fosforylovanych izoformach
(WT2-4), kdezto protein s bodovou mutaci se vyskytuje pouze ve dvou fosforylovanych
izoformach (Mut2 a 3).

A. B.
WT3 WT?2 Mut2

WT4 \ WTI1 Mut3 I Mutl

Obr. 5.17: 2D elektroforéza radioaktivné fosforylované fosfoglukosaminmutasy GlmM
(A) a mutantniho proteinu S101AGImM (B). Nahore gel barveny koloidni Coomassie
blue, dole autoradiogram. Jednotlivé izoformy jsou naznaceny cervené a popsany.

Mutace serinu v pozici 101 ma tedy za nasledek ztratu jedné fosforylované
izoformy a tudiz je velmi pravdépodobné, Ze serin v pozici 101 je jednim z mist
fosforylace.

Jednotlivé proteinové skvrny jsme zpracovali pro nasledné Stépeni endopeptidasou
Glu-C. Tato serinova endopeptidasa $tépi peptidové vazby na C-konci kyseliny glutamové,
pfipadné asparagové, pokud za nimi nendsleduje prolin. Analyza modifikovanych
aminokyselinovych zbytkll S§tépenych peptidi byla provedena na hmotnostnim
spektrometru ESI-ION-TRAP (XCT Ultra, Agilent).

Hmotnostni spektrometrii se podafilo identifikovat ve skvrné WT2 serin v pozici 99
jako jedno z mist fosforylace. Identifikované peptidy pokryly 53% sekvence proteinu (246
z 459 aminokyselin) (Obr. 5.18).
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Obr. 5.18: Znazornéni identifikovanych peptidii po stépeni endopeptidasou Glu-C na
hmotnostnim spektrometru ESI-ION-TRAP. Cervené jsou zndzornény peptidy
identifikované po Stépeni. Serin v cerveném ramecku byl identifikovin jako misto

fosforylace.

Naméiend hmota 2533,2140 Da odpovidajici peptidu EGASAGVMISASH
NPALDNGIKFFGGDG vykazovala odchylku od teoretické hmoty + 78,5814 Da, coz
odpovida ptitomnosti jedné fosfatové skupiny. Tento peptid obsahuje tii serinové zbytky,
avsSak pomoci fragmentacni analyzy byl identifikovan jako misto fosforylace serin v pozici

99 (Graf'5.3).
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Graf 5.3: Fragmentacni analyza peptidu.

5.2.8 Priprava proteinu se zaménou serinu v pozici 99 za alanin

Protein stouto mutaci jsme pripravili za pouziti komeréni soupravy
QuikChange® II Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene). Pro amplifikaci a zavedeni
mutace jsme pouzili vektor GImM(pTrcHis60). Pomoci oligonukleotidi WTS99A a
WTS99A antisense jsme amplifikovali obé vldkna matetského plazmidu. Reakéni smés
jsme nasledn¢ inkubovali s restrikéni endonukleasou Dpnl, jejiz ¢innosti doslo k rozstépeni

metylovaného mateiského vektoru. Poté byla smés pouzita pro transformaci bunék E. coli
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XL1-Blue. Pro amplifikaci s pouzitim vektoru S101AGImM (pTrcHis60) byly vyuzity
oligonukleotidy SI01AS99A a SI01AS99A antisense.

Z neznamych divodl se opakované nezdatilo vytvofit protein s dvojitou zdménou
(serin v pozici 99 i 101 za alanin), béhem mutageneze vzdy doslo k vystépeni genu i s ¢asti
plazmidu. Plazmid nesouci fosfoglukosaminmutasu s bodovou mutaci serinu pouze
v pozici 99 (S99A GImM(pTrc60)) se piipravit zdatilo, sekvence genu g/lmM byla ovéfena

sekvenovanim.

5.2.9 Komplementace podminéné letalniho kmene E. coli GPM83

fosfoglukosaminmutasou GImM S. pneumoniae

Dosud vSechny charakterizované enzymy pattici mezi fosfoglukosaminmutasy byly
schopny komplementovat podminéné letalni kmen E. coli GPMS3, ktery ma inaktivovan
gen glmM na chromozému a kopii stejného genu nese na termosenzitivnim plazmidu
pGMM (Mengin-Lecreulx a van Heijenoort, 1996).

I my jsme tedy chtéli provéfit schopnost proteinu GlmM S. pneumoniae
komplementovat podminéné letdlni kmen E. coli GPMS83. Pro tento ucel bylo nejprve
nutné klonovat gen g/mM do jiného expresniho vektoru nez pET28b (do vektoru, ktery
nese jinou nez kanamycinovou rezistenci). Pouzili jsme vektory pTrcHis30, respektive
pTrcHis60 (Pompeo et al., 1998). Tyto plazmidy jsou odvozené¢ od vektoru pTrc99A
(Pharmacia) a nesou rezistenci k ampicilinu a sekvenci kédujici histidinovou kotvu na N-,
respektive na C- konci. Gen g/mM a jeho mutantni formu S70/AglmM jsme amplifikovali
pomoci oligonukleotidi GImM-f (BspLU11I) a GImM-r (Bg/Il). Fragmenty jsme klonovali
do vektoru pTrcHis60 Stépeného restrikénimi endonukleasami Ncol a Bg/ll. Kohezni
konec vznikly restrikci Ncol je kompatibilni s koheznim koncem vzniklym restrikci
BspLUI11l. Pro zachovani spravného cteciho ramce jsme museli do sekvence
oligonukleotidu GImM-f (BspLU11I) ptfidat dva nukleotidy (CG), ¢imz doSlo ke vzniku
kodonu TCG kodujiciho serin. Vysledné plazmidy byly nazvany GImM(pTrcHis60) a
S101AGImM(pTrcHis60). Gen glmM jsme amplifikovali také pomoci oligonukleotidi
GImM-f (BamHI) a GImM-r (HindlIII) a klonovali do vektoru pTrcHis30.

Ptipravili jsme kompetentni buiikky E. coli GPM83 metodou podle Dagerta a
Ehrlicha (1979), buiiky transformovali pfipravenymi vektory a schopnost komplementace

jsme posuzovali podle rhstu bakterii v nepermisivni teplot¢ 42°C. Buiky jsme rovnéz
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vyseli na plotny obsahujici IPTG, a to v koncentraci 10 uM, 100 uM a 1 mM, abychom
indukovali expresi daného proteinu. Jako pozitivni kontrola slouzil vektor E. c.
GImM(pTrcHis60), nesouci gen kodujici fosfoglukosaminmutasu GImM E. coli (poskytl
Dr. D. Mengin-Lecreulx). Jako negativni kontrola byl pro transformaci pouzit prazdny
vektor pTrcHis60.

Protein GImM s histidinovou kotvou na C-konci byl schopen komplementace
podminéné letadlniho kmene E. coli GPMS83 i bez ptitomnosti IPTG. Protein GlmM
s histidinovou kotvou na N-konci vSak komplementoval pouze v pfitomnosti IPTG, a to
v koncentraci 10 pM a 100 pM. Histidinova kotva na N-konci proteinu tedy plsobi
negativné, divodem je pravdépodobné zména konformace aktivniho mista, které se rovnéz
nachazi na N-konci proteinu. Mutantni protein S101AGImM nebyl komplementace
schopny, ani v pfitomnosti 1 mM IPTG.

Schopnost komplementace byla testovana i u proteinu se zaménou serinu 99 za

alanin a bylo zji$téno, ze 1 tato mutace znemoziuje komplementaci (7ab. 5.1).

Tab. 5.1: Schopnost fosfoglukosaminmutasy GlmM S. pneumoniae a jejich mutantnich
forem komplementovat podminéné letalni kmen E. coli GPMS$3.

Protein 30°C 42°C 42°C 42°C 42°C

+10 uM IPTG +100 uM 1IPTG +1 mM IPTG
GImM-C-his* + + + + +
GImM-N-his* + - + + -
S101A GImM + - - - -
S99A GImM + - - - -

*Proteiny se lisi pozici histidinové kotvy (C-his-histidinova kotva na C-konci proteinu, N-
his-histidinova kotva na N-konci proteinu,).

5.2.10 UDP-N-acetylglukosaminpyrofosforylasa GiIimU

5.2.10.1 Priprava rekombinantniho proteinu GImU

Fosfoglukosaminmutdzova aktivita proteinu GImM se méfi ve spfazenych
enzymatickych systémech. Jednim z enzymd, jehoZ pfitomnost v reakéni smési je nezbytna,
je UDP-N-acetylglukosaminpyrofosforylasa GImU. Tento enzym neni komeréné dostupny,
a tudiz jsme gen glmU klonovali do expresniho vektoru, protein nadprodukovali a izolovali.

Gen pro GImU byl amplifikovan pomoci Pfu polymerasy (Stratagene) a
chromozomalni DNA S. pneumoniae jako templatu. ProtoZe v databdzi genomu

S. pneumoniae (www.tigr.org) byly navrzeny dva alternativni pocatky genu, pro
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amplifikaci byly pouzity oligonukleotidy GImUT4-f (Ndel) a GImURG6-f (Ndel) a reverzni
oligonukleotid GImU-r (Xhol). Produkty reakce PCR jsme podrobili pisobeni restrikénich
endonukleas a klonovali do ptislusné stépeného expresniho vektoru pET28b. Prestoze jsme
se pokusili amplifikovat oba fragmenty, pouze krat$i fragment (amplifikovany pomoci
oligonukleotidu GImUT4-f) se nam podaftilo uspésn¢ klonovat do vektoru.

Timto vektorem jsme transformovali buiiky E. coli BL21(DE3) a poté protein
nadprodukovali. Nadprodukovany protein se nachdzel pfevazné v rozpustné frakci (Obr.
5.18), ze které byl nasledné purifikovan podle klasického protokolu. Protoze se ukazalo, ze
nadprodukovany protein je funk¢ni, amplifikaci a klonovanim del§iho fragmentu jsme se

dale nezabyvali.
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Obr. 5.18: Nadprodukce rekombinantniho proteinu GlmU. N-neindukovand kontrola, I-
indukovand kontrola, HE-hruby extrakt, IB-inkluze, R-rozpustnd frakce. V drdze 1 je
nanesen proteinovy standard (molekulové hmotnosti v kDa). Sipkou je naznacena poloha
GlmU.

5.2.10.2 Komplementace podminéné letalniho kmene E. coli USG83

proteinem GImU S. pneumoniae

Protein UDP-N-acetylglukosaminpyrofosforylasa GImU patii mezi esencidlni
enzymy a, podobné jako v ptipadé GlmM, byl pfipraven podminéné letalni kmen E. coli
USG83, ktery ma inaktivovan gen glmU na chromozému a identickou kopii genu nese na
termosenzitivnim plazmidu pGMU (Mengin-Lecreulx a van Heijenoort, 1993). Ptipravili

jsme proto expresni konstrukt GlmU(pTrcHis30) a testovali schopnost proteinu GlmU
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S. pneumoniae, fizovaného s histidinovou kotvou, komplementovat kmen E. coli USG83
(Tab. 5.2). Kdispozici jsme méli 1 konstrukt GlmU(pTrc99A), kde UDP-N-
acetylglukosaminpyrofosforylasa GImU S. pneumoniae nebyla fizovana s histidinovou
kotvou (poskytl Dr. D. Mengin-Lecreulx). Tento konstrukt slouzil jako pozitivni kontrola
pii testech komplementace, nebot’ jiz diive bylo zjisténo, ze komplementuje podminéné
letalni kmen E. coli USG83 (Dr. D. Mengin-Lecreulx, ustni sdélent).

Prokazali jsme, Ze pfitomnost histidinové kotvy na N-konci GImU proteinu
nikterak neovlivituje jeho schopnost komplementovat kmen E. coli USG83 (Tab. 5.2), a

tudiZ nema vliv na enzymovou aktivitu.

Tab. 5.2: Schopnost UDP-N-acetylglukosaminpyrofosforylasy GlmU S. pneumoniae
komplementovat podminéné letalni kmen E. coli USG83.

Protein 30°C 42°C

GImU-N-his* + +

*Histidinova kotva se nachadzi na N-konci proteinu.

5.2.11 Testovani fosfoglukosaminmutazové aktivity fosfo-

glukosaminmutasy GImM a jejich mutantnich forem

Mengin-Lecreulx a van Heijenoort (1996) popsali kopurifikaci endogenni epitopem
neznacené fosfoglukosaminmutasy GImM pii pokusu o izolaci epitopem znacené
fosfoglukosaminmutasy GImM E. coli nadprodukované v bunikach E. coli IM83.

Z tohoto divodu jsme pro testy enzymatickych aktivit fosfoglukosaminmutasu
GImM S. pneumoniae a jeji mutantni formy izolovali z bun¢k E. coli GPM83 ziskanych
v komplementacnich studiich, které nesly pfislusné expresni vektory.

Pro nadprodukci jsme pouzili proteiny s histidinovou kotvou na C-konci. I1zolované
proteiny jsme pies noc dialyzovali proti 20 mM fosfatovému pufru, ktery obsahoval 0,3

mM MgCl,.

5.2.11.1 Preména glukosamin-6-fosfatu na glukosamin-1-fosfat

Aktivitu enzymu jsme nejprve testovali v enzymatickém systému spfazeném
senzymem GImU  (UDP-N-acetylglukosaminpyrofosforylasa). ~ Substrat  reakce

glukosamin-6-fosfat je aktivitou fosfoglukosaminmutasy GImM pfeménén na glukosamin-
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1-fosfat. Nasleduje jeho acetylace bifunkénim enzymem GImU na N-acetyl-glukosamin-1-
fosfat a uridylace na konec¢ny produkt reakce UDP-N-acetylglukosamin (viz kapitola
2.3.4.1, Obr. 2.10). Do reakce jsme jako zdroj acetylu pfidali radioaktivné znaceny
acetylkoenzym A [*C-acetyl]. Produkty reakce jsme separovali pomoci HPLC na kolon&
Nucleosil 100 (C18 reverzni faze) za podminek popsanych v kapitole 4.2.5.2. Béhem
chromatografické analyzy jsme odebirali frakce v jednominutovych ¢asovych intervalech a
promé&fovali je na scintilaénim pfistroji (Wallac DSA 1409). MnoZstvi preménéného
AcCoA bylo pouzito pro vypocet specifické aktivity enzymu (nmol/min/mg proteinu).
Nejprve byla provedena orientacni ,kalibrace* chromatografické kolony, ktera
slouzila k identifikaci retencniho ¢asu mozného meziproduktu GlcNAc-1P, konecného
produktu reakce UDP-GIcNAc a do reakce ptidaného substratu AcCoA. Pro tuto analyzu
jsme vyuzili skutecnost, ze protein GImU v pfitomnosti AcCoA a v nepfitomnosti UTP
preménuje GIcN-1P pouze na GIcNAc-1P, jehoz retencni Cas jsme v naSich podminkach
urcili mezi Sestou a osmou minutou (Graf 5.3). Pokud vSak do reakéni smési ptidime oba
substraty, AcCoA 1 UTP, dojde k pfeméné az na UDP-GIcNAc a retencni cas tohoto
konec¢ného produktu byl urcen mezi sedmnactou a osmnactou minutou analyzy (Graf 5.4).
Retenéni Cas nespotiebovaného acetylkoenzymu A se pohyboval mezi 24. a 26. minutou
(Graf 5.4). Z Grafu 5.3 a Grafu 5.4 zaroven zietelné plyne, ze jednotlivé radioaktivni latky
v reakci vznikajici (GlcNAc-1P, UDP-GIcNAc) nebo do reakce pfidané (AcCoA) se lisi

svym retencnim ¢asem natolik, ze nemiiZze dochéazet k jakékoliv jejich zdméné.
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Graf 5.3: Retencni as N-acetylglukosamin-1-fosfatu.
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V prvnim piipadé¢ doSlo kuplnému vycerpani AcCoA a vzniku GIlcNAc-1P.
V druhém ptipadé jsme byli schopni detekovat malé mnoZstvi nespotfebovaného AcCoA a
rovnéz jsme zaznamenali kromé kone¢ného produktu reakce UDP-GIcNAc i pfitomnost
GlcNAc-1P. Tyto vysledky by mohly naznacovat, ze acetylazova aktivita proteinu GlmU

je vyssi nez aktivita uridilacni.
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Graf 5.4: Retencni ¢as UDP-N-acetylglukosaminu.

Aktivitu enzymu jsme métili v nékolika usporadéanich, ve kterych jsme jako zdroj
fosfatové skupiny testovali glukosa-1,6-difosfat a ATP. Glukosa-1,6-difosfat nahrazuje
komer¢né nedostupny intermedidt reakce GIcN-1,6-diP, a reakce probihala v pfitomnosti
nebo nepiitomnosti kobaltnatych ionti (diP + Co>"; diP). Roli ATP jsme studovali
v ptitomnosti proteinkinasy StkP a kobaltnatych iontt (StkP + Co®"), v piitomnosti StkP
(StkP) a v piitomnosti kobaltnatych iontii (Co®").

Z in vitro kinadzovych reakci vime, ze protein GImM neni schopny autofosforylace,
a ze neni proteinkinasou StkP fosforylovan bez ucasti kobaltnatych ionti, posledni dvé
testované reakce tedy mély slouzit jako negativni kontroly. V Grafu 5.5 je znazornéno
mnozstvi AcCoA pfeménéného enzymem GImM za jednotlivych reakénich podminek.
Data pouzita pro tvorbu grafu pochdzeji z péti nezavislych méfeni a rozptyl hodnot je
znazornén chybovymi seckami.

Z Grafu 5.5 vyplyva, ze enzym je funkéni a vykazuje aktivitu, pokud je zdrojem
fosfatové skupiny v pritomnosti kobaltnatych ionti glukosa-1,6-difosfat. Protein je taktéz

aktivovan fosforylaci prostfednictvim proteinkinasy StkP, rovnéz v pfitomnosti
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kobaltnatych ionti, v tomto ptipadé je zdrojem fostatové skupiny ATP. Specificka aktivita
enzymu byla spocitana jako mnozstvi acetylkoenzymu A spotfebovaného za minutu na mg
proteinu. Hodnoty specifickych aktivit fosfoglukosaminmutasy GImM v testovanych

usporadanich ukazuje Tab. 5.3.
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diP Co2+ diP StkP Co2+ StkP Co2+

Graf 5.3: Preména acetylkoenzymu A na UDP-N-acetylglukosamin dcinnosti
fosfoglukosaminmutasy GIlmM v zavislosti na zdroji fosfatové skupiny a pritomnosti
kobaltnatych iontii. Chybové uisecky naznacuji rozptyl hodnot mezi jednotlivymi mérenimi.

Tab. 5.3: Specificka aktivita fosfoglukosaminmutasy pii preméné glukosamin-6-fosfitu
na glukosamin-1-fosfat v zavislosti na zdroji fosfatové skupiny a prFitomnosti
kobaltnatych ionti.

Zdroj fosfatu Specificka aktivita (nmol/min/mg)
diP + Co™" 1,72 £ 0,25
diP 0,29 + 0,06
StkP + Co®" +ATP 1,88 + 0,26
StkP +ATP 0,13 £ 0,05
Co*" +ATP 0,30+ 0,13

RovnéZ jsme testovali aktivitu obou mutantnich forem GImM, nicméné ani

v jednom ptipad¢ nebyla jejich enzymaticka aktivita detekovana.
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5.2.11.2 Preména glukosamin-1-fosfatu na glukosamin-6-fosfat

Zpétna reakce byla testovana v jiném, rovnéz sprazeném systému enzymatickych
reakci. Substrat, tentokrat glukosamin-1-fosfat, je aktivitou fosfoglukosaminmutasy GlmM
pfemén na glukosamin-6-fosfat. Ten je nasledné deaminovan glukosamin-6-fosfat-
deaminasou (NagB, Altamirano et al., 1993) za vzniku fruktosa-6-fosfatu. Cinnosti dal§iho
enzymu, fosfoglukoisomerasy PGI dojde kizomeraci na glukosa-6-fosfat a aktivitou
glukosa-6-fosfatdehydrogenasy vznika 6-fosfoglukonat a uvolnéné vodikové kationty
reaguji s NAD, pticemz vznikd NADH, které absorbuje svétlo pti vinové délce A = 340 nm
(Obr. 5.19). Specifickd aktivita fosfoglukosaminmutasy GImM je pak pocitana jako
mnozstvi moli NADH vznikajiciho za minutu na mg proteinu. Extink¢ni koeficient NADH

£=06,2.

GIcN1IP —» GIcN6P —»
GlmM NagB

Fru6P ——» Glc6P NAD

PGI
GDH l

6-fosfoglukonat

NADH

Obr. 5.19: Schématické znazornéni reakcénich krokii pii preméné glukosamin-1-fosfitu
na 6-fosfoglukonadt.

Vypoctené specifické aktivity GImM 1 mutantnich forem proteinu jsou uvedeny
v Tab. 5.4. Opét se ukazuje esencidlni role serinu v pozici 101, nebot’ protein s bodovou
mutaci této aminokyseliny nevykazuje méfitelnou aktivitu. Aktivitu proteinu s mutaci
serinu v pozici 99 jsme byli schopni zaznamenat. Protein vykazoval nizkou aktivitu, pouze
vSak po aktivaci fosforylaci proteinkinasou StkP. Zda se tedy, Ze rovnéz fosforylace serinu

v pozici 99 je pro aktivitu enzymu ve zpétné reakci potiebna, i kdyz ne esencidlni.

Tab. 5.4: Fosfoglukosaminmutazova aktivita GImM, S101AGImM a S99AGImM.

Specificka aktivita (wmol/min/mg)

Zdroj fosfatu GlmM S101AGImM S99AGImM
StkP + Co” + ATP 0,300 + 0,052 0,000 0,011 + 0,002
diP + Co”" 0,067 £ 0,014 0,000 0,000
diP 0,013 +£0,008 0,000 0,000
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5.212 Testovani fosfoglukomutazové aktivity fosfoglukosamin-

mutasy GImM a jejich mutantnich forem

Schopnost fosfoglukosaminmutasy GImM rozeznat glukosa-1-fosfat jako svij
substrat byla testovana ve spfazeném enzymatickém systému a opét bylo méfeno mnozstvi
vznikajictho NADH zménou absorbance pti vinové délce A = 340 nm. Glukosa-1-fosfat je
fosfoglukosaminmutasou GImM pfeménéna na glukosa-6-fosfat a cCinnosti glukosa-6-
fosfatdehydrogenasy vznika 6-fosfoglukonat a NADH (Obr. 5.20). Tab. 5.5 uvadi hodnoty

specifickych aktivit proteinu GImM i jeho mutantnich forem.

GlmM DH
GlclP —» GIlc6P —» 6-fosfoglukonat

NAD NADH

Obr. 5.20: Schématické znazornéni reakcnich krokii pii preméné glukosa-1-fosfatu na
6-fosfoglukonat.

Tab. 5.5: Fosfoglukomutazova aktivita GImM, S101AGImM a S99AGImM.

Specificka aktivita (umol/min/mg)

Zdroj fosfatu GlmM S101AGImM S99AGImM
StkP + Co” + ATP 0,053 + 0,003 0,000 0,007 + 0,001
diP + Co*" 0,006 + 0,002 0,000 0,000
diP 0,001 +0,0005 0,000 0,000

Jak je z Tab. 5.5 ztejmé, fosfoglukosaminmutasa GImM umi rozpoznat glukosa-1-
fostat jako svij substrat. Vzhledem ke specifické fosfoglukosaminmutdzové (1P—6P)
aktivit¢ je vSak patrny pokles aktivity vrozsahu jednoho fadu u vSech testovanych
uspotradani. Mutantni forma S101AGImM tuto aktivitu nevykazuje, protein S99AGImM si
po fosforylaci proteinkinasou StkP caste¢né aktivitu zachoval, doslo k poklesu o jeden fad

oproti aktivit¢ nemutované formy.

5.2.13 Testovani fosfomannomutazové aktivity fosfoglukosamin-

mutasy GImM a jejich mutantnich forem

Fosfomannomutazovou aktivitu fosfoglukosaminmutasy GImM jsme testovali
pomoci reakéniho sledu vedouciho od mannosa-1-fosfatu k 6-fosfoglukonatu za ucasti

GImM, fosfomannoisomerasy a glukosa-6-fosfatdehydrogenasy (Obr. 5.21).
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GDH
ManlP ——» Man6P ——» Glc6P —»

GImM PMI

6-fosfoglukonat

NAD NADH

Obr. 5.21: Schématické zndazornéni reakcnich krokit pii preméné mannosa-1-fosfatu na
6-fosfoglukonat.

Mnozstvi vznikajictho NADH opét slouzilo k vypoctu specifické aktivity enzymu,

ktera je uvedena v Tab. 5.6.

Tab. 5.6: Fosfomannomutdazova aktivita GimM, S101AGImM a S99AGImM.

Specificka aktivita (umol/min/mg)

Zdroj fosfatu GlmM S101AGImM S99AGImMM
StkP + Co” + ATP 0,007 + 0,001 0,000 0,002 + 0,0005
diP + Co™" 0,002 + 0,0003 0,000 0,000
diP 0,000 0,000 0,000

Fosfoglukosaminmutasa GImM rozeznava jako sviij substrat i mannosa-1-fosfat.
Na rozdil od fosfoglukosaminmutasy GImM E. coli je vSak tato aktivita velmi nizk4, oproti
hodnoté fosfoglukosaminmutazové (1P—6P) aktivité¢ doslo k poklesu o dva fady. Protein
s mutaci serinu v pozici 101 je neaktivni, protein se zdmeénou serinu 99 za alanin je aktivni
po aktivaci fosforylaci proteinkinasou StkP a jeho aktivita je fadovée srovnatelnd s aktivitou

nemutovaného proteinu.

5.2.14 Srovnani enzymatickych aktivit fosfoglukosaminmutas

GImM E. coli, P. aeruginosa a S. pneumoniae

Fosfoglukosaminmutasa GImM E. coli byla prvnim charakterizovanym enzymem
této skupiny a hodnoty specifickych aktivit pro jednotlivé enzymatické vlastnosti tohoto
enzymu byly ur¢eny nejdiive (Jolly et al., 1999). Bylo ukazéano, Ze fosfoglukosaminmutasa
GImM E. coli efektivné¢ preméinuje glukosa-1-fostat na glukosa-6-fosfat v pritomnosti
glukosa-1,6-difosfatu. Nicméné rychlost reakce byla 1400-krat niz$i nez rychlost reakce
fosfoglukosaminmutazové (1P—6P) (0,007 pumol/min/mg vs. 10 umol/min/mg-protein bez

histidinové kotvy). Hodnota fosfoglukosaminmutazové aktivity byla ur€ena i pro protein
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s histidinovou kotvou a ¢ini 3 pmol/min/mg. Druhym enzymem, u néjz byly tyto
enzymatické aktivity testovany, byla fosfoglukosaminmutasa GImM P. aeruginosa
(Tavares et al., 2000). Fosfoglukosaminmutazova aktivita tohoto enzymu byla urcena
2,5 pmol/min/mg (protein s histidinovou kotvou), coz byla hodnota témétf totozna
s hodnotou urcenou pro fosfoglukosaminmutasu £E. coli s histidinovou kotvou.
Fosfoglukomutazova aktivita proteinu GImM P. aeruginosa dosahovala 2,3%
fosfoglukosaminmutazové aktivity (0,06 umol/min/mg). Poprvé byla méfena i aktivita
fosfomannomutazova, ktera dosahovala dokonce vysSich hodnot nez aktivita
fosfoglukomutazova, 0,55 pmol/min/mg (22% fosfoglukosaminmutazové aktivity).
Dodatecné tedy byla testovdna schopnost GImM E. coli preménovat mannosa-1-fosfat na
mannosa-6-fosfat a bylo zjisténo, ze fosfomannomutazova aktivita reprezentuje témet 18%
aktivity fosfoglukosamimutazové (1,75 pmol/min/mg). Z naSich méfeni vyplyva, Zze
fosfoglukosaminmutazova aktivita (1P—6P) GImM S. pneumoniae ma hodnotu 0,3
umol/min/mg. Oproti fosfoglukosaminmutase E. coli a P. aeruginosa protein GlmM
S. pneumoniae vykazuje velmi nizkou hodnotu fosfomannomutdzové aktivity (0,007
pmol/min/mg), kterd ¢€ini zhruba 2,3% fosfoglukosaminmutdzové aktivity a pomérné
vysokou fosfoglukomutazovou aktivitu (0,053 pmol/min/mg), kterd ¢ini zhruba 18%

fosfoglukosaminmutazové aktivity.

5.2.15 Analyza slozeni bunééné stény kmene S. pneumoniae
Cp1015 a deleéniho mutanta AstkP

5.2.15.1 Obsah peptidoglykanu a mnozstvi jeho prekurzoru
Kmen S. pneumoniae Cpl1015 a dele¢ni kmen AstkP byly porovnavany z hlediska

sloZzeni bunécné stény. V Tab. 5.7 je uvedeno mnozstvi peptidoglykanu obou kment, a jak
je z porovnani ziejmé, obsah peptidoglykanu se témét nelisi (rozdil ¢ini pouhych 7,5%).
Pomér glukosaminu ku kyseliné muramové je u obou kmeni 1,78. Pomér téchto dvou
slozek peptidoglykanu v butice za normalnich okolnosti ¢ini 1. Nadbytek glukosaminu tedy
svéd¢i o piitomnosti jiného polymeru kovalentné vazaného k peptidoglykanu. Tento
polymer byl identifikovan jako galaktosamin pochazejici z teichoovych kyselin.

Pomér mezi mnozstvim galaktosaminu a glukosaminu v pfipadé¢ mutantniho kmene
¢ini 1,15, zatimco udivokého kmene pomér ¢ini 0,67. Tato odchylka je jedinym

vyznamnym rozdilem obou zkoumanych kmenti. Z téchto méfeni mizeme tedy vyvozovat,
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ze mutantni kmen S. pneumoniae AstkP se vyznacuje vyS$Sim mnozstvim teichoovych
kyselin na svém povrchu, ¢i jejich odlisSnym sloZenim.

Dale jsme analyzovali mnozstvi prekurzori peptidoglykanu u obou kmend.
Vysledky jsou shrnuty v Tab. 5.7. Obecné lze fici, Ze mnozstvi prvnich prekurzori
peptidoglykanu, UDP-GIcNAc a UDP-MurNAc, jsou velmi mal4, nicméné v piipade
mutantniho kmene vy$§i. Mnozstvi pozdnich prekurzort, po€inaje UDP-MurNAc-L-Ala a
kon¢e UDP-Mur-NAc-pentapeptidem, jsou u mutantniho kmene jednozna¢né& sniZena.
Jedinym vyraznym rozdilem mezi kmeny, je pomér mezi UDP-GalNAc (pochdzejiciho
z teichoovych kyselin) a UDP-MurNAc-pentapeptidem (slozka peptidoglykanu), ktery je
6,8-krat vyssi u mutantniho kmene v porovnani s kmenem divokym. V Tab. 5.7 je rovnéz
uveden UDP-MurNAc- L-Ala-y-D-Glu-L-Lys-D-Ala, coz neni skuteCny prekurzor
peptidoglykanu, spiSe se jedna o degradacni produkt UDP-MurNAc-L-Ala-y-D-Glu-L-
Lys-D-Ala-D-Ala cytoplazmatickou D,D karboxypeptidasou.

Tab. 5.7: Obsah peptidoglykanu a jeho prekurzorit v bunécné sténé S. pneumoniae
Cpl1015 a AstkP. Mnozstvi jednotlivych slozek jsou uddavana v nanomolech na gram mokré
vahy.

Prekurzory: Cpl015 AstkP
UDP-GIcNAc 6 25
UDP-MurNAc 5 15
UDP-MurNAc-L-Ala 30 3
UDP-MurNAc-L-Ala-D-Glu 150 10
UDP-MurNAc-L-Ala-y-D-Glu-L-Lys 120 40
UDP-MurNAc-L-Ala-y-D-Glu-L-Lys-D-Ala 300 130
UDP-MurNAc-L-Ala-y-D-Glu-L-Lys-D-Ala-D-Ala 1430 580
UDP-GalNAc 2,5 7
Peptidoglykan 4050 3750
Glukosamin (v peptidoglykanu + v ostatnich ¢astech 7200 6700
bunécné stény) (4050 +3150) | (3750 +2950)
Glukosamin/kyselina muramova 1,78 1,78
Galaktosamin (v jinych ¢astech bun&tné stény) 4800 7700
UDP-GalNAc/UDP-MurNA c-pentapeptid 1,75 10~ 1,2 x10™
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5.2.16 Simulace 3-D struktury fosfoglukosaminmutasy GImM S. pneumoniae

Strukturni model GImM S. preumoniae (Obr. 5.224) byl vytvoien metodou
homologniho modelovani pomoci programu DeepView (Swiss PDB viewer) verze 3.7 a

serveru SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.org/). Na zéklad¢ nejvyssi sekvencni

homologie (sekvenc¢ni identita 33%, sekvencni podobnost 50%) byla jako templat vybrana
krystalova struktura fosfomannomutasy/fosfoglukomutasy PMM/PGM archaebakterie
Pyrococcus horikoshii (PDB kéd 1WQA) (Akutsu et al., 2005). Vybér vhodného templatu
byl proveden pomoci nastroje ,,Template Identification®, ktery je soucasti SWISS MODEL
WORKSPACE (http://swissmodel.expasy.org/workspace/index.php?func=tools target

identificationl).

Vysoce konzervované aminokyselinové zbytky, které hraji dalezitou roli v aktivnim
centru fosfohexomutas (Shackelford et al., 2004), byly nalezeny v aktivnim centru
fosfoglukosaminmutasy GImM v té€sné blizkosti serinu v pozici 99 a serinu v pozici 101

(Obr. 5.22B).

Obr. 5.22: (A). 3-D struktura fosfoglukosaminmutasy GImM S. pneumoniae. (B). Detail
aktivniho centra proteinu s vyznacenymi vysoce konzervovanymi aminokyselinovymi

zbytky.
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6 Diskuze

6.1 Ser/Thr proteinkinasa StkP funguje in vivo ve formé dimeru

V soucasné¢ dob¢ je prokazano, ze Ser/Thr proteinkinasy eukaryotniho typu se
nachdzeji u mnoha bakterii, kde reguluji ¢etné bunécné procesy (Krupa et al., 2005).
Funkce mnoha téchto proteint jiz byla z¢asti osvétlena, nicméné stale je znamo jen velmi
malo o mechanizmu vedoucimu k jejich aktivaci.

Senzorové receptory eukaryotnich organizmi jsou prozkoumany Iépe a bylo
popsano, Ze Ser/Thr receptorova proteinkinasa TGF-B po vazbé ligandu tvoii stabilni
dimery. Dimerizace TGF-f pak usnadiiuje autofosforylaci katalytické domény (Massagué,
1998). Nedavno byla dimerizace prokazana u bakteridlni transmembranové Ser/Thr
proteinkinasy PrkC B. subtilis (Madec et al., 2002). Autorim se ovSem nepodaiilo
ptipravit fuzni konstrukt, ktery by nesl kindzovou doménu proteinkinasy PrkC a tudiz
schopnost kinazové domény tvofit dimery nemohla byt testovana. Problémy s piipravou
konstruktu autofi vysvétluji velkou nestabilitou kindzové domény pokud je v hostitelském
organizmu syntetizovana samotnd (Madec et al., 2002). Souvislost mezi aktivitou
proteinkinasy PrkC a tvorbou dimerl nebyla v této praci analyzovana. V soucasné dobé¢ se
objevuji publikace zabyvajici se krystalografickymi studiemi Ser/Thr proteinkinas PknB a
PknE patogenni bakterie M. tuberculosis (Youth et al., 2003, Gay et al., 2006). Tyto studie
podporuji hypotézu, Ze dimerizace je pro funkci enzymu rozhodujici. Greenstein a kol.
(2006) navrhuji, ze dimerizace vede k regulaci aktivity Ser/Thr proteinkinas, a Ze tento jev
je univerzalni pro celou rodinu bakteridlnich Ser/Thr proteinkinas, obdobné jako u jejich
eukaryotnich homologi.

Drtivejsi vysledky publikované v diplomové praci (Pallova, 2003) vedly k zavéru,
ze delece C-termindlni domény proteinkinasy StkP vcetné transmembranové domény ma
velky dopad na fenotypové projevy mutantniho kmene. Tyto projevy byly totozné jako u
kmene s deleci celého genu kddujiciho proteinkinasu StkP. Tato skute¢nost nds vedla
k vysloveni hypotézy, ze absence C-termindlni senzorové domény mé za nasledek
preruseni signalni drdhy StkP a ve svém disledku identicky fenotypovy projev jako u
dele¢niho mutanta (Pallova, 2003). Pokusy o detekci autofosforylacni aktivity zkracené¢ho
proteinu v subcelularnich frakcich S. pneumoniae Cp1015 byly netispé$né a rovnéz pokusy
o jeho detekci pomoci monoklonalni ¢i polyklonalni protilatky v subcelularnich frakcich

S. pneumoniae Cpl015 byly negativni. Domnivali jsme se, Ze interakce proteinu
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s buné¢nou membranou by mohla mit za nasledek jeho stabilizaci. Z tohoto divodu jsme
pfipravili mutantni kmen S. pneumoniae Cpl015 kodujici proteinkinasu StkP pouze
s deleci C-termindlni domény a souCasnym zachovdnim transmembranové domény.
Pfitomnost transmembranové domény vedla kukotveni proteinu do membrany.
Ovéfovanim enzymatické aktivity proteinu jsme prokazali, ze se jedna o funkéni protein
schopny autofosforylace a potvrdili jsme jeho membranovou lokalizaci (Pallové et al.,
2007).

V dalsi fazi jsme se pokusili purifikovat epitopem znacené formy proteinkinasy
StkP pomoci afinitni chromatografie. Opakované jsme vSak pii tomto pokusu neuspéli pii
izolaci zkraceného proteinu, kindzové domény proteinkinasy StkP. Izolace a purifikace
uplné formy StkP a kindzové domény s transmembranovym segmentem byla usp&$na.

Ve snaze osvétlit, zda dochazi k expresi zkraceného proteinu, kindzové domény
proteinkinasy StkP, izolovali jsme celkovou RNA z kultury mutantniho kmene (pfi ODago
= 0,5 a 1). Po piepsani reverzni transkriptasou do podoby cDNA jsme pomoci nékolika
PCR reakci amplifikovali fragmenty odpovidajici castem sekvence, kterd koduje
kindzovou doménu. Prokazali jsme tedy, Ze mRNA odpovidajici kindzové doméné se
v bunikach vyskytuje bez ohledu na ristovou fazi kultury.

Tyto vysledky naznacuji, Ze vlastnosti transmembranové domény jsou pro
katalytickou funkci nebo stabilitu proteinu nezbytné. Pfitomnost transmembranové
domény je napiiklad nezbytnd pro stabilitu proteinu TrwB, jez se ucastni procesu
bakteridlni konjugace (Hormaeche et al., 2003). Nestabilita kinazové domény
proteinkinasy PrkC B. subtilis jiz byla zminéna (Madec et al., 2002).

Na druhou stranu schopnost Ser/Thr proteinkinasy PrkC B. subtilis, homologu
proteinkinasy StkP, tvofit dimery skrze svou transmembranovou a C-terminalni doménu,
naznacovala moznost, ze rovnéz proteinkinasa StkP dimerizuje. Proces dimerizace by mohl
vést k vysvétleni jeji aktivace. Z tohoto divodu jsme schopnost dimerizace proteinkinasy
StkP testovali. Z naSich vysledka (Pallova et al., 2007), kterych jsme dosahli pomoci in
vivo reportérového systému zalozeného na represoru cl bakteriofaga lambda vyplyva, Ze
transmembranova doména a C-termindlni doména jsou efektivni dimerizacni motivy,
kdezto kindzova doména nikoli. Tyto vysledky jsme nésledné potvrdili pomoci nativni
elektroforézy, kdy jsme ukézali, Ze rekombinantni proteinkinasa StkP fuzovana s GST
putuje v gelu ve formé dimeru, kdezto rekombinantni kindzovd doména proteinkinasy StkP
migruje jako monomer. Dale jsme porovnali u¢innost inkorporace [*°P] t&chto proteind a

zjistili jsme, zZe zkrdceny rekombinantni protein inkorporuje fosfatovou skupinu s i€innosti
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dosahujici 57% intaktniho proteinu. Tato skute¢nost by mohla znamenat, Ze v dimerni
molekule dochézi k transfosforylaci, tj. ptfenosu fosfatové skupiny zjedné homologni
molekuly na druhou (Pallova ef al., 2007). Tyto vysledky jsou v souladu s vysledky
publikovanymi v praci (Novakova et al., 2005), kde je navrzeno, ze kinetické parametry
autofosforylace obou forem proteini jsou rozdilné a ucinnost fosforylace zkraceného
proteinu dosahuje zhruba poloviéni hodnoty Gplného proteinu. Vysledky piedkladané prace
naznauji, Ze tvorba homodimeru je vyznamnym faktorem ovliviiujicim aktivitu
proteinkinasy.

Vzhledem ke vSem dosazenym vysledkiim navrhujeme, ze Ser/Thr proteinkinasa
StkP se v podminkéch in vivo nachdzi ve form¢ dimeru, a ze tvorba dimert ovliviiuje
autofosforylaéni aktivitu proteinu. Souvislost dimerizace a autofosforylace byla prokazana
1 u jinych proteinkinas, eukaryotnich i prokaryotnich (Heldin, 1995, Schlessinger, 2002,
Hudson a Nodwell, 2004).

Nase zaveéry jsou navic podpotfeny hypotézami autor publikaci, které se zabyvaji
krystalografickymi studiemi Ser/Thr proteinkinas M. tuberculosis (Youth et al., 2003, Gay
et al., 2006, Greenstein ef al., 2006), kde je dimerizace povazovana za univerzalni
mechanizmus aktivace spolecny vSem Ser/Thr proteinkinasam. Ze zminovanych studii
vyplyva, ze k dimerizaci dochazi prostiednictvim konzervované oblasti na povrchu
molekuly. Proteinkinasa PknE tvofi dimer strukturné podobny proteinkinase PknB,
pfestoze mezi obéma proteiny existuje pouze mald sekvenéni podobnost. Pfitomnost
konzervované oblasti svéd¢i o jeji funkcni dulezitosti, z ¢ehoz autofi citovanych praci
usuzuji, ze proces dimerizace hraje rozhodujici roli pro aktivaci proteinkinas. Autofi
rovnéz navrhuji, Ze dimerizace muze byt podpofena membranovou lokalizaci proteinu,
stejné tak oligomerizaci extracelularni domény. Proteinkinasa StkP S. pneumoniae je
strukturnim homologem proteinkinasy PknB, a mtzeme tedy ptedpokladat, ze jeji

molekuly pravdépodobné dimerizuji skrze podobnou oblast.

6.2 Charakterizace fosfoglukosaminmutasy S. pneumoniae

Piestoze ptitomnost Ser/Thr proteinkinas eukaryotniho typu byla u bakterii
prokazana jiz v roce 1991 (Munoz-Dorado et al., 1991) dosud se podaftilo charakterizovat
jen velmi malo substrat téchto enzymt a stanovit vyznam jejich modifikace (napi. Verma

a Maurelli, 2003, Rajagopal et al., 2003, Kang et al., 2005, Villarino ef al., 2006).
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V na§i laboratofi jsme pomoci in vivo znaGeni [*°P] kyselinou fosfore¢nou
identifikovali dva potencidlni substraty proteinkinasy StkP, oa-podjednotku RNA
polymerasy a fosfoglukosaminmutasu GImM (Novéakova et al., 2005). Tato dizertacni
prace se  soustiedila na  charakterizaci  druhého  zminovaného  proteinu,
fosfoglukosaminmutasy GlmM.

Fosfoglukosaminmutasa GImM je esencidlnim enzymem biosyntetické drahy
vedouci ke tvorb& UDP-N-acetylglukosaminu, prekurzoru slozek bunécné stény (Mengin-
Lecreulx a van Heijenoort, 1996). K aktivaci enzymu dochdzi po jeho fosforylaci ve fosfat
vazebné doméné. Nejlépe charakterizovany protein skupiny fosfoglukosaminmutas,
fosfoglukosaminmutasa GImM E. coli, je in vitro aktivovana autofosforylaci serinového
zbytku v pozici 102 proteinu (Jolly et al., 2000). Proces inicidlni fosforylace proteinu in
vivo je neznamy a jsou navrzeny dveé vysvétlujici hypotézy: 1) aktivace se d&je
autofosforylaci nebo fosforylaci proteinkinasou a zdrojem fosfatové skupiny je ATP, 2)
k fosforylaci dochazi v ptitomnosti glukosamin-1,6-difosfatu, reakéniho intermediatu
(Jolly et al., 2000). Je vSak tfeba zminit, Ze neni zcela ziejmé, zda glukosa-1,6-difosfat a
glukosamin-1,6-difosfat existuji in vivo pouze jako intermediaty reakci katalyzovanych
fosfoglukomutasami ¢i fosfoglukosaminmutasami, nebo zda je jejich tvorba katalyzovana
jinymi enzymatickymi aktivitami. Existence takovych enzymi vSak dosud nebyla
prokazana.

Pro potvrzeni fosfoglukosaminmutasy GlmM jako substratu proteinkinasy StkP
jsme provedli kindzové reakce in vitro na bezbunéénych lyzatech S. pneumoniae Cp1015,
AstkP a AphpP-stkP v ptitomnosti exogenni proteinkinasy StkP. Z tohoto experimentu
vyplynulo, Ze po pfidani proteinkinasy StkP k proteinovym extraktim dochazi
k fosforylaci proteinu o molekulové hmotnosti odpovidajici fosfoglukosaminmutase GImM.
Stejny experiment byl pouzit pro potvrzeni substratu Ser/Thr proteinkinasy Stkl
S. agalactiae (Rajagopal et al., 2003).

Nasledné jsme pfipravili rekombinantni protein rGImM s histidinovou kotvou na N-
i na C- konci a v kindzovych reakcich in vitro s purifikovanymi proteiny rStkP a rGImM
testovali, zda fosfoglukosaminmutasa je skuteCnym substratem proteinkinasy StkP.
Nejprve jsme kinazovou reakci provedli za podminek, které byly popsany pro
autofosforylaci fosfoglukosaminmutasy GImM E. coli (Jolly et al., 2000), tedy
v pfitomnosti hofecnatych iontl. Zatéchto podminek jsme vSak nedetekovali ani
autofosforylacni aktivitu fosfoglukosaminmutasy GImM ani jeji fosforylaci proteinkinasou

StkP. Je znamo, ze fosfoglukosaminmutasa GImM E. coli se autofosforyluje v in vitro

96



podminkach také v pfitomnosti zine¢natych a slabé 1 v pfitomnosti manganatych ionti
(Jolly et al., 2000).

Rozhodli jsme se tedy ovefit vliv dalSich dvojmocnych iontli na fosforylaci
fosfoglukosaminmutasy GImM. Prokézali jsme, Ze fosforylace fosfoglukosaminmutasy
GImM S. pneumoniae proteinkinasou StkP vyzaduje kromé hotfec¢natych ionti 1 pfitomnost
ionth kobaltnatych, a to v optimalni koncentraci 5 mM. S vyrazn€ niz8§i ucinnosti
dochézelo k fosforylaci GImM 1 v pfitomnosti manganatych iontd. Autofosforylace
enzymu nebyla pozorovana.

Jako jediné misto fosforylace fosfoglukosaminmutasy GImM E. coli byl
identifikovan serin v pozici 102 proteinu (Jolly et al., 2000). Z tohoto diivodu jsme
prikrocili k pfipravé rekombinantniho proteinu S. pneumoniae se z&ménou serinu v pozici
101 (odpovidéa serinu 102 fosfoglukosaminmutasy GImM E. coli) za alanin. Pfipraveny
rekombinantni protein jsme pouzili v kindzové reakci in vitro a sledovali vliv mutace na
fosforylaci proteinu. Prokdzali jsme, Ze mutace serinu 101 nevede ke zrusSeni fosforylace
proteinu proteinkinasou StkP.

Za téchto okolnosti jsme povazovali za nutné identifikovat fosforylované
aminokyselinové zbytky fosfoglukosaminmutasy GImM S. pneumoniae. Pro ptedbéznou
analyzu mista fosforylace jsme rekombinantni fosforylovanou fosfoglukosaminmutasu
GImM 1 rekombinantni protein se zdménou serinu 101 za alanin SIOIAGImM Stépili
sekvencné specifickou proteasou thrombinem, ktery $tépi protein v pozici 141. Zjistili jsme,
Ze oba proteinové Stépy obou proteinit jsou fosforylované, zcehoz vyplyva, Zze
aminokyselinové zbytky modifikované fosforylaci jsou pfinejmensim dva. Tato skutecnost
do této doby nebyla u proteinti patticich do skupiny fosfoglukosaminmutas popsana.
VSechny dosud charakterizované fosfoglukosaminmutasy byly modifikované pouze
fosforylaci jednoho aminokyselinové zbytku. Nedavno bylo zjisténo, ze ptibuzny enzym,
fosfohexomutasa Sulfolobus solfataricus, je modifikovan fosforylaci serinu v pozici 309
proteinu, a Ze tato modifikace inhibuje katalytickou aktivitu enzymu (Keith Ray et al.,
2005).

Pomoci dvourozmérné elektroforézy jsme rozdélili fosforylovanou rekombinantni
fosfoglukosaminmutasu GImM 1 mutantni protein S101AGImM. Pro dikladné rozdéleni
jednotlivych izoforem proteini jsme provedli izoelektrickou fokusaci v relativné uzkém
pH rozmezi 3-5,6. Zjistili jsme, ze vétSina proteinu zlstavd nefosforylovand, coz je
v souladu s publikovanymi vysledky (Jolly et al., 1999), kde autofi popisuji fosforylaci

pouze 5% z celkového mnoZstvi proteinu.
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Analyzou na hmotnostnim spektrometru ESI-ION-TRAP se podafilo prokazat
fosforylaci serinového zbytku v pozici 99 fosfoglukosaminmutasy S. pneumoniae. Tomuto
serinu odpovida serin 100 fosfoglukosaminmutasy GImM E. coli. Jolly a kol. (1999, 2000)
popisuji  dulezitost tohoto aminokyselinového zbytku pro katalytickou aktivitu
fosfoglukosaminmutasy GImM E. coli. Jejich vysledky ukazuji, ze mutace serinu 100 za
alanin vede ke snizené inkorporaci [*’P] ATP, a k 50-ti nasobnému sniZeni katalytické
aktivity proteinu. Mutantni protein efektivné komplementoval defekt podminéné letalniho
kmene E. coli GPMS83 pouze v pfitomnosti ImM IPTG. Tyto vysledky znamenaji, Ze
enzym s danou mutaci vykazuje nizkou, ne v§ak nulovou aktivitu (Jolly et al., 1999).

Pro potteby komplementacnich testii jsme vytvofili expresni konstrukty odvozené
od plazmidu pTcr99A. Expresni vektory nesly alely genu odpovidajici divokému typu
fosfoglukosaminmutasy GImM S. pneumoniae fizované na N- i C-konci s histidinovou
kotvou, mutantni formé se zaménou serinu 101 za alanin a formé se zaménou serinu 99 za
alanin fuzované na C-konci s histidinovou kotvou. Histidinova kotva byla nasledné vyuzita
k purifikaci proteinii z bakterii E. coli GPMS83, jejichZz genetické pozadi neobsahovalo
endogenni fosfoglukosaminmutasu. Nase vysledky ukazaly, Ze pfitomnost histidinové
kotvy na N-konci proteinu divokého typu vedla ke snizené schopnosti komplementace, coz
bylo pravdépodobné zpiisobeno zménou konformace N-konce proteinu nesouciho centrum
katalytické aktivity. Protein komplementoval mutaci pouze v pfitomnosti 10 a 100 pM
IPTG. Protein s histidinovou kotvou na C-konci vykazoval schopnost komplementace i bez
indukce pomoci IPTG. Oba mutantni proteiny nebyly schopny komplementovat
podminéné letalni kmen E. coli GPMS83 bez indukce IPTG, ani v pfitomnosti 10, 100 uM
¢i ImM IPTG. Tyto vysledky tak znamenaji, Ze oba dva serinové zbytky jsou pro aktivitu
fosfoglukosaminmutasy GImM S. pneumoniae nezbytné, coz je v souladu sjiz diive
publikovanymi pracemi (Jolly et al., 1999, 2000).

Expresni vektory GImM(pTrc60), S101AGImM(pTrcHis60) a S99AGImM
(pTrcHis60) nesouci sekvence odpovidajici nemutované a mutovanym formam
fosfoglukosaminmutasy GImM S. pneumoniae fazovanym s histidinovou kotvou na C-
konci jsme pouzili pro indukci a naslednou purifikaci proteinti v kmeni E. coli GPMS3.
Tento kmen jsme pro purifikaci proteinti vyuzili z toho divodu, aby pii purifikaci nemohlo
dojit ke kontaminaci endogenni neznafenou fosfoglukosaminmutasou GImM E. coli.
Mengin-Lecreulx a van Heijenoort (1996) popisovali kopurifikaci endogenni neznacené

fosfoglukosaminmutasy GImM E. coli pti purifikaci epitopem znacené formy enzymu
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zbunck E. coli IM83. Z tohoto divodu autofi vytvofili podminéné letalni kmen E. coli
GPMS3.

Pro analyzu aktivity fosfoglukosaminmutasy GImM S. pneumoniae jsme vyuzili
spfazeny enzymaticky systém, ve kterém je glukosamin-1-fosfat, vznikly z glukosamin-6-
fosfatu ¢innosti fosfoglukosaminmutasy GImM, dale pfeménén pies N-acetylglukosamin-
1-fosfat na UDP-N-acetylglukosamin bifunkénim enzymem GImU (glukosamin-1-fosfat-
acetyltransferasa, UDP-N-acetylglukosaminpyrofosforylasa S. pneumoniae). Abychom
ov¢tili, jakym zpisobem dochazi k aktivaci fosfoglukosaminmutasy GImM, pouzili jsme
nékolik riznych uspotradani sprazené reakce. Jako mozny zdroj fosfatové skupiny jsme
pouzili glukosa-1,6-difosfat, ktery nahrazuje komeréné nedostupny reakcéni intermediat
glukosamin-1,6-difosfat. Jolly a kol. (1999) prokazali, ze pouziti glukosa-1,6-fosfatu misto
glukosamin-1,6-fosfatu nijak neovlivni pribéh reakce ani aktivitu fosfoglukosaminmutasy
E. coli. Reakce probihala v pfitomnosti a nepfitomnosti kobaltnatych iontd, které se v in
vitro kindzové reakci ukézaly byt nezbytné pro fosforylaci fosfoglukosaminmutasy.
V druhém ptipad€ jsme jako zdroj fosfatové skupiny pouzili ATP. Reakce probihala
v pfitomnosti proteinkinasy StkP a kobaltnatych iontli a simulovala tak podminky, za
kterych dochazi k fosforylaci fosfoglukosaminmutasy GImM S. preumoniae v in vitro
kinazové reakci. Jako negativni kontrola byla pouzita reakce probihajici v pfitomnosti
proteinkinasy StkP bez kobaltnatych iontil, nebot’ z in vitro kinazové reakce bylo ziejmé,
ze k fosforylaci fosfoglukosaminmutasy GImM za téchto podminek nedochazi. Déle jsme
simulovali podminky autofosforylace v pfitomnosti ATP a kobaltnatych iontt, i kdyz z in
vitro kinazovych reakci bylo ziejmé, Ze fosfoglukosaminmutasa GImM S. pneumoniae
neni schopna autofosforylace.

Jak vyplyva znaSich vysledkl, kaktivaci fosfoglukosaminmutasy GImM
S. pneumoniae dochazi jak v pritomnosti glukosa-1,6-difosfatu, tak i1 po fosforylaci
proteinkinasou StkP, v obou ptipadech je vSak nezbytna pfitomnost kobaltnatych ionti.
Vin vitro experimentech jsme tedy potvrdili obé hypotézy navrzené pro inicialni
fosforylaci fosfoglukosaminmutasy GImM v podminkédch in vivo (Jolly et al., 2000).
Otazkou ziistava existence hexosa-difosfatu v bunice v in vivo podminkach. Da se vSak
predpokladat, ze glukosa-1,6-difosfat miize byt v bunkach ptitomen, nebot” v genomu
S. pneumoniae se vyskytuje gen kodujici fosfoglukomutasu PGM. Rekombinantni protein
PGM S. pneumoniae jsme pftipravili a v in vitro kinazové reakci zjistili, Ze je schopen
autofosforylace (data neuvedena). Cinnosti PGM vznikajici glukosa-1,6-difosfat by pak

mohl slouzit k aktivaci fosfoglukosaminmutasy GImM S. pneumoniae in vivo.
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Je tfeba si také povSimnout, Ze k jisté bazdlni aktivaci fosfoglukosaminmutasy
GImM S. pneumoniae dochazi za podminek autofosforylace, kdy doSlo ve spfaZzené reakci
k preméné 3,74% acetylkoenzymu A na UDP-N-acetylglukosamin. Nelze tedy vyloucit, ze
i fosfoglukosaminmutasa GImM S. pneumoniae podobn¢ jako GImM E. coli je aktivovana
autofosforylaci, ovSem intenzita autofosforylace je zifejm¢ tak nizkd, Zze nebyla
identifikovana v in vitro fosforylacnich experimentech. Je v§ak mozné, Ze by i tato bazalni
autofosforylacni aktivita mohla byt dostacujici pro aktivaci fosfoglukosaminmutasy. Tato
hypotéza by mohla vysvétlovat skutecnost, pro¢ delece proteinkinasy StkP neni pro kmen
S. pneumoniae AstkP letalni. Pokud by fosforylace fosfoglukosaminmutasy GImM
S. pneumoniae proteinkinasou StkP byla jedinym mechanizmem jeji aktivace, pak by
delece stkP musela vést k neschopnosti syntetizovat UDP-N-acetylglukosamin, a tak
k depleci prekurzort peptidoglykanu a nasledné lyzi bun¢k.

Na druhou stranu skutecnosti je, ze ¢innosti proteinkinasy StkP dochézi k aktivaci
fosfoglukosaminmutasy GlmM, a to v mnohem vétSi mife, nez v pripad¢ autofosforylace.
A tak miZzeme spekulovat, Ze modifikace fosfoglukosaminmutasy GImM prostrednictvim
proteinkinasy StkP hraje roli modula¢ni a ovliviiuje naptiklad kinetické parametry reakce
katalyzované GImM. Tento zplsob regulace by pak mohl byt funkéni pouze za urcitych
podminek.

Nezbytna pfitomnost kobaltnatych iontl pro aktivaci zadného z proteint patticich
mezi fosfoglukosaminmutasy nebyla do této chvile popséna. Predpokladame vSak, Ze se
nejedna o specifickou vlastnost fosfoglukosaminmutasy GImM S. pneumoniae, nybrz o
artefakt pravdépodobné souvisejici s pfitomnosti histidinové kotvy na C-konci proteinu. Je
nespornym faktem, Ze kobaltnaté a nikelnaté ionty jsou vyuZzivany po vazbé¢ k polymeru
(napt. sepharosa) pro purifikaci proteint s histidinovou kotvou. Pfitomnost histidinové
kotvy muze vést ke zméné¢ konformace proteinu, ktera muize zplsobit, Ze protein je
nefunkc¢ni. Pfitomné kobaltnaté ionty diky své vazbé na histidinovou kotvu mohou obnovit
konformaci aktivniho proteinu. Tyto domnénky vSak nejsou podlozené Zadnymi
experimentalnimi daty.

Fosfoglukosaminmutasa GImM rovnéz katalyzuje zpétnou reakci, tedy preménu
glukosamin-1-fosfatu na glukosamin-6-fosfat. Vliv fosforylace enzymu na katalyzu této
reakce byl taktéZz testovan. Opét byla vyuZita spfazend enzymaticka reakce, ve které za
ucasti fosfoglukosaminmutasy GlmM, glukosamin-6-fosfatdeaminasy NagB (Altamirano
et al., 1993), fosfoglukoisomerasy a glukosa-6-fosfatdehydrogenasy doslo k preméné

substratu, glukosamin-1-fosfatu, na 6-fosfoglukonat za soucasné¢ho uvolnéni NADH. 1
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v této reakci jsme prokazali rozhodujici efekt fosforylace proteinkinasou StkP na aktivaci
fosfoglukosaminmutasy GImM. Protein rovnéZz vykazoval aktivitu v pfitomnosti glukosa-
1,6-fosfatu, coz bylo v souladu s pfedchozimi zjisténimi.

Dale jsme se zabyvali studiem vlivu fosforylace na alternativni enzymatické
aktivity fosfoglukosaminmutasy GImM. Fosfoglukosaminmutasa E. coli i P. aeruginosa
katalyzuji pfeménu glukosa-1-fosfatu a mannosa-1-fosfatu na 6-fosfatové izomery. U obou
téchto enzymu byla zjisténa relativné nizka fosfoglukomutazova aktivita a relativné vysoka
fosfomannomutazova aktivita (Jolly et al., 1999, Tavares et al., 2000). Z nasich vysledki
vyplyva, ze fosfoglukosaminmutasa GImM S. pneumoniae rovnéz vykazuje zminéné
enzymatické aktivity, avSak na rozdil od obou vysSe zminénych proteinti, jako sviij substrat
upiednostiiuje glukosa-1-fosfat pred mannosa-1-fosfatem. Specifickd fosfoglukomutazova
aktivita proteinu S. pneumoniae je zhruba o ad vyssi nez specificka fosfomannomutazova
aktivita (0,3 umol/min/mg vs. 0,053 pmol/min/mg). Specifickd fosfoglukomutazova
aktivita fosfoglukosaminmutasy E. coli je 250-krat niz§i nez aktivita fosfomannomutdzova
(0,007 pmol/min/mg vs. 1,75 pmol/min/mg (Jolly et al., 1999, Tavares et al., 2000) a
specifickd fosfoglukomutazova aktivita fosfoglukosaminmutasy P. aeruginosa je ptiblizné
10-krat niz8i nez aktivita fosfomannomutazova (0,06 pmol/min/mg vs. 0,55 umol/min/mg,
Tavares et al., 2000). U obou gramnegativnich bakterii fosfoglukomutazova aktivita
predstavuje jen nepatrny zlomek aktivity fosfoglukosaminmutazové (0,1% pro GImM
E. coli, 2,3% pro GImM P. aeruginosa), kdezto fosfomannomutazova aktivita pfedstavuje
priblizné  20%  fosfoglukosaminmutdzové  aktivity = obou  enzymd.  Pro
fosfoglukosaminmutasu GImM S. pneumoniae plati piesny opak. Fosfoglukomutdzova
aktivita odpovidd 18% a fosfomannomutazova aktivita odpovidd 2,3% aktivity
fosfoglukosaminmutdzové. Je mozné, Ze substratova specifita fosfoglukosaminmutasy
GImM je rozdilnd u grampozitivnich a gramnegativnich bakterii. Tato spekulace je vSak
zaloZzena pouze na datech ziskanych studiem tii vySe zminénych fosfoglukosaminmutas.
Udaje o substratové specifité dalsich charakterizovanych fosfoglukosaminmutas nejsou
zname.

Rovnéz jsme se zabyvali studiem katalytickych vlastnosti mutantnich proteind
S101AGImM a S99AGImM. Pomoci vySe zminiovanych sptazenych enzymatickych reakci
jsme prokazali esencialitu serinu v pozici 101. Protein se zdménou serinu 101 za alanin
nevykazoval zadnou z testovanych aktivit, at’ uz zdrojem fosfatové skupiny byl glukosa-
1,6-difosfat nebo ATP. Vse tedy nasvédcuje tomu, ze tento aminokyselinovy zbytek je pro

aktivitu enzymu nepostradatelny. Ke stejnému zaveéru dospéli 1 Jolly a kol. (1999, 2000) pti
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studiu fosfoglukosaminmutasy GImM E. coli a diive také Joshi a Handler (1964), Milstein
a kol. (1973), Ray a kol. (1983) a Dai a kol. (1992) studujici enzymatické vlastnosti
ptibuzného enzymu, fosfoglukomutasy PGM E. coli, Micrococcus lysodeikticus a PGM
krali¢iho svalu. Studiem enzymatickych vlastnosti mutantniho proteinu se zdménou serinu
v pozici 99 za alanin jsme ukézali, Ze tento serin je pro aktivitu enzymu velmi diilezity, ne
vSak esencialni. Pfi testech fosfoglukosaminmutazové aktivity ve sméru 6P—1P jsme sice
nezaznamenali zddnou aktivitu, nemizeme vSak vyloucit, ze to bylo zpiisobeno detekénim
limitem pouzit¢ metody. Pfi studiu aktivity fosfoglukosaminmutazové (1P—6P),
fosfoglukomutazové a fosfomannomutazové jsme byli schopni detekovat aktivitu proteinu,
pokud byl aktivovan fosforylaci prostiednictvim proteinkinasy StkP. Specifickd aktivita
proteinu byla niz§i v porovndni s aktivitou nemutovaného proteinu zhruba v rozmezi
jednoho tadu. Jolly a kol. (1999) analyzovali pouze fosfoglukosaminmutazovou aktivitu
proteinu E. coli se zaménou serinu 100 za alanin a dospéli k zavéru, ze aktivita proteinu
klesla na 2% aktivity nemutované¢ho proteinu. Pfedpokladdme, Ze dilezZitost tohoto
aminokyselinového zbytku je déna jeho pozici v blizkosti serinu 101.

Vzhledem k tomu, ze fosfoglukosaminmutasa GImM je enzym ucastnici se tvorby
prekurzoru slozek bunééné stény, analyzovali jsme obsah peptidoglykanu a mnozstvi jeho
prekurzori u kmene S. pneumoniae Cpl1015 a dele¢niho kmene Astk. Predpoklédali jsme,
Zze u mutantniho kmene bude vlivem absence proteinkinasy StkP metabolickd draha
vedouci k syntéze prekurzorti peptidoglykanu negativné ovlivnéna. Vyrazné odliSnosti
vSak nebyly pozorovany. Celkové mnozstvi peptidoglykanu (méteni bylo zalozené na
detekci kyseliny muramové) u obou kmenil bylo témét totozné (4050 nmoli u kmene
Cpl015 wvs. 3750 nmoll u kmene AstkP). MnoZstvi jednotlivych prekurzort
peptidoglykanu se mezi kmeny liSila, ne vSak dramaticky. Prvnich prekurzora
peptidoglykanu (UDP-GIcNAc a UDP-MurNAc) bylo 3 az 4-krat vice u mutantniho
kmene nez u kmene Cp1015. Mnozstvi nasledujicich prekurzordt (UDP-MurNAc-L-Ala —
UDP-MurNAc-L-Ala-y-D-Glu-L-Lys-D-Ala-D-Ala) bylo naopak zvySeno u kmene
Cpl1015. Z experimenti vime, ze ristova rychlost kmene Cpl015 je vySSi nez ristova
rychlost kmene Astk. Stanovenim riistovych kiivek obou kmenii jsme vypocetli dobu
zdvojeni kmene Cp1015 na 36 minut a dobu zdvojeni mutantniho kmene na 54 min. Zda se
tedy, ze rozdily v mnozstvi jednotlivych prekurzorti peptidoglykanu u obou kmeni jsou
zpusobeny rozdilnymi potfebami bunék souvisejicimi s jejich rtistovou rychlosti.

Jedinym vyraznym rozdilem, ktery jsme pfi analyze sloZeni bunécné stény zjistili,

je mnozstvi galaktosaminu. Pomér galaktosaminu ku glukosaminu je témét dvojnasobné
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nizs$i u kmene Cp1015 v porovnani s kmenem Astk (0,67 vs. 1,15). Galaktosamin je jednou
ze slozek teichoovych kyselin a tyto vysledky tedy napovidaji, Ze u mutantniho kmene
dochdzi pravdépodobné ke zméné jejich slozeni nebo ke zvySeni jejich kvantity. Pomér
UDP-GalNAc (pochazejiciho zteichoovych kyselin) ku UDP-MurNAc-pentapeptidu
(peptidoglykan) je u mutantniho kmene témét 7-krat vyssi. Tato prace se dale
problematikou sloZeni a mnozstvi teichoovych kyselin nezabyva. Piedpokladame, ze
zména sloZeni teichoovych kyselin neni v pfimé souvislosti se zménou aktivity
fosfoglukosaminmutasy GImM. Kdyby zména sloZeni teichoovych kyselin byla zpisobena
zménou aktivity fosfoglukosaminmutasy, méli bychom rovnéz zaznamenat zménu ve
slozeni peptidoglykanu.

Metodou homologniho modelovani na zdkladé sekvencéni homologie s
fosfomannomutasou/fosfoglukomutasou Pyrococcus horikoshii (Akutsu et al., 2005) jsme
simulovali 3-D strukturu fosfoglukosaminmutasy GImM S. pneumoniae. VSechny vysoce
konzervované aminokyselinové zbytky, které hraji dilezitou roli v aktivnhim centru
fosfohexomutas (Shackelford er al., 2004), jsme nalezli také v aktivnim centru
fosfoglukosaminmutasy GImM S. pneumoniae v tésné blizkosti serinu v pozici 99 a serinu
v pozici 101. V soucasné dob¢ probihaji molekularné dynamické simulace jak
fosforylovaného, tak 1 nefosforylovaného proteinu, které se pokusi predikovat vliv
fosforylace na strukturu enzymu. Lze ptedpokladat, Ze vneseni nabité fosfatové skupiny do
tésné blizkosti nabitych aminokyselin (Arg, Glu, Asp v aktivnim centru) s velkou
pravdépodobnosti ovlivni jejich konformaci a vzdjemné interakce Ci jejich interakce se
substratem diky novym elektrostatickym interakcim.

Zavérem lze tedy fici, Ze jsme experimentalné potvrdili, Ze fosfoglukosaminmutasa
GIlmM S. pneumoniae je substratem proteinkinasy StkP alespont v in vitro podminkach.
Role proteinkinasy StkP v jeji aktivaci byla jednoznacné prokazéna v in vitro reakcich.
Miuizeme vSak pouze spekulovat, jestli se jednd o mechanizmus, ktery aktivuje
fosfoglukosaminmutasu GImM S. pneumoniae in vivo. Zda se, ze k jisté bazalni aktivaci
GImM mize také dochazet autofosforylaci, ktera je vSak v podminkach vin vitro
nedetekovatelna. V posledni fad¢, je tieba uvazovat i o aktivaci prostfednictvim glukosa-

1,6-difosfatu, ktery se v bunkéch vyskytuje.
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7 Zaver

7.1 Proteinkinasa StkP

e Piipravili jsme kmen S. pneumoniae KDTM-his, ktery ve svém genomu koduje
epitopem znafenou kindzovou doménu proteinkinasy StkP ukotvenou do

membrany pomoci transmembranové domény.

e Imunologickou detekci s monoklonalni protilatkou proti histidinové kotvé jsme

potvrdili lokalizaci proteinu v membréanové frakei S. pneumoniae.

e V in vitro kindzovych reakcich jsme prokazali, ze se jedna o plné funkéni protein

s autofosforyla¢ni aktivitou.

e Pomoci in vivo reportérového systému jsme zjistili, Ze transmembranova doména a
extracelularni doména proteinkinasy StkP tvofi stabilni dimery. Dimerizace
proteinkinasy StkP byla néasledné potvrzena pomoci nativni elektroforézy. Je tedy
velmi pravdépodobné, ze proteinkinasa StkP se in vivo vyskytuje ve formé dimeru a

dimerizace je nutnym pfedpokladem jeji autofosforylacni aktivity.

e Na zaklad¢ téchto vysledkli jsme vyslovili hypotézu, Ze protein kodujici kindzovou
doménu postradajici transmembranovou doménu neni funkéni, nebot’ neni schopen

dimerizace a podléha degradaci.

7.2 Fosfoglukosaminmutasa GImM
e V invitro kinazové reakci na bezbunécnych lyzatech S. pneumoniae Cp1015, AstkP
a AphpP-stkP v piitomnosti rekombinantni proteinkinasy StkP jsme prokdzali

fosforylaci proteinu o molekulové hmotnosti odpovidajici fosfoglukosaminmutase

GlmM.

e Piipravili jsme rekombinantni protein GImM a v in vitro kindzové reakci potvrdili

fosfoglukosaminmutasu GImM jako substrat proteinkinasy StkP.
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Ukazali jsme, ze fosfoglukosaminmutasa GImM S. pneumoniae je schopna
komplementace podminéné letdlniho kmene E. coli GPMS3, jehoz chromozomalni

gen g/mM je inaktivovan a kopie genu je nesena na termosenzitivnim plazmidu.

Prokazali jsme, Ze fosforylace fosfoglukosaminmutasy GImM proteinkinasou StkP
hraje vyznamnou roli v aktivaci proteinu. Po fosforylaci proteinkinasou StkP
protein vykazuje nejvyssi specifickou aktivitu, a to jak vreakci pfi pieméné

glukosamin-6-fosfatu na glukosamin-1-fosfat, tak predev§im v reakci opacné.

Autofosforylaci jako formu aktivace fosfoglukosaminmutasy GImM S. pneumoniae
in vivo vSak nemtizeme vyloucit. Dulezitym argumentem podporujicim hypotézu
autofosforylace je Zivotaschopnost kmene S. pneumoniae s deleci proteinkinasy

StkP.

Ovérili jsme i alternativni enzymatické aktivity fosfoglukosaminmutasy a rovnéz
zjistili dulezitost fosforylace proteinkinasou StkP. Protein S. pneumoniae vykazuje
relativné  vysokou fosfoglukomutazovou aktivitu a pomémné€ nizkou

fosfomannomutazovou aktivitu.

Ptipravili jsme rekombinantni fosfoglukosaminmutasu se zdménou serinu v pozici
101 za alanin, SI0IAGImM, a prokdzali jsme esencialitu tohoto
aminokyselinového zbytku. Protein s touto mutaci neni schopen komplementovat
podminéné¢  letdlni kmen E.coli GPM83 a  vykazuje nulovou
fosfoglukosaminmutdzovou, fosfoglukomutdzovou 1 fosfomannomutdzovou

aktivitu.

Zjistili jsme, ze proteinkinasa StkP 1 nadéale fosforyluje mutantni protein
S1I01AGImM, a proto jsme se pokusili o identifikaci fosforylovanych
aminokyselinovych zbytkll. Identifikovali jsme 2 fosforylované izoformy

mutantniho proteinu oproti 3 fosforylovanym izoformdm nemutovaného proteinu.

Hmotnostni spektrometrii jsme urcili serin v pozici 99 za jedno z mist fosforylace

fosfoglukosaminmutasy GImM proteinkinasou StkP.
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Ptipravili jsme rekombinantni fosfoglukosaminmutasu se zdménou serinu v pozici
99 za alanin, S99AGImM. Tento protein podobné jako protein S101AGImM nebyl
schopen komplementovat podminén¢ letalni mutaci kmene E. coli GPMS3.
Prokazali jsme, Ze si tento mutantni protein zachoval zbytkovou aktivitu. Aktivitu
proteinu jsme byli schopni zaznamenat pouze po piedchozi fosforylaci

proteinkinasou StkP.

Ve spolupréci s laboratofi Dr. Dominique Mengin-Lecreulx jsme analyzovali obsah
peptidoglykanu v kmenech S. pneumoniae Cpl015 a AstkP a ur€ili mnoZstvi jeho
jednotlivych prekurzort. Mnozstvi jednotlivych prekurzort peptidoglykanu se mezi
kmeny liSilo. Obsah celkového peptidoglykanu byl u obou kmenii témét totozny,

rozdil ¢inil pouze 7%.

Analyzou sloZeni bunééné stény kmenl S. pneumoniae Cpl015 a AstkP jsme
zaznamenali zvySené mnoZzstvi galaktosaminu u mutantniho kmene S. pneumoniae
AstkP. Galaktosamin je slozka teichoovych kyselin a vSe tedy nasvédcuje tomu, ze
u mutantniho kmene S. pneumoniae AstkP dochédzi k zméné slozeni teichoovych
kyselin. Tento stav vSak patrné nema zaddnou souvislost s Cinnosti

fosfoglukosaminmutasy GImM.

Metodou homologniho modelovani jsme provedli simulaci 3-D struktury

fosfoglukosaminmutasy GImM S. pneumoniae.
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