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Abstrakt

Mycobacterium tuberculosis koduje 11 Ser/Thr proteinkindz. Tyto proteinkindzy jsou
strukturné ptibuzné eukaryotickym proteinkindzam. Fosfoproteom obsahuje stovky proteint
fosforylovanych na Ser/Thr zbytcich, které ovliviiuji vSechny aspekty biologie bunky, coz podporuje
kritickou roli fosforylace na regulaci fyziologie. DiileZitou roli na regulaci maji zejména proteinkinazy
PknA, PknB, PknG a PknL, tyto proteinkindzy se vyskytuji u vSech druhti mykobakterii. Pro M.
tuberculosis jsou vSak esencialni pouze PknA a PknB, které reguluji tvar buiiky, skrze regulaci
syntézy bunécné stény, a bunécné déleni. Dalsi dilezitou proteinkinazou je PknG, kterd a¢ neni
esencialni pro rist, je nezbytna pro virulenci, jelikoz podporuje pieziti patogenu uvniti makrofagl
hostitele. Ser/Thr proteinkinazy proto pfedstavuji zajimavy cil pro vyzkum inhibitorti vyuzitelnych pro

1é¢bu tuberkulozy.

Kli¢ova slova: Ser/Thr proteinkinazy, mykobakterie, pfenos signalti, fosforylace, patogeneze

Abstract

The Mycobacterium tuberculosis genome encodes 11 Ser/Thr protein kinases. These protein
kinases are structurally related to eukaryotic protein kinases. The phosphoproteome contains hundreds
of proteins phosphorylated on Ser/Thr residues that influence all aspects of cell biology, which
supports the critical role of phosphorylation in the regulation of physiology. Particularly important role
in regulation belongs to protein kinases PknA, PknB, PknG and PknL, these protein kinases occur in
all species of mycobacteria. Although only PknA and PknB are essencial for the M. tuberculosis, they
regulate cell shape through the regulation of cell wall synthesis and cell division. Another important
protein kinase is PknG, although not essential for growth it is necessary for virulence, because it
promotes the survival of pathogen inside macrophages of the host. As a result, Ser/Thr protein kinases
represent an interesting target for inhibitor development that could be used as drugs against

tuberculosis.
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1. Uvod

Mykobakterie jsou grampozitivni, aerobni bakterie, jejichz zastupci mohou zplsobovat
onemocnéni. NejvyznamnéjSim zastupcem je Mycobacterium tuberculosis, intracelularni patogen
zpusobujici tuberkuldzu, kterd zlistava jednou z hlavnich pficin imrti na celém svété. Krome soucasné
aktivnich pfipadd nemoci pfedstavuje schopnost M. tuberculosis zpusobovat pretrvavajici
asymptomatickou infekci u ¢lovéka dalsi obavy, protoze latentni infekce se muze aktivovat a opét
zpusobit onemocnéni. Predpokladd se, ze zmény v genové expresi a metabolismu zpiisobuji latentni
infekci, kterd umoziuje perzistenci s minimalni replikaci. Reverzibilni fosforylace proteint je
klicovym mechanizmem, kterym jsou piendSeny signaly prostiedi, které zpisobuji tyto zmény
v genové expresi. Mykobakterie hojné vyuZzivaji reverzibilni fosforylaci Ser/Thr zbytkl jako jednu ze
strategii k zajisténi ptisné kontroly rtstu a déleni bun¢k (Kang et al. 2005; Wehenkel et al. 2006).

Ptenos signalu je diilezitou aktivitou vSech zivych bunék. Transdukce signalu se nejCastéji
pouziva k popisu detekce extracelularniho signalu, ktery je poté pifenasen pres cytoplazmatickou
membranu a pfeménén na intracelularni odpovéd’. Vysledkem je, Ze transdukce signalu je nezbytna
pro bunéfnou adaptabilitu na zmény ve vngjSim prostiedi. Tyto adaptivni reakce umoziuji
bakterialnim patogenim rust a pfezit v nepfiznivych prostfedich v lidském hostiteli béhem infekce
(Prisic and Husson 2014).

Navzdory velké rozmanitosti podnéti a reakci je signalizace provadéna malym poctem
molekularnich drah. Pfikladem zakladni strategie je reverzibilni fosforylace proteinti (West and Stock
2001). Fosforylace je jednou z kovalentnich modifikaci, které proteiny podléhaji v posttranslacnim
procesu a od svého objevu v poloviné 50. let minulého stoleti se proteinova fosforylace a
defosforylace ukazala jako dobry mechanizmus regulace molekularnich procesti v reakci na intra- a
extracelularni podnéty (Cozzone 1988; Kennelly 2002).

Obecné jsou mezi prokaryoty Siroce rozsiteny takzvané dvouslozkové regulacni systémy. Tyto
systémy jsou slozeny ze senzorického kinazového proteinu, ktery fosforylaci aktivuje transkripcni
regulator odezvy. V typickém dvousloZkovém systému vstupni doména senzorové histidinkinazy
detekuje environmentalni signal, to vede k aktivaci histidinkinazy, kterd se autofosforyluje na
konzervovaném histidinovém zbytku. Aktivovand histidinkinaza poté zprostfedkuje transfer fosfatu na
konzervovany aspartatovy zbytek v pfijimaci doméné regulatoru odezvy. Fosforylace regulatoru
odezvy aktivuje vystupni doménu, ktera iniciuje odpovidajici bunécnou odpoveéd’ (Parish 2015; Ulrich
et al. 2005). Dvouslozkové systémy jsou pfitomny v grampozitivnich i gramnegativnich patogennich
bakteriich, ve kterych kromé regulace ,housekeeping® funkci kontroluji expresi toxini a dalSich

proteinti dilezitych pro patogenezi (West and Stock 2001).



Jednoslozkové systémy jsou cytoplazmatické proteiny, které obsahuji jak senzorovou doménu,
tak vystupni doménu. Senzorova doména obvykle snimé intracelularni signdly prostiednictvim vazby
malych molekul, coz vede k ovlivnéni transkripce vystupni doménou (Ulrich et al. 2005).

V porovnéni s jinymi bakteridlnimi druhy obsahuji mykobakterie pomérné maly pocet
dvouslozkovych systémi, piesto vsak tyto systémy maji klicovy vyznam pro preziti bakterii a hraji
roli v patogenité. Napiiklad M. tuberculosis ma 12 dvouslozkovych regulacnich systémt, nckolik
z nich se podili na virulenci a jejich naruseni vede k utlumu nebo hypervirulenci (Parish 2015). Na
druhou stranu vSak mykobakterie obsahuji relativné vysoky pocet Ser/Thr proteinkinaz, které mezi

ostatnimi skupinami bakterii nejsou tak hojné rozsifené.

Cile této prace jsou:

predstavit Ser/Thr proteinkinazy u mykobakterii a shrnout soucasné poznatky o téchto
proteinkinazach. Stru¢né¢ seznamit o vyznamu mykobakterii jako patogentl. Dal$im cilem je popsat
strukturu a aktivaci ne¢kterych ESTPKs a ptedstavit nékteré inhibi¢ni molekuly proteinkinaz a jejich
potencial pro vyvoj novych antimykotik.



2. Charakteristické vlastnosti mykobakterii

Mycobacterium je rod bakterii z ¢eledi Mycobacteriaceae fazené do kmene Actinobacteria.
Jedn4 se o grampozitivni, aerobni, acidorezistentni, nepohyblivé bakterie, které mohou zptisobovat
onemocnéni. Kromé fakultativn€ patogennich zastupct zahrnuje také oportunni patogeny a volné zijici
nepatogenni druhy. Patogenni druhy jsou schopné infikovat jak zvitata, tak také clovéka a mohou
zpusobovat znacné ekonomické a hospodarské Skody. Mezi striktn€ patogenni zastupce patii napf.
Mycobacterium tuberculosis, puvodce tuberkuldozy u Clovéka, a M. leprae, pivodce lepry. Mezi
oportunni patogeny pak tadime napt. M. avium, M. simiae, M. ulcerans nebo M. abscessus complex,
ktery u ¢lovéka zptsobuje chronicka plicni onemocnéni, fadu onemocnéni kiize a mékkych tkani nebo
infekce centralniho nervového systému a obecné se jedna o jeden z nejvice antibioticky rezistentnich
druhii (Rastogi et al. 2001; To et al. 2020).

Mykobakterie lze rozdélit na dvé zakladni skupiny: na pomalu rostouci bakterie, které
vyzaduji vice jak sedm dni, aby vytvorily viditelné kolonie na pevném médiu a na rapidné rostouci
bakterie vyzadujici méné nez sedm dnil na vytvotfeni kolonii. Pomalu rostouci zastupci jsou casto
patogeny cCloveéka a zvifat, zatimco rychle rostouci jsou prevazné nepatogenni, i kdyz jsou zde

vyjimky.

Obrazek 1: Snimek M. tuberculosis z elektronového mikroskopu (Koch and Mizrahi 2018)

2.1 Genetika

V soucasnosti je rozeznavano pies 190 odlisitelnych zastupcti mykobakterii (Waman et al.
2019). Evoluce mykobakterii zahrnuje rizné procesy jako napiiklad redukci genomu, rtizné inzerce
pomoci duplikace genti a horizontalnitho genového ptrenosu. Tyto déje napomahaji pieziti v riznych

prirodnich prostiedich a geografickych nikach (Rahman et al. 2014).



Rahman et al. (2014) srovnavaci genomovou analyzou 44 genomu mykobakterii zjistili, Ze
genomy nepatogennich mykobakterii jsou vetsi nez genomy patogennich nebo oportunné patogennich
mykobakterii, tim ukazali, Ze plati, ze v pfirod€ volné Zijici druhy potiebuji vétsi velikost genomu nez
druhy parazitické.

K extrémnimu zmenseni genomu doslo u ptivodce lepry M. leprae, velikost genomu je pouze
3,27 Mbp, naproti tomu napt. pivodce tuberkulozy M. tuberculosis ma velikost genomu 4,41 Mbp
(Cole et al. 1998, 2001). Genom M. leprae obsahuje pouze asi 1604 gent kodujicich proteiny, to
odpovida asi 49,5%, 27% jsou pseudogeny a zbylych 23,5% genomu pravdépodobné nekdduje zadny
produkt a mohlo by se proto jednat o regulacni sekvence. Genom M. tuberculosis koéduje okolo 4000
proteintl, coz odpovida pfiblizné¢ 91% kddovaci kapacity genomu a pouze 6 pseudogenti. Déle bylo
objeveno, ze ze zhruba 1600 funkcnich gen M. leprae je jich 1439 shodnych s geny M. tuberculosis.
Sassetti et al. (2003) zjistili, ze vétSina gend, které jsou predpokladané pro optimalni rist M.
tuberculosis, jsou také vysoce konzervované v genomu M. leprae.

Opacnym extrémem k M. leprae je M. smegmatis. Tento nepatogenni zdstupce ma jeden
z nejveétsich genomil mezi mykobakteriemi o velikosti zhruba 6,9 Mbp obsahujici ptiblizn€ 6716 genii
kodujicich proteiny (Rahman et al. 2014).

Analyzou bylo zjisténo, Ze geny identifikované jako potenciondlné dillezité pro rdst jsou
rozestoupeny po celém chromosomu, ale zaroven pii bliz§im prozkoumani bylo odhaleno, Ze mnoho
téchto gend tvori klastry v operonech a pravdépodobné jsou i spolecné kotranskribovany. Navic u
mnoha téchto gend se ptredpokladd dulezitd funkce v metabolismu. Zajimavosti je, Ze minimalni
soubor geni potiebny pro pieziti se mezi bakteriemi vyrazné 1isi v zavislosti na evolu¢ni historii (C.
M. Sassetti et al. 2003).

V genomu M. tuberculosis bylo identifikovano celkem 194 geni, které jsou potiebné pro rist
in vivo a prekvapive velka ¢ast z té€chto genu je specifickych pouze pro mykobakterie a blizce ptibuzné
druhy. Na rozdil od jinych bakterii se zd4, ze mykobakterie pro ziskani patogenity nevyuzily
horizontalniho pfenosu DNA z jiného organismu, spiSe doslo k adaptaci genl saprofytickych predkt
na funkci v hostitelském prostfedi. Tento model by tak vysvétloval i vznik velké ¢asti genomu
duplikaci (Sassetti and Rubin 2003).

Studiem fylogenetického stromu vytvofeného analyzou 16s rDNA a metodou MLSA byly
objeveny rozdily mezi druhy mykobakterii a v rameci nich. 117 mykobakteridlnich druhii bylo
rozdéleno do ¢tyt hlavnich kladd a ty byly dale rozd€leny na sub klady. Prvni klad je mixem vseho a
rozdé¢luje se na Ctyfi podskupiny (Ia-d). Patogenni mykobakterie jsou dominantni v kladu II a rozdéluji
jej na tii podskupiny v zavislosti na typu onemocnéni, které zptisobuji. Druhy z komplexu M. avium
jsou slouceny do kladu Illa a jsou blizce ptibuzné nepatogennim druhtim v kladu IlIb. A nakonec ve
ctvrtém kladu jsou seskupeny oportunné patogenni zastupci zpiisobujici plicni a kozni onemocnéni

(Saha et al. 2019).



2.2 Fyziologie

Bunéény obal je velice dilezitou slozkou vsech bakterii zejména proto, ze zde probiha mnoho
dulezitych procest. Mezi né fadime napt. mechanickou rezistenci, transport proteind a solutli, ochranu
bunky viaéi vlivim vnéjSiho prostfedi, dale slozky obalu napomahaji bunéénému déleni, motilité
bun¢k a adhezi k receptorim (Chiaradia et al. 2017; Daffé and Marrakchi 2019). Bunécny obal je
zaroven dynamickou strukturou a miize byt prestavén v zavislosti na aktualnich potfebach patogenu a
prizptsobit se tak podminkam vnéjsiho prostiedi (Singh et al. 2018). Tento obal se u mykobakterii
sklada z plazmatické membrany, bunééné stény, vnéjsi ,,mykomembrany* a kapsule (obr. 2).

Slozeni a struktura plazmatické membrany mykobakterii je podobnd ostatnim grampozitivnim
a gramnegativnim organizmim (Daffé and Marrakchi 2019). Naopak bunéc¢na sténa se nepodoba ani
gramnegativnim a ani grampozitivnim bakteriim a je jedine¢na zejména svym vysokym obsahem
lipidu, ty tvoii az 60% obsahu bunécné stény a 40% jejich celkové suché hmotnosti. Kostru bunécné
stény tvoii peptidoglykan, ten je kovalentné vazan k arabinogalaktanu, ktery je esterifikovan kyselinou
mykolovou, coz je mastna kyselina s velmi dlouhym fetézcem. Tato mastné kyselina poté tvoii vnitini
list vn&j$i membrany, takzvané mykomembrany. Vné&jsi list je tvofen mmnoZzstvim nekovalentné

vazanych lipida a glykolipidi (Chiaradia et al. 2017; Daffé and Marrakchi 2019).
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Obrazek 2: Model bunééného obalu mykobakterii. Bunéény obal je tvofen plazmatickou membranou,
bunécnou sténou vnéjsi ,,mykomembranou” a kapsuli (Daffé and Marrakchi 2019).
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Kapsule je nejsvrchnéjsi strukturou mykobakteridlniho obalu, jeji sloZzeni se méni v zavislosti
na tom, zdali se jedna o patogenni, pomalu rostouci ¢i nepatogenni, rychle rostouci zastupce. U
patogennich druhtl jsou hlavni slozkou polysacharidy a proteiny, u nepatogennich druhil je tvofena

primarné proteiny (Lemassu et al. 1996; Ortalo-Magné et al. 1995).

2.3 Virulence a patogeneze

Mykobakterialni faktory virulence lze definovat jako bakterialni geny nebo slozky bunky,
které umoznuji jejich celkové pieziti uvnitf hostitele (Ly and Liu 2020). M. tuberculosis neprodukuje
jediny dominantni faktor odpovédny za zptisobeni nemoci na rozdil od n€kterych jinych bakterialnich
patogenti, které produkuji specifické faktory virulence nebo toxiny, ale spiSe vyvolava patogenezi
komplexni kombinaci virulen¢nich derivati a odpovédi hostitele (Madacki et al. 2019).

M. tuberculosis pouziva jako jednu z hlavnich strategii po podstoupeni fagocytézy makrofagy
deaktivaci nebo oddaleni diferenciace fagozomu na fagolysozom, ¢imz zabranuje vzniku kyselého
prostfedi, které je optimalni pro aktivitu hydrolytickych enzymt. Mezi faktory zabranujici tomuto
procesu je mozno zafadit napiiklad retenci vakuolarni H'-ATP4zy nebo zabrafiovani aktivity Rab
GTPazy (Madacki et al. 2019). Jednim z charakteristickych znakl ¢lent komplexu M. tuberculosis je
jejich schopnost syntetizovat fadu jedinecnych a komplexnich lipidd, z nichz mnohé mohou fungovat
jako obranné, uto¢né nebo adaptivni efektory virulence (Hotter and Collins 2011). Jako faktor
virulence byl napfiklad identifikovan lipid phtiocerol dimycocerosat (PDIM), ktery je ve spojeni se
sekre¢nim systémem ESX-1 zapotiebi pro indukci prasknuti hostitelského fagozomu (Augenstreich et
al. 2017). Dalsim dobfe zdokumentovanym faktorem virulence M. tuberculosis je protein ESAT-6,
ktery se zd4 pro patogenezi nezbytny, protoze se predpoklada, ze by mohl fungovat jako modulator
hostitelské zanétlivé odpovédi (Sun et al. 2019).

U mykobakterii rozliSujeme pét riznych sekrecnich systém ESX, neboli sekrecni systémy
typu VII, které se oznacuji jako ESX-1 az ESX-5. Tyto sekrecni systémy jsou potiebné pro transport
substratd pies komplexni obal mykobakteridlnich bun¢k, navic bylo zjisténo, Ze sekrecni systémy
ESX-1, ESX-3 a ESX-5 jsou potfebné pro plnou virulenci M. tuberculosis (Brosch et al. 2019).
Nejnovéji vyvinutym sekre¢nim systémem typu VII je ESX-5, ktery se vyskytuje pouze u pomalu
rostoucich druhti mykobakterii (Newton-Foot et al. 2016). Tento sekrecni systém je vyzadovan pro
integritu bunécné stény a Gplnou virulenci (Ly and Liu 2020).

Dal§imi dobfe znamymi faktory virulence jsou povrchové lipidy ve vnéj§i membrané
mykobakterii, které maji dtlezitou roli v interakci hostitele a patogenu. Mezi tyto lipidy se tadi
napfiklad pthiocerol dimycocerosaty nebo fenolové glykolipidy (PGLs) (Ly and Liu 2020). PDIMs
jsou rozvétvené lipidy, které jsou pfitomny pouze ve vnéj$i membrané¢ patogennich druht
mykobakterii, pfedpoklada se, ze zprostiedkovavaji na receptorech zévislou fagocytozu, ptispivaji
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k nizké propustnosti bunécné stény, poskytuji ochranu bunék proti reaktivnim meziproduktim dusiku
a dale ze interferuji s rozpoznavadnim imunitnich bunék a podporuji Gnik z fagosomu hostitelskych
bunck a smrt hostitelskych bunek (Ehrt, Schnappinger, and Rhee 2018; Ly and Liu 2020). PGLs jsou
také omezeny pouze na patogenni mykobakterie a naptiklad PGL-1 nachazejici se u M. leprae se
podili na invazi hostitelskych fagocytujicich bun¢k (Tabouret et al. 2010).

M. leprae celi béhem infekce prostiedi uvniti makrofagu hosta, kde oxidativni stres a oxid
dusnaty v kombinaci se snizenou koncentraci kysliku, nizkym pH a vysokou koncentraci oxidu
uhlicitého piispivaji ke zpomaleni rlstu. V porovnani s M. tuberculosis ztratil M. leprae vétSinu gent
ucastnicich se detoxikace reaktivnich forem dusiku a kysliku. AvSak ponechal si epoxidohydroxylazy,
peroxydoxiny a superoxid dismutazu, které mohou poskytovat minimalni obranny mechanizmus pro

preziti intrafagozomalniho nitrosativniho a oxidacniho stresu (Visca et al. 2002).



3. Ser/Thr proteinkinazy

Genom M. tuberculosis koduje celkem 11 serin/treoninovych proteinkinaz eukaryotického
typu (ESTPKs), pojmenovanych PknA, PknB, PknD — L, které jsou strukturn¢ piibuzné
eukaryotickym proteinkinazdm (obr. 3). Fosfoproteom obsahuje stovky proteint, které¢ jsou
fosforylovany témito proteinkindzami. Prisic et al. (2010) identifikovali ptes 500 fosforylacnich mist
ve 301 proteinech, ¢imz ukazali, Ze alespont 7% proteinlt M. tuberculosis je fosforylovanych. Tyto
proteiny se podili na riznych aspektech biologie, coz podporuje dilezitou roli ESTPKs na regulaci
fyziologie, rlstu, patogeneze, virulence, perzistence a reaktivace infekce. Navic vice nez 40% z téchto
fosfoproteinii bylo fosforylovino na vice nez jednom misté, pfiCemz nékteré proteiny mohou
obsahovat az sedm mist (Prisic et al. 2010). Dale vétSina fosforylovanych peptidi in vitro byla
fosforylovana vice kindzami a nékteré byly dokonce aktivn¢ vyhledavany vétSinou kinaz, na druhou
stranu vSak bylo objeveno 48 proteini u M. tuberculosis, které jsou fosforylovany pouze jednou

kinazou (Prisic et al. 2010).
PknA
PknB
PknD
PknE
PknF
PknG
PknH
Pknl
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Obriazek 3: organizace domén Ser/Thr proteinkindz M. tuberculosis. Zelenou barvou jsou
vyobrazeny kindzové domény, modrou barvou jsou zobrazeny transmembranové domény a nékteré
znamé extracelularni domény jsou oznaceny Cervené (Prisic and Husson 2014)

Ser/Thr proteinkinazy, na rozdil od dvoukomponentovych systémi, nejsou tak Siroce rozsiteny
mezi ruznymi skupinami bakterii, jejich rozSifeni je rizné i mezi riznymi druhy mykobakterii,
naptiklad M. leprae kdduje pouze Ctyti ESTPKs a M. marinum naopak celkem 24 riznych ESTPKs. Je
vsak zajimavé, Ze mykobakterialni genomy obsahuji relativné nizky pocet dvoukomponentovych
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systémil v porovnani s jinymi bakteridlnimi genomy podobné velikosti, to naznacuje, ze sniZzeny pocet
histidinovych kindz je kompenzovan alternativnimi mechanizmy ptenosu signdlu vcetné Ser/Thr
fosforylace (Wehenkel et al. 2008). Piitomnost PknA, PknB, PknG a PknL ve vSech druzich naznacuje
dilezitou roli téchto proteinkindz na regulaci klicovych aspektt fyziologie mykobakterii, pfestoze pro
M. tuberculosis jsou esencialni pouze proteinkinazy PknA a PknB. Pfedpoklada se, Ze v zavislosti na
nice, kterou rtizné druhy obsazuji, budou mit ostatni typy ESTPKs specializovangjsi regulacni role
(Prisic and Husson 2014; M. Sassetti et al. 2003).

Devét proteinkindz je receptorového typu, konkrétné se jednd o PknA, PknB, PknD, PknE,
PknF, PknH, Pknl, PknJ a PknL. Tyto proteinkindzy se skladaji z extracytoplazmatické senzorové
domény a intracelularni kindzové domény a tedy transdukuji vnéjsi signaly. Zbyvajici dva typy, PknG
a PknK, jsou cytoplazmatické kinazy, které maji regulaéni doménu rozpoznavajici zmény uvnitt
buiiky (Prisic and Husson 2014). Pomoci metody sekvencni alignment bylo ukdzano, Ze jedenact typii
ESTPKSs, které M. tuberculosis kdduje, lze rozdélit do tii klastri po tfech proteinkinazach a zbyvajici
dve¢ nezafazené proteinkindzy, PknG a PknK, které¢ postradaji transmembranovou doménu (Narayan et
al. 2007). Av-Gay a Everett (2000) pomoci porovnani sekvenci odhalili, Ze v celé rodiné Ser/Thr
proteinkinaz je konzervovano 15 aminokyselinovych zbytkl vyskytujicich se v Hankovych doménach
VI az IX a dale Ze vSechny typy s vyjimkou proteinkindzy Pknl obsahuji lysin v aktivnim misté, coz je
pro ESTPKs charakteristické. Pknl na této pozici obsahuje asparagin.

Fosforylace u M. tuberculosis ptevazuje na Thr proti Ser a to v poméru ptiblizné 60%:40%,
toto zjisténi bylo piekvapivé v porovnani s eukaryoty, kde fosforylace Ser mlize zaujimat az 80-90%
vsech fosforylacnich oblasti (Prisic et al. 2010). Prisic et al. (2010) navic identifikovali Ctyfi statisticky
vyznamné sekvencni motivy fosforylace, pficemz u vSech znich vystupoval Thr jako akceptor
fosforylace.

Pro Sest nejvice aktivnich proteinkinaz (konkrétné¢ PknA, PknB, PknD, PknE, PknF a PknH)
byl identifikovan vyznamny motiv mista fosforylace. Mezi hlavni rysy patii pfedev§im Thr jako
akceptor fosforu a vyznamna selekce na hydrofobni zbytky na pozicich +3 a +5. Pozoruhodné je, Ze
Ser nemohl nahradit Thr jako akceptor fosforu pro Zddnou proteinkindzu. Ale byl identifikovan jeden
motiv, ktery rozpoznaval Ser jako fosfoakceptor. Tento motiv m¢l vyraznou preferenci pro kyselé
aminokyselinové zbytky na pozici -5 u proteinkinazy PknD (Prisic et al. 2010). Spolecny motiv
fosforylace ma za disledek, ze dalSi faktory musi pfispivat ke specificnosti substratu in vivo
jednotlivych ESTPKs. Mezi tyto faktory pravdépodobné patii koordinovana exprese a kolokalizace
proteinkindzy a substratu a protein-proteinové interakce mezi substratem a proteinkindzou, ale také
s moznymi ¢leny vétsich proteinovych komplext.

DulezZitou tfidu substratdl ESTPKs pifedstavuji proteiny obsahujici forkhead-associated (FHA)
domény. FHA domény vazi peptidy s pThr, ¢imz napomahaji sestaveni proteinovych komplext. M.
tuberculosis koduje pét proteinlt s FHA doménami, konkrétn€ se jedna o proteiny GarA, EmbR, ABC
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transportér Rv1747 a dva proteiny exprimované spole¢né s proteinkindzami PknA a PknB (Alber
2009). FHA domény mohou zprostfedkovavat vazbu bunéénych substratd, alternativné mohou
fungovat jako inhibitory proteinkindzy blokaci vazby substratu do aktiva¢ni smycky aktivovanych
ESTPKs. Prostfednictvim alosterickych modifikaci nebo vytvofenim dalSich vazebnych mist pro FHA
doménu mize fosforylace zprostiedkovavat aktivaci proteinli s FHA-doménou. Na druhou stranu
miize fosforylace zvysit autoinhibici FHA domény zvyhodnénim intramolekularni vazby na vazebné

misto pThr (Greenstein et al. 2006).

3.1 Proteinkinazy PknA, PknB a PknD

Proteinkindzy PknA a PknB jsou kodovany sousednimi geny v operonu blizko pocatku
replikace, ktery dale obsahuje geny pro enzym PBPA syntetizujici bunécnou sténu, proteinfosfotatazu
PspA a protein RodA, ktery urcuje tvar bunky. PknA i PknB jsou nezbytné pro rlst M. tuberculosis a
bylo potvrzeno, ze reguluji syntézu bunécné stény a tvar bunék v zavislosti na jejich vazbé k rod4 a
pbpA. Experimentalné bylo zjisténo, Ze pokud doslo k inaktivaci nebo nadmérné expresi pknd a pknB,
tak tyto zmény vedly ke vzniku Sirokych a nepravidelnych bunek a zpomaleni jejich ristu (Kang et al.
2005). Dale deplece PknA a/mebo PknB vedla k vyraznému zvySeni citlivosti na B-laktamova
antibiotika a rifampinu (Zeng et al. 2020). Kromé syntézy bunécné stény jsou piimo ¢i nepiimo
spojeny s regulaci n¢kolika dalSich bunéénych procest véetné bunéného déleni, regulace transkripce
a syntézy lipidi. Proteinkinazy by tedy mohly fungovat tak, aby Siroce koordinovaly bunécnou
fyziologii s ristem buné¢k (Prisic and Husson 2014).

Béhem exponencialni faze rastu a po infekci makrofagi jsou prevazné exprimovany kinazy
PknA a PknB, ale exprese desetkrat klesa po piechodu do stacionarni faze ristu. Tato vyrazné vyssi
exprese béhem exponencialniho riistu v porovnani se stacionarni fazi ukazuje, ze béhem aktivni
replikace bun¢k je nezbytna regulacni aktivita téchto esencialnich proteinkinaz (Kang et al. 2005).

Jednim z hlavnich substrati je peptidoglykanova hydrolaza CwiM. Kinaza PknB fosofryluje
CwIM na C-terminalnim konci, tato fosforylace je dilezitd pro rist bunék, protoze CwIM po
fosforylaci interaguje s cytoplazmatickym enzymem MurA, ktery katalyzuje prvni krok biosyntézy
peptidoglykanového prekurzoru (Boutte et al. 2016). Dalsimi identifikovanymi substraty fosforylace
byly proteiny ucastnici se bunécného déleni a elongace, zejména proteiny FtsZ a Wag31 (Kang et al.
2005). Protein FtsZ je mykobakterialnim homologem tubulinu, jedna se o esencialni protein tvofici
Z kruh, funguje jako leseni pro komplex divizomu a tim umoziuje déleni bunck. Fosforylace FtsZ
proteinkinazou PknA vede k inhibici jeho GTPazové aktivity in vitro (Thakur and Chakraborti 2006).
Wag31, protein podobny tropomyosinu a homolog DivIVA, je esenciadlni pro Zivotaschopnost
mykobakterii a lokalizuje se asymetricky k polim (Kang et al. 2008). Specificka, ale omezena
fosforylace kompletniho proteinu Wag31 byla pozorovana in vitro, fosforylace probihala pomoci
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PknA a PknA spole¢né s PknB, ale nikoli samotnym PknB (Kang et al. 2005). Na obou svych N- a C-
termindlnich koncich obsahuje Wag31 coiled-coil domény, které mohou tvofit multimery nebo
interagovat s jinymi proteiny. To naznacuje, Ze protein-proteinové interakce in vivo mohou ménit
konformaci Wag31 a tim ovliviiovat dostupnost sekvence kinazového substratu (Kang et al. 2005).

Dale byl nové identifikovan enzym RmlA jako substrat PknB. Tento enzym se ucastni
biosyntézy L-rhamnosy a analyzou hmotnosti spektrometrie bylo odhaleno, ze k fosforylaci dochazi
celkem na tfech Thr zbytcich. Navic biochemicka analyza mutanti odhalila, ze jejich aktivita byla
potlacena, coz negativng ovlivnilo stavbu bunécné stény bunék (Qu et al. 2021).

Proteinkindza PknD je kodovéana neesencidlnim genem, ktery se nachéazi v lokusu spolu
s geny, které se ucastni transportu fosfatu a zda se, Ze je kotranskribovan spolecné s genem pstS, ktery
koduje slozky systému absorpce fosfatu (Av-Gay and Everett 2000; Camus et al. 2002). Pfesna funkce
a ligandy PknD nejsou znamy, ale spojeni genu pknD s geny pro transport fosfatu naznacuje roli ve
vychytavani fosfatu. Proteinkinazy PknD a PknB fosforyluji regulatory o-faktoru Rv0516¢ a RshA na
nekanonickych mistech, ktera neodpovidaji souasnému paradigmatu regulace o-faktoru (Andrew E.
Greenstein et al. 2007). Bylo ukazano, Zze fosforylace RshA in vivo reguluje SigH a aktivace
proteinkinazy PknD u M. tuberculosis zménila expresi vice nez 100 gent regulovanych SigH, ¢imz
byl dodan dikaz, ze PknD ptevadi signaly prostfedi na transkripéni odpoveéd’ (Andrew E Greenstein et
al. 2007)

3.2 Proteinkinazy PknE, PknF a PknH

Celkem malo je zatim znamo o funkci a substratech proteinkinazy PknE, ale zda se, ze se
jedna o proteinkindzu receptorového typu. Gen kodujici tuto proteinkinazu se nezda byt soucasti
zadného operonu, navic sousedi s geny neznamé funkce, zajimavé vsak je, Ze je oddélen pouze dvéma
geny od genu pknF, coz by mohlo naznacovat mozné funkéni spojeni téchto dvou proteinkinaz (Prisic
and Husson 2014).

Gen pknF se nachazi v operonu s genem pro Rv1747, ktery koduje ABC transportér (Camus et
al. 2002). Experimenty poukazuji na funkéni interakce mezi proteinkindzou PknF a Rv1747, ve
kterych autofosforylovana PknF rekrutuje Rv1747 skrze jeho amino-termindlni FHA doménu, coz
vede k fosforylaci Rv1747 (Molle et al. 2004).

Kinaza PknH je kédovédna za 3” koncem genu, ktery koduje transkripéni reguldtor EmbR.
Blizkéa fyzicka vzdalenost mezi geny by mohla naznacovat moznou funk¢éni interakci mezi témito
dvéma proteiny. Papavinasasundaram et al. (2005) prokazali, Ze delece PknH wvedla u
imunosupresivnich mysi k hypervirulentnimu fenotypu, ve vzorcich z plic a sleziny vzrostl PknH
delecni kmen na hustotu 10krat az 100krat vyssi nez divoké kmeny. Navic pknH delecni kmen, ktery
rostl v kulturach, byl vice rezistentni viuci stresu zpusobenému okyselenym dusitanem, to naznacuje,
ze PknH zprostiedkovava signal hostiteli a vyvolava tak reakci, ktera pfispiva k preziti a ristu in vivo.
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To dale pravdépodobné vede k vyvazenému ristu bakterii a ustaleni chronické infekce.

3.3 Proteinkinazy Pknl, PknJ a PknL

Relativné malo je zndmo o funkci a substratech proteinkindzy Pknl. Jednd se o proteinkinazu
receptorového typu, extracelularni doména zatim nebyla charakterizovana, avsak podle jeji sekvence
aminokyselin se nepodoba zadné znamé proteinové doméné (Prisic and Husson 2014). Gen pknl je
soucasti klastru gend obsahujicich dacB (Rv2911) koédujici hydrolazu D-aminokyselin ucastnici se
remodelace bunécné stény a ff# (Rv2916c), ktery koduje signal recognition particle protein (Camus et
al. 2002). V navaznosti na genech obklopujicich gen pknl je zde moznost, ze proteinkiniza funguje
v regulaci obratu bunécné stény.

Relativné malo je znamo i o kindze PknJ. Extracelularni doména této kinazy nebyla zatim
charakterizovana a nema zadné rozpoznatelné motivy (Prisic and Husson 2014). Pfedpoklada se, Ze
prenos konformac¢nich zmén do intracelularni kinazové domény je aktivovan prostiednictvim
senzorové domény, kterd rozpoznava ligand (Good et al. 2004). Bylo demonstrovano, Ze kindzova
doména PknJ muize dimerizovat a ze se autofosforyluje na ttech Thr zbytcich v aktiva¢ni smycce. Na
rozdil od ostatnich ESTPKs nachdzejicich se u M. tuberculosis nema PknJ detekovatelny ortolog u
mykobakteridlnich druht mimo komplex M. tuberculosis (Narayan et al. 2007). Jang et al. (2010)
potvrdili fosforylaci cCtyt substrati PknJ. Jednd se o samotnou proteinkinazu PknlJ, ktera se
autofosforyluje na tiech treoninovych zbytcich, konkrétné na Thr'®, Thr'”' a Thr'”. Déle se jedna o
transkripéni regulator EmbR, dipeptidazu PepE a metyltransferazu MmaA4/Hma, ktera se ucastni
biosyntézy kyseliny mykolové. Proteinkinaza PknJ by tedy mohla byt zapojena do metabolismu
dusiku a aminokyselin, pravdépodobné skrze fosforylaci PepE (Jang et al. 2010).

Proteinkinaza PknL je kodovana genem sousedicim s transposazou a domnélym proteinem
vazajicim DNA, dal§i geny v oblasti koduji nékolik konzervovanych hypotetickych proteini a
biosyntetickych enzymil pro mannan, aromatické aminokyseliny a syntézu lipidd (Camus et al. 2002).
Dale ve sméru 5 konce se nachazi klastr dew, ktery obsahuje nékolik gend kodujicich enzymy pro
syntézu prekurzort peptidoglykanu, penicillin-binding protein a n€kolik proteinti déleni buiiky. Toto

by mohlo nazna¢ovat moznou funkci PknL na regulaci syntézy bunécné stény.

3.4 Proteinkinazy PknG a PknK

Proteinkinaza PknG je jedna ze dvou ESTPKs, kterd postrada transmembranovou oblast a
predpoklada se tedy, Ze se jedna o cytoplazmaticky lokalizovany protein, ktery je exprimovan pouze u
patogennich mykobakterii. PknG je kddovéna genem spojenym do operonu s g/nH, lipoproteinem
vazajicim glutamin, a konzervovanym membranovym proteinem neznamé funkce (Camus et al. 2002).
Gen pknG je pro rist mykobakterii postradatelny, nebyly totiz pozorovany zadné zmény na morfologii
bun¢k nebo ristu mezi divokym kmenem a mutantem s deleci pknG (Walburger et al. 2004).
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Proteinkinaza PknG je slozena ze tii odliSnych strukturnich domén, jejichz kombinace nebyla
nalezena v zadné jiné proteinové kindze. Sklada se z kindzové domény, rubredoxinu a tetratricopeptid
repeti¢ni domény, bylo ukazano, Ze rubredoxin je nezbytny pro funkci proteinkindzy (Scherr et al.
2007). C-koncova polovina obsahuje tetratrikopeptidovou repetici (TPR), tato doména interaguje
s vrcholem C-terminalniho laloku kinazové domény PknG. N-terminalni oblast obsahuje dva motivy
Cys-X-X-Cys-Gly, které jsou charakteristické pro rubredoxiny. Kindzova doména je vlozena mezi
rubredoxinovou a TPR doménu (Scherr et al. 2007).

Na rozdil od ostatnich ESTPKs neexistuji dikazy o fosforylaci aktiva¢nich nebo katalytickych
smycek kindzové domény a pro kindzovou aktivitu PknG nebyla nutnd autofosforylace (Prisic and
Husson 2014). VSechna autofosforylacni mista se nachazeji v nestrukturované N-koncové oblasti
proteinu a nehraji zadnou roli pii aktivaci kinazové domény (O’Hare et al. 2008).

Walburger et al. (2004) zjistili, ze proteinkindza PknG je sekretovana patogennimi
mykobakteriemi uvnitf fagozomu makrofagli a tim inhibovala fizi fagozomu s lysozomem. Tato
inhibice poté¢ zprostiedkovava intracelularni pfeziti mykobakterii v hostiteli. Naopak inhibice PknG
vede klokalizaci mykobakterii do lysozomu a tim tedy k jejich usmrceni. Tato modulace flize
fagozomu s lysozomem pomoci PknG by mohla byt zprostiedkovana fosforylaci hostitelskych
proteint po sekreci v makrofagu (Walburger et al. 2004).

Jednim ze substratti proteinkinazy PknG je protein GarA, ktery byl identifikovan jako substrat
fosforylace i1 dalsich ESTPKs (Villarino et al. 2005). Nefosforylovany protein GarA pusobi jako
alostericky reguldtor komplexu 2-oxoglutarat dehydrogendzy (ODHC) a déle interaguje také
s metabolickymi enzymy glutamat dehydrogenazou (GDH) a glutamat syntdzou (GOGAT).
Vysledkem vazby nefosforylovaného GarA je inhibice enzymtt GDH a ODHC a aktivace GOGAT, to
vede k metabolické zméné smérem k syntéze glutamatu (O’Hare et al. 2008). GarA je proteinkindzou
PknG fosforylovan na prvnim treoninovém zbytku konzervovaného N-koncového motivu ETTS,
zatimco jiné ESTPKs fosforyluji druhy treonin tohoto motivu (Villarino et al. 2005). Po fosforylaci se
GarA piepne do vypnutého stavu diky intramolekularnimu rozpoznani N-koncového fosfotreoninu
FHA doménou, za téchto podminek se metabolicky tok pfeorientuje zpét na katabolicky smér, coz
vede ke spotiebé glutamatu. PknG ma tedy ucast na regulaci enzymi centralniho metabolismu dusiku
a uhliku.

Druhou proteinkindzou postradajici transmembranovou oblast je PknK. Gen pknK je umistén
blizko genu kodujiciho predpokladany regulator transkripce virS, ktery byl popsan jako potencialni
gen virulence u M. tuberculosis (Av-Gay and Everett 2000). PknK je schopna fosforylovat VirS in
vitro a dale fosforyluje nekolik proteinii kddovanych v mym operonu, ktery je regulovan VirS (Prisic
and Husson 2014). Fosforylace VirS vede ke zvyseni afinity k sekvencim DNA promotoru (Kumar et
al. 2009).
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4. Struktura a aktivace

4.1 Struktura

Celkem obecné¢ existuji Ser/Thr proteinkinazy v konstitutivné vypnutém stavu a signaly
zmirfiuji autoinhibici (Alber 2009). Bézny chemicky mechanizmus aktivace zahrnuje fosforylaci
jednoho nebo vice mist v aktivacni smycce kindzové domény, coZ je centralné umistény segment 15-
33 zbytki ohrani¢enych motivy sekvenci DFG a APE (Nolen, Taylor, and Ghosh 2004). Ve vypnutém
stavu aktivacni smycka obecné blokuje aktivni misto nebo ziistava flexibilni a naopak fosforylované
aktivacni smycky zaujimaji odliSnou konformaci, ktera sestavuje vazebné misto pThr, které stabilizuje
aktivni konformaci (Alber 2009).

Byly stanoveny krystalové struktury riznych signalnich modulti, vCetné¢ katalytickych a
senzorovych domén ESTPK, tyto strukturni studie naznacuji, ze dimerizace reguluje ESTPKs
prostfednictvim alosterického rozhrani, které je v ESTPK rodin€ univerzalni (Greenstein et al. 2006).

Duran et al. (2005) provedli hmotnostni spektrometrii celych intracelularnich oblasti kinaz
PknB, PknD, PknE a PknF. Srovnanim fosforyla¢nich vzorcti odhalili, Ze se systematicky
fosforylovaly dvé oblasti proteinkinaz, jednak se jednalo o aktivacni smycku v katalytické doméné a
poté o juxtamembranovy segment, ktery spojuje katalytickou doménu s transmembranovou oblasti.
Tyto vysledky naznacuji, Ze regulace mykobakteridlnich kindz zahrnuje spole¢ny mechanizmus
aktivacni smycky a dale, ze fosforylatni mista v juxtamembranové oblasti by mohla byt dalezita
v regulaci aktivity, stabilité proteinu, alternativn€ by mohla byt zapojena do signalnich drah
zprostiedkovanych proteinkinazami (Duran et al. 2005).

Prvni krystalova struktura bakterialni kinazové domény ESTPKs, ukazujici fosforylovanou
proteinkinazu PknB vazanou k riznym analogiim ATP, odhalila pozoruhodnou konzervaci Hanksova
typu kinazového zahybu (Ortiz-Lombardia et al. 2003). Celkovy tvar Kkatalytické domény
proteinkinazy PknB je podobny tvaru eukaryotickych proteinovych kinaz. Katalytickda doména je
tvofena dvéma laloky, N-koncovou subdoménou, ktera se sklada z B-listu a dlouhého a-helixu, a C-
koncovym lalokem sloZenym z a-$roubovic (obr. 4) (Ortiz-Lombardia et al. 2003). Dva primarni body
zahybu, jeden ve smycce bohaté na Gly a druhy v oblasti spojeni mezi laloky, jsou zapojeny do
pohybi, které prenasi konformaci z otevien¢ho stavu na uzavieny a naopak. Katalytickd doména
zaujima celkové uzavienou konformaci s nukleotidem vazanym v hluboké Stérbiné mezi N- a C-
laloky. Poloha aC-helixu v uzavieném stavu umoziuje uskuteCnit kriticky kontakt mezi lysinovym
zbytkem v B3 fetézci a kyselinou glutamovou v aC-helixu. Vysledkem tohoto charakteristického
kontaktu je, Ze lysin je spravné orientovan tak, aby umistil a- a B-fosfaty nukleotidu pro katalyzu
(Ortiz-Lombardia et al. 2003; Young et al. 2003). C-koncova doména PknB se sklada ze ctyt
opakovanych PASTA domén (Young et al. 2003), PASTA domény mohou specificky rozpoznavat
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stem-peptidy z nespojen¢ho peptidoglykanu, coz naznacuje roli ESTPKs pii kontrole remodelace

peptidoglykanu béhem bunécného rastu (Wehenkel et al. 2008; Yeats, Finn, and Bateman 2002).

(A) (B)

Extracellular

LLCURELLCUEE ~ COEELEEETLLELe Ly
T T e
Intracellular ¢

Obrazek 4: (A) Krystalova struktura intracelularni kindzové domény PknB. Stuzkovy diagram
vyobrazuje nukleotid vazany v hluboké $térbiné aktivniho mista. Zelenou barvou je vyznaéen C-
helix, rizovou barvou P-smycka, ¢ervené katalytickd smycka a zluté Cast aktivacni smycky.

(B) Model proteinkinazy PknB v celé délce. Extracelularni doména je tvofena Ctyfmi propojenymi
PASTA doménami (Young et al. 2003).

Ve struktufe PknB se nachazeji dva kovové ionty, konkrétné se jedna o ionty hot¢iku. Jeden
ztéchto iontd slouzi kvazbé P- a y-fosfath. Druhy kovovy ion inhibuje kinazovou reakci,
pravdépodobné snizenim uvoliovani produktu ADP, coz je krok omezujici rychlost reakce (Ortiz-
Lombardia et al. 2003). Aktivacni smycka je umisténa mezi vlaknem B9 a smyckou P + 1, vedle
smyC¢ky s umisténymi hoiciky. Smycka P + 1 navazuje na C-konec aktiva¢ni smyCky a pomaha pti
prizptisobeni substratu, predpoklada se, ze hraje kliCovou roli pii rozliSovani mezi aminokyselinami
Ser/Thr a Tyr, protoze fidi vzdalenost mezi kostrou substratu a aktivnim mistem (Ortiz-Lombardia et
al. 2003).

Kindza PknD je unikatni pro patogenni mykobakterie, obsahuje intracelularni kindzovou
doménu a ptedpokladanou extracelularni senzorovou B-propeller doménu (obr. 5) (Good et al. 2004).
Senzorova doména PknD ma rigidni strukturu, ktera je flexibilné pfipojena k predpokladané
transmembranové Sroubovici. Senzorovda doména zaujima tvar P-vrtule obsahujici Sest Cepeli
uspotadanych cyklicky kolem centralniho poru. Kazda cepel je tvofena Ctyimi antiparalelnimi (-
vlakny, z nichZ prvni je umisténo ve stfedu struktury a posledni je umisténo na vnéj$im okraji. Vldkno
4 a vlakno 1 vedlejsi Cepele jsou spojeny smyckou, smyckou jsou také spojeny vlakna 2 a 3. Tyto dve
smy¢ky poté tvori ,,cup® B- vrtule. C-konec PknD tvoii téeti B-vlakno Sesté Cepele, zatimco N-konec
tvofi Ctvrté vlakno Sesté Cepele. Cela struktura drzi pohromadé topologickym piekrytim, které vytvari
zapadku (Good et al. 2004). V takové struktuie je nepravdépodobné, Ze konformacni zména
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extracelularni domény vyvolana ligandem zahdji signalizaci, misto toho struktura senzorové domény
PknD podporuje hypotézu transmembranové signalizace, ve které interakce extracelularniho ligandu
méni lokalizaci a oligomerizaci kinazy (Greenstein et al. 2006). Vysoka sekvencni identita mezi
kinaza PknD by mohla vazat Sest homolognich ligandt, pfipadné Ze by mohla vazat jeden asymetricky

ligand prostiednictvim zbytki, které se v kazdé cepeli 1isi (Good et al. 2004).

Obr. 5: Krystalova struktura extracelularni senzorové domény proteinkinazy PknD. Senzorova
doména tvoii strukturu - vrtule (Good et al. 2004)

Senzorova doména kinazy PknH se sklada ze Sesti a-helixi a sedmi antiparalelnich B-fetézci
s topologii al — 02 — a3 — 04 — B1— P2 — a5 — B3 — P4 — S5 — p6 — 7 — a6 (obr. 6). V této struktufe se
vyskytuji ¢tyfi konzervované zbytky Cys, coz naznacuje, ze struktura miize byt stabilizovéna jednim
nebo dvéma disulfidickymi mustky. To bylo potvrzeno, jelikoz dvé intramolekularni disulfidické
vazby spojuji Sroubovice a3 — a5 a 6 — B7. Dale se zde vyskytuje nepravidelna smycka spojujici
Sroubovice a2 a a3. NejvyraznéjSim prvkem celé struktury je vSak velkd centralni $térbina tvaru
pismene V. Jedna strana této Stérbiny je tvofena helixy a3 — a5 a fetézci B3 a P4, druha strana je
tvofena péti B-fetézci 1, B2 a PS5 — B7. Okraj Stérbiny je tvoien 02 — a3 smyckou a vnitini sténa
Stérbiny je lemovana zbytky ve smycce a3 — o4. Zajimavé je, Zze zbytky obklopujici Stérbinu a

disulfidické mustky jsou konzervovany (Cavazos, Prigozhin, and Alber 2012).



v-shaped

Obrazek 6: (A) Krystalova struktura extracelularni senzorové domény proteinkindzy PknH.
Modrou barvou je zde oznaten N-konec, ervend poté C-konec. Stérbina tvaru pismene V je
ohranicena B-fetézci, a3- a5 a smyckou 02- a3. (B) Povrch senzorové domény PknH zbarven podle
stupné hydrofobicity, oranzové jsou zbarveny oblasti nejvice hydrofobni, modrou barvou poté
polarni oblasti (Cavazos et al. 2012).

4.2 Aktivace

Soucasné dikazy naznaCuji, Ze receptorové kindzy M. tuberculosis jsou aktivovany
reverzibilnimi interakcemi prostfednictvim dvou odlisnych proteinovych rozhrani, tyto interakce
funguji tak, ze podporuji fosforylaci aktivaéni smycky riznymi mechanizmy (Alber 2009). Ser/Thr
protein kindzy podléhaji n€kolika mechanismim alosterické regulace. Regulaéni povrchy kindzovych
domén mohou vazat proteiny nebo jiné domény samotnych kindz, tyto interakce Casto ovliviuji
sestaveni katalytického mista umisténim C-helixu, ktery vaze substrat (Huse and Kuriyan 2002).

Greenstein et al. (2007) experimentalné prokazali, ze proteinkindza PknD je aktivovana
dimerizaci. Nefosforylovana proteinkinaza PknD je silné aktivovana dimerizaci, ale naopak pokud jiz
byla autofosforylovana kinazovd doména aktivni, dimerizace zpusobila malou nebo zadnou dalsi
aktivaci. Mutace v alosterické aktivacni ploSe PknD inaktivovaly aktivaci kinazové domény, coz
naznacuje, ze aktivace vyZaduje vytvofeni strukturné specifického dimeru. Dimerizace
extracelularnich domén spojuje intracelularni kindzové domény, coz podporuje back-to-back
dimerizaci a aktivaci kinazy pro auto- i transfosforylaci. Zajimavé navic je, Ze neaktivni mutant
katalytického mista kindzové domény je schopen aktivace nefosforylované kinazové domény
divokého typu dimerizaci (Greenstein et al. 2007).

Lombana et al. (2010) ukazali, Ze dimerizace nefosforylované kinazové domény PknB skrze
rozhrani N-laloku vede k aktivaci kinazy, in vitro se tak autofosforylace zvySuje pfiblizné¢ Skrat.
Autofosforylace je zahajena intermolekularnim kontaktem, o ¢emz svédci zavislost reakce na
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koncentraci a schopnosti kindzové domény fosforylovat neaktivni podjednotky. Dimer N-laloku
oddéluje aktivni mista PknB a brani fosforylatnim mistim na jednom monomeru v piistupu
k aktivnimu mistu druhého. Toto uspotfadani v kombinaci se skuteCnosti, ze katalyticky neaktivni
podjednotka je schopna aktivovat partnera divokého typu, naznacuje, ze dimer fosforyluje dalsi
dimery nebo monomery a kontakty N-laloku stabilizuji aktivni konformaci kinazové domény
(Lombana et al. 2010).

Ser/Thr proteinkinadzy M. tuberculosis 1ze rozdélit do tii funkénich tiid v zdvislosti na vzorci
fosforylace in vitro na hlavni regulacni proteinkinazy, proteinkinazy signalni transdukce a substratové
proteinkinazy (obr. 7) (Baer et al. 2014). Proteinkindzy PknB a PknH jsou jediné, které podléhaji
vyhradné autofosforylaci, coz naznacuje jejich roli hlavnich regulatori. Obé tyto proteinkindzy
obsahuji skladané extracelularni senzorové domény, avsak dalsi proteinkinazy, PknD, PknE a PknlJ,
které tento strukturni motiv také obsahuji, jsou cilem kiizové fosforylace. Z toho vyplyva, ze pouha
struktura domény nestaci k urceni funkéni tfidy (Baer et al. 2014). Signalni transdukéni proteinkinazy,
které podléhaji jak autofosforylaci tak kiizové fosforylaci a také fosforyluji downstream
proteinkinazy, tvofi druhou troven hierarchie ESTPKs. Zaklad hierarchie je poté tvofen substratovymi
ESTPKs, PknA, PknD, PknF a PknL, které nepfenasi fosfaty na jiné katalytické domény ESTPKs.
Proteinkindza PknL. zcela postrada extracelularni doménu a PknA a PknF sice extracelularni
senzorovou doménu obsahuji, ale predpoklada se, Ze jsou rozvinuté. Vysledkem tedy je, ze témto
proteinkinazam chybi mechanizmus, kterym by pfimo reagovali na extracelularni signaly, proto hlavni
regulacni proteinkinazy prenasi fyziologické zmény kiizovou fosforylaci téchto ESTPKs (Baer et al.
2014). Naproti tomu vSak PknD obsahuje extracelularni senzorovou doménu v podob¢ B-vrtule (Good
et al. 2004), ktera by mohla byt aktivovana extracelularnimi signaly a vyvolavat autofosforylaci, ale
v regulacni siti je umisténa tak, aby regulovala stresosom v reakci na fosforylaci upstream ESTPKs.
(Baer et al. 2014).

Tato hierarchicka struktura sit¢ ESTPKs miZe umoznit kombinaci vice signali do rtznych
fosforylacnich vzorcli, které post-translaéné koordinuji aktivitu mnoha bunéénych enzymu a

transkripcnich regulatort (Baer et al. 2014).
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Obrizek 7: Grafické zndzornéni hierarchické struktury sit¢ STPKs u M. tuberculosis. Sipky
naznacuji intermolekularni fosforylaci in vitro (Baer et al. 2014).
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5. Vyuziti ESTPKSs jako terapeuticky cil

Vyznam fosforylace proteinti pti regulaci klicovych procest zivotaschopnosti a virulence M.
tuberculosis, spolu s podstatnymi informacemi o struktufe Ser/Thr proteinkindz z nich ¢ini atraktivni
cile pro vyzkum a vyvoj novych antimykotik (Prisic and Husson 2014). Extracelularni senzorové
domény proteinkinaz receptorového typu, regulacni domény proteinkindz PknG a PknK by mohly
poskytovat cile pro vyzkum, které nejsou piibuzné s lidskymi typy kindz, a tedy by mohly umoznit
vyvoj vysoce selektivnich inhibitord mykobakterialnich proteinkindz. Vyzkum se momentalné nejvice
zaméfuje na identifikaci inhibitord esencialnich proteinkinaz PknA, PknB a dale PknG (Prisic and
Husson 2014).

Inhibi¢ni aktivita nizkomolekularni slouceniny AX20017 proti 11 mykobakteridlnim
proteinkinazam odhalila, Ze je vysoce selektivni proti proteinkinaze PknG. Blokovani aktivity PknG
kindzy specifickym tetrahydrobenzothiofenem vede k rychlému ptesunu mykobakterii do lysozomu
makrofagl a jejich zabiti. AX20017 se vaze hluboko v uzké kapse tvoiené Stérbinou kinazové domény
a unikatnim peptidovym segmentem pochézejicim z N-konce PknG, v tomto misté se vdze adenosin
ATP. Inhibitor se tak zaméfuje na aktivni konformaci kindzové domény. Vypoclty pfistupové
povrchové plochy odhalily, Zze v kindzové doméné je ponofeno 90% molekularniho povrchu tohoto
inhibitoru a tudiz se zd4, ze ptresna kombinace rezidui vytvaii jedineCnou vazebnou kapsu, ktera se
nevyskytuje v zadné jiné proteinové kinaze (Scherr et al. 2007).

Kanehiro et al. (2018) identifikovali ¢tyfi nové inhibitory aktivity proteinkinazy PknG,
konkrétné se jedna o slouceniny AZD7762, R406, R406-volna baze a CYC116. AZD7762, R406 a
R406-volna baze navic podporuji pienos mykobakterii do lysozomu. Inhibi¢ni G¢inek aktivity PknG
byl 75,2% pro AZD7762, 83,8% pro R406, 83,6% pro R406-volnou bazi a 71,2% pro CYC116. Dale
zjistili, Ze tyto slouceniny byly schopné inhibovat pteziti M. bovis BCG uvnitf lidskych makrofagi bez
znamek cytotoxicity, proto se zda, ze by tyto inhibitory mohly slouzit jako slibné molekuly pro vyvoj
anti-mykobakterialnich latek (Kanehiro et al. 2018).

Chen et al. (2017) zjistili, ze sklerotiorin, slou¢enina ziskana z moiskych hub z Jiho¢inského
morie, vykazuje nizké hodnoty IC50 a stfedné silnou inhibi¢ni aktivitu vici PknG. Tato sloucenina
byla schopna vyrazné snizit rist mykobakterii v infikovanych makrofazich a zarovenl nevykazovala
zadnou cytotoxicitu vic¢i savéim bunkam. Tento inhibitor proto ma potencial pro doplnéni antibiotické
1écby tuberkulozy.

Dale byly identifikovany potencialni inhibitory PknG derivované z rostliny Withania
somnifera. Z 22 testovanych sloucenin ukazovaly tfi lepsi hodnoty GlideScore nez v soucasné dobé
existujici molekuly 1é¢iv. Konkrétné se jednalo o Withanolide E, F a D a jejich hodnota G-skore Cinila
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inhibitoru s cilovym proteinem. Pro srovndni nejnizs§i hodnota G-skore u v soucasné pouzivaného
1é¢iva Cinila pouze -6,63. Tato studie proto poskytla molekularni zéklad na zvazeni Withanolidu jako
potencialnich inhibitortt PknG u M. tuberculosis (Santhi and Aishwarya 2011).

Lougheed et al. (2011) hledali nizkomolekuldrni inhibitory proteinkinazy PknB. Ve vysledku
byly jejich hlavni slouc¢eniny schopny inhibovat aktivitu PknB in vitro v nanomolarnim rozmezi, avsak
jejich ucinnost v celych bunkach byla o dva fady nizsi nez bylo oc¢ekavano od ucinnosti in vitro.
Z tohoto divodu dale zkoumali roli propustnosti bunécné stény mykobakterii, ale nebyly nalezeny
zadné dikazy, ze by difuze skrze hydrofobni buné¢nou sténu nebo hydrofilni kanaly méla negativni
vliv na ptisobeni inhibitorti. Je proto tedy mozné, ze PknB nemusi vazat molekuly inhibitoru, pokud se
nachazi ve fyziologicky relevantni konfiguraci.

Wehenkel et al. (2006) ukazali, Ze mitoxantron, slou¢enina pouzivana k 1é€bé rakoviny, je
schopna inhibovat aktivitu PknB a tim zabranit ristu mykobakteridlnich bunék. Krystalova struktura
komplexu PknB s inhibitorem ukazuje, Ze mitoxantron je ATP-kompetitivni inhibitor. Tato sloucenina
inhibuje aktivitu PknB s hodnotami IC50 v mikromolarnim rozsahu, konkrétné v rozmezi 0,8 pM.
Navic byla také schopna zabranit ristu bun€k v kulturach M. tuberculosis s hodnotou MIC 400 pM a
rovnéz v kulturach M. smegmatis a M. aurum s hodnotami MIC 100 uM a 25 uM. Rlzné hodnoty
MIC pozorované v této studie 1ze vysvétlit rozdily v propustnosti bunécného obalu a ve struktute cilit
mitoxantronu u téchto tii druht mykobakterii.

V nedavné dobé Xu et al. (2017) identifikovali novou molekulu IMB-YH-8 jako inhibitor
PknB. Molekularni dokovani odhalilo, ze tato sloucenina interaguje s katalytickou doménou PknB a
s dobrou specifitou inhibuje autofosforylaci PknB a také substratovou fosforylaci GarA. Dale ukazali,
ze IMB-YH-8 inhibuje také aktivitu PknA, ale neinhibuje PknG, PknF, PknH ani lidskou Ser/Thr
proteinkinazu Aktl, proto by se mohlo jednat o0 moznou slouceninu pouzitelnou pro vyvoj léciv.

Bais et al. (2018) zkoumali inhibi¢ni potencial molekuly 2-aminopurinu (2-AP) a jeho
odvozeného analogu 2-A9P proti PknB a ukazali, Ze ob& slouceniny mohou inhibovat aktivitu této
proteinkinazy. Dale hodnotili latentni inhibic¢ni aktivitu kovovych iontti a poprvé ukazali, Ze mohou
inhibovat aktivitu mykobakteridlnich ESTPKs v mikromoléarnich koncentracich. Pro studium inhibice
autofosforylacni aktivity PknB byly vyuZity ionty dvoumocnych ptfechodnych kovil, konkrétné se
jednalo o Zn**, Ag™, Cu®", Fe*", Co™, Ni*", Cd*"a Hg*". Studii prokazali, ze Cd*", Cu*" a Ag’" témsf
Giplné inhibovaly autofosforylatni aktivitu PknB, zatimco Zn®" a Hg®" vykazovaly pouze mirnou
aktivitu a Ni*", Fe* a Co”" nevykazovaly Zadnou inhibici. Inhibi¢ni efekt t&chto iontd byl poté
zkouman i na ostatnich ESTPKs. PknG byla inhibovéna pouze iontem Ag”>’, naopak PknL byla
inhibovana Hg*" a také Ag®". Tyto vysledky naznaluji, Ze ionty Ag>" a Hg*" jsou neji¢inngjsimi a maji
Siroké spektrum inhibice kinazové aktivity vice ESTPKs. Ackoliv ionty pfechodnych kovil inhibuji
enzymatickou aktivitu, maji urCitd omezeni, napf. bunécnou toxicitu, nizkou propustnost a
nespecifi¢nost. Proto se Bais et al. rozhodli k vyvoji organokovovych inhibitort spojenim slouceniny
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2-A9P s kovovymi ionty (tabulka 1). VétSina téchto kovovych komplexti inhibovala aktivitu PknB,
navic komplex MC-4 inhiboval aktivitu PknG a PknL. a komplex MC-6 inhiboval PknL. Tyto dva
komplexy vykazovaly 90% inhibici ristu bun¢k pii koncentraci 6,25 uM, respektive 12,5 uM., naopak
ostatni komplexy nevykazovaly zadnou inhibici ristu a to ani pfi nejvyssi koncentraci 50 puM. Dale
komplexy MC-4 ani MC-6 neprojevuji cytotoxicky ucinek a proto maji potencial pro vyvoj u€innych

terapeutik.

Tabulka 1: Biochemické a antimykobakterialni vlastnosti 2-AP a kovovych komplexti (MCs) (Bais et al. 2018)

Kovové ionty Slouceniny a MCs ICs MICy (nM)

2-AP 2,6+ 0,079 mM > 50
Zn* MC-1 6,8+ 0,18 uM >50
Zn** MC-2 10,5 + 0,28 pM >50
cd* MC-3 10.2 0,47 uM >50
Hg** MC-4 5,0+0,19 uM 6,25
Cu* MC-5 16,6 % 0,16 uM =30
Ag” MC-6 12,0+ 0,11 uM 12,5

V neposledni fad¢€ bylo ukazano, ze fytomolekuly maji schopnost se vazat na proteinkinazu
PknB a mohly by tedy byt velmi ucinné jako Iéky proti tuberkuléze s méné nezddoucimi ucinky.
Appunni et al. (2017) zkoumali tfi slouceniny fytomolekul, které by mohly slouzit jako Uc¢inné
terapeutické alternativy, jednalo se o ermanin, demethylcalabaxanton a cryptolepin hydrochlorid.
Analyzou molekularniho dokovani prokézali, Ze vSechny tfi fytomolekuly mohou inhibovat aktivitu
PknB. Srovnavaci analyzou bylo ukazano, ze demethylcalabaxanton mél nejvyssi asociaéni konstantu
v porovnani s ostatnimi studovanymi fytomolekulami a mohlo by se tedy jednat o Gc¢innou léc¢ivou

latku proti tuberkuloze.
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6. Zavér

Tato prace je prehledem znalosti o Ser/Thr proteinkinazach eukaryotického typu u
mykobakterii. Tyto proteinkindzy hraji dtlezitou roli vregulaci bunééného déleni, syntéze a
remodelaci bunécné stény, patogenezi a virulenci. KliCovou roli na regulaci maji zejména
proteinkinazy PknA, PknB, PknG a PknL, které jsou pfitomny u vSech mykobakterii. Esencialni jsou
vSak pouze PknA a PknB, které reguluji déleni buiky skrze fosforylaci proteinti FtsZ a Wag31 a
syntézu bunécéné stény pomoci fosforylace proteintt RmlA a CwiM.

Velmi dulezitou je proteinkinaza PknG, kterd je sice pro rust mykobakterii postradatelna, ale
zprosttedkovava intracelularni pieziti mykobakteridlnich patogenti uvnitf makrofagl skrze inhibici
fuze fagozomu s lysozomem. Tato inhibice pravdépodobné nastava diky fosforylaci hostitelskych
proteini mykobakteridlni PknG, kterd je sekretovana do makrofagu hostitele. PknG se dale tcastni
regulace enzymil centralniho metabolismu dusiku a uhliku pomoci fosforylace proteinu GarA.

Dilezita role fosforylace proteinti v regulaci fyziologickych procesti spolu s identifikaci
struktur proteinkinaz vedla ke snaze nalézt nebo syntetizovat nové ucinné inhibitory, které by v
budoucnu mohly slouzit jako antimykotika. Inhibi¢ni G¢inky na enzymy vSak obecné nekoreluji
s vyznamnym antimykobakteridlnim plsobenim v celobunécnych testech. Tento rozdil je
pravdépodobné zpilsoben vysoce lipofilni povahou mykobakterialni bunééné stény, ktera snizuje
propustnost xenobiotik. I pfesto vSak bylo popsano nékolik inhibitord zejména proteinkinaz PknB a
PknG, které¢ by po dalsich upravach mohly mit potencial u¢innych terapeutik. Mezi tyto inhibitory se
zejména fadi organokovové komplexy nebo fytomolekuly, které vykazuji dobrou inhibici proteinkinaz

a zaroven neprojevuji cytotoxicky ucinek vici eukaryotickym bunkam.
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