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Identifikace novych substrati Ser/Thr proteinkinazy StkP

Streptococcus pneumoniae kdduje ve svém genomu jedinou unikatni serin/threoninovou
proteinkinazu StkP a kni pfisluSnou proteinfosfatizu PhpP. Tento signalizani par
fosforyluje/defosforyluje mnoho cilovych proteinti zucastnénych v celé tfadé¢ bunécnych

procest. Dosud vsak bylo charakterizovano pouze n¢kolik z nich.

Analyzou globalniho fosfoproteomu mutantniho kmene na pozadi AstkP kmene byl
identifikovan fosfoprotein Spr0175 a urcen fosforylovany zbytek Thr7. Cilem této diplomové

prace byla charakterizace tohoto nového substratu.

Byly ptipraveny Aspr0175 mutantni kmeny na genetickém pozadi Rx a R6 divokych
kment, u kterych byl monitorovan rist a bunécna morfologie. Testované mutantni kmeny mély
morfologické defekty znamenajici pravdépodobnou ucast Spr0175 v procesu bunééného déleni.
V divokém kmeni D39 byla delece genu spr0175 netispé$nd, coZ znamend moznou esencialitu

Spr0175 u kmene D39.

Ziskané vysledky dale potvrzuji, ze je protein Spr0175 v in vitro 1 in vivo podminkach
modifikovan na threoninu v pozici 7. V in vitro podminkéach byla také prokazédna minoritni
fosforylace na zbytku T4. V in vivo experimentu bylo pomoci koimunoprecipitace zaroven

prokazano, ze protein Spr0175 vytvaii oligomerni struktury.

Dal$im cilem diplomové prace byla bunécna lokalizace Spr0175. Fluorescenéni mikroskopii

bylo zji§téno, Ze fuzni protein GFP-Spr0175 ma cytoplazmatickou difuzni lokalizaci.

Klicova slova: Streptococcus pneumoniae, proteinkinaza StkP, fosforylace, protein Spr0175,

bunécéné déleni



Identification of new substrates of Ser/Thr protein kinase StkP

Streptococcus pneumoniae encodes single serine/threonine protein kinase StkP and its
cognate protein phosphatase PhpP. This signalling couple phosphorylates/dephosphorylates
many target proteins involved in various cellular processes. So far, only few ot them was

characterized in detail.

Global phosphoproteomic analysis in the AszkP mutant strain background resulted in the
identification of protein Spr0175 as phosphorylated on threonine 7. The main aim of this work

was to characterize this new substrate.

The Aspr0175 mutant strains were prepared in the wild type genetic background Rx
and R6 and then monitored for their growth and cell morphology. Mutant strains exhibited
morphological defects revealing potential involvement of SprO175 in the process of cell
division. In the wild type D39 the deletion was unsuccesful, which may entail possible

essentiality of Spr0175 in D39 strain.

The results obtained also confirmed that the Spr0175 is modified in in vitro and in vivo
conditions at threonine 7. In vitro study also confirmed minor phosphorylation at T4 residue.
By using co-immunoprecipitation assay we demonstrated that SprO175 protein can form

oligomeric structures.

Another aim of this work was cellular localization of Spr0175. By using fluorescent

microscopy we showed that GFP-Spr0175 fusion protein localized in the cytoplasm.

Key words: Streptococcus pneumoniae, protein kinase StkP, phosphorylation, protein
Spr0175, cell division
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Seznam pouzitych zkratek

Anti Protilatka

ATB Antibiotikum

Css-P Undekaprenyl fosfat, lipidovy prenasec¢
CSP Kompetenci stimulujici peptid

CWH Hydrolazy bunécnych stén

eDNA Extracelularni DNA

FLAG FLAG-epitop

g Tihové zrychleni

GFP Zeleny fluorescencni protein

HK Histidinova kinaza

chDNA Chromozomalni DNA

IPTG Synteticky analog laktozy inaktivujici lac represor
KD Kinazova doména

kDa Kilodalton

ODsoo Opticka denzita pfi vinové délce 600 nm
pb Pary bazi

PBP Penicilin vazebny protein

PCR Polymerazova fetézova reakce

PG Peptidoglykan

pZn Zinkem indukovatelny promotor

QS Quorum sensing

RR Regulator odpovédi

SJIK Sweet Janus kazeta

STK Serin/threoninova proteinkinaza

STP Serin/threoninova proteinfosfataza
T4A Zaména threoninu ve 4 pozici za alanin
T7A Zaména threoninu v 7 pozici za alanin
TCS Dvouslozkovy systém

WT Divoky kmen



1 Uvod

Bakterialni buniky ziji v nestalém a rychle se ménicim prostfedi. Aby dokazaly prezit,
musi neustale monitorovat intraceluldrni a extracelularni prostiedi a ptizptisobit tomu bunécnou
strukturu, fyziologii a chovéani. Vzhledem k velkému selekénimu tlaku neni prekvapivé, Ze si
bakterie vyvinuly sofistikované signalizacni systémy, které jim zajiStuji patficnou odpovéd’ na

tyto zmé&ny.

Bunécéna signalizace je soucasti kazdého komunikacniho procesu, fidi zakladni ¢innosti
bunck a koordinuje vSechny bunééné akce. Zdkladnim mechanismem je pienos signdlu
prostfednictvim fosforylace a defosforylace proteint. Fosforylaci proteint zajistuji enzymy
kinazy, které katalyzuji pfenos fosfatové skupiny na fosforylovatelné aminokyselinové zbytky.
Jejich defosforylace je pak zajiSténa enzymy fosfatazami. Diive se predpokladalo, ze
signalizace v bakteriich je zprostfedkovdna piedevSim prostiednictvim dvouslozkového
systému (TCS) mezi histidinovou kindzou a ji pfisluSnym odpovidajicim regulatorem. Nedavno
bylo zjisténo, ze genomy nékterych bakterii koduji signalizacni par serin/threoninovou

proteinkindzu a k ni pfislusnou proteinfosfatazu, nezavislou na signaliza¢ni siti TC systému.

S. pneumoniae a ostatni streptokoci koduji pouze jedinou kopii této serin/threoninové
proteinkindzy s nazvem StkP a k ni pfislusné proteinfosfatazy PhpP, ¢imZ se tento signalizacni
par stava praktickym modelem pro studium regulacnich funkci téchto proteinii. Tato
proteinkindza se ucastni predevSim regulace bunééného déleni a syntézy peptidoglykanu
prostifednictvim fosforylace svych substrati. K dneSnimu dni bylo ov§em identifikovano pouze
nekolik substratu proteinkinazy StkP. Abychom lépe porozuméli funkci tohoto regulaéniho
proteinu, byl v nasi laboratofi ve spolupréci s laboratoti Ustavu molekularni patologie Fakulty
vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany v Hradci Krilové analyzovan globalni
fosfoproteom v zavislosti na StkP. Byla detekovéna celd fada potencidlnich substrata
proteinkinazy StkP, nejvyssi signal fosforylace byl vSak zaznamenan u proteinu SprO175 na

threoninu v pozici 7.

Protein SprO175 je hypoteticky protein o velikosti 10.3 kDa konzervovany ve
streptokocich, ktery neobsahuje Zadnou transmembranovou doménu. Pfedkladanéd diplomova
prace se zabyva blizsi charakterizaci tohoto nezndmého substratu. NaSim cilem bylo potvrdit
fosforylaci proteinu Spr0175 proteinkindzou StkP v podminkéch in vivo a in vitro a nasledné

tento protein bliZze charakterizovat studiem mutantnich kmeni S. preumoniae.



2 Prehled literatury

2.1 Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae je grampozitivni bakterie patfici do kmene Firmicutes
produkujici ochranné polysacharidové pouzdro jako faktor virulence. Morfologicky lze tuto
bakterii zatadit mezi lancelovité zaspicatélé kokovité bakterie vyskytujici se ve dvojicich nebo
v fetizcich nebo 1 jako samostatné bakterie. Z hlediska fyziologie je pneumokok fazen mezi
aerotolerantni anaerobni organismy, nepohyblivé a spory netvofici bakterie. Na miskach
s krevnim agarem se projevuje tvorbou alfa-hemolyzy, nazelenalé zony v okoli bakterie
zpusobené preménou hemoglobinu na verdoglobin. Na obrazku ¢€.1 je zndzornén divoky kmen

(WT) S. pneumoniae.

o
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Obrazek ¢.1: Mikroskopicky snimek Streptococcus pneumoniae. Mikroskopicky snimek divokého kmene
S. pneumoniae potizeny svételnou mikroskopii s pouzitim fazového kontrastu. (Vlastni zpracovani)

S. pneumoniae byl poprvé izolovan ze slin, izolovali jej Pasteur a Sternberg (1881)
(Alouf & Horaud, 1997). Nasledné se ukazalo, ze se jednd o hlavniho plivodce invazivni
pneumokokové pneumonie. V roce 1918 pii pandemii chiipky, byla pfifazena vétSina Gmrti
pravé této bakterii (Morens et al., 2008). S. pneumoniae piedstavuje 1 dnes celosvétovy
zdravotnicky problém (Sohail ez al., 2018). Umrtnost na pneumokokovou infekci je stale velmi
vysoka, hlavné u vnimavych jedinct dosahuje i ptes validni 1€cbu az 40 % (Geno et al., 2015).
Dle svétové zdravotnické organizace (WHO) na pneumonii zpusobenou S. pneumoniae
kazdoro¢né umira okolo pul milionu deéti mladSich 5 let
(www.cdc.gov/pneumococcal/global.html). Mezi dal§i vyznamné ptivodce pneuménii miizeme
zatadit bakterii Haemophilus influenzae typu b, syncytidlni virus a virus chiipky, avSak
S. pneumoniae v incidenci onemocnéni dominuje (pfevzato z: Institute for Health Metrics and
Evaluation (IHME) GBD Compare Data Visualization. Seattle, WA: IHME, University of
Washington; (2017), http://vizhub.healthdata.org/gbd-compare). S. pneumoniae nehraje roli
pouze v patogenezi invazivni pneumokokové pneumonie, ale jako extracelularni patogen se
uplatiuje 1 u jinych onemocnéni, mezi néz fadime meningitidy, bakterémie, akutni zanéty
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sttedntho ucha a sinusitidy (pfevzato z: Centers for Disease Control and

Prevention. Pneumococcal Disease. (2015). https://www.cdc.gov/pneumococcal/index.html)

2.1.1 Patogeneze, faktory virulence

K pienosu bakterii dochazi nejcastéji skrze sekrety dychacich cest mezi bacilonosicem
a zdravou osobou. Pienos je také mozny kontaminovanymi pfedméty v nemocni¢nim prostredi,
na kterych se tvofi biofilm chranici bakterie pfed vyschnutim a umoziujici jejich pieziti ve
vnéjSim prostiedi (Marks et al, 2014). Trpi-li pacient jinym nez pneumokokovym
onemocnénim poskozujicim epitel respiracnich cest, je riziko infekce zvySené. K takovym to
ko-infekcim dochazi napiiklad pii infekci virem chiipky, jez umozni leps$i uchyceni
S. pneumoniae k povrchu a rozvoj pneumokokového onemocnéni (Vu et al., 2011, Bakaletz,

2017).

Pribéh onemocnéni je zavisly na faktorech virulence zahrnujici invazi, adherenci a
obranu pfed imunitnim systémem (Kadioglu et al., 2008). S. pneumoniae nejcastéji napada
oblast nosohltanu. Nosohltan je u zdravych osob osidlen pfirozenou mikroflorou, ktera je
schopna piipadného patogena odstranit. Dojde-li ke kolonizaci nosohltanu, kterd se projevuje
asymptomaticky, oznacujeme jej jako nosi¢stvi (Bogaert et al., 2004). Nosici byvaji Casteji déti
(20-50 %) nez dospéli (5-20 %) (Chao et al., 2014). Kolonizace je zaroveil nezbytnym
pfedpokladem pro vznik onemocnéni. Dal§im rizikovym faktorem rozvoje onemocnéni je
neregulovand nebo pfehnand imunitni rekce organismu, vedouci k poSkozeni pfirozenych
bariér, umoznujicich lepsi priunik pneumokoka do sterilnich tkani (Sohail et al., 2018). Samotny
prinik do tkani je tedy klicovy pro rozvoj onemocnéni. Mezi rizikové skupiny patii zejména
déti do dvou let, osoby star§i a osoby imunokompromitované se zhorSenymi obrannymi

mechanismy (Brooks & Mias, 2018).

Faktory virulence S. pneumoniae hraji vyznamnou roli v jeho patogenezi umoznujici
bakterii uniknout pfed obrannymi mechanismy hostitelského organismu a uchytit se
na hostitelské tkani a povrchovych receptorech. Tato schopnost se u jednotlivych kment
S. pneumoniae muze lisit, coz je dano genetickou variabilitou (Brooks & Mias, 2018). Mezi
vyznamné faktory virulence exprimované u S. pneumoniae mizeme zatadit polysacharidové
pouzdro, povrchové proteiny, enzymy a toxin pneumolyzin (Mitchell & Mitchell, 2010).
Nejdilezitéjsi z téchto faktort je polysacharidové pouzdro, vyznacujici se svou antifagocytarni
aktivitou (Keller et al., 2016). Po navdzani Fc fragmentu imunoglobulinu a iC3b slozek

komplementu na buné¢nou sténu bakterie, zabrafuje jejich interakci s buitkami fagocytarniho
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syst¢tmu (Mitchell & Mitchell, 2010) a tim brani ucinné opsonizaci a fagocytoze.
Polysacharidové pouzdro zaroven napomaha kolonizaci, kterd je nezbytnd pro progresi
pneumokokového onemocnéni. Neopouzdiené kmeny S. pneumoniae maji znacné snizenou
schopnost zpusobit invazivni pneumokokové onemocnéni, ale hraji vyznamnou roli
v patogenezi konjuktivitid a z&néti stifedniho ucha. Naopak vyssi produkce pouzdra je
pozorovana u systémovych onemocnéni (Keller ef al., 2016). Za dalsi vyznamny a nejcastéji
studovany faktor virulence je povazovan toxin pneumolyzin. Pneumolyzin je produkovan vice
nez 20 druhy grampozitivnich bakterii, tento porotvorny toxin se vaze na cholesterol
v membrané, kde zpiisobuje tvorbu velkych pért oligomerizaci asi 50 toxinovych monomeri
s naslednou lyzi buiiky. Vedle jeho lytické aktivity je také schopen aktivovat komplement.
K uvolnéni pneumolyzinu dochézi pti autolyze buiiky, miize vSak byt uvoliiovan i nezavisle
na autolyze. Mezi dal$i faktory virulence S. pneumoniae patii proteiny ukotvené k povrchu
membrany, jako jsou enzymy hyaluroniddza a neuraminiddza (Mitchell & Mitchell, 2010).
Hyaluronidaza $tépi hyaluronovou kyselinu, slozku pojivové tkané, a tim narusuje jeji
kompaktnost. Takto naruSend tkan umoznuje bakteriim lepsi prostup do hlubSich vrstev a
dalsich tkani (Mitchell, 2000). Prostupu hloub&ji do tkani napomahd také
neuraminidaza, enzym ukotveny k povrchu membrany. Tento enzym odstépuje N-
acetylneuraminovou kyselinu z glykolipidt, lipoproteinti a oligosacharidii a tim poskozuje
hostilelskou butiku. Uvolnéni N-acetylneuraminové kyseliny do prostfedi miize slouzit jako
kontrolni signdl pneumokokové infekce (Mitchell & Mitchell, 2010). Lytickd amiddza LytA
patii do skupiny autolyzinti uplatitujicich se v patogenezi. Tento intracelularni enzym navozuje
lyzi bunky skrze degradaci buné¢né stény, coz zplisobi uvolnéni degradac¢nich produktl bunky
do prostfedi a indukci zanétlivé reakce (Mellroth ef al., 2012). K aktivaci LytA dochazi
pfi zastaveni biosyntetickych pochodll burnky, pfikladem miiZze byt 1écba penicilinem nebo
hladovéni. K indukci LytA dochézi také u nekompetentnich bunck ve fratricidnim procesu
(Mitchell, 2000, Mellroth et al., 2012). Nékteré kmeny pneumokoka maji na svém povrchu pili,
bunééné struktury zprostredkovavajici adhezi k buiikdm a aktivaci zanétlivé odpovédi produkci
cytokinti. Spektrum faktort virulence u S. pneumoniae je Siroké, dale 1ze mezi né zaradit
napiiklad né€které lipoproteiny, cholin vazebné proteiny a dalsi proteiny pfispivajici adhezi a
virulenci (Mitchell & Mitchell, 2010). Krom¢ faktorti virulence je vyznamna i produkce
biofilmu, jak jiz bylo uvedeno vySe, ktery sehrava dalezitou roli v kolonizaci a perzistenci
bakterii v nosohltanu. Bakterie obklopené biofilmem jsou lépe chranény pied ucinkem

antibiotik a pted hostitelskou imunitni odpovédi (Keller ef al., 2016).
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2.1.2 Geneticka transformace S. pneumoniae

S. pneumoniae je ptirozené kompetentni bakterie schopna pfijimat genetickou informaci
skrze transformaci v podobé extracelularni DNA (eDNA) a homologni rekombinaci ji
inkorporovat do genomu (Shanker & Federle, 2017). Takto piijatd eDNA muze bakterii
S. pneumoniae ptinést jisté selekcni vyhody, umoznujici lepsi pteziti v rozdilném hostitelském
organismu nebo zlepSit schopnost virulence a rozvoj pneumokokového onemocnéni
(Brooks & Mias, 2018). Jako piiklad Ize uvést geny pro rezistenci k antibiotikiim (ATB), geny
pro produkci novych toxinil nebo geny pro opravu poskozené DNA (Shanker & Federle, 2017).
Transformacni princip byl poprvé popsdn Frederickem Griffithem v roce 1928. V jeho
experimentu byly subkutanné¢ mysSim aplikovany virulentni a nevirulentni kmeny
S. pneumoniae. Zatimco mySi ockované virulentnim kmenem S. pneumoniae zemfely,
nevirulentni kmen my$i neusmrtil. Pokud se ale pouzila smés tepeln€ usmrcenych virulentnich
kment S. pneumoniae, kterd byla aplikovana ve smési s zivymi buiikami nevirulentniho kmene,
mysi zemiely na generalizovanou pneumokokovou infekci. Z usmrceného virulentniho kmene
doslo k pfenosu jisté substance procesem transformace do kmene nevirulentniho. Tim byl
objeven transformacni princip. Na jeho praci navazali Avery, MacLeod a McCarty, ktefi se
zabyvali identifikaci této substance. Bylo provedeno nékolik analytickych metod, jejichZz
zavérem byla jako nezndma substance identifikovana pravé DNA. Tento fakt stvrzoval i
experiment, pii némz v pfitomnosti enzymu proteindz a ribonukledz transformace probihala,

naproti tomu v pfitomnosti deoxyribonukleazy k transformaci nedochazelo (Downie, 1972).

2.1.3 Kompetence navozena mechanismem Quorum sensing

K navozeni stavu pfirozené kompetence dochdzi mechanismem zvanym Quorum
na hustoté¢ bakteridlni populace reguluje genovou expresi a bunécénou diferenciaci. U baterii
muze regulovat fyziologické procesy jako naptiklad tvorbu biofilmu, sporulaci, indukci faktori
virulence nebo biosyntézu antibiotik (Li ef al., 2002). Hlavni signaliza¢ni molekulou QS pro
kompetenci u S. pneumoniae je CSP (competent stimulating peptid). CSP je syntetizovan
v podobé prekurzorového peptidu ComC, ktery je nasledné exportovan z bunky skrze
ABC transportérovy syst¢tm ComAB, jez zaroven funguje jako proteaza aktivujici CSP
sestithem (Havarstein et al., 1996). Na hladinu extraceluldrniho CSP odpovida dvouslozkovy
systém slozeny z histidinové kindzy ComD a ptislusného reguldtoru ComE. Navazani CSP na
histidinovou kindzu ComD zpiisobi jeji autofosfosforylaci s naslednou fosforylaci regulatoru

ComE. Aktivovany ComE se vaze do konzervované promotorové oblasti zvané Ceb (ComE-
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binding site) a tim indukuje expresi ¢asnych genli kompetence, zahrnujicich geny comAB,
comCDE, comX, a gen comM. Exprese pozdnich genli kompetence je regulovana alternativnim
sigma faktorem ComX (o), ktery v komplexu s RNA polymerizou nasedd na promotorovou
oblast genti pro ptijem DNA, gent lytické faze a genti pro homologni rekombinaci (Shanker &
Federle, 2017). Bunky S. preumoniae, které nejsou kompetentni, jsou nasledné zabijeny ve
fratricidnim procesu. Tohoto procesu se ucastni mureinova hydrolaza CbpD kodovana
pozdnimi geny kompetence. Tato hydrolaza zptusobuje 1yzi nekompetentnich bun¢k, zatimco
kompetentni buniky jsou viici lytické aktivit¢ CbpD chranény pomoci membranového proteinu
ComM. Protein ComM je kdédovan ¢asnymi geny kompetence, imunita je tedy navozena dfiv,
nez dojde k expresi proteinu CbpD. V kompetenci sehrava roli také dvouslozkovy systém
CiaRH, jehoz aktivace potlacuje rozvoj kompetentniho stavu (Straume et al., 2015). Dilezitou
roli ma 1 Ser/Thr proteinkindza StkP majici v kompetenci pozitivni regulac¢ni ulohou skrze
aktivaci centralniho kompeten¢niho operonu comCDE. Zarovei proteinkinaza StkP zabraiuje
autolyze zprostiedkované LytA, k jejiz aktivaci dochazi béhem riistu v prostiedi s alkalickym
pH v pfitomnosti nizkych koncentraci ATB pulsobicich na sténu bakteridlni bunky.
Exponencialni rist v alkalickém pH zaroven vede k navozeni stavu kompetence (Echenique et
al., 2004). Ukonceni kompetentniho stavu zajiStuje protein DprA inhibujici ComE fizenou
transkripci Casnych gent (Straume et al., 2015). Mechanismus regulace kompetence je

znazornén na obrazku ¢.2.
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Obrazek ¢.2: Mechanismus regulace kompetence u Streptococcus pneumoniae. Obrazek znazoriiuje drahu
navozeni kompetentniho stavu pomoci signalizaéni molekuly CSP a jeji regulaci dvouslozkovym systémem
CiaRH a Ser/Thr proteinkinazou StkP. Pfevzato a upraveno (Straume ef al., 2015).

2.1.4 Vakcinace

S. pneumoniae se na zaklad¢ varaci jeho pouzderného polysacharidu vyskytuje ve vice
nez 97 sérotypech (Brooks & Mias, 2018). Protilatky tvofené proti polysacharidovym
antigenlim jsou specifické pro dany sérotyp. JiZ od pocatku 20. stoleti byla snaha jednotlivé
sérotypy identifikovat, v navaznosti na to byla vytvofena celobunécénd vakcina, ktera snizila
mnozstvi pneumonii o 25 az 50 %. Pozd¢&ji byla tato vakcina nahrazena sérové specifickou
polysacharidovou vakcinou. Ta se sklddala nejprve z 6 nejbéznéjsich polysacharidti, pozdéji
byla uvedena jako 14 valentni vakcina a vroce 1983 jako vakcina 23 valentni. Nizka
imunogenicita u déti mladSich dvou let podnitila dalsi vyzkum, ktery vedl k vytvoreni
pneumokokové konjugované vakciny, kde jsou polysacharidy navazany na proteinovy nosic.
Tato vakcina byla vyvinuta az do podoby obsahujici 13 nejbéznéjSich polysacharidovych
antigend s u¢innosti 1 u déti mladsich 2 let (Geno et al., 2015) a jeji pouziti vyznamné
redukovalo mnozstvi invazivnich pneumokokovych onemocnéni (Keller et al., 2016). Soucasné
ockovani chrani pouze pted né¢kolika nejbéznéjSimi sérotypy, nedokéaze ale zabranit kolonizaci

a rozvoji onemocnéni u ostatnich sérotypi S. pneumoniae, jejichz incidence po zavedeni
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ockovani vzrostla (Sohail et al., 2018). Zaroven je toto ockovani netcinné viici neopouzdienym

kmentim pneumokoka (Keller et al., 2016).

o a4

2.1.5 Bunécné déleni.

Bakterialni bunéény cyklus je vysoce regulovany proces sestavajici z chromozomalni
replikace, segregace chromozomt a bunééného deleni. Ve vétsiné bakterii se jednotlivé faze
bunécného cyklu odehravaji soucasné, avsak v poslednim desetileti bylo poukazano na jejich
Casove a prostoroveé lokalizacni vzorec (van Raaphorst et al., 2017). Modelovymi organismy
pro studium téchto déji se staly gramnegativni bakterie Escherichia coli a grampozitivni
bakterie Bacillus subtilis. Studium téchto ty¢inkovitych bakterii vedlo k identifikaci vétSiny
proteini uplatiiyjicich se pfibunééném déleni a elongaci. Bohuzel toto schéma neni
konzervované napii¢ vSemi bakteridlnimi druhy, a tak je studium dalSich proteind a

mechanismu, uplatiujicich se pii déleni, v neustalém zajmu mikrobiologt (Fleurie et al., 2014).

Diive, nez dojde k rozdé€leni buiiky na dvé bunky dcetfiné, musi byt replikované
chromosomy oddéleny v procesu segregace. U modelového organismu B. subtilis se tohoto déje
ucastni systém ParABS. Geny parA, parB i misto parS se na chromozomu nachazi v operonech
v blizkosti OriC mista. S. pneumoniae kdduje pouze ParB protein, homologni protein ParA
postradd. ParB po navazani do specifického mista parS v blizkosti OriC vaze kondenzaéni
protein SMC. Kromé¢ SMC véaze ParB protein také protein bunééného déleni DivIVA,
predpoklada se tak jeho role v koordinaci segregace chromosomt a bunééného déleni. Delece
genu parB a SMC vede pouze k mirnym defektim v segregaci chromozomii, kde ¢ast populace
tvoti anukleoidni bunky (Minnen ef al., 2011). Vazba ParB do parS mista zéroven ovliviiuje
expresi genil kompetence comCDE, které se nachazi v jeho blizkosti (Attaiech et al., 2015).
Stézejni roli v segregaci chromosomil u S. pneumoniae vSak sehrava protein Spr0895
pojmenovany RocS (Regulator of chromosome segregation). RocS je membranovy protein
vazajici ParB a chromozomalni usek DNA. Zatimco delece RocS spolu s ParB nebo SMC je
synteticky letalni, samotna delece RocS vede ke vzniku bun¢k s defektnimi ¢i zcela chybé&jicimi
nukleoidy. RocS interaguje také s tyrozinovou autokindzou CpsD hrajici roli v syntéze
polysacharidového pouzdra. Buiiky s defektni autofosforylaci CpsD jsou prodlouzené a maji
aberantni nukleoidy, ucast CpsD se tak piedpoklada i v procesu chromozomalni segregace
(Mercy et al., nepublikované vysledky). Protein FtsK (SpollIE homologni protein) je dalsi
komponentou tcastnici se chromozomalni segregace, ale jeho konkrétni funkce neni doposud
zcela znama. (Land et al., 2013). Chromozomalni segregace miize byt také fizena u

S. pneumoniae procesem replikace nebo transkripce (Attaiech et al., 2015).
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Proces bunééného deleni zacind polymeraci FtsZ proteinti za vzniku kontraktilniho Z-
kruhu ve stfedu bunky (Bi & Lutkenhaus, 1991). Nejrozsitenéjsim proteinem bunécného déleni
konzervovanym téméf u vSech bakterialnich druhti je protein FtsZ (Busiek & Margolin, 2015).
FtsZ protein je po vazbé GTP polymerovan do protofilament, které se vazi na membranu a
vytvaii v mist¢ budouci ptepazky kruhovity utvar zvany Z-kruh. Vytvoreny Z-kruh tvofi
nasledné kostru pro ostatni proteiny bunééného de¢leni (de Boer ef al., 1992, Erickson et al.,
2010). Dalsim, mezi bakteriemi rozsifenym proteinem je protein FtsA. Tento protein ukotvuje
FtsZ k bunécné membrané a shromazd'uje ostatni proteiny potfebné k vytvoreni bunécné
ptepazky (Pichoff & Lutkenhaus, 2005, Pichoff et al., 2012). Pozice Z kruhu je v modelovych
organismech E. coli a B. subtilis urCena systétmem Min (Marston & Errington, 1999) a
systétmem chromozomalni okluze (NO) (Minnen et al., 2011). Tyto systémy maji negativni
regulacni Ulohu zabranujici tvorb&é Z prstence v jinych nez stiedovych castech builky
(Bramkamp & van Baarle, 2009). S. pneumoniae je ovalna symetricky se dé€lici bakterie
postradajici oba tyto systémy Min a NO. K uréeni mista tvorby Z-kruhu u S. preumoniae je
dilezita spravna segregace chromosomalniho oriC mista. JizZ nové replikovany pocatek oriC
oznacuje misto tvorby Z-kruhu u dcefinych bunck, zatimco terminédlni konec chromosomu
zustava jesté ve stiedu bunky. Dal$im proteinem uplatiujicim se v pocatcich tvorby Z-kruhu je
MapZ (Fleurie et al., 2014) neboli LocZ protein (HoleCkova et al., 2014). LocZ/MapZ protein
interaguje s FtsZ skrze protein-proteinovou interakci a tim ur€uje spravny uhel délici roviny
(van Raaphorst ef al., 2017). Lokalizace LocZ/MapZ proteinu je zavisla na bunécném cyklu.
LocZ/MapZ kruh je nejprve umistén ve stfedu bunky, kde ko-lokalizuje se Z-prstencem.
Elongaci bunky dochazi k rozdéleni LocZ/MapZ kruhu na dva od sebe se vzdalujici kruhy
(Fleurie et al., 2014, Holeckova et al., 2014). Do stfedu buiiky je poté vloZen tfeti LocZ/MapZ
kruh, ktery zde setrvava az do uplného oddé€leni bunck (Fleurie ef al., 2014). Holeckova et al.
(2014) a van Raaphorst et al. (2017) ovsem tfeti LocZ/MapZ kruh nepozorovali. Napfic¢
bakteridlnimi druhy existuje mnozZstvi dalSich alternativnich systému urcujicich stfedovou
lokalizaci Z-kruhu. Jako ptiklad Ize uvést protein MipZ s negativni regula¢ni ulohou u a-
proteobakterie Caulobacter crescentus (Thanbichler & Shapiro, 2006) nebo proteiny s pozitivni
regulacni Glohou PomZ u A-proteobakterie Myxococcus xanthus (Treuner-Lange et al., 2013)
¢1 SsgB protein u aktinobakterie Streptomyces coelicolor (Willemse et al., 2011). V procesu
bunécného de€leni se uplatnuji také regulacni proteiny FtsE a FtsX. Komplex FtsEX svou
strukturou piipomina ABC transportni systém, jeho funkce vSak spoc¢iva v propojeni bunécného
déleni s aktivaci hydroldz prostfednictvim PcsB, které se obecné podileji na remodelaci

peptidoglykanu (PG), na vysledné morfologii buniky (Bajaj ef al., 2016). Dal§imi proteiny
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bunécného déleni jsou pozitivni regulatory Z-kruhu ZapA a ZapB a negativni regulator Z-kruhu
EzrA (Massidda et al., 2013). Dilezitou roli sehrava i protein SepF (YImF) pozitivné regulujici
Z-kruh, jehoz delece zptsobuje v bunécném déleni vazné defekty (Fadda et al., 2003, Massidda
et al., 2013). Esencialni protein FtsK (SpolIlE homologni protein), iCastnici se chromozomalni
segregace, sehrava také roli v bunééném déleni, ale jeho pfesna funkce nebyla dosud objasnéna

(Fadda et al., 2007, Massidda et al., 2013).

Elipsoidni tvar pneumokokii vznika koordinovanou syntézou septalniho a periferniho
PG. Peptidoglykan je slozen z polysacharidovych fetézcti kyseliny N-acetylmuramové
(MurNAc) a N-acetylglukosaminu (GIlcNAc), propojenych ptes B-1,4-glykosidické vazby
(Vollmer et al., 2008). Glykanové fetézce jsou poté propojeny skrze kratké pentapeptidové
mustky o sekvenci L-alanin, D-glutamova kyselina, L-Lysin, D-alanin a terminalni D-alanin.
Samotné propojeni dvou oligopeptidi vazanych k MurNAc dvou odlisnych polysacharidovych
fetézcl je zprostfedkovano piimou vazbou mezi D-alaninem na 4. pozici a L-lysinem
na 3. pozici. Pficné vazby mohou byt u pneumokoka tvofeny také skrze vétvené peptidy

(Straume et al., 2017).

Syntéza PG, kterd je zndzornéna na obrazku €. 3, je zahajena v cytoplazmé, kde dochazi
k vice nez 20 enzymatickym reakcim vedoucich ke vzniku aktivovanych nukleotidovych
prekurzord  (UDP-N-acetylglukozaminu a UDP-N-acetylmuramyl pentapeptidu), tyto
prekurzory jsou v dal$im kroku shromazd’ovany k vnitini strané cytoplazmatické membrany
spolu s undekaprenyl fosfatem (Css-P) za vzniku lipidove ukotvené disacharid-pentapeptidove
monomerni podjednotky zvané lipid II a takto navazané prekurzory jsou prendSeny na vnéjsi
stranu cytoplazmatické membrany. V poslednim kroku jsou disacharid-pentapeptidové
monomerni podjednotky lipidu II zabudovany do stavajiciho PG pomoci transglykosyla¢nich
reakci a pomoci transpeptidace zajisSténa vysledna pevnost celé struktury. (Bouhss et al., 2004,

Vollmer et al., 2008, Straume et al., 2017).
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Obrazek ¢€.3: Syntéza peptidoglykanu. Na obrazku je zobrazena syntéza PG sestavajici ze tif krokli: ze syntézy
PG prekurzort v cytoplazmé, z tvorby lipidu II a jeho translokace skrze membranu a z polymeriza¢nich reakei
vedoucich k tvorbé vysledného PG. Pievzato dle (Lloyd et al., 2008).

Syntéza prekurzoru peptidoglykanu UDP-N-acetylglukozaminu zaind pfeménou
frukt6zo-6-fosfatu na glukozamin-6-fosfat pomoci enzymu aminotransferazy GlmS (Badet et
al., 1987). Tento krok je nasledovan enzymatickou reakci, pfi niz dochazi k preméné
glukozamin-6-fosfatu na jeho izomerni slouceninu glukozamin-1-fosfait pomoci
fosfoglukozaminmutazy GImM (Mengin-Lecreulx & van Heijenoort, 1996). Posledniho kroku
syntézy prekurzoru UDP-N-acetylglukozaminu se ucastni bifunkéni enzym GImU. Tento
enzym modifikuje vznikly glukozamin-1-fosfat acetylaci a urydylaci za vzniku UDP-GIcNAc
(Mengin-Lecreulx & van Heijenoort, 1994). UDP-GIcNAc je v nésledujicich krocich pomoci
proteinli Mur pfeménén na aktivované nukleotidové prekurzory. Cukernd slozka UDP-N-acetyl
muramat je syntetizovana enzymy MurA a MurB. Nasledné ptipojeni podjednotek pentapeptidu
je zprostfedkovano aminokyselinovymi ligdzami MurC, MurD, MurE a MurF (Barreteau et al.,
2008). Zaroven dochézi v tomto kroku k tvorbé di-peptidového mustku vétvenych peptidii.
Syntéza téchto peptidii je zprostfedkovana proteiny MurM a MurN (De Pascale ef al., 2008,
Lloyd et al., 2008). MurM je aminokyselinova ligaza katalyzujici pfipojeni L-alaninu nebo L-
serinu k L-lysinu pentapeptidového mustku. Aktivita MurM je zaroveil nezbytnd pro vznik
penicilinové rezistence S. pneumoniae (Lloyd et al., 2008). Aminokyselinova ligaza MurN se

ucastni nasledného kroku tvorby di-peptidového miustku. Katalyzuje pfipojeni druhé
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aminokyseliny L-alaninu k aminokyselin¢ L-alaninu nebo L-serinu pfipojené v piedchozim
kroku pomoci enzymu MurM (De Pascale ef al., 2008). Mezi dal$i enzymy Ucastnici se
intracelularniho procesu tvorby peptidoglykanu miizeme zatadit enzymy Murl, DdIA a Alr
(DadX). Glutamatova racemaza Murl je nezbytna pro biosyntézu D-glutamatu, komponenty
syntézy peptidoglykanu (Yoshimura et al., 1993). Enzym DdIA je ligaza spojujici koncové D-
alaniny za vzniku dimeru D-alanin-D-alanin, ktery je nasledné¢ ptipojen k UDP-N-
acetylmuramyl tripeptidu (Neuhaus, 1962). DalSim enzymem je alaninovd racemaza Alr
preménujici L-alanin na D-alanin. V celé fad¢é bakterii stejn¢ jako v modelovém organismu
E. coli je ptitomna jesté druha alaninova racemaza DadX (Lobocka et al., 1994), S. pneumoniae

vSak koduje pouze jedinou alaninovou racemazu Alr (Strych et al., 2007).

Dalsiho, jiz membranového kroku, se ucastni enzymy MraY a MurG. MraY je
translokaza katalyzujici prenos phospho-MurNAc-pentapeptidu na Css-P lipidovy prenase¢ za
vzniku lipidu I (Css-PP-MurNAc-pentapeptid) (Bouhss et al., 2004). Tento lipidovy pfenasec
Css-P je nejprve syntetizovan v podobé prekurzoru Css-PP (undekaprenyl pyrofostat) pomoci
membranového enzymu UppS (undekaprenyl pyrofosfat syntaza), ktery katalyzuje pfidani osmi
Cs izopentenylovych podjednotek k Cis (farnesyl pyrofosfat) (Ogura & Koyama, 1998, Apfel
et al., 1999). Nasledna aktivace prekurzoru Css-PP je zprostfedkovana defosforylaci Css-PP
na Css-P pomoci druhého membranové vazaného enzymu UppP (undekaprenyl pyrofosfat a),
diive nazyvaného BacA (El Ghachi et al., 2004). Dalsi enzym glykosyltransferdza MurG
katalyzuje ptenos GlcNAc z UDP na C4 hydroxylovou skupinu lipidu I za vzniku lipidu II. B-
vazany GIcNAc-MurNAc disacharid je nasledné transportovan skrze cytoplazmatickou
membranu (Ha et al., 2000) pomoci enzymil flipaz. Mezi dosud identifikované lipid II
transportujici flipAzy miZzeme zatadit proteiny FtsW, RodA a MurJ, flipazy FtsW a RodA vSak
sehravaji roli 1 v nasledné polymeraci peptidoglykanu (Inoue et al., 2008, Mohammadi ef al.,
2011). Protein Mur] patfici do rodiny MOP (Multidrug/oligosacharidyl-lipid/Polysacharid) byl
identifikovan v E. coli (Ruiz, 2008) jako esencialni. Deplece tohoto proteinu vedla ke snizeni
syntézy PG, k akumulaci PG prekurzori, tvarovym defektim buiiky a pfipadné 1yzi (Ishino et
al., 1986, Inoue et al., 2008). Protein YtgP, ortholog proteinu MurlJ, u grampozitivni bakterie
Bacillus subtilis vSak neni esencialni, kodduje ale dosud neznamy protein Amj, jenz je schopen
funkci MurJ komplementovat. U streptokokti byl identifikovan pouze orthologni protein MurJ,
zatimco ortholog proteinu Amj nebyl nalezen (Meeske et al., 2015). Zaroven se zjistilo, Ze
protein Mur] (YtgP) S. pyogenes komplementuje deleci Mur] v E. coli a vzhledem

k 56 % sekvenéni homologii s Mur] S. pneumoniae se role lipid II transportujici flipazy
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predpoklada i u pneumokoka (Ruiz, 2008, Straume et al., 2017). Protein FtsW byl nejprve
popsan u E. coli, kde v pozdnich fazich tvorby bunécné prepazky lokalizuje do oblasti septa a
umoziuje navazani dalSiho proteinu septalni peptidoglykanové syntézy transpeptidazy
FtsI (PBP3) (Mercer & Weiss, 2002). Lokalizace proteinu FtsW do oblasti bunécéné piepazky
byla zjisténa i u S. pneumoniae, zaroven byla u tohoto proteinu popsana jeho interakce
s proteinem PBP2x uplatiuyjicim se v pozdnich fazich syntézy peptidoglykanu,
korespondujicim s transpeptidazou FtsI (PBP3) popsanou v E. coli (Noirclerc-Savoye et al.,
2013). Protein RodA byl také nejprve popsan u E. coli. RodA je nezbytny pro spravnou
funkeci transpeptidazy PBP2 uplatiujici se v elongaci peptidoglykanu, defekt v genu rod4 vede
ke vzniku bunék sférického tvaru, namisto ovoidniho (Massidda et al., 2013). Silna interakce
mezi proteinem RodA a pro elongasom specifickou transpeptidazou PBP2b byla popsana
1u S. pneumoniae. Stejné tak deplece proteinu PBP2b vedla ke vzniku podobného fenotypu
jako deplece proteinu RodA, bunky byly sférického tvaru, usporadany v dlouhych fetizcich,
mély zvyseny obsah vétvenych peptidii a vykazovaly hypersenzitivitu k hydrolaze CbpD.
Na zékladé¢ téchto dat se predpoklada tzky interakéni vztah mezi proteinem PBP2b a RodA.
Zavérem lze také usuzovat, ze proteiny RodA a FtsW sehréavaji roli spiSe jako polymerazy
peptidoglykanu, a Ze protein MurJ bude pravdépodobné hlavni lipid II transportujici flipazou
(Straume et al., 2017).

Posledni krok syntézy PG je zprosttedkovan ttemi typy enzymi. Enzymy SEDS (shape,
elongation, division, sporulation), mezi které fadime zminéné polymerdzy RodA a FtsW,
prodluzujici glykanové tetézce, CWH (hydroldzy bunécnych stén) schopné remodelovat a
degradovat bunécnou sténu a penicilin vazebné proteiny (PBP) katalyzujici polymerizacni
reakce v pozdnich fazich syntézy PG (Gerard et al., 2002, Sauvage et al., 2008, van Heijenoort,
2011). PBPs miizeme rozdélit do tfi tfid A az C. Pneumokok ma Sest téchto penicilin vazebnych
proteinti. Tfida A zahrnuje PBP1a, PBP1b a PBP2a. Penicilin vazebné proteiny ttidy A (PBPa)
maji dvé enzymatické aktivity. Katalyzuji transglykosylaci, polymerizaci polysacharidovych
fetézcl a transpeptidaci, tvorbu pifi¢nych vazeb skrze kratké peptidy. PBP2a tvoii komplex
s membranoveé vazanym kofaktorem MacP, ktery je nezbytny pro jeho syntetazovou aktivitu.
MacP je zaroven substratem StkP proteinkinazy, globalniho regulatoru bunééného cyklu a jeho
fosforylace vede k modulaci aktivity PBP2a (Fenton et al., 2018). Ttida B zahrnuje dva PBP:
PBP2x a PBP2b vyznacujici se pouze transpeptiddzovou aktivitou. Do tiidy C patii PBP3
s karboxypeptidazovou aktivitou (Stamsas et al., 2017). PBP3 (DacA) reguluje zesiténi PG

odstépovanim terminalniho D-alaninu z pentapeptidovych postrannich fetézci (Severin et al.,
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1992, Morlot et al., 2004, Nemmara et al., 2011). PBP3 protein je také dualezity pro spravnou
orientaci FtsZ a kruhovitych PBP struktur ve stfedu buiikky (Morlot et al., 2004). V procesu
bunécného déleni je vyznamna i ptitomnost CWH. Hydrolazy napomahaji vysledné morfologii
bunky remodelaci peptidoglykanu a podili se na bunééné separaci a autolyze. S. pneumoniae
kéduje 12 doposud znamych CWH uplatiiujicich se v déleni a riistu. Syntézy periferniho
peptidoglykanu se ucastni lytickd transglykosylaza MItG (viz nize). Kromé¢ jiz zminéné D,D-
karboxypeptidazy PBP3 (DacA), také L,D-karboxypeptidaza DacB $tépi peptidové fetézce
pricnych vazeb PG. Jako substrat vyuziva tetrapeptidovy postranni fetézec PG produkovany
enzymem PBP3 a pfeménujeho na tripeptid (Barendt e al., 2011). Lysozym Pmp23 je dilezity
pro stabilitu vznikajici délici maSinérie ve stfedu builkky a pro lokalizaci MapZ/LocZ
(Jacq et al., 2018). PcsB endopeptiddza Sté€pi peptidové vazby septalniho PG, zajist'ujici
rozdéleni matefské bunky na dvé buiiky dcefiné (Bajaj et al., 2016, Jacq et al., 2018). Pro jeji
funkci je nezbytna pfitomnost regula¢niho systému FtsEX (Bajaj et al., 2016). A za kone¢né
rozdéleni dvou dcetinych buné€k je zodpovédna hydrolédza LytB. Delece jednotlivych hydrolaz
vede k defektiim v bunééném déleni a k defektiim ve vysledném bunééném tvaru (Jacq et al.,

2018).

V modelovych organismech E. coli a B. subtilis je syntéza septalniho a periferniho PG
zprostfedkovana dvémi odliSnymi masSinériemi. Naproti tomu u pneumokokll probiha veskera
syntéza nového PG ve stfedu buniky (Fenton et al., 2018), a proto je jak divizom, komplex
proteini  uplatiujici se pfi bunécném d¢leni, tak elongasom, komplex proteint
zprostiedkovavajicich prodluZovani buiiky, umistén rovnéz v bunécné prepazce (Philippe ef al.,
2014). Pro syntézu septalniho peptidoglykanu je nezbytna celd fada proteinti. V pocatcich se
zde uplatiiuji proteiny FtsZ a FtsA tvofici Z-kruh, slouZici jako kostra k uchyceni dalSich
proteind. Nasledné je do bunécné prepazky lokalizovan regulacni protein bunééného déleni
StkP (Beilharz et al., 2012). Do vytvotrené¢ho Z-prstence jsou poté lokalizovany dalsi proteiny
FtsW, PBP2x, PBPla, FtsQ/DivIB, FtsB/DivIC, FtsL, EzrA, a GpsB (Maggi et al., 2008,
Sham et al., 2012, Fleurie et al., 2014). FtsW je pravdépodobné lipidova flipaza a zaroven PG
polymeraza (viz vyse) (Mohammadi et al., 2011, Straume ef al., 2017). Nasledné zaclenéni PG
prekurzorti do bunééné stény zprosttedkovavaji PBP (Morlot ef al., 2004). Dal§im proteinem
syntézy septalniho PG je transpeptiddza PBP2x katalyzujici propojeni tetrapeptidi v PG.
PBP2x je esencialni protein a jeho deplece vede ke vzniku citronovitych prodlouzenych bunék
(Berg et al., 2013). Na syntéze septalniho PG se svou transglykosylazovou a transpeptidazovou

aktivitou podili i PBP1a protein (Morlot ef al., 2004). Esencialnimi proteiny syntézy septalniho
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PG jsou proteiny FtsL, DivIC a DivIB, ale jejich pfesna role neni doposud zndma (Noirclerc-
Savoye et al., 2005). V pozdnich fazich syntézy septalniho PG se uplatituje protein DivIVA,
ktery hraje roli v dokonceni septa a v maturaci polt (Fadda et al., 2003, Fadda et al., 2007).

Se syntézou septalniho PG je Uzce spojena syntéza PG periferniho, uplatiujiciho se
v elongaci buitky béhem bunécéného déleni a rastu (Fleurie ef al., 2014). Elongasom je slozen
z n¢kolika proteini, mezi které¢ fadime PBP2b, PBP1a, RodA, MreC, MreD, MItG, DivIVA,
GpsB, Jag/EloR/KhpB, RodZ a CozE (Massidda et al., 2013, Fenton et al., 2016, Tsui et al.,
2016, Stamsas et al., 2017). Transpeptiddza PBP2b a lipidova flipaza RodA jsou esencidlni
proteiny, které ve vzajemné spolupraci syntetizuji nové slozky peptidoglykanu a ty nasledné
inkorporuji do bo¢ni stény buiiky (Fleurie ef al., 2014, Stamsas et al., 2017). Deplece PBP2b
vede ke vzniku kulatych bunék uspotfaddanych v fetizcich (Grangeasse, 2016). Syntéza nového
glykanového fetézce periferniho PG je zprostiedkovana také proteinem PBPla (Tsui et al.,
2016). Protein MreCD stejn¢ jako MreB je v modelovych organismech E. coli a B. subtilis
dalezity pro udrzeni bunééného tvaru. U S. pneumoniae tidi protein MreCD syntézu periferniho
PG a kontroluje aktivitu a lokalizaci PBP1la, MreB homologni protein vSak pneumokok
postrada (Sham et al., 2012). Pfedpoklada se, ze aktivitu Pbpla kontroluje i protein RodZ, jehoz
presnd role neni doposud znadma (Tsui et al., 2016). DalSim proteinem uplatiiujicim se
v elongaci bunky je jiZz zminéna endo-lyticka transglykosyldza MItG, kterd uvoliluje
enzymatickym S$tépenim nov€ syntetizované glykanové fetézce pii periferni syntéze PG
(Tsui et al., 2016, Jacq et al., 2018). Nedavno popsanym proteinem bunécného déleni je protein
CozE, ktery interaguje s MreCD komplexem a s PBPla proteinem a je zodpovédny
za lokalizaci PBPla do bunétné prepazky (Fenton ef al., 2016). Dale lze také zminit protein
DivIVA, ktery se podili na kontrole buné¢ného cyklu a ptispiva k separaci bun¢k a zrani
bunécénych pola (Fadda et al., 2007, Sham et al., 2012). Nedavno bylo zjisténo, Ze protein
DivIVA je nezbytny pro spravnou lokalizaci elongasomu v negativné zakiivené oblasti
membrany mezi lateralni a septalni ¢asti bunécné stény (Straume et al., 2017). Procesu elongace
bunky se ucastni také protein GpsB, ktery fidi pfechod mezi septdlni a periferni syntézou
peptidoglykanu. GpsB protein se béhem bunécného cyklu nachazi v komplexu s proteinem
PBP2a a PBP2b. Zde se uplatiiuje jako aktivator PBP2a, jehoz funkce nebyla doposud zcela
objasnéna, predpoklada se ale jeho role v aktivaci PBP2x s ndslednym uzavérem septa. Zaroven
tvofi GpsB komplex s proteinem bunécného deleni EzrA. EzrA tvoii komplex s dal§imi
proteiny divizomu mezi néZ mizeme zafadit esencialni proteiny FtsA a FtsZ nebo také protein

DivIVA. Protein GpsB tak pravdépodobné tvoii signalizani spojku mezi divizomalnimi
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proteiny a proteiny PBP. Role GpsB v bunééném cyklu se predpoklada i v aktivaci Ser/Thr
proteinkindzy StkP, kterd nésledné interaguje s PBP2x proteinem dokoncujicim bunécnou
septaci. Interakce proteinu GpsB byla popsana i s proteinem periferni syntézy PG MreC. Delece
GpsB vede ke vzniku prodlouzenych vétsich bunék s nedokoncenymi septy. GpsB tak nejspise
sehrava negativni regulacni tlohu v periferni syntéze PG a pozitivni regulacni tilohu v tvorbé
septalniho PG a to na riznych trovnich bunécného déleni (Rued et al., 2017). Dal§im proteinem
uplatnujicim se v prodluzovani buiiky je cytoplazmaticky protein KhpB (EloR/Jag), ktery
stimuluje postranni syntézu PG a v soucinnosti s KhpA reguluje na post-transripcni urovni
celkové mnozstvi FtsA proteinu v bunice. KhpB je zaroven dalS$im substratem StkP (Ulrych et
al., 2016, Stamsas et al., 2017, Zheng et al., 2017). Proteiny bunééného déleni a proteiny

septalni a periferni syntézy PG jsou zndzornény na obrazku ¢.4.

Vzhledem k rostoucimu poctu bakterii rezistentnich na dostupné antimikrobidlni latky,
je potieba hledat nové terapeutické cile, proto je studium proteini bunééného déleni a proteini
syntézy bunééné stény, jakoz to potencidlnich cili antimikrobidlni terapie, v centru pozornosti

(Massidda et al., 2013).

Obrazek ¢.4: Proteiny bunécného déleni a syntézy PG Obrazek schematicky znazornuje masinérii prevazné
vetSiny znamych proteinti bunécného déleni a syntézy PG v bunécéné piepazce. Fts proteiny jsou zde popsany
pouze piislusnym pismenem A (FtsA), Z (FtsZ), E (FtsE), X (FtsX), Q (FtsQ/DivIB), B (FtsB/DivIC), L (FtsL),
W (FtsW). Proteiny PBP jsou popsany pfislusnym cislem a pismenem la (PBP1la), 2b (PBP2b) a 2x (PBP2x).
Pievzato z Massidda et al., 2013.
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Proteiny bunééného déleni

Protein Funkce Esencialita Reference
DacB L,D-karboxypeptidaza, Stépeni NE (Barendt et al., 2011)
peptidovych fetézct pfi¢nych vazeb PG
EzrA Negativni regulacni tloha v umisténi Z- ANO (Massidda et al., 2013)
kruhu
FtsA Stabilizace a ukotveni Z-kruhu k buné¢né ANO (Mura et al., 2017)
membrang, shromazdéni ostatnich proteinti
do bunécného septa
FtsE Regulace propojeni bunééného déleni ANO (Sham et al., 2012)
s aktivitou hydrolaz (interakce FtsEX o
s PcsB) (Bajaj et al., 2016)
FtsK (SpollIE) Chromozomalni segregace, blize neuréena ANO (Land et al., 2013)
role v bunécném déleni
FtsX Regulace propojeni bunééného déleni ANO (Sham et al., 2012)
s aktivitou hydrolaz (interakce FtsEX .
s PcsB) (Bajaj et al., 2016)
FtsZ Tvorba kontraktilniho Z-kruhu ANO (Mura et al., 2017)
(Lara et al., 2005)
LocZ /MapZ) Urceni spravného uhlu délici roviny NE (van Raaphorst et al.,
2017)
LytB Hydrolaza, kone¢né rozdéleni dvou NE (De Las Rivas et al., 2002)
dcefinych bunék
(Jacq et al., 2018)
PBP3 (DacA) D,D-karboxypeptidaza, stépeni pticnych NE (Barendt et al., 2011)
vazeb PG
(Jacq et al., 2018)
PcsB Endopeptidaza, Stépeni septa EV (Bajaj et al., 2016)
(Jacq et al., 2018)
Pmp23 Lysozym, stabilita vznikajici délici NE (Jacq et al., 2018)
masinérie, spravna lokalizace MapZ
SepF (YImF) Pozitivni regulaéni uloha v umisténi Z- NE (Fadda et al., 2003)
kruhu
ZapA Pozitivni regulacni tloha v umisténi Z- NE (Fadda a Massidda,
kruhu nepublikované vysledky)
ZapB Pozitivni regulacni tloha v umisténi Z- NE (Fadda a Massidda,

kruhu

nepublikované vysledky)
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Proteiny septalni syntézy peptidoglykanu

Protein Funkce Esencialita Reference
DivIVA Kontrola bunééného cyklu, finalni role NE (Fadda et al., 2003)
v separaci bun¢k, maturace poll, spravna (Fadda et al., 2007)
lokalizace elongasomu (Straume et al., 2017)
FtsB/DivIC Role dosud neobjasnéna ANO (Noirclerc-Savoye et al.,
2005)
FtsL Role dosud neobjasnéna ANO (Noirclerc-Savoye et al.,
2005)
FtsQ/DivIB Role dosud neobjasnéna ANO (Noirclerc-Savoye et al.,
2005)
FtsW Lipidova flipaza, prodlouzeni glykanovych ANO (Jacq et al., 2018)
fetézcl

(Morlot et al., 2004)

GpsB Regulator syntézy periferniho a septalniho NE (Rued et al., 2017)

PG (Land et al., 2013)

PBPla Transglykosylaza a transpeptidaza, syntéz NE (Land et al., 2013)
septalniho a periferalniho PG (Morlot et al., 2004)

(Fenton et al., 2018)

PBP2x Transpeptidaza, katalyzujici tvorbu ANO (Straume et al., 2017)

septalniho PG

Proteiny periferni syntézy peptidoglykanu

Protein Funkce Esencialita Reference

CozE Pravdépodobné sméfovani lokalizace N (Fenton et al., 2016)

PBP1la do bunééné prepazky

DivIVA Kontrola buné¢ného cyklu, finalni role NE (Fadda et al., 2003)

v separaci bunék, maturace poll, spravna (Fadda et al., 2007)

) (Straume et al., 2017)
lokalizace elongasomu

KhpB (EloR, Jag) Regulace periferni syntézy PG, NE (Ulrych et al., 2016)

(Stamsas et al., 2017)
v komplexu s KhpA regulace genové

. . (Zheng et al., 2017)
exprese na transkripéni a post-transkripéni

urovni
GpsB Regulator syntézy periferniho a septalniho NE (Land et al., 2013)
PG (Fleurie et al., 2014)
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MItG Endo-lyticka transglykosylaza, EV (Tsui et al., 2016)
odstépovani nove syntetizovaného
glykanového fetézce pfi periferni syntéze

PG

MreC Kontrola syntézy periferniho PG a EV (Land & Winkler, 2011)

kontrola lokalizace a aktivity PBP1a

MreD Kontrola syntézy periferniho PG a EV (Land & Winkler, 2011)

kontrola lokalizace a aktivity PBP1a

PBP2b Transpeptidaza, syntéza periferniho PG ANO (Stamsas et al., 2017)
PBPla Transglykosylaza a transpeptidaza, syntéza NE (Morlot et al., 2004)
septalniho a periferniho PG (Land et al., 2013)

(Fenton et al., 2018)

RodA Lipidova flipaza, syntéza periferniho PG, ANO (Jacq et al., 2018)
prodlouzeni glykanovych fetézct (Stamsas et al., 2017)

(Massidda et al., 2013)

RodZ BliZe neur¢ena funkce v elongaci buiiky, ANO (Margolin, 2009)

pravdépodobné regulace PBP1a a MItG (Tsui et al., 2016)

BliZe neurcené proteiny bunééného déleni

Protein Funkce Esencialita Reference
MacP Membranove vazany kofaktor proteinu EV (Fenton et al., 2018)
PBP2a
PBP1b Transglykosylaza a transpeptidaza, funkce EV (Land et al., 2013)
doposud neobjasnéna (Fenton et al., 2018)
PBP2a Transglykosylaza a transpeptidaza, funkce EV (Land et al., 2013)
doposud neobjasnéna (Fenton et al., 2018)

Tabulka ¢.1: Soupis proteinii uplatiiujicich se v bunécném déleni a syntéze peptidoglykanu. Tato tabulka
shrnuje znamé proteiny bunécného déleni a proteiny septalni a periferni syntézy PG u S. pneumoniae. Je zde
popsano, o jaky protein se jedna, jaka je jeho funkce a zda je protein esencialni. U esenciality jsou zkratky ANO
(je esencidlni), NE (neni esencialni), EV (esencialni v zavislosti na genetickém pozadi) a N (esencialita nebyla
stanovena). Upraveno (Massidda et al., 2013).
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2.2 Proteinkinaza StkP

Monitorovani extracelularniho a intracelularniho prostiedi a patiicna odpovéd’ na jeho
zmeény je nezbytnym jevem umoznujicim preziti bakteridlni buniky (Pinas et al., 2018). Jednim
ze zakladnich mechanismu pfenosu signalu do burky je proteinkindzami a proteinfosfatdzami
zprostiedkovana reverzibilni fosforylace (Hardt er al., 2017). NejrozsifenéjSim systémem
vyuzivajici fosforylaci k modulaci bunécnych procesti u prokaryot je dvouslozkovy systém
(Jung et al., 2012). S. pneumoniae kéduje 13 téchto TCS systému sestavajicich ze dvou
komponent (Echenique et al., 2004). Z histidinové kinazy (HK), kterd je po zaznamendni
signalu z prostfedi autofosforylovana na histidinovém zbytku, a z regulatoru odpovédi (RR),
ktery nésledné katalyzuje ptenos fosfatové skupiny z histidinové kindzy na aspartatovy zbytek
vlastni regulaéni domény (Stock ef al, 2000). Efektorovd doména RR se poté vaze na

specifickou oblast DNA a tim moduluje genovou expresi (Pinas et al., 2018).

V poslednich desetiletich byly u bakterii objeveny dalsi signalni systémy zalozené na
fosforylaci tyrozinu, serinu a threoninu. Tyrozinové zbytky jsou fosforylovany bakterialni
tyrozinovou proteinkinazou (BTK). U S. pneumoniae je ptitomna pouze jedina kinaza tohoto
typu nazvana CpsD, ktera sehrava roli v syntéze a transportu polysacharidii pouzdra. Serinové
a threoninové zbytky jsou fosforylovany a defosforylovany serin/threoninovou proteinkinazou
(STK) a proteinfosfatdzou (STP) (Morona et al., 2003, Pérez et al., 2008, Dworkin, 2015). STK
byla nejprve nalezena a popsana u eukaryotnich organismt v praci Hanks ef al. (1988),
nasledné genomové sekvenovani vSak odhalilo zastoupeni této signalizacni drahy i u bakterii
Myxococcus xanthus, Mycobacterium tuberculosis, Bacillus subtilis, Helicobacter
pylori a Haemophilus influenzae. Dnes je jejich pfitomnost zndma napfic¢ celou fadou dalSich
bakterii, ale 1 archei. Do neddvna byla vSeobecné pfijimana skutecnost, Ze vyskyt téchto
proteinkinaz v bakteriich byl zapfi¢inén horizontalnim pfenosem z eukaryotnich organismd, a
proto byly pojmenovany Ser/Thr proteinkindzy eukaryotického typu (Pereira et al., 2011).
V roce 2018 byla navrZzena zména jejich oznaceni na Ser/Thr proteinkindzy Hanksova typu,
protoze podle fylostratigrafické analyzy bylo demonstrovano, Ze tyto proteinkindzy ptfitomné
u eukaryot, bakterii 1 u archei maji tzv. posledniho univerzalniho spole¢ného ptredchidce

zvaného LUCA (last universal common ancestor) (Stancik et al., 2018).

S. pneumoniae koduje pouze jedinou Ser/Thr proteinkindzu StkP, ktera je prepisovana
spolu sji prislusSnou proteinfosfatazou zvanou PhpP (Novadkova et al, 2005). StkP

proteinkindza je membranovy dimerni protein slozeny ze tii ¢asti, z N-termindlni kindzové
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domény, z kratké transmembranové domény a z C-termindlni extraceluldrni domény se ¢tyfmi
PASTA (Penicillin-binding protein And Serine/Threonine kinase Associated domain)
doménami (Yeats et al., 2002). PASTA domény odpovidaji za vazbu specifickych signali z
vnéjSiho prostiedi vedouci k aktivaci StkP s naslednou fosforylaci intracelularnich
efektorovych proteinti (Barthe et al., 2010). Bylo prokazano, ze PASTA domény S. pneumoniae
jsou schopny vazat podjednotky jak nativniho, tak syntetického PG, ale i naptiklad f-laktamova
antibiotika a zaroven lokalizovat StkP proteinkinazu do mist bunééného dé€leni, skrze interakci
s podjednotkami septalniho PG (Maestro et al., 2011, Beilharz et al., 2012). Aktivace
proteinkindzy skrze vazbu podjednotek PG extracelularnimi PASTA doménami byla nasledné
potvrzena u bakterie Bacillus subtilis, kde navazani muropeptidil, fragment bunécné stény, na
PASTA domény proteinkindzy PrkC in vitro vedlo ke germinaci spor (Shah et al., 2008).
U bakterie Staphylococcus aureus byl jako signal proteinkindzy PknB popsan prekurzor
bunécéné stény membranoveé ukotveny lipid II (Hardt et al., 2017). Vzhledem k vzdjemné
homologii PknB a StkP je pravdépodobné, Ze lipid II sehrava roli i v aktivaci StkP. Samotna
autofosforyla¢ni aktivita proteinkindzy StkP je zprostiedkovéna tvorbou homodimeru mezi
transmembranovymi a extraceluldrnimi doménami. Homodimerizace je pravdépodobné také

nezbytna pro zacileni substratii proteinkinazou StkP (Pallova ef al., 2007).

StkP proteinkindza hraje diileZitou roli v metabolismu biosyntézy bunécné stény a
bunécném déleni, v opravach DNA, syntéze purind, piijmu Zeleza a oxidativnim stresu a hraje
také nezbytnou roli v patogenezi, kompetenci a autolyze (Echenique ef al., 2004, Rajagopal et
al., 2005, Hussain et al., 2006, Saskova et al., 2007, Herbert et al., 2015). Delece StkP vede
k mnohostrannym defektliim v bufice. Pneumokok vykazuje ristové a morfologické poskozeni,
bunky jsou prodlouzené s n¢kolika nedokoncenymi septy, dochdzi u nich ke zvySené autolyze
zprostiedkované LytA v prostiedi s alkalickym pH a v pfitomnosti nizkych koncentraci ATB
pusobicich na buné¢nou sténu, buniky maji snizenou toleranci na stresové podminky a snizenou
schopnost adherence k endotelidlnim buiikam (Echenique et al., 2004, Novéakova et al., 2010,
Beilharz et al., 2012, Herbert et al., 2015). V laboratornich podminkach neni delece StkP
letalni, bylo vSak prokdzéano, Ze je esencidlni pro prinik do plic a do krevniho fecisté u mysi
(Echenique et al., 2004). V procesu bunécného de€leni je proteinkindza StkP v rané fazi
lokalizovana do bunécného septa skrze jeji interakci s proteinem FtsZ a setrvava zde az do
finélniho rozdéleni bunék (Beilharz et al., 2012). Spolu s proteinkindzou StkP je do mista
bunécného déleni lokalizovana také proteinfosfataza PhpP, provadéjici opacny proces,

defosforylaci StkP a ji ptisluSnych substrati (Beilharz et al., 2012, Ulrych et al., 2016). StkP
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zde reguluje celou fadu procest, uplatiiujicich se v syntéze bunééné stény a ve tvorbé a

uzavirani septa (Beilharz et al., 2012).

2.2.1 Substraty StkP

Mezi substraty StkP proteinkinazy fosforylované in vivo patii protein DivIVA, MapZ
(LocZ), KhpB (EloR/Jag), MacP, anorganicka pyrofosfatiza PpaC, fosfoglukozaminmutaza
GImM a regulacni proteiny RR06 a ComE (Novakova et al., 2005, Novakova et al., 2010,
Agarwal et al., 2012, Ulrych et al., 2016, Fenton et al., 2018, Pinas et al., 2018). Mezi substraty
StkP, kde byla fosforylace prokdzana pouze in vitro, mizeme zatadit protein FtsZ, FtsA, enzym
MurC a RitR (Ulijasz et al., 2004, Giefing et al., 2010, Beilharz et al., 2012, Falk & Weisblum,
2013). Veskeré doposud identifikované substraty StkP jsou uvedeny v tabulce ¢.2.

Substraty Ser/Thr proteinkinazy StkP

Substrat Funkce Priikaz Reference
ComE Regulacni protein TC systému ComD/ComeE, in vivo (Pinas et al., 2018)
regulace ¢asnych genti kompetence in vitro
DivIVA Kontrola bunééného cyklu, finalni role in vivo (Novékova et al., 2010)
v separaci bunék, maturace polt, spravna in vitro (Marston & Errington,
. 1999)
lokalizace elongasomu
(Fadda et al., 2003)
(Straume et al., 2017)
KhpB Stimulace syntézy periferniho peptidoglykanu, in vivo (Ulrych et al., 2016)
(EloR/Jag)
v komplexu s KhpA regulace genové exprese na (Stamsas et al., 2017)
transkrip¢ni a post-transkrip¢ni Grovni (Zheng et al., 2017)
FtsA Ukotveni Z-kruhu k bunééné membrane, in vitro (Beilharz ef al., 2012)
shromazdéni ostatnich proteint bunééného (Mura et al., 2017)
déleni
FtsZ Tvorba Z-kruhu in vitro (Giefing et al., 2010)
(Mura et al., 2017)
GlmM Fosfoglukozaminmutéza, in vivo (Novakova et al., 2005)
syntéza prekurzorti bunééné stény in vitro
LocZ Urceni spravného thlu délici roviny skrze in vivo (Fleurie et al., 2014)
(MapZ)

interakci s FtsZ, pozitivni regulator umisténi

(Hole¢kova et al., 2014)
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Z-kruhu

MacP Membranové vazany kofaktor proteinu PBP2a in vivo (Fenton et al., 2018)
MurC UDP-N-acetylmuramoyl:L-alanine ligaza, in vitro (Falk & Weisblum,
2013)

katalyza tvorby PG prekurzort

PpaC Mangan-dependentni anorganicka fosfataza, in vivo (Novakova et al., 2010)

hydrolyza anorganického pyropyrofosfatu PP;

RitR Transkripéni regulator TC systému, in vitro (Ulijasz et al., 2004)
exprese gend pro piijem Zeleza a genti

uplatiiujicich se v odpovédi na oxidativni stres

RRO6 Regulaéni protein TC systému HK06/RR06, in vivo (Agarwal et al., 2012)

regulace exprese adhezinu CbpA in vitro

Tabulka ¢.2: Substraty Ser/Thr proteinkinazy StkP. Tabulka znazorfiuje piehled doposud identifikovanych
substratd Ser/Thr proteinkinazy StkP. V tabulce je posana jejich funkce a uveden zpisob detekce fosforylovaného
substratu in vivo, in vitro, nebo oboji. (Vlastni zpracovani)

GImM

V praci Novakove et al. (2005) byl srovndnim dvou fosfoproteomt identifikovan jako
substrat proteinkinazy StkP in vivo protein fosfoglukozaminmutdza GImM. Piima fosforylace
GImM proteinu byla nésledné potvrzena in vitro kindzovou reakci (Novakova et al., 2005).
GlmM katalyzuje pfeménu glukozamin-6-fosfatu na glukozamin-1-P, ¢imz hraje
nepostradatelnou roli v prvnich fazich biosyntézy UDP-N-acetylglukozaminu. Vytvoreny
UDP-N-acetylglukozamin se nasledné tcastni tvorby peptidoglykanu, lipopolysacharidi a
teichoovych kyselin (Mengin-Lecreulx & van Heijenoort, 1996).

RitR

DalSim popsanym substratem proteinkindzy StkP je protein RR486. Protein RR486,
ktery byl pozdéji pojmenovan RitR (repressor of iron transport), je sirotCi transkripéni
regulator, postradajici pfisluSnou membranové véazanou senzorovou proteinkindzu. RitR
reguluje expresi gend pro piijem Zeleza a genu uplatitujicich se v odpovédi na oxidativni stres
(Ulijasz et al., 2004). Fosforylace proteinkindzou StkP byla u RitR proteinu potvrzena pouze
in vitro (Uljjasz et al., 2009).

LocZ (MapZ)

V praci Novakoveé et al. (2010) byl jako substrat proteinkinazy StkP popsan v in vivo
podminkach hypoteticky membranovy protein Spr0334. Ten byl pozd€ji nazvan v praci
Holeckova (2014) jako LocZ (Localizing at midcell of FtsZ) ¢i v praci Fleurie (2014) jako
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MapZ (mid-cell-anchored protein Z). Fluorescencni mikroskopie LocZ proteinu fizovaného
s fluorescen¢ni znacku GFP (GFP-LocZ) ukdzala, Ze je LocZ lokalizovan do bunééné piepazky
(Fleurie et al., 2014, Holeckova et al., 2014) a pro jeho lokalizaci do bunécného septa je
nezbytna jeho C-koncova extraceluldrni doména, zatimco pro jeho funkci je nezbytna jak C,
tak 1 N-koncova doména (Fleurie et al., 2014). LocZ urcuje v buiice spravny thel délici roviny
(van Raaphorst et al., 2017). V pocatcich bunécného cyklu je LocZ lokalizovan do stfedu
buniky, s prodluzovanim bunky dochdzi k rozd€leni kruhu LocZ na dva od sebe se vzdalujici
kruhy (HoleCkova et al., 2014, van Raaphorst et al., 2017), zatim co tfeti kruh, ktery byl
pozorovan pouze v praci Fleurie et al. (2014) v kmeni R800, zlstava ve stfedu bunky. Pomoci
ko-imunoprecipitace bylo zji§téno, ze LocZ/MapZ interaguje skrze C-koncovou doménu s FtsZ
(Fleurie et al., 2014). Proteiny homologni k proteinu LocZ S. pneumoniae byly nalezeny pouze
u streptokokil, enterokokt a laktokokti (HoleCkova et al., 2014).

PpaC

Dal$im identifikovanym substratem v praci Novakové (2010) je mangan-dependentni
anorganickd pyrofosfataza PpaC. PpaC patii do skupiny esencidlnich enzymii zvanych
pyrofosfatazy, které se uplatituji v celé fade biosyntetickych reakei, kde katalyzuji hydrolyzu
anorganického pyrofosfatu PP; a dale se Gi¢astni virulence (Rajagopal et al., 2003). PpaC byla
u pneumokoka prokazéana jako substrat proteinkinazy StkP pouze in vivo, in vitro se to prokazat
nepodafilo, coz mize byt nejspis zpisobeno nedostateCnou specifitou reakénich podminek, ¢i

chybéjicimi interakcemi s dalSimi partnery (Novakova et al., 2010).

DivIVA

Dalsi proteinem fosforylovanym in vivo 1 in vitro popsanym ve stejné praci je protein
DivIVA (Novéakova et al., 2010). DivIVA, studovany predevsim u B. subtilis, spolu s proteiny
MinCD systému urcuje stfed buiiky. Min systém zabrafiuje vzniku bunééného septa na pélech
buiikky a sméfuje vytvoreni bunécné piepazky do bunécného stfedu. Cely tento proces je
kontrolovan DivIVA (Marston & Errington, 1999). Lokalizace proteinu DivIVA u
S. pneumoniae byla urena pomoci imunofluorescenni mikroskopie. DivIVA lokalizuje
v misté¢ bunécné prepazky a na pdlech bunky, kde interaguje s celou fadou dalSich proteind
uplatiiujicich se v procesu déleni (Fadda et al., 2007). DivIVA je zaroven nezbytny pro
spravnou lokalizaci elongasomu v negativné zakiivené oblasti membrany mezi lateralni a
septalni Casti bunécné stény (Straume et al., 2017). Delece DivIVA vede k vytvoreni fetizkll

neoddélenych bunck s nelplnymi septy casto bez nukleoidu (Fadda et al, 2003). Tato
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skute¢nost naznacuje, ze se protein DivIV A tcastni kontroly vysledné morfologie buiiky a hraje

roli v segregaci chromozomt, ve findlnim procesu bunééného déleni a ndsledné separaci bunék.

FtsZ

Dalsi protein, ktery byl identifikovan jako fosforylovany in vitro, je protein FtsZ.
Cytoskeletalni protein FtsZ tvofi kruhovou strukturu uprostied buiiky, tzv. Z-kruh, ktery slouzi
zaroven jako kostra pro upevnéni dalSich proteinti, uplatitujicich se ve tvorbé bunécné piepazky
(Giefing et al., 2010). Mechanismus kooperativniho sestaveni Z-kruhu je zavisly na aktivité

GTPazy (Salvarelli et al., 2015).

FtsA

O dva roky pozdé¢ji byla prokazana in vitro fosforylace protienu FtsA. FtsA je fazen
k proteinlim rané faze tvorby bunééného septa, kde lokalizuje spolu s proteinem FtsZ (Beilharz
et al., 2012). FtsA protein je esencidlni v Escherichia coli, kde jeho inaktivace zpiisobuje
filamentarni rast. Esencialita FtsA proteinu byla potvrzena i u S. prneumoniae, zde se ale
projevuje delokalizaci Z-kruhu a inhibici septace s naslednou lyzi buiiky (Mura et al., 2017).
Naproti tomu u bakterie Bacillus subtilis je tento protein neesencialni (Beall & Lutkenhaus,

1992).

RRO06

Signaliza¢ni par StkP/PhpP muZe také interagovat s dvouslozkovym systémem piimou
fosforylaci transkripéniho reguléatoru, kde jako ptiklad mizZe byt uvedena regulace TCS sytému
HKO06/RRO06, ktery hraje roli v regulaci exprese hlavniho pneumokokového adhezinu CbpA
(Pinas et al., 2018). CbpA protein patii mezi hlavni adhezivni proteiny uplatiiujici se
v patogenezi S. pneumoniae. Fosforylace regulacniho proteinu RR06 proteinkindzou StkP byla

prokdzana in vivo a in vitro v praci Agarwal ef al. (2012).

MurC

O rok pozdéji byl popsan dalsi protein fosforylovany in vitro proteinkinazou StkP zvany
UDP-N-acetylmuramoyl: L-alaninova ligaza MurC, patfici do skupiny Mur ligaz katalyzujicich
tvorbu prekurzori PG (Falk & Weisblum, 2013). Protein MurC zde katalyzuje navazani L-
alaninu k laktatovému zbytku UDP-N-acetylmuramové kyseliny (Smith, 2006).

KhpB (EloR/Jag)

DalSim substratem proteinkindzy StkP fosforylovanym in vivo je protein bunécného

déleni Spr1851, pozdeji pojmenovany KhpB (EloR/Jag), patfici do proteinové rodiny nazyvané
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Jag (Jag=spolllJ asociovany gen) (Ulrych et al., 2016, Stamsas et al., 2017, Zheng et al., 2017).
KhpB protein stimuluje syntézu periferniho PG, vedouci k prodluzovani buiiky (Stamsas et al.,
2017). Kmeny s deleci KhpB (AkhpB) tvoti v porovnani s WT bunky kratsi (Ulrych et al., 2016,
Stamsas et al., 2017, Zheng et al., 2017). Zaroven obsahuje tento protein dvé specifické domény
homologni k doménam KH a R3H. Tyto domény jsou schopné vazat jednovlaknovou DNA
nebo RNA, a tim regulovat genovou expresi na transkripcni a post-transkripéni urovni. V praci
Zheng et al. (2017) byla popsana interakce proteinu KhpB s dal§Sim RNA vazebnym proteinem
KhpA. Heterodimér KhpB/KhpA reguluje na post-transripéni urovni celkové mnozstvi FtsA v
bunice. Studium interakéniho paru KhpA/KhpB ukazalo, ze tyto RNA vazebné proteiny
nesehravaji roli pouze v regulaci FtsA, ale i v regulaci jinych proteind. Pravdépodobné je tedy
KhpA/KhpB vSeobecnym reguldtorem bunécného déleni, podobné jako Hfq chaperony u
gramnegativnich bakterii (Zheng et al., 2017).

MacP

Jednim z nové popsanych substrati proteinkindzy StkP fosforylovanych in vivo je
kofaktor proteinu PBP2a protein MacP (membrane-anchored cofactor of PBP2a). MacP je
lokalizovan do bunééné piepazky, kde s PBP2a vytvaii komplex PBP2a-MacP. Zaroven je
MacP substratem StkP. Regulace syntetdzové aktivity PBP2a je zprostfedkovana
proteinkinazou StkP skrze fosforylaci aktivatoru MacP. MacP je tak doposud jedinym zndmym
substratem proteinkindzy StkP propojujicim kontrolu bunécné morfogeneze s aktivitou

proteini syntetizujicich PG (Fenton et al., 2018).

ComE

Nejnovej$im popsanym substratem proteinkinazy StkP fosforylovanych in vitro 1 in vivo
je protein ComE. Regula¢ni protein ComE tvofi jednu ze slozek dvousloZkového systému
ComD/ComE. ComD histidinova kinaza fosforyluje ComE na aspartatovém zbytku, coz vede
ke konformac¢ni zméné¢ ComE s nédslednym navazanim do promotorové oblasti genil
kompetence. V acidickém prostiedi je ComE regulator fosforylovan na threoninovém zbytku
proteinkinazou StkP. Fosforylovany ComE reguluje expresi 104 genli zahrnutych v raznych
bunécnych procesech, jako je oxidativni stresova odpovéd nebo H»O> produkce. StkP/ComE
tak tvoii alternativni cestu regulace uplatiiujici se v odpovédi na acidicky stres (Pinas et al.,

2018).
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Cile diplomové prace

. Vytvofit mutantni kmen Aspr0175 na R6, Rx a D39 genetickém pozadi kmenti R6, Rx a
D39a charakterizovat jeho morfologické a riastové vlastnosti.

Prokazat fosforylaci proteinu Spr0175 proteinkinazou StkP v podminkach in vitro a in vivo.
. Ptipravit fosfoablativni formy proteinu Spr0175 T4A a T7A a potvrdit misto fosforylace
proteinkindzou StkP v podminkach in vitro a in vivo.

. Vytvoftit komplementa¢ni kmen a porovnat jeho fenotypovy projev ve srovnani s divokym
kmenem a mutantnim kmenem Aspr0175.

Ptipravit kmen S. pneumoniae exprimujici fuzni protein GFP-Spr0175 a urcit misto

lokalizace proteinu v bunce.
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4 Material a metodika

4.1 Materialy

4.1.1 Bakterialni kmeny

V tabulce €. 3 a 4 jsou uvedeny veskeré pouzité¢ kmeny S. pneumoniae a E. coli. Kmeny

byly uchovavany v - 80 °C v 15 % glycerolu. ODsoo skladovanych kment byla 0,3-0,4.

Escherichia coli

Kmen Genotyp Fenotyp Pouziti
E. coli DH5a fhuA2 Kompetentni
A(argFlacZ)U169 bunky pouzité pro
phoA gInV44 ®80 konstrukei
A(lacZ)M15 gyrA96 plasmida

recAlrelAl endAl
thi-1 hsdR17

E. coli F’, ompT, hsdSg, (mg’ Expresni buiky
BL21(DE3) , I8"), dem, gal, pouzité pro
MDE3) nadprodukci

proteinu, kmen
nesouci profag O
s genem pro T7
polymerazu
Tabulka €.3: Seznam bakteridlnich kmenii E. coli.

Streptococcus pneumoniae

Kmen Genotyp Fenotyp Pouziti
Spl Rx derivate; strl, StrR Vychozi
hexA nevirulentni

kmen, pouzit také
jako kontrolni

Sp208 R6 R6 neopouzdieny Vychozi
kmen divokého nevirulentni
typu, StrS kmen, pouzit také

jako kontrolni

Sp339 D39 (NCTC) cps24 Stabilni Vychozi
cps2H rpsL41 rpsL+ neopouzdreny nevirulentni kmen
kmen D39 (NCTC)

Tabulka ¢.4: Seznam bakterialnich kmeni S. pneumoniae
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4.1.2 Pouzité vektory a dele¢ni kazety

pIJWV2S je plasmidovy vektor o velikosti 8587 pb slouzici k integraci nami
zkoumanych genti do postradatelného bga lokusu na chromozomu S. pneumoniae. K jeho
vloZeni dochazi v procesu zvaném homologni rekombinace skrze sekvenci gatC a bgaA. Vektor
pJWV25 obsahuje také gen fetM, ud€lujici tetracyklinovou rezistenci k selekci pozitivnich
klont S. pneumoniae a gen bla ud€lujici rezistenci k ampicilinu pro selekci pozitivnich klont
E. coli. Dale tento vektor obsahuje gen kodujici zeleny fluorescencni protein GFP (Green
Fluorescent protein) slouzici pro N-koncové fuze exprimovanych proteinti. Exprese GFP je
kontrolovana prosttednictvim zinkem indukovatelného promotoru pZn (Eberhardt ez al., 2009).
Vektor pJWV25 slouzil v této praci k ptipravé kmenti Sp454 (Rx, Aspr0175 bga::pZn-gfp-
spr0175) a Sp455 (Rx, bga::pZn-gfp-spr0175) exprimujicich protein Spr0175 fizovany s GFP
a k ptipravé z n¢j odvozeného vektoru pZn-Spr0175-FLAG.

pETPhos je expresni vektor slouzici k charakterizaci serinovych, threoninovych a
tyrozinovych proteinovych kindz a jejich substratli. Tento vektor byl navrzen k expresi proteini
fizovanych na N-konci s histidinovym epitopem. Vyhodou tohoto vektoru je nepfitomnost
serinovych a threoninovych zbytkli ve fuzni znacce, zamezujici tak vzniku nespecifického
fosforylacniho signalu (Canova et al., 2008). V ptedloZené praci byl tento vektor pouzit pro
ptipravu expresniho kmene Ec387 (E. coli BI21; pETPhos0175) vytvoteného za ucelem in vitro
prikazu fosforylace proteinu Spr0175 proteinkindzou StkP.

pET42b je jednim zvektorti syst¢ému pET vyvinutych pro klonovani a expresi
rekombinantnich proteinli v bakterii £. coli. Vektor pET42b systému pET byl primarné
ptipraven k GST (Glutathion-S-Transferaza) fizim cilovych genii (Smith & Johnson, 1988).
Jednou z variant je také klonovani téchto geni do vektoru pET42b pomoci restrik¢niho mista
Ndel. V sekvenci pET42b se nachézi také gen kddujici rezistenci ke kanamycinu, T7 laktézovy
promotor, /acl laktZovy represor, lac operacni misto, replikacni pocatek bakteriofaga f1 a
histidinova kotva umoznujici detekci exprimovanych proteinil. V predkladané diplomové praci
byl gen spr0175 do tohoto vektoru klonovadn pomoci mist rozeznavanych resktrikénimi
endonukledzami Ndel/Xhol. Indukce exprese proteinu Spr0175-His byla navozena piidavkem
induktoru IPTG. IPTG je synteticky analog laktozy, tato molekula je schopna alostericky
modifikovat laktézovy represor lacl, ¢imz zplsobi jeho uvolnéni z lac opera¢niho mista.
Uvolnéni laktézového represoru z lac operaéniho mista néasledné vede k ptepisu geni lac

operonu (Dubendorff & Studier, 1991).

36



Sweet Janus kazeta (SJK), jenz je rozSifenim kazety Janus, slouzi jako ndstroj
pro deleci vybraného genu v pneumokokovi skrze pozitivni a negativni selekéni marker.
Pavodni Janus kazeta obsahovala gen kan udélujici rezistenci ke kanamycinu (Km") a rpsL”
marker kodujici protein S12 malé ribozoméalni podjednotky se zaménou lyzinu za threonin
v aminokyselinové sekvenci, ktery udéluje dominantni citlivost ke streptomycinu (Sm?®).
Nicméné pii pouziti Janus kazety dochazi s frekvenci 10~ az 10 ke spontanni konverzi rpsL*
na Sm' rpsL alelu, vedouci k falesné pozitivité béhem negativni selekce. Ke zvySeni ucinnosti
selekce byl k této kazet¢ pridan dalsi selekcni marker gen sacB z bakterie Bacillus subtilis, Cimz
doslo k vytvofeni jiz zminéné Sweet Janus kazety (Obrazek ¢.5). Tento gen kdduje enzym
levansukrazu, jenz pteménuje sachardzu na vysoko-molekularni fruktézové polymery. Exprese
genu sacB vede k usmrceni buiiky v pfitomnosti sachardzy. Proto gen sacB ptedstavuje dalsi
negativni selekéni marker, kde konverze obou markerii SacB a rpsL™ je pravdépodobna pouze

s frekvenci 10 (Li et al., 2014).

— msL* hat Gfex.B): sac5>| kan) rpSL>: aliA ):,

1 ]
Sweet Janus Cassette

Obrazek ¢€.5: Sweet Janus kazeta. Na obrazku je vyobrazena SJK se dvéma negativnimi selekénimi markery
sacB a rpsL™ a s jednim pozitivnim selekénim markerem kan. SJK byla konstruovana v pneumokokovi v ¢ps
lokusu, ktery je lemovan genem dexB, ktery koduje glukan 1,6 alfa glukosidazu a genem alid, ktery koduje
oligopeptid-vazajici protein AliA. Gen rpsL* piedstavuje kopii mutovaného genu Sm" rpsL. Pfevzato a upraveno
(Lietal.,2014).

4.1.3  Oligonukleotidy

Seznam pouzitych oligonukleotidil je zobrazen v tabulce €.5. Tyto oligonukleotidy byly
navrzeny v programu SeqBuilder a vyrobeny firmou Sigma-Aldrich®. Jejich sekvence je

v tabulce zobrazena ve sméru 5’ —3".
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Nazev

AU139

AU140

AU141

AU142

AU166

AU167

AU168

AU180

AU181

AU182

AU183

AU184

AU185

AU200

O*

Nukleotidova sekvence (5" —3")

AAAGCCCTTGGAGTGGATAT

AATCAAACGGATCGATCCTTAA
TCTAACACCCTCTTTCCTTAG
TACTAAACGTCCAAAAGCATAA
AAAGGACAAGGAGTCGATCT
CAGACTACCTGCGTTTCTAA

AAGATGTTTCATATTTGCCTCC

GGAGGCAAATATGAAACATCTT
GGATTTACTGAAGAAACAGTAC

ATTAGCGGCCGCTTACTTATCG
TCGTCATCCTTGTAATCTAGAT
CGACTCCTTGTCCTT
GTCCAATTTAAAACGTACTGCT
TCTTCAGTAAATCCAAGATGTT
TCATA
TATGAAACATCTTGGATTTACT
GAAGAAGCAGTACGTTTTAAAT
TGGAC
CGGCCATATGGGATTTACTGAA
GAAACAGTA

CGGCGGATCCTTATAGATCGAC
TCCTTGTCC

CGCGACTAGTGGATTTACTGAA
GAAACAGTA

ATTAGCGGCCGCTTATAGATCG
ACTCCTTGTC

CCGCTCGAGTAGATCGACTCCT
TGTCCTT
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Délka BIliZsi popis
(pb)
20 K pripravé dele¢niho konstruktu

0175::SIK a A0175
43 K ptipraveé delecniho konstruktu
0175::SJK, komplementarni k DP1
42 K ptipraveé delecniho konstruktu
0175::SJK, komplementarni k DP2
20 K ptipraveé delecniho konstruktu
0175::SJK a A0175
22 K ptipravé konstruktu
pZn-Spr0175-FLAG

44 K ptiprave konstruktu pZn-Spr0175-
FLAG,
komplementarni k AU166
59 Ptiprava konstruktu pZn-Spr0175-
FLAG, sekvence §tépena restrikénim

enzymem Notl

49 Cilena mutageneze genu spr0175

49 Unikatni k sekvenci genu pZn-

spr0175-flag, cilena mutageneze

genu spr0175

31 Amplifikace oblasti genu spr0175,

sekvence §tépena restrikénim

enzymem Ndel

31 Amplifikace oblasti genu spr0175,
sekvence Sté€pena restrikénim
enzymem BamHI
31 Amplifikace oblasti genu spr0175,

sekvence Sté€pena restrikénim
enzymem Spel
32 Amplifikace oblasti genu spr0175,
sekvence §tépena restrikénim
enzymem Notl
29 Amplifikace oblasti genu spr0175,
sekvence §tépena restrikénim

enzymem Xhol



AU201

AU205

AU206

DP1
DP2
LN123

LN142

LN143

LN164
LN281

LN282

LN283

LN284

s

s

CGGCCATATGGGATTTACTGAA
GAAGCAGTA

AAGGAGATATACATATGGGATT
TGCTGAAGAAGCAGTACGTTTT
AAA
TTTAAAACGTACTGCTTCTTCA
GCAAATCCCATATGTATATCTC
CTT
TTAAGGATCGATCCGTTTGATT
TTATGCTTTTGGACGTTTAGTA
TTCGCTACTTGGAGCCACTAT

AGGACAAGAGTTTTTCTTTGG

GTTACGTTGATTTCATCACC

GAATTATTGCGATTACTATCA
AGCCAGCATCGTTTCGTC

CCTTCCCCATTTCTGGGA

ATCGACTCCTTGTCCTTTGAGT

CTAACACCCTCTTTCCTTAG

ATTCTAAGGAAAGAGGGTGTTA
GACTCAAAGGACAAGGAGTCG
A

31

47

47

22
22
21

21

20

21
18

18

42

44

Amplifikace oblasti genu spr0175,
sekvence §tépena restrikénim
enzymem Ndel

Cilena mutageneze genu spr0175

Cilena mutageneze genu spr0175

Amplifikace SJK
Amplifikace SJK
Ptiprava konstruktu pZn-Spr0175-
FLAG
K ovéfeni integrace vektori
odvozenych od pJWV25 do lokusu
bga chromozomu S. pneumoniae
K ovéfeni integrace konstruktu do
lokusu bga na plasmidu pJWV25
Sekvence unikatni k promotoru pZn
K ovéfeni integrace 0175::SJK do
chromozomu S. pneumoniae
K ovéfeni integrace 0175::SJK do
chromozomu S. pneumoniae
K amplifikaci oblasti nachazejici se
pted genem spr0175,
komplementarni k sekvenci pted
genem spr0175 ve sméru transkripce
K amplifikaci oblasti nachazejici se
za genem spr0175, komplementarni
k sekvenci za genem spr0175 ve

sméru transkripce

Tabulka ¢&.5: Seznam pouZitych oligonukleotidii.. Cervené jsou zobrazeny komplementérni sekvence. Modfe
mista rozeznavané restrikénimi enzymy, fialové je zobrazena sekvence FLAG-epitopu, zelené je zobrazena bodova
mutace s vyslednou zaménou T7A a Zluté je v sekvenci zobrazena bodova mutace s vyslednou zaménou T4A.
O* pfedstavuje orientaci oligonukleotidu ,,F* ve sméru transkripce a ,,R“ proti sméru transkripce.

4.1.4 Chemikalie

V tabulce ¢.6 jsou uvedeny pouzit¢é chemikélie. Veskeré chemikalie obsahuji

analytickou cCistotu a jsou sefazeny v abecednim potadi. Sloupec Vzorec/Zkratka uvadi

oznaceni chemikalii dale pouzivané v textu.
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Nazev
1,4-Dithiothreitol

2’- deoxyadenosin -5’ trifosfat
2’- deoxythymidin -5"- trifosfat
2’- deoxycytidin -5'- trifosfat
2’- deoxyguanosin -5 - trifosfat

Agar6za

Akrylamid

ATP solution

Amidova ¢ern

Ampicilin

Anti-FLAG® M2 Magnetic Beads

Bacto agar

Bromfenolova modf
Casiton
Complete™ Protease Inhibitor
Cocktail

Kompetenci stimulujici peptid

Deoxycholat sodny

Dihydrogen fosfore¢nan draselny

Dihydrogen fosfore¢nan sodny

Dodecylsulfat sodny

D-glukoza
Ethanol
Ethylendiamintetraoctova

kyselina

Firma
Sigma-Aldrich®

Promega
Promega
Promega
Promega

Sevac

Sigma-Aldrich®

Sigma-Aldrich®

Lachema

Sigma

Sigma-Aldrich®

Oxoid

Lachema

BD company

Roche

Biopharm

Merck

Lach-Ner
Lach-Ner

Serva

Lachema
Lachema

Sigma-Aldrich®
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Vzorec/ZKkratka
dTT

dATP
dTTP
dCTP
dGTP

ATP

BPB

CSp

DCNa

KH,PO4
NaH,PO4

SDS

EtOH
EDTA

Pouziti
V kinazové reakci in vitro
PCR nukleotidy
PCR nukleotidy
PCR nukleotidy
PCR nukleotidy
K ptipravé DNA agarézového
gelu
K piipravé geluna 1D SDS
PAGE
V kinazové reakci in vitro
K priprave roztoku amidové
cerné
K ptipravé selekénich médii
K purifikaci proteint
s Flagovou kotvou
K ptipravé pevnych pid na
kultivaci
K piipravé vzorkového pufru
K ptipravé gelozy
Inhibitor proteaz na izolaci
proteind
K indukei kompetence béhem
transformaci
K ptipravé DCNa-SDS na
izolaci chDNA a k pfipravé
SEDS
K pipravé PBS
K piiprave roztokl na
purifikaci proteinti s Flagovou
kotvou
K pfipravé roztoki na izolaci
DNA a roztokt k ptipravé 1D
SDS-PAGE
K pfipravé médii pro kultivaci
K izolaci chDNA
K ptipravé SEDS a pufru

TAE, kinazova reakce in vitro



Fenol

Gel Loading Dye Purple 6x

Gel Red Nucleic Acid Stain

Glycerol

Glycin

Heptahydrat hydrogen
fosfore¢nanu sodného

Hovézi sérovy albumin, frakce V

Chlorid draselny
Chlorid sodny

Chlorid manganaty
Chlorid vapenaty

Chloroform

Imidazol

Izopropanol
[zopropyl B-D-1-
thiogalaktopyranozidaza
Kanamycin
Kvasinkovy extrakt
Kyselina chlorovodikova
Kyselina octova

B-merkaptoethanol

Sigma-Aldrich®

New England
Biolabs

Biotium

Lach-Ner

Serva

Lach-Ner

Carl Roth®

Serva

Lach-Ner

Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®

Lach-Ner

Sigma-Aldrich®

Lach-Ner
Sigma-Aldrich®

Sigma-Aldrich®
Oxoid
Sigma-Aldrich®
Lach-Ner
Sigma-Aldrich®
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K ptipravé
fenol/chloroformovych smési
na izolaci chDNA
K piipravé vzorki na DNA
elektroforézu
K vizualizaci DNA na
agarézovém gelu
K ptipravé
konzerv/prekonzerv a
vzorkového pufru
Gly K pfipravé pufru na blotovani
a elektroforézu
Na,HPO4.7H,O K ptipravé PBS
BSA K piiprave blokovaciho
roztoku a roztok protilatek
KCl K pftipravé PBS
NaCl K tipravé TBS-T, TBS,
SEDS, dezintegra¢niho pufru
a gelozy, slozka kinazové
reakce in vitro, ptiprava pufri
na purifikaci proteint
s Flagovou kotvou
MnCl,
CaCl,

V kinazové reakci in vitro
K ptipravé kompeten¢niho
média TSB
K izolaci chDNA a piipravé
fenol/chloroformové smési
K piiprave roztokl na
purifikaci proteinti s Flagovou
kotvou
K izolaci chNDA

IPTG K indukei vektrou
pETPhos0175
Kan K pfipravé selekénich médii
K ptipravé LB média
HCI K ptipravé TE pufru a SEDS
K ptipravé amidové Cerné

K ptipraveé vzorkového pufru



Methanol BDH Prolabo MetOH K ptipravé pufru na blotovani

Chemicals
Ni-NTA agarose Qiagen K purifikaci proteini
s Flagovou kotvou
Neopepton Dufci K ptipravé gelozy
Octan Sodny Sigma-Aldrich® CH;COONa K izolaci chDNA
Peroxosiran amonny Lachema APS K piiprave gelu na 1D SDS-
PAGE
Siran zine¢naty Sigma-Aldrich® ZnSO4 K indukci exprese proteinu
Spr0175
Tetracyklin USB Tet K ptipravé selekénich médii
Tetramethylendiamid Serva TEMED K pfipravé
polyakrylamidového gelu
Tris-hydroxymethyl- Sigma-Aldrich® Tris-base K ptipravé gelozy
aminomethan
Tris-hydroxymethyl- Sigma-Aldrich® Tris-HCl K ptipravé SEDS, pufru TE a
aminomethan hydrochlorid TBS, slozka kinazova reakce
in vitro
Tryptone Oxoid K pfipravé LB média
Tween 20 Sigma-Aldrich® K ptipravé TBS-T, slozka

reak¢ni smési na koloniovou
PCR

Tabulka €.6: Seznam pouzitych chemikalii.

4.1.5 Kaultivaéni pidy a média

Kultivace S. pneumoniae

S. pneumoniae byl kultivovan staticky pfi 37 °C v tekutém nebo pevném médiu.
Nasledujici tabulka ¢.7 shrnuje jednotlivé ptidavky pouzité na vyrobu 1 1 média. Celkového
objemu bylo dosazeno pfidanim destilované vody. Pti ptipravé pevnych pad byl do média
pfidan 1,5 % agar. Selekéni média vznikly pfidanim 15 % sachar6zy nebo ptislusného ATB do
média pii 45 °C. Koncentrace jednotlivych pouzitych ATB pro selekci S. pneumoniae je
uvedena nasledovné: kanamycin (200 pg/ml) a tetracyklin (2,5 pg/ml). Na zavér bylo médium

sterilizovano v autoklavu.
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TSB médium (Oxoid)
Kompetenéni médium
TSB
Krevni agar
(LabMediaServis)

Gelodza

30 g TSB (Tryptic soy broth)
TSB médium + 10 ml 0,1mM CaCl,, 25 ml 8 % BSA, vysledné pH 8

Columbia agar s pfidavkem 5 % defibrilované berani krve

Glukéza (1 g), NaCl (5 g), neopepton (5 g), Tris-base (1,25 g), casiton (10 g), agar
(10g)

Tabulka ¢.7: Seznam pouzitych kultiva¢nich puad S. pneumoniae.

Kultivace E. coli

E. coli byla kultivovana v tekutém médiu za aerobnich podminek pti 37 °C za stalého

ttepani. Kultivace probihala v LB médiu, jehoZ sloZeni uvadi néasledujici tabulka €.8. Jednotlivé

sloZzky média byly doplnény destilovanou vodou na vysledny objem 1 1 a takto pfipravené

médium sterilizovano v autokldvu. Pfiprava selekéniho média se uskutecnila pfidanim

prislusného ATB ze zasobniho roztoku na finalni koncentraci: kanamycin (25 pg/ml) nebo

ampicilin (100 pg/ml).

LB médium

NaCl (10 g), kvasinkovy extrakt (5 g), tryptone (10 g), vysledné pH 7,5

Tabulka ¢.8: Seznam pouzitych kultiva¢nich pid E. coli.

4.1.6 Pouzité roztoky a pufry

Agarézovy gel k pripravé mikroskopickych preparati

90 mg agardzy bylo povafenim rozpusténo v 9 ml PBS pufru (tabulka ¢.9) za vzniku

1 % agardzy v PBS.

PBS pufr o objemu 11

NaCl (8 g), KC1 (0,2 g), Na;HPO4.7H20 (2,68 g), KH,PO4 (0,24 g), vysledné pH
74

Tabulka ¢.9: Priprava PBS pufru

DNA agarozovy gel

Agar6za byla povarenim rozpusSténa v TAE pufru (tabulka ¢.10) dle poZzadované

koncentrace.

TAE pufr

40 mM Tris, 2 mM EDTA, vysledné pH 8,5

Tabulka ¢.10: Pfiprava TAE pufru

Izolace chDNA u S. pneumoniae

DCNa-SDS
NaCl-EDTA
SEDS NaCl-EDTA
TE pufr

0,25 % SDS, 0,5 % deoxycholat sodny
150 mM NaCl, 30 mM EDTA, vysledné pH 8,0
1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCIl, DCNa-SDS (24:1), vysledné pH 8,0
1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI, vysledné pH 8,0

Tabulka ¢.11: Priprava roztoki a pufri pro izolaci chDNA S. preumoniae.
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Purifikace proteinii s Flagovou kotvou pomoci Anti-FLAG znacenych magnetickych

kulié¢ek

TBS pufr 50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, vysledné pH 7,4
SDS pufr 2x 125 mM Tris-HCI, 4 % SDS, 20 % glycerol, 0,004 % bromfenolova modt,
vysledné pH 6,8
Tabulka ¢.12: PFiprava roztoki a pufri pro purifikaci proteinii s FLAG kotvou pomoci Anti-FLAG

znacenych magnetickych kulicek.

Purifikace proteinu s histidinovou zna¢kou pomoci NI-NTA agarézy

Lyza¢ni pufr 50 mM Na,H,PO4, 300 mM NacCl, 10 mM imidazol, vysledné pH 8

Promyvaci pufr 50 mM Na,H,PO4, 300 mM NacCl, 20 mM imidazol, vysledné pH 8

Eluéni pufr 50 mM Na;H,PO4, 300 mM NacCl, 250 mM imidazol, vysledné pH 8
Dialyza¢ni roztok 25 mM Tris, 100 mM NaCl, vysledné pH 7,5

Tabulka ¢.13: Piiprava roztokii a pufri pro purifikaci proteini s histidinovou kotvou pomoci NI-NTA
agarozy.

Pi'enos proteinii na membranu a imunodetekce

Amidova Cernl 40 % metanol, 10 % kyselina octova, 0,1 % amidova ¢ern

Blokovaci pufr 5 % BSA, TBS-T pufr

Blotovaci pufr 48 mM Tris, 39 mM glycin, 0,0375 % SDS, 20 % methanol
Dezintegra¢ni pufr 10 mM Tris, 100mM NaCl, vysledné pH 7,5

Roztok TBS-T 0,05 % Tween-20, 137mM NaCl, 20mM Tris, vysledné pH 7,6

Tabulka ¢.14: Priprava roztoki a pufri pro prenos proteinii na membranu s naslednou imunodetekci.

SDS-PAGE gel

Délici gel o objemu 20 ml 15 %
30 % akrylamid 10 ml
1,5M Tris pH 8,8 5 ml

10 % SDS 200 pl

10 % APS 200 pl
TEMED 20 pl
H,O 4,6 ml

Zaostrovaci gel o objemu 6 ml 4%

30 % akrylamid 800 pl
0,5M Tris pH 6,8 1,5 ml
10 % SDS 60 ul

10 % APS 60 ul
TEMED 7,5 ul
HO 3,6 ml

Tabulka €.15: Priprava SDS-PAGE gelu.
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SDS-PAGE elektroforéza

Elektroforeticky pufr 0,025 mM Tris, 0,192 M glycin, 0,1 % SDS, vysledné pH 8,3
SDS pufr 5x 15 % SDS, 20% glycerol, 25 % B-merkaptoethanol, bromfenolova modt, 350 mM
Tris, vysledné pH 6,8
Tabulka €.16: Priprava roztoki a pufri pro SDS-PAGE elektroforézu.

4.1.7 Enzymy

V tabulce ¢.17 a 18 jsou uvedeny pouzité modifikacni a restrik¢ni enzymy. Reakéni

podminky u vSech enzymt byly nastaveny dle doporuceni vyrobce.

Modifikaéni enzymy

Enzym Firma

Benzonaza Merck

Pfu ultra HF DNA polymeraza Agilent

Phusion polymeraza New England Biolabs

Proteinaza K Roche

Purple Taq polymeraza Top Bio

T4 DNA ligaza Fermentas

Tabulka €.17: Seznam modifikacnich enzymi

Restrikéni enzymy

Enzym Firma Zasahové msto
BamHI1 New England BioLabs G/GATCC
Dpnl New England BioLabs GA/TC
EcoRI-HF New England BioLabs G/AATTC
Ndel New England BioLabs CA/TATG
Notl-HF New England BioLabs GC/GGCCGC
Pvul-HF New England BioLabs CGAT/CG
Spel-HF New England BioLabs A/CTAGT
Xhol New England BioLabs C/TCGAG

Tabulka ¢.18: Seznam pouzZitych restrikénich enzymi.
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4.1.8 Pouzité laboratorni pristroje

Centrifugy:

e Centrifuge 5417C
e UNIVERSAL 320 R (Hettich®)

Cyklery:

e BIOER (GenePro)
e Mastercycler gradient (Eppendorf)

Elektroforézy:

e ATTO (Atto)
e OWL EASYCAST™ B1A (ThermoScientific)

Spektrofotometry:

e DU-730 Life Science UV/Vis Spectrophotometer (Beckman Coulter)
e Evolution™ 201/220 UV-Visible Spectrophotometer (Thermo Scientific)
e NanoDrop™ Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific)

e Prim'Light (Secomam)

e Sartorius-laboratory (Sartorius)

e Sartorius-handy (Sartorius)

Vodni lazné:
e Julabo 7A, 5M, U3 (Julabo)
Ostatni pristroje:
e Dezintegrator bun¢k: FastPrep FP120 (ThermoSavant)
e Dokumentace agar6zovych gelti: G:Box Chemi XRQ instrument (SynGene)
e Dokumentace mikroskopickych snimkia: Olympus FV2T Digital B/W Fireware
Camera (Olympus)
e Mikroskop: Olympus CellR IX 81 microscope (Olympus)
e Magnetickd michacka (ThermoScientific)
e Ttepacka: Innova®42 — Incubator Shakers Series (New Brunswick Scientific)

e Kyvacka: ProBlot™ Rocker 25 (Labnet)
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e Rotator: Bio RS-24, Mini-rotator (Biosan)

e Suchy termostatovany blok: ThermoStat Plus (Eppendorf)

e Vortex: VX-200 Lab Vortexer Vortex Mixer (Labnet)

e Zarizni pro Western Blot: GEL BOX, VERTICAL BLOTTER (Labnet)

4.1.9 Pouzité laboratorni programy a softwary

Program/Software Pouziti
CellR Version 2.0 software Software pro vizualizaci obrazu z kamery FV2T
Digital B/'W
DNA STAR Lasergene, verze 8.1 Program k sestavovani genetickych map
GraphPad Prism, verze 3.0. Program umoziujici statistickou analyzu velikosti

bunék, pfipravu grafii

Imagel Program k uprave obrazkt
MicrobeTrackerSuite, verze 0.937 Program k méteni velikosti bun¢k
Quantity One software, verze 4.6.3 (Bio-Rad) Software pro analyzu signalu imunodetekei

Tabulka ¢.19: Seznam pouzitych laboratornich programu a softwari.

4.1.10 Pouzité standardy a komerc¢ni soupravy

Komer¢ni soupravy/Standardy Pouziti
Amersham™ Protran® Premium 0.45 NC nitrocellulose Membréna slouzici k pfenosu proteint
Western blotting membrane z polyakrylamidového gelu
Min EluteTM Reaction Cleanup Kit Kit k pfecisténi fragmentt DNA po prob&hlé PCR
(Qiagen) reakci
Pierce® BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific) Stanoveni koncentrace proteint
QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen) Kit k izolaci DNA z agar6zového gelu
QIAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen) Kit k izolaci plasmidové DNA
QuikChange® II SiteDirected Mutagenesis Kit Mistné specifickd mutageneze
(Stratagene)
WesternBright ECL HRP substrate (Advansta) Substrat k vyvolani chemiluminiscen¢niho

signalu pfi imunodetekci
WesternBright Sirius HRP substrate (Advansta) Substrat k vyvolani chemiluminiscen¢niho

signalu pfi imunodetekci

Color Prestained Protein Standard Broad Range (New Proteinovy standard
England BioLabs) (11-245 kDa)
GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo DNA standard
Scientifis) (75-20000 pb)

Tabulka ¢.20: Seznam pouZitych standardi a komer¢nich sad.
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4.1.11 PouZité protilatky

Protilatka Firma Typ Redéni Pouziti
protilatky
Anti-FLAG F7425 Sigma-Aldrich®. Primarni 1:10 000 Krali¢i protilatka proti FLAG-
epitopu
Anti-GFP Santa Cruz 1:10 000 Monoklonalni mysi protilatka
Biotechnology konjugovana s kienovou

peroxidazou proti GFP
Anti-His Sigma-Aldrich®. 1:25 000 Monoklonalni mysi protilatka
A7058 konjugovana s kienovou

peroxidazou proti poly-His

Anti-P-Thr Cell Signalling Primarni 1:50 000 Polyklonalni kralic¢i protilatka
Technology proti P-Thr
Anti-Rabbit IgG- Sigma-Aldrich®. Sekundarni 1:5000 Protilatka proti krali¢imu [gG
PEROXIDASE konjugovana s kienovou
A0545 peroxidazou

Tabulka ¢.21: Seznam pouZitych protilatek.

4.2 Metody

4.2.1 Manipulace s DNA

Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova ftetézova reakce slouzila k ovéfovani modifikace genomu
ptipravovanych kmenti a k amplifikaci fragmentl pii konstrukci plasmida. Oligonukleotidy
pouzité v reakci byly navrzeny v programu SeqBuilder (Lasergene) a pfipraveny firmou Sigma-
Aldrich®. Seznam téchto oligonukleotidl je uveden v tabulce €. 5, zaroven je u kazdého z nich
uvedena jeho blizsi specifikace. Polymerazy pouzité v této reakci byly dvojiho typu.
Pro kontrolni PCR reakce slouzici k ovéteni spravnosti piipravovanych konstruktti byla pouzita
Purple Taq polymeraza (Top Bio). Tato polymerdza neni schopna opravovat chyby vzniklé pti
amplifikaci DNA, vyhodou je vSak jeji vysoka enzymaticka aktivita a nizk4 cena. Polymerazy
Pfu ultra HF DNA polymeraza (Agilent) a Phusion polymerdza (New England Biolabs) byly
pouzity pro klonovaci ucely pti konstrukcich plasmida, tyto polymerazy se vyznacuji vysokou
pfesnosti zamezujici tak vzniku chyb v pribéhu amplifikace DNA. SloZeni reakéni smési a
podminky amplifikace PCR reakce byly dodrzeny dle pokynli vyrobce. Reakéni smés vzdy
obsahovala jednu z uvedenych polymerdz a k ni pfislusny pufr, dNTP mix o koncentraci
10 mmol/l a patfi¢né oligonukleotidy ,,forward a reverse* o koncentracich 10 uM. Templatem

do reakce byla chDNA nebo DNA plasmidi. Pro ovéieni vlozeni ¢i odstranéni konstruktu do
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chromozomu S. pneumoniae byla pouzivana metoda koloniové PCR, templatem do reakce byla
v tomto piipad¢ sterilni klickou odebrand ¢ast kolonie narostld na pevném médiu nebo 1 pl
tekuté kultury odebrané ze zasobni konzervy ulozené v-80 °C. Do této reakce byl navic ptidan

10 % Tween 20 pro lepsi dezintegraci bunék.

Elektroforéza v agarozovém gelu, izolace z gelu

K separaci DNA fragmentii v agar6zovém gelu byla pouzita horizontalni agardézova
elektroforéza. Agar6zovy gel o hmotnostni koncentraci 0,8 % byl pfipraven smichdnim 0,32 g
agarozy spolu s 40 ml TAE pufru a nasledné povatren. K rozvarenému agar6zovému gelu byl
poté pfidan Red Gel (Roche), diky némuz dochézi ke zviditelnéni jednotlivych DNA fragmentt
pod UV svétlem a nanesen do formy s hiebinkem. Ztuhly gel spolu s nosnou deskou byl poté
ptenesen do aparatury pro DNA elektroforézu, kde byl ponofen do TAE pufru. Do jamek
vytvotenych pomoci hiebinku byl néasledn¢ nandSen vzorek pfipraveny smichanim s Gel
Loading Dye Purple 6x (New England Biolabs). Rozdéleni DNA fragmentd v agar6zovém gelu
probihalo pfi napéti 95 V po dobu 1 hodiny. Jako standart k uréeni velikosti fragmentt byl
pouzit GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo scientifict). Separovana DNA byla nasledné
vizualizovana pod UV svétlem a v pripadé potteby dale izolovana z gelu. Izolace z gelu
probihala podle pokynl vyrobce dle komeréni sady QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen).
Specificky PCR produkt byl piipadné piecistén pomoci dalsi komeréni soupravy Min Elute™
Reaction Cleanup Kit (Qiagen).

Mistné specificka mutageneze

Tato metoda slouzila k zavedeni bodové mutace do pfesné uréeného mista genové
sekvence kodujici protein Spr0175. K vytvoreni konstruktu se zavedenou mutaci byla pouzita
komer¢ni souprava QuikChange® II SiteDirected Mutagenesis Kit (Stratagene) a podminky
reakce byly dodrzeny dle doporuceni vyrobce. Mutace byla do genové sekvence vpravena
metodou zaloZzenou na PCR. Obé¢ vldkna plasmidu byla amplifikovana pomoci oligonukleotida
navrzenych tak, aby byly vzdjemné komplementarni a nesly poZadovanou mutaci. Seznam
oligonukleotidl je uveden v tabulce ¢.5. Po amplifikaci se v reakéni smési nachazela jak nové
vytvofend mutovana DNA, tak plvodni DNA nemutovani. K néslednému odstranéni
ptvodniho matefského vlakna byl pouzit restrikéni enzym Dpnl §tépici metylovanou DNA.
Nové vytvorené vlakno se zavedenou mutaci je vici degradaci inertni, jelikoZ neobsahuje
metylace. Pfipraveny mutovany plasmid byl poté transformovan do E. coli a vytvofend zaména
ovéfena sekvenaci. V mé préci byla tato metoda pouzita pro mistné specifickou zaménu

threoninu 4 a 7 za alanin.
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Izolace chDNA S. pneumoniae

Bakterialni kmen o objemu 200 pl byl zaockovan do 10 ml TSB média. V exponencialni
fazi ristu byla narostla bakterialni kultura (ODsoo = 0,8) centrifugovana (10 min/5000 rpm) a
vznikl4 peleta vysuSena. Pelet byl nasledn€ resuspendovan ptidanim 250 pl SEDS a inkubovéan
pti 37 °C po dobu 20 min, dokud nedoslo k tplné lyzi bunék. Ke vzorku bylo poté ptidano 5 ul
proteiny degradujici proteinazy K (2 mg/ml) a vzorek inkubovan pii 56 °C po dobu 15 min.
Dals§im krokem bylo ptidani 250 pl pufru TE a 500 ul fenol/chloroformové smési (1:1). Vzorek
byl promichan pteklapénim v ruce a centrifugovan (10 min/13000 rpm). Vrchni vodné ¢ést
nemisitelnych fazi byla pfenesena do novych zkumavek a doplnéna o 500 pl chloroformu. Cela
smés byla opét promichdna a centrifugovana (10 min/13000 rpm). Stejné jako v predchozim
kroku byla vodna faze odebrana a po pieneseni do nové zkumavky doplnéna o 50 pl 3M NaOAc
a 500 pl izopropanolu, ¢imz doslo k vysrazeni chDNA. Nasledovalo opétovné promichéani
vzorku s naslednou centrifugaci (10 min/13000 rpm). Peleta na dné zkumavky byla vysusena a
promyta 400 ul 80 % EtOH. Vzorek byl znovu centrifugovan (5 min/13000 rpm) a peleta
vysuSena odstranénim EtOH. Vysledny vzorek obsahujici chDNA byl rozpustén ve 100 pl H20.

Izolace plasmidové DNA
Plasmidovd DNA byla izolovana z bun¢k E. coli. Kultura E. coli byla nejprve

zaoCkovana do 10 ml LB média a doplnéna o antibiotikum, jehoz rezistence byla kdédovana na
plasmidu a za stalého tfepani pii 37 °C inkubovana ptes noc. Pro néaslednou izolaci plasmidu

byla pouzita komercni souprava QIAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen) podle pokynti vyrobce.

Stépeni DNA restrikénimi endonukleazami

Restrikéni endonukleazy rozpoznavaji specifickou sekvenci na DNA, kterou S$tépi
v mist¢ vazby deoxyribozy a fosfatového zbytku na obou fetézcich najednou. Reakéni
podminky enzymii pfipravenych firmou New England Biolabs byly dodrzeny dle pokynt
tohoto vyrobce. Piehled pouzitych enzymi je uveden v tabulce ¢.17. Fragmenty vzniklé timto
Stépenim byly definovany velikostné a mély konkrétné definované konce. V piipad¢ potieby
pak byla reak¢ni smés rozdélena pomoci DNA agarozové elektroforézy pro kontrolu $tépeni
nebo byla DNA izolovana z gelu pomoci komeréniho soupravy QIAquick® Gel Extraction Kit

(Qiagen) ¢&i rovnou piecisténa pomoci sady Min Elute™ Reaction Cleanup Kit (Qiagen).
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Ligace

Tato metoda byla vyuzita ke spojovani fragmentii DNA s klonovacimi vektory pii
konstrukcich plasmida. Ligace molekul DNA byla provadéna ve 20 pul za dodrzeni molarniho
poméru mezi vektorem a fragmentem 1:2. Reakéni smés obsahovala 2 pl T4 DNA ligdzy a 2 pl
odpovidajiciho liga¢niho pufru (10X T4 DNA Ligase buffer (Fermentas)). Reakce probihala
pii 22 °C po dobu 1 hodiny.

4.2.2 Manipulace s proteiny

Izolace proteinii — mechanick4 dezintegrace bunék pro frakcionaci

Pro izolace proteini z bakterie S. pneumoniae byla pouzita metoda mechanické
dezintegrace bunck pomoci pfistroje FastPrep FP120 (ThermoSavant). Nejprve bylo 200 pl
bakterialni kultury S. pneumoniae zaockovano do 10 ml TSB média a celd smés kultivovana
pii 37 °C. Narostlad kultura o ODsoo = 0,4 byla centrifugovana (5 min /4 °C), supernatant
odstranén a peleta vysuSena. Peleta byla nasledné resuspendovéana ve 300 pl dezintegra¢niho
pufru a obohacena pfidanim 4 pl inhibitoru proteaz a 0,5 pl benzonazy. Cely objem byl pak
pteveden do specidlnich mikrozkumavek obsahujicich sklenéné kulicky a nésledné vlozen do
piistroje Fast Prep FP120, kde byly bunky mechanicky dezintegrovany rychlosti 4,5 m/s
po dobu 20 sekund. Tento cyklus se opakoval 4x. Mezi jednotlivymi cykly homogenizace bylo
nutné mikrozkumavky chladit 2 minuty na ledu, aby nedoS$lo k pfehtati vzorku. Po rozbiti bun€k
nasledovala centrifugace (5000 rpm, 10 min, 4 °C) a supernatant (bezbunéény extrakt) byl

pfeveden do nové zkumavky a uchovan piti -20 °C.

Priprava rychlych proteinovych vzorkii-chemicka dezintegrace bunék

Z exponencionalné rostouci kultury S. preumoniae bylo odebrano takové mnozstvi, jenz
odpovidalo poméru 1 ml kultury o ODsoo = 0,4. Toto mnozstvi bylo dale centrifugovano
(2 minuty, 13000 rpm) a oddéleny supernatant odstranén. Vznikla peleta byla nésledné
resuspendovana ve 20 pl roztoku SEDS a inkubovana ve vodni lazni po dobu 10 minut, dokud
nedoslo k 1yzi bunék. V dalSim kroku byl k suspenzi ptidan 2 x koncentrovany denaturacni pufr
o objemu 20 pl a vzorek vaten pii 100 °C po dobu 5 minut. Izolované proteiny byly uchovany

pfi teploté -20 °C nebo déle analyzovany metodou 1D SDS-PAGE.
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Polyakrylamidova gelova elektroforéza v pritomnosti SDS

SDS-PAGE gelova elektroforéza je metoda, ktera v této praci slouzila k rozdéleni
proteinil v elektrickém poli na zakladé jejich molekulové hmotnosti. Do sestavené aparatury
pro elektroforézu byl nejprve nalit elektroforeticky pufr, do kterého byl umistén pfedem
ptipraveny SDS-PAGE gel. Zkoumané vzorky pro SDS-PAGE elektroforézu byly pfipraveny
smichanim s vzorkovym pufrem a vaieny 5 minut pii 100 °C. Z gelu byl poté vytazen hiebinek,
jenz vytvoril uzké jamky, do kterych byl nanesen vzorek v objemu 15 pl. Aparatura pro
elektroforézu byla néasledné¢ doplnéna o elektroforeticky pufr, uzaviena vikem a spusténa
piinapéti 15 V/em? do doby, nez doslo k dostate¢nému rozdéleni proteinii na zakladd

viditelného standardu.

Pienos proteinii na membranu (,, Western Blot*) s naslednou imunodetekci

Po imunodetekci proteinti rozdélenych na polyakrylamidovém gelu, bylo tfeba tyto
proteiny pfevést na membranu. Do elektroblotovaci aparatury GEL BOX, VERTICAL
BLOTTER (Labnet) byl nejprve nalit blotovaci puft, do kterého byl poté umistén dle pokynli
vyrobce sendvi¢ sloZzeny mimojiné z polyakrylamidového gelu a nitrocelulozové membrany
Amersham™ Protran® Premium 0.45 NC, na kterou mély byt proteiny pievedeny. Samotny
pfenos proteinii probihal po dobu 45 minut pfi 360 mA metodou mokrého elektroblotu.
Imunodetekce proteinti pievedenych na membranu probihala v zavislosti na pouZité protilatce.
Detekce chemiluminiscenéniho signalu byla provedena pomoci pfistroje G:Box Chemi XRQ
instrument (SynGene). V nasledujicich tabulkdch jsou uvedeny konkrétni postupy pro

jednotlivé pouZité protilatky.

Detekce Anti-P-Thr

Blokace membrany 5 % BSA v TBS-T, 30 minut
Primarni protilatka Ant-P-Thr (Cell Signalling Technology), 1:70000 v 1 % BSA v TBS-T
Promyti 3 x 10 minut v TBS-T
Sekundarni protilatka Anti-Rabbit IgG-PEROXIDASE A0545 (Sigma), 1:5000 v TBS-T, 1 hodinu
Promyti 3 x 10 minut v TBS-T
ECL substrat WesternBright ECL HRP substrate (Advansta) / WesternBright Sirius HRP

substrate (Advansta)
Tabulka ¢.22: Detekce Anti-P-Thr protilatkou
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Detekce Anti-Flag

Blokace membrany 5 % BSA v TBS-T, pfes noc
Primarni protilatka Anti-FLAG F7425 (Sigma),
1:10000 v 1 % TBS-T, 2 hodiny
Promyti 3 x 10 minut v TBS-T
Sekundarni protilatka Anti-Rabbit [gG-PEROXIDASE A0545 (Sigma), 1:10000 v TBS-T, 1 hodinu
Promyti 3 x 10 minut v TBS-T
ECL substrat WesternBright ECL HRP substrate (Advansta)

Tabulka ¢.23: Detekce Anti-FLAGprotilatkou

Detekce Anti-His

Blokace membrany 5 % BSA v TBS-T, pies noc
Protilatka Anti-His A7058 (Sigma),
1:25000 v 1 % BSA v TBS-T, 1 hodinu
Promyti 3 x 10 minut v TBS-T
ECL substrat WesternBright ECL HRP substrate (Advansta)

Tabulka ¢.24: Detekce Anti-P-His protilatkou

Detekce Anti-GFP

Blokace membrany 5% BSA v TBS-T, 1 hodinu
Protilatka Anti-GFP (Santa Cruz Biotechnology) 1:10000 v 1 % BSA v TBS-T, pfes noc
Promyti 3 x 10 minut v TBS-T
ECL substrat WesternBright ECL. HRP substrate (Advansta)

Tabulka ¢.25: Detekce Anti-GFP protilatkou
Exprese protinii Fizena IPTG inducibilnim promotorem

Exprese rekombinantnich proteint ptislusnych kment E. coli byla navozena piidavkem
induktoru exprese IPTG. Jednotlivé kmeny E. coli byly nejprve kultivovany za stalého ttepani
(200 rpm, 37 °C) v 10 ml LB média s ptidavkem ATB. Druhy den bylo z pfes noc narostlé
kultury odebrano mnozstvi odpovidajici 2,5 ml a toto mnoZzstvi pteo¢kovano do 50 ml LB
média s pfislusnym ATB. Kultura byla nasledné tfepana (200 rpm) pii 37 °C az do ODeoo = 0,5
- 0,7. Z takto narostlé kultury byl odebran kontrolni vzorek o objemu 1 ml, ktery reprezentoval
stav pred indukci exprese rekombinantniho proteinu. V dal§im kroku byl ke kultufe ptidan
0,5mM IPTG, ¢imZ doSlo k navozeni indukce exprese proteinu Spr0175 kdédovaného na
plasmidu pod IPTG inducibilnim promotorem. Poté byla kultura ttepana (200 rpm) za sniZzené
teploty 30 °C. Vzorky pro kontrolni detekci o objemu 1 ml byly odebirany po 2, 3 a 4 hodinach
po piidani IPTG. Cela kultivace byla ukoncena centrifugaci (4000 g, 20 minut, 4 °C) a vznikla
peleta dikladn€ vysusena. Jednotlivé kontrolni vzorky byly centrifugovany (13000 g, 2 minuty)

a vzniklé pelety resuspendovany v 50 pl 1 x SDS vzorkovém pufru a povafeny 5 minut pii
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100 °C. Takto ptipravené vzorky byly zkontrolovany na 1D SDS-PAGE gelu Coomassie Blue

barvenim a imunodetekci pomoci Anti-His protilatky.

Izolace proteinti pomoci pristroje ,,French Press a metodou sonikace

Pelet bakteridlnich bunék pfipraveny v pfedchozim odstavci byl zpracovan pomoci
pristroje ,,French Press* nebo metodou sonikace. Nejprve byly buiiky v peleté resuspendovany
v 5 ml lyza¢niho pufru a suspenze doplnéna o ptidavek 50 pl inhibitoru proteaz (fedéni 100 x)
a 1 pl benzonazy. Povrchové bakterialni struktury byly v nasledném kroku rozruseny
2 zpisoby: pomoci tlaku pfistoje ,,French press* nebo sonikaci, kde doslo k rozruSeni bunécné
stény pomoci pulzl ultrazvukovych vin. Dezintegrované bakterialni buiiky byly centrifugovany
pfi 10000 g po dobu 20 min pii 4 °C a rozpustnad frakce znacend jako ,,R*“ odd€lend od
nerozpustné frakce znacené ,,N*. Frakce N obsahovala necistoty s inkluznimi télisky, zatimco
frakce R bilkoviny v nativnim stavu. Z obou frakci byl odebran kontrolni vzorek o objemu 5 pl,
resuspendovan s 5 pl 2 x SDS vzorkového pufru, povafen 5 minut pii 100 °C a zkontrolovan

na 1D SDS-PAGE gelu Coomassie Blue barvenim a imunodetekci pomoci Anti-His protilatky.

Purifikace proteinii pomoci Anti-FLAG protilatky imobilizované na magnetickych
kuli¢kach

Proteiny oznacené FLAG-epitopem byly z proteinového lyzatu purifikovany pomoci
Anti-FLAG protilatky imobilizované na magnetickych kulickach (Anti-FLAG M2 Magnetic
Beads (Sigma-Aldrich®)) dle nasledujiciho postupu. Do 1,5 ml zkumavky bylo pfeneseno
40 ul Anti-FLAG protilatkou znacenych magnetickych kulic¢ek a toto mnoZzstvi ekvilibrovano
promytim v TBS pufru. Po odstranéni TBS pufru byl k magnetickym kulickdm ptidan
proteinovy lyzat a cela smés byla pfes noc michana na automatickém rotatoru pii 4 °C. Proteiny
znacCené epitopem FLAG vytvorily komplex s protilatkou Anti-FLAG imobilizovanou na
magnetickych kuli¢ach, zatimco neznacené proteiny zustaly volné¢ ve smési. Nasledujici den
byl vzorek vloZzen do magnetického separatoru, kde doslo k zadrzeni magnetickych kuli¢ek na
sténé zkumavky a supernatant s nenavazanymi proteiny byl odebran a oznacen jako frakce
Hfluat“. Vzorek byl nasledné 3 x promyt pomoci TBS pufru. Jednotlivé odebrané frakce byly
nazvany ,,wash*. Eluce proteinti byla navozena povafenim vzorku v 2 x SDS vzorkovém pufru
3 minuty pii 100 °C. Vzorek byl poté opét vlozen do magnetického separatoru a vznikla frakce
odebrana jako frakce ,,eluat”. Tato frakce obsahovala proteiny znacené FLAG-epitopem. Pro
kontrolu frakce ,,fluat a ,,wash* bylo odebrano 20 pl vzorku a toto mnozstvi smichdno s 4 ul
5 x SDS vzorkového pufru. Vzorky byly poté povaieny (5 min 100 °C) a purifikované proteiny
separovany pomoci 1D SDS-PAGE.
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Purifikace proteini pomoci Ni-NTA agarozy

Proteiny oznacené histidinovou znackou byly purifikovany skrze Ni-NTA agar6zu
(Qiagen) dle nasledujiciho postupu. Proteinovy lyzat o objemu 5 ml byl aplikovan do uzaviené
kolonky naplnéné Ni-NTA agardzou a otd¢en pomoci automatického rotatoru po dobu 1 hodiny
pti 4 °C. Po uplynuti stanovené doby byla spodni ¢ast kolonky uvolnéna a lyzat pisobenim
gravitace protekl. Histidinové zbytky v proteinové sekvenci nachazejici se v fadé za sebou
interaguji s iontem kovu navazaném na sorbentu imobilizovaném na agarozovém nosici, kde
tvoii komplex a zustavaji tak zadrzeny v kolonce. Proteiny neobsahujici histidinovou sekvenci
protekly skrze kolonku a byly jiméany jako frakce ,,fluat®. Komplex s navazanymi proteiny byl
nasledné proplachnut promyvacim pufrem (50 mM Na;HoPO4, 300 mM NaCl, 20 mM
imidazol, pH 8) (3 x 2,5 ml) a jimané frakce uchovdny na detekci obsahu zbytkovych
nenavazanych bilkovin jako frakce ,,wash“. Uvolnéni navazanych bilkovin z komplexu bylo
provedeno pomoci elu¢niho pufru (50 mM NazH2PO4, 300 mM NaCl, 250 mM imidazol, pH 8),
ktery byl ptidan v objemu 1 ml a to opakované 4 x. Vesker¢ frakce nazvané ,,eluat™ obsahujici
proteiny znacené histidinovou znackou byly opét uchovavany. Z kazdé frakce bylo nasledné
odebrano 20 pl vzorku a toto mnoZstvi smichdno s 4 pul 5 x SDS vzorkového pufru. Vzorky
byly poté povafeny (5 min 100 °C) a exprese pfisluSnych rekombinantnich proteini byla

zkontrolovana pomoci 1D SDS-PAGE.

Dialyza purifikovanych blkovin

Dialyza slouzila k oddéleni anorganickych soli a jinych nizkomolekularnich latek od
purifikovanych bilkovin. Do dialyza¢ni kazety (Thermo scientific, kat. ¢.: 1060) o objemu 0,5
az 3 ml byl proteinovy vzorek vpraven injek¢ni stiikackou. Samotna dialyza probihala ve
vychlazeném dialyza¢nim pufru (25 mM Tris, 100 mM NacCl, vysledné pH 7,5) o objemu 1 litr
za stalého otaceni kazety po dobu 1 hodiny, poté byl cely objem dialyza¢niho roztoku vyménén
za Cisty pufr a vzorek dialyzovan ptes noc pfi 4 °C. Réno byl dialyzacni pufr opét vyménén a
vzorek dialyzovan po dobu jesté jedné hodiny. Z dialyzacni kazety byl vzorek vytaZzen pomoci
injek¢ni stiikacky a doplnén glycerolem do vysledné koncentrace 5 %. Purifikované bilkoviny

byly rozdéleny po malych objemech do 1,5 ml zkumavek a uchovany v -80 °C.

Stanoveni koncentrace proteint

Pro stanoveni koncentrace proteinii byla pouzita komeréni souprava Pierce™ BCA
Protein Assay Kit (ThermoFisher Scientific) a provedeni této metody dodrzeno dle pokynti
vyrobce. Principem této metody je uvolnéni iontli médi Cu®" po reakci s peptidovou vazbou
stanovovanych proteinii. Takto uvolnéné ionty meédi tvoifi komplex s kyselinou
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bicinchoninovou (BCA) za vzniku zbarveni, jenz je méfeno spektrofotometricky pii vinové
délce 562 nm. Vyslednd koncentrace proteinu byla ziskdna prolozenim kalibracni kiivky
(sestavené na zakladé zndmych koncentraci BSA dle pokynii vyrobce) piimkou, diky niz byla

ziskéana rovnice regrese, ze které byla dopoctena koncentrace métrenych proteinti ve vzorcich.

In vitro kinazova reakce

Pro in vitro prikaz fosforylace proteinu SprO175 proteinkinazou StkP byly
vypurifikované rekombinantni fuzni proteiny His-Spr0175 a Spr0175-His testovany v in vitro
kindzové reakci. Reakéni smés byla pfipravena smichanim: 250 mM Tris-HCl pH 7.5,
250 mM NaCl, 50 mM MnCl,, 20 mM DTT, 2 mM EDTA, 0,25 pg kindzové domény StkP
(KD) a vzorku, ktery obsahoval 1 pg testovanych proteini. Reakce byla provedena také s
dvojnasobnym mnozstvim KD a purifikovanych testovanych proteint: 0,5 pg KD a 2 pg
proteinu. P¥idanim 100 pM neznateného ATP nebo radioaktivné znageného [y->*P] ATP k
reakéni smési doslo k nastartovani kinazové reakce. Reakce probihala ve 37 °C a po 15
minutach byla ukon¢ena ptfidanim 5 x SDS vzorkového pufru. Vzorky byly nasledné povareny
5 minut pfi 100 °C a elektroforeticky rozdéleny. Vizualizace fosforylace byla na zaklad¢
pouzitého ATP provedena bud’: pomoci imunodetekce protilatkou proti fosfothreoninu (Anti-
P-Thr), a nebo pomoci zachytu radioaktivniho zafeni na citlivou folii a nasledné vyhodnocena

na pfistroji Molecular Imager FX (Bio-Rad) a analyzovana v programu Quantity One 4.6.6.

4.2.3 Manipulace s S. pneumoniae a E. coli

Kultivace bunék S. pneumoniae

Kultivace bun¢k S. pneumoniae probihala v tekutém TSB médiu, kde bylo do 10 ml
TSB média zaockovano 200 pl z konzervy pozadovaného kmene o ODgoo = 0,4. Druhym
zpusobem byla kultivace na pevném médiu na miskach s krevnim agarem. Kultivace kmenti
rostoucich v tekutém médiu probihala staticky ve vodni 1azni vytemperované na 37 °C. Kmeny
rostouci na miskéach s krevnim agarem byly kultivovany ptes noc v termostatu pii 37 °C. Pro
indukci exprese proteinu Spr0175 ze zinkem indukovaného promotoru byl do média pfidan

v riznych koncentracich ZnSOs.

Priprava glycerolovych konzerv

Glycerolové konzervy byly vytvofeny smichdnim 250 ul 60 % glycerolu se 750 ul
bakterialni kultury narostlé do ODeoo = 0,3 - 0,4, pficemZ jednotlivé bakteridlni kultury byly
pfipraveny zaockovanim 200 pl zasobnich bun¢k (ODgoo =0,4) v 10 ml TSB média. Vytvorené

glycerolové konzervy jsou uchovavany pii teploté -80 °C.
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Méreni ristovych krivek

Samotnému meéieni predchazelo rozmrazeni konzerv testovanych kmenii uchovavanych
v-80 °C pii 4 °C. Poté bylo do 10 ml vytemperovaného TSB média zaockovano 200 ul kultury
z konzervy o ODsoo = 0,4. Promichana suspenze byla nasledné€ rozockovana v objemu 3,5 ml
do mérnych kyvet. Méteni optické denzity kultury probihalo automaticky kazdych 10 minut pfi
vlnové délce 600 nm (ODgoo) pomoci spektrofotometru Evolution™ 201/220 UV-Visible
(Thermo Scientific). Uvedené data z rtstovych kiivek byly ziskdny z celkového meéieni

trvajictho 600 minut, kde jednotlivé vzorky byly méfeny v duplikatech.

Transformace DNA do bunék S. pneumoniae

Pro transformaci bunék S. pneumoniae bylo nejprve pripraveno kompetencni médium
obsahujici 10 ml TSB média s pfidavkem 100 ul 0,1 M CaCl,, 67 ul NaOH a 250 pul 8 % BSA.
K 950 pl kompetenéniho média byl nasledné ptidan vybrany kmen S. pneumoniae o objemu
50 pl, 1 ul CSP (250 ng/ml) a 1 pg chDNA ¢i 20-100 ng plasmidové DNA nebo PCR produktu.
Transformacni smés byla nasledné inkubovéna pii 37 °C po dobu 2,5 hodiny. V dal$im kroku
byla transformaéni smés nafedéna dle fedici fady 0-107 a z kazdého fedéni odebrano 100 pl
smési, jenz bylo naneseno na Petriho misky a prelito gel6zou vytemperovanou na 50 °C. Redéni
0-10 obsahovalo navic antibiotikum kanamycin (200 pg/ml), nebo tetracyklin (2,5 pg/ml),
nebo sacharoza (15 %), ¢imZz byly transformanty na zékladé¢ vykazované rezistence
selektovany. Redéni 10*-10~ neobsahovalo selekéni slozky a slouzilo pouze ke kontrole
Zivotaschopnosti bun¢k. Misky s vysetou transformacéni smési byly nasledné inkubovany pres
noc pii 37 °C. Druhy den byly klony narostlé na gel6ze s ATB pfeockovany na misky s krevnim
agarem, jenz byly obohacené o pfislusny selek¢éni marker, ke kterému nesly transformanty
rezistenci. Nasledna kultivace probihala pfes noc pii 37 °C. Jednotlivé pozitivni klony byly
nasledujici den kultivovany ve 2 ml TSB média do hustého zdkalu a uskladnény v podobé

prekonzerv (250 ul 60 % glycerolu a 750 pl narostlé kultury) v-80 °C.

Kultivace bunék E. coli

Kmeny E. coli byly kultivovany pies noc pii 37 °C dvéma zplisoby: po zaockovani
bunék do tekutého LB média probihala kultivace za stalého tfepani, buiiky vyseté na pevné LB
médium byly inkubovany pii 37 °C staticky. Selekce kmenii E. coli probihala na miskach LB
agaru doplnéném o pfislusné ATB kanamycin (25 pg/ml) nebo ampicilin (100 pg/ml).
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Transformace DNA do bunék E. coli

K transformaci liga¢ni smési bylo pouzito 100 ul kompetentnich bunék E. coli DH5a,
zatimco k transformaci jiz ptipravenych vektori byly pouzity expresni buiky E. coli BL21.
Bunééné kultury byly uchovavany v laboratornim archivu pti -80 °C a pro transformaci DNA
rozmrazeny pii 4 °C. K bunécné kultufe byla nasledné ptidana liga¢ni smés ¢i smés z PCR
reakce v zavislosti na pozadované transformaci o objemu 10 pl a v§e bylo inkubovano 30 minut
pii 4 °C. Prijem plasmidové DNA byl poté usnadnén teplotnim Sokem, jenz byl navozen
vlozenim vzorku na 2 minuty do termoblocku vyhtatého na 42 °C s naslednou inkubaci na ledu
po dobu 1,5 minuty. V dal$im kroku byla suspenze bunc¢k doplnéna 900 pl LB média
vytemperovaného na 37 °C a inkubovana ve vodni lazni o teploté 37 °C po dobu 1 hodiny.
Smés obsahujici transformované buniky E. coli byla vyseta na Petriho misky s LB médiem

obsahujicim pfislusné ATB a inkubovana v termostatu pii 37 °C do druhého dne.

Mikroskopie

Samotné mikroskopii pfedchdzelo napéstovani bunécné kultury v TSB médiu do
optické hustoty 0,4. Mikroskopické preparaty byly ptipraveny nanesenim 2 ul vzorku z takto
narostlé kultury na kryci sklicko a toto mnozstvi poté ptrekryto pomoci agar6zového blocku.
Vzorek s zivymi buitkami byl nésledn€ pozorovan pomoci mikroskopu Olympus CellR IX 81
microscope (Olympus) s imerznim objektivem O2PH-UPLFLN/1.3 N.A. pii zvétSeni 100x. Do
podoby obrazka byly buiiky zaznamenany s pouzitim kamery Olympus FV2T Digital B/'W
Fireware (Olympus). Pro analyzu velikosti bun€k byly mikroskopické snimky potfizeny v
rezimu fazového kontrastu. Snimky byly poté nahrany do programu MicrobeTrackerSuite, jenzZ
dovede dle nastavenych parametri automaticky rozpoznat a zaznamenat velikosti bunck.
Vyhodnoceni takto naméfenych bunécnych délek probihalo v programu GraphPad Prism.
Tento program statisticky zhodnotil vyznamnost v rozdilu délek u jednotlivych méfenych
kmeni. Srovnani bylo vyneseno v grafické podobé¢ ve formé krabicovych grafi a vyznamnost
rozdilu bun&cnych délek urcena pouzitim neparametrického Mann Whitneyho testu na hlading
vyznamnosti p <0,05. Pro studium lokalizace proteinu SprO0175 byly mikroskopické snimky
pofizeny s pouZzitim filtru pro GFP a vysledné obrazky vytvofeny piekryvem fotografii
pofizenych s pouzitim filtru pro GFP a fotografii potizenych pomoci fazového kontrastu. Pro
analyzu procentualniho zastoupeni fetizku v populaci S. pneumoniae bylo spocteno vzdy 400
bunék. Retizek byl charakterizovan 4 a vice buitkami a jednotlivé buiiky v takto stanoveném

fetizku spoCteny. Stejné tak bylo secteno zastoupeni bunék vyskytujicich se samostatné, kde

58



byly zatazeny i diplokoky (pocitano jako dv¢ buiiky) a fetizky o tfech buiitkach (pocitano jako

tfi bunky). Nasledné bylo stanoveno jejich procentualni zastoupeni.
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5 Vysledky

Pneumokokové Ser/Thr proteinkindza StkP se ptredevsim ucastni regulace bunééného
déleni a syntézy peptidoglykanu prostfednictvim fosforylace svych substrati. K dnesnimu dni
bylo ovSem identifikovano pouze n¢kolik substratu proteinkinazy StkP. Abychom pochopili
funkci tohoto vyznamného regula¢niho proteinu v bunécné fyziologii, provedli jsme v nedavné
dob¢ analyzu globalniho fosfoproteomu pomoci hmotnostni spektrometrie ve spolupraci
s laboratoii Ustavu molekularni patologie Fakulty vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany
v Hradci Kralové a identifikovali celou fadu substrati StkP. Ze ziskaného globalniho
fosfoproteomu divokého kmene v porovnani s kmenem s odstranénou proteinkinazou stkP
(AstkP) jsme identifikovali protein SprO175 jako substrat proteinkinazy StkP, kterd jej
fosforyluje na threoninu v pozici 7. U proteinu Spr0175 byla zaznamendna nejvyssi intenzita
fosforylace ze vSech nové¢ identifikovanych substratu (Fabrik a Ulrych, nepublikované

vysledky).

Protein Spr0175 je hypoteticky protein o velikost 10,3 kDa, slozeny z 88 aminokyselin,
konzervovany ve streptokocich, ktery neobsahuje Zadnou transmembranovou doménu. Gen
spr0175 dlouhy 267 pb (KEGG databaze; https://www.kegg.jp/dbget-
bin/www_bget?spr:spr0175) se podle databaze prokaryotickych operoni DOOR nachazi
v predikovaném operonu spr0175-spr0177. Funkce proteini Spr0175 a Spr0177 neni doposud
znama, nebyla objasnéna ani u proteinu Spr0176 z enzymatické nadceledi ,,holiday junction
resolvase-like protein®. U proteinu Spr0176 je na zékladé¢ provedené NMR (nukledrni
magnetickd rezonance) spektroskopie pouze predpokladana monomerni struktura
(http://csbl.bmb.uga.edu/DOOR/operon.php?id=41964). Dle databdze ortholognich skupin
EggNOG se orthology proteinu SprO175 v bakteridlni fi§i nachazi vyhradné u kmene
Firmicutes, a to predevsim u streptokokt (13,3 %), laktobacilii (7,77 %), rodu Bacillus (5,76 %)
a rodu Clostridium (8,52 %).
(http://eggnogdb.embl.de/#/app/results#ENOG4105VPH _datamenu). Threonin na 7. pozici je
u téchto ortholognich proteinii vzdy konzervovany. U zéstupcu E. faecalis a S. pneumoniae je
konzervovany i threonin v pozici 4, kterému se rovnéz tato diplomova prace vénuje. Srovnani

proteinovych sekvenci je uvedeno na obrazku ¢.6.
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http://eggnogdb.embl.de/#/app/results

ClosD TMKFEGI-PEDKMSVGDTIDFVYKALVEKGYNPINQIIGYLLSGDSSYITSHKN 53
BacS MSSFDKTMKFNFSDNSAETNVYNEVLITVYDALQEKGYNPINQIVGYLLSGDPAYIPRHRD 68
SP MGFTEETVRFKLD-DSNKKEISETLTDVYASLNDKGYNPINQ SGDPAYVPRYNN 56
EntF MGFTDETVRFRLD-DSNKVEISETLTAVYRSLEEKGYNPINQIVGYVLSGDPAYVPRYND 5¢
ClosD ARAIIKKFERDEILEEVITHYL------- 75
BacS ARNLIRKLERDELIEELVKSYLE : B3
SP ARNQIRKYERDEIVEELVRYYLKGQGVDL 88

EntF ARNQIRKYERDEIVEELVRYYLQGNGIDL

Obrazek ¢.6: Sekvence proteinu Spr0175 u vybranych druht z kmene Firmicutes. Na obrazku je uvedena
sekvence 4 ortholognich proteini u vybranych druhti z kmene Firmicutes. Popis zkratek: ClosD—Clostridium
difficile, BacS-Bacillus subtilis. SP-Streptococcus pneumoniae, EntF-Enterococcus faecalis. Sipkou je oznagen
konzervovany threonin na pozici 4 a 7.

V literatute byl v praci Thanassi et al. (2002), kterd byla zaméfend na studium
esenciality genil S. pneumoniae postupnou inzer¢ni inaktivaci, protein Spr0175 popsan jako
esencialni (Thanassi et al., 2002). Obrazek ¢.7 zobrazuje schéma predikovaného operonu

spr0175-sprOl77.

[ 1&52352 [ 185362

=pxA :pr*[li?E_h sprll 77

sprl174 sprll 76

Obrazek ¢.7: Operon spr0175-spr0177. Obrazek znazoriuje schéma predikovaného operonu spr0175-spr0177.
Prevzato (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=Spr0176).

5.1 Priprava mutantnich kmeni Aspr0175

Pro riistovou a morfologickou charakterizaci S. pneumoniae byly na pozadi divokych
kmenti R6 a Rx pfipraveny mutantni kmeny Aspr0175. Jako nastroj pro deleci genu spr0175
byla pouzita Sweet Janus kazeta (SJK) nesouci geny rpsL, kan a sacB (Li et al., 2014). Samotny
dele¢ni konstrukt wvznikl v nékolika krocich. Nejprve byla amplifikovana sekvence
AU139/AU140 (950 pb) nachazejici se ve sméru transkripce pred genem spr0175. Zaroven
byla amplifikovdna oblast AU141/AU142 (998 pb) nachdzejici se ve sméru transkripce za
genem. Tretim amplifikaénim produktem byla SJK, jenz byla amplifikovdna s pouZitim
oligonukleotidi DP1 a DP2 (2807 pb). Cast oligonukleotidu AU140 zavedla do sekvence
komplementarni oblast k oligonukleotidu DP1, stejné tak oligonukleotid AU141 zavedl do
sekvence komplementarni usek k oligonukleotidu DP2. Jako templat pro amplifikaci oblasti
pfed genem a za genem byla pouzita chromozomalni DNA divokého kmene Sp1 (Rx). V dalSim

kroku byla pomoci fizni PCR amplifikovana sekvence ohrani¢end oligonukleotidy
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AU139/AU142 pii niz doslo k propojeni vSech tii vytvofenych PCR fragmentd na zakladé
jejich komplementarnich koncovych sekvenci o vysledné velikosti produktu 4711 pb. Ziskany

linearni dele¢ni konstrukt byl nazvan 0175::SJK.

Konstrukt 0175::SJK byl nasledné transformovana do divokého kmene Sp1 (Rx), Sp208
(R6), a Sp339 (D39). K inzerci 0175::SJK do chromozomu do$lo mechanismem zvanym
homologni rekombinace. Selekce na pfitomnost SJK probihala ve dvou krocich, v prvnim
kroku byly klony selektovany na miskach s ATB kanamycinem (200 pg/ml). Pozitivni klony
byly dalsi den paraleln¢ pieockovany na misky s kanamycinem (200 pg/ml) a 15 % sacharézou.
Klony pozitivni na miskéch s kanamycinem, které zaroven nerostly v pfitomnosti 15 %
sachardzy, byly ovéfeny na pfitomnost SJIK koloniovou PCR s pouzitim oligonukleotidii
LN281 a AU142 za vzniku PCR fragmentu o velikosti 4749 pb (obrazek ¢.8). V kmeni Spl
byla transformace uspésna u vice nez 50 klonti, v kmeni Sp208 pouze u 7 klonti, zatimco v D39
se transformace opakovan¢ nezdafila viibec. Pozitivni klony na genetickém pozadi kmene R6
byly pojmenovany na kmen Sp352 (R6, Aspr0175::SweetJanus), pozitivni klony na pozadi
kmene Rx na Sp353 (Rx, Aspr0175::SweetJanus). Vzhledem k tomu, Ze bylo u obou kment
testovano vice kloni, je ptislusny kmen oznacen také ¢islem klonu. Celé schéma delece genu

spr0175 popisuje obrazek €.9 Casta) ab).

a) b)
o g3 o Sp353
@ @ O @
5000 ph- el m4749 i 5000 pb-\y "'4749 pb
2000pb- . 2181 pb 2000pb- ' -2181 pb
1500pb- | 1500pb- g
- -

Obrizek ¢.10: Ovéreni vloZeni dele¢niho konstruktu 0175::SJK do kmeni R6 a Rx metodou koloniové PCR.
V casti a) je zobrazena kontrolni PCR pro Aspr0175::SweetJanus kmen na pozadi R6. V Casti b) je zobrazena
kontrolni PCR pro Aspr0175::SweetJanus kmen na pozadi Rx. Vysledna velikost amplifikac¢nich produkti je pro
kmen Aspr0175::SweetJanus (Sp352, Sp353) 4749 pb a pro kontrolni WT kmen (Sp1) 2181 pb.
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Obrazek ¢.11: Delece genu spr0175 z nativniho lokusu prostfednictvim SJK. Barevné Sipky znazornuji
organizaci jednotlivych genti v kazeté ¢i na chromozomu, malé Sipky pouzité oligonukleotidy. V ¢asti a) jsou
zobrazeny jednotlivé amplifikované fragmenty pouzité k deleci genu spr0175, v ¢asti b) je zobrazeno schéma
vzniklého produktu PCR 0175::SJK inzertovaného do chromozomu S. pneumoniae a ¢ast ¢) predstavuje vysledné
schéma kmenti s inzertovanym delecim konstruktem A0175.

Pro odstranéni SJK z kmene Sp352 (R6; Aspr0175::SweetJanus) a Sp353
(Rx; Aspr0175::SweetJanus) byl ptipraven dele¢ni konstrukt AO175 (obrazek ¢.11 cast c)).
V prvnim kroku ptipravy tohoto konstruktu byla amplifikovana oblast AU139/LN283 (949 pb)
nachazejici se pred genem spr0175 ve sméru transkripce. V druhém kroku byla amplifikovana
oblast nachazejici se za genem spr0175 pomoci oligonukleotidi LN284 a AU142 (1041 pb).
Oligonukleotid LN283 pouzity k amplifikaci je komplementarni k sekvenci nachazejici se za
genem spr0175, konkrétné k sekvenci oligonuklotidu LN284, ¢ehoz je vyuzito ve fazni PCR
pii spojovani obou sekvenci. Templatem pro ob¢ reakce byla chDNA kmene Spl (Rx).
Vysledny fragment vznikl propojenim obou vzniklych PCR fragmentli pomoci fuzni PCR
s pouzitim oligonukleotidi AU139/AU142 (1908 pb). Konstrukt byl pojmenovan A0175 a
transformovan do klont k3, k4, k5 kmene Sp352 (R6; Aspr0175::SweetJanus) a klont k1, k9
kmene Sp353 (Rx; Aspr0175::SweetJanus). Selekce probihala dvoukrokové pomoci ATB
kanamycinu (200 pg/ml) a 15 % sachardzy. Klony rostouci v ptfitomnosti 15 % sachardzy a
zaroven neschopny rlst v pfitomnosti antibiotika kanamycinu (200 pg/ml) byly ovéfeny na
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deleci genu spr0175 pomoci koloniové PCR. Pozitivni klony na pozadi Rx byly oznaceny
Sp366 (Rx; Aspr0175) kmeny na pozadi R6 byly oznaceny Sp398 (R6; Aspr0175). Na obrazku
¢.12 je zobrazen vysledek PCR pro kmeny Sp366 a Sp398. Pouzité oligonukleotidy pro
kontrolni reakci byly LN281 a LN282 (1979 pb). Pro kontrolu byla pouzita amplifikace WT
(Sp1, Sp208) a kmene obsahujiciho SJIK (Sp353 klon k8). U produktu PCR Spl oproti viem
testovanym klonim Sp366 byla na gelu zaznamenana diference ve velikosti, coz je v souladu
s predpokladanymi velikostmi produktd PCR (2219 pb u Spl vs. 1979 pb u Sp366). Ovsem
produkt PCR u kmene Sp208 putoval na gelu v podob¢ prouzku o stejné molekulové hmotnosti
jako produkty PCR kloni k1-k38 kmene Sp398, coz mize byt zptisobeno odlisnosti pouzitého
teplatu v reakci PCR. Zatimco u kmenti Sp208 a Sp398 byla jako templat pouzita chDNA, u
kmenti Sp1 a Sp366 byla pouZzita pfimo biomasa jednotlivych kolonii. Spravnost ptipravy vSech

dele¢nich kment byla potvrzena sekvenaci.

a) b)
Sp366 “:‘9}&1@ Sp398 k2 Sp398 k3  Sp3us k4
R ———————p W e———r———re——————»
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Obrazek €.12: Ovéreni delece spr0175 na R6 a Rx genetickém pozadi metodou PCR. V ¢asti a) je zobrazena
kontrolni koloniova PCR pro Aspr0175 kmen na pozadi Rx. V Casti b) je zobrazena kontrolni PCR pro Aspr0175
kmen na pozadi R6. Vysledna velikost amplifika¢nich produktti je pro kmen Aspr0175 (Sp366, Sp398) 1979 pb,
pro kontrolni WT kmen (Sp1, Sp208) 2219 pb a pro kmen ASpr0175::SweetJanus (Sp353 k8) 4783 pb.

5.2 Priprava kmenii exprimujicich rekombinantni protein Spr0175 a jeho

mutantni formy

Za ucelem priukazu in vitro fosforylace proteinu Spr0175 bylo pfipraveno nékolik
kmeni E. coli exprimujicich divokou 1 mutantni formy fazniho proteinu Spr0175 s histidinovou

znackou na N- 1 C-konci.
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Ptiprava kmene s expresnim plasmidem pETPhos0175

Pro ptipravu konstruktu pETPhos0175 fuzovaného s histidinovou znackou na N-konci
proteinu Spr0175 byla nejprve s pouzitim oligonukleotidi AUI182/AU183 amplifikovana
oblast genu spr0175 (275 pb), kde byla jako templat do reakce pouzita chromozomalni DNA
kmene Sp1 (Rx). Oligonukleotidy AU182/AU183 byly navrzeny tak, aby obsahovaly restrikéni
mista Ndel a BamH]I a byly komplementarni k tseku genu spr0175. V dalsim kroku byl z E. coli
(kmen Ec69) izolovan vektor pETPhos, ktery byl nasledné stépen restrikcnimi enzymy Ndel a
BamHI (5679 pb). Stejnymi enzymy byl St€pen také fragment AU182/AU183 a procesem ligace
klonovan do linearizovaného vektoru pETPhos Ndel/BamHI. Takto ptipraveny konstrukt
pETPhos0175 byl transformovan do kompetentnich bunék E. coli DH5a za vzniku kmene
Ec479 (E. coli DH5a; pETPhos0175). Vektor byl poté izolovan, verifikovan a nasledné
transformovan do expresnich bun€k E. coli BL21 za vzniku expresniho kmene Ec387 (E. coli
BI21; pETPhos0175). Selekce transformantii probihala na miskdch LB agaru s antibiotikem
ampicilinem (100 pg/ml). Kontrola spravnosti konstruktu byla provedena pomoci koloniové
PCR s pouzitim oligonuklotidi AU182 a AU183 o vysledné velikosti PCR produktu 275 pb
(Obrazek ¢.13). Spravnost konstruktu byla zaroven potvrzena sekvenaci. Schéma ptipravené¢ho

vektoru pETPhos0175 je zobrazeno na obrazku ¢.14.

Ec387

A
v

1500 pb- V™

500 pb- e
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300 pb-
200 pb- m 275 pb

Obrizek €.13: Ovéreni spravnosti vloZeni konstruktu pETPhos0175. Na obrazku je zobrazena kontrolni PCR
pro kmen Ec387 (E. coli Bi2l; pETPhos0175). Vyslednd velikost amplifika¢nich produktd s pouZzitim
oligonukleotidi AU182/AU183 je 275 pb.
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Obrazek ¢.14: Schéma vektoru pETPhos0175. Na obrazku v ¢asti a) je zobrazen konstrukt pETPhos0175 a jsou
zde zobrazeny mista Sté€pené restrikénimi enzymy Ndel/BamHI. V ¢asti b) jsou pomoci Sipek zakresleny pouzité
oligonukleotidy. Jednotlivé zkratky jsou popsany zde: 77 promotor-promotor pro polymerazu bakteriofaga T7,
His-tag — histidinova znacka (6x-His-tag), spr0175-gen kodujici protein Spr0175, lacl-laktézovy represor,
AmpR-gen udélujici rezistenci k ampicilinu, Ndel a BamHI-restrikéni enzymy pouzité pro pfipravu vektoru
pETPhos0175.

Piiprava kmene s expresnim plasmidem pET42b0175

Ptiprava konstruktu pET42b0175 fuzovaného s histidinovou znackou na C-konci
proteinu SprO175 probihala v n€kolika krocich. Nejprve byla s pouzitim oligonukleotidl
AU200 a AUI182 amplifikovéna oblast genu spr0175 (274 pb). Oligonukleotidy AU200 a
AUI182 byly navrzeny tak, aby obsahovaly komplementarni oblast k sekvenci genu spr0175 a
restrikéni mista Xhol a Ndel, diky kterym byl tento fragment AU200/AU182 nésledné
s pouzitim enzymi Xhol a Ndel restrikéné Sté€pen. Jako templat do této reakce byla pouzita
chromozomalni DNA divokého kmene Spl. Enzymy Xhol/Ndel byly pouzity i pro S$tépeni
vektoru pET42b o vysledné velikosti produktu 5014 pb. Inzert AU200/AU182 byl poté ligovan
do plasmidu pET42b za vzniku expresniho plasmidu pET42b0175 (obrazek ¢.15). Tento vektor
byl nésledné transformovan do kompetentnich bunék E. coli DH5a za vzniku kmene Ec410
(E. coli DH5a; pET42b0175) a izolovan v podob¢ cCistého miniprepu. Izolovany vektor
pET42b0175 byl nasledné transformovan do expresnich bun¢k E. coli BL21 a pojmenovan
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Ecd411 (E. coli BL21; pET42b0175). Transformanty byly selektovany na miskach LB agaru
obsahujicim ATB kanamycin (25 pg/ml). Na zavér byl vektor ovéfen restrikénim Stépenim
enzymy Xhol/Ndel za vzniku vyslednych produktti o velikosti 5014 pb a 268 pb. Podle obrazku
¢.16 se zda, ze jsme ziskali jeden pozitivni klon Sp411 k3. Prestoze velikosti restrikcnich
fragmentti uplné neodpovidaly pfedpokladanym velikostem, podrobili jsme klon k3 sekvenaci

z T7 univerzélniho oligonukleotidu, kterd ndm potvrdila spravnost pfipravené¢ho kmene.

a) Yoy

4

T7 promotor

pET42b0175
5281 pb
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Ndel

AN
Xhol AU18Z  T7 promotor

Obrazek ¢.15: Schéma vektoru pET42b0175. Na obrazku v ¢asti a) je zobrazen konstrukt pET42b0175 a jsou
zde zobrazeny mista Stépené restrikénimi enzymy Xhol/Ndel. V Casti b) jsou pomoci Sipek zakresleny pouzité
oligonukleotidy. Jednotlivé zkratky jsou popsany zde: 77 promotor — promotor pro polymerazu bakteriofaga T7,
His-tag — histidinova znacka (6 x -His-tag), spr0175 - gen kodujici protein Spr0175, lacl — laktdézovy represor, f1
origin — replikacni pocatek bakteriofaga f1, kan - gen udélujici rezistenci ke kanamycinu, Xhol a Ndel - restrikéni
enzymy pouzité pro piipravu vektoru pET42b0175
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Obrazek ¢.16: Ovéreni spravnosti konstruktu pET42b0175 restrikénim Stépenim s pouZitim enzymu
Xhol/Ndel. Na obrazku je zobrazeno ovéfeni spravnosti vektoru restrikénim §tépenim s pouzitim restrikénich
enzyml Xhol/Ndel. Velikost fragmentil je pro expresni plasmid pET42b0175 z kmene Ec411 (E. coli BL21;
pET42b0175) 5014 pb a 268 pb.

Piiprava kmene s expresnim plasmidem pET42b0175 T7A

Pro potvrzeni fosforylace threoninu na pozici 7 byl vytvoien kmen obsahujici expresni
plasmid pET42b0175 se zaménou threoninu na sedmé pozici za alanin (pET42b0175 T7A)
(obrazek ¢.17). V prvni fazi piipravy tohoto kmene byl pouzitim oligonukleotidi AU200 a
AU201 amplifikovan cely gen spr0175 podle templatu pZn-SprO175-flag T7A (Sp406)
(viz kapitola 5.3) o vysledné velikosti produktu 274 pb. Amplifikovana oblast byla restrikéné
Stépena s pouzitim enzymi Xhol/Ndel a procesem ligace vlozena do vektoru pET42b (5014 pb)
Stépeného stejnymi restrikénimi enzymy Xhol a Ndel. Tento vektor byl nasledné transformovan
do kompetentnich buné&k E. coli DH5a, izolovan a posléze transformovéan do expresnich bun€k
E. coli BL21. Selekce transformanti probihala na miskach LB agaru s
antibiotikem kanamycinem (25 pg/ml). Ovéteni spravnosti vektoru bylo provedeno restrikénim
Stépenim za pouziti enzyml Xhol/Ndel a vzniku vyslednych produktd 268 pb a 5014 pb
(obrazek €.18). Vzhledem k tomu, Ze veSkeré vzniklé fragmenty putuji na gelu dle standardu
vyse v porovnani s predpokladanou velikosti a intenzita restrikéniho fragmentu o velikosti 268
pb je na hranici detekovatelnosti, byla spravnost vektoru potvrzena také sekvenaci s pouzitim
univerzalniho oligonukleotidu T7. Posun je pravdépodobné zptlisoben nestabilitou standardu
velikosti, ktera byla v dané dobé¢ v laboratofi zaznamendna. Ptipraveny kmen E. coli DH5a
obsahujici expresni plasmid pET42b0175 T7A byl pojmenovan Ec412 (E. coli DH5a;
pET42b0175 T7A4). Kmen vznikly vlozenim expresniho plasmidu do E. coli BL21 byl nazvan
Ec413 (E. coli BL21; pET42b0175 T7A).
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Obrazek €.17: Schéma vektoru pET42b0175 T7A. Na obrazku v ¢asti a) je zobrazen konstrukt pET42b0175
T7A ajsou zde zobrazeny mista Stépené restrikénimi enzymy Xhol/Ndel. V Casti b) jsou pomoci Sipek zakresleny
pouzité oligonukleotidy. Jednotlivé zkratky jsou popsany zde: T7 promeotor—promotor pro polymerdzu
bakteriofaga T7, His-tag—histidinova znacka (6x-His-tag), spr0175 T7A-gen kodujici protein Spr0175 s vlozenou
zdménou threoninu 7 za alanin, lacl-laktézovy represor, fl origin—replikacni pocatek bakteriofdga f1, kan-gen

udélujici rezistenci ke kanamycinu, Xhol a Ndel-restrikéni enzymy pouzité pro pfipravu vektoru pET42b0175
T7A.
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Obrizek ¢.18: Ovéreni spravnosti konstruktu pET42b0175 T7A restrikénim Stépenim s pouZitim enzymi
Xhol/Ndel. Na obrazku je zobrazeno ovéefeni spravnosti vektoru restrikénim §tépenim s pouzitim restrikénich
enzymu Xhol/Ndel. Velikost fragmentl pro prazdny vektor pET42b je 5014 pb a 916 pb. Velikost fragmentti pro
expresni plasmid pET42b0175 T7A je 5014 pb a 268 pb.
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Priprava kmene s expresnim plasmidem pET42b0175 T4A T7A

K ur¢eni minoritniho mista fosforylace proteinu Spr0175 byla cilenou mutagenezi
vytvofena ve vektoru pET42b0175 T7A zaména threoninu v pozici 4 za alanin (obrazek ¢.19).
Pro vytvofeni této zdmény byly navrzeny oligonukleotidy AU205 a AU206 obsahujici ndmi
pozadovanou bodovou mutaci. Nasledné byla mutace T4A s pouzitim komercni soupravy
QuikChange® II Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) zavedena do vektoru pET42b0175
T7A. Endonukledaza Dpnl §tépici metylovanou a hemimetylovanou DNA byla poté pouzita
k odstranéni ptivodniho templatového vldkna. Nové syntetizované vldkno je vuci restrikci
endonukledzou Dpnl inertni, jelikoz neobsahuje metylace. Takto pfipraveny vektor byl
transformovan do kmene E. coli DH5a a pojmenovan Ec415 (E. coli DHS5a,; pET42b0175 T4A
T74). 1zolovany vektor z kmene Ec415 byl ndsledné transformovan do expresniho kmene
E. coli BL21 a nazvan Ec416 (E. coli BL21; pET42b0175 T4A T7A). Transformanty byly
selektovany na miskdch LB agaru v pfitomnosti ATB kanamycinu (25 pg/ml). Pfitomnost
vektoru byla zkontrolovana pomoci koloniové PCR s pouzitim oligonukleotidic AU200 a
AU202 a vzniku vysledného produktu o velikosti 359 pb (obrazek ¢.20). Pfitomnost vektoru
byla ovétena zdroven restrikci, kde restrikénim Stépenim enzymy Xhol/Ndel vznikly dva
restrikéni fragmenty o velikosti 5014 pb a 268 pb. Samotna zdména byla nasledné potvrzena

sekvenaci z T7 oligonukleotidu.
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Obrazek ¢.19: Schéma vektoru pET42b0175 T4A T7A. Na obrazku v ¢asti a) je zobrazen konstrukt
pET42b0175 T4A T7A ajsou zde zobrazeny mista Stépené restrikénimi enzymy X#ol/Ndel. V ¢asti b) jsou pomoci
Sipek zakresleny pouzité oligonukleotidy. Jednotlivé zkratky jsou popsany zde: T7 prometor-promotor pro
polymerazu bakteriofaga T7, His-tag—histidinova znacka (6 x -His-tag), spr0175 T4A T7A-gen kodujici protein
Spr0175 T7A svlozenou zaménou T4 za alanin, lacl-laktézovy represor, fl origin—replikacni pocatek
bakteriofaga f1, kan-gen ud€lujici rezistenci ke kanamycinu, Xhol a Ndel-restrikéni enzymy pouzité pro piipravu
vektoru pET42b0175
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Obrazek ¢.20: Ovéreni spravnosti konstruktu pET42b0175 T4A T7A. V ¢asti a) je zobrazena kontrolni PCR
pro kmen Ec416 (E. coli BL21; pET42b0175 T4A T7A). Vysledna velikost amplifikacnich produktl s pouzitim
oligonukleotidi AU200/AU202 je 359 pb. V ¢asti b) je zobrazeno ovéfeni spravnosti vektoru restrikénim stépenim
s pouzitim restrikénich enzymu X%ol/Ndel. Velikost fragmentt pro prazdny vektor pET42b je 5014 pb a 916 pb.
Velikost fragmentt pro expresni plasmid pET42b0175 T7A je 5014 pb a 268 pb.
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5.3 Priprava merodiploidnich kmeni a jejich mutantnich forem

Za ucelem prukazu fosforylace proteinu SprO175 in vivo proteinkindzou StkP bylo

pfipraveno né¢kolik mutantnich kment S. pneumoniae.

Piiprava kmenu exprimujicich protein Spr0175-FLAG ze zinkem indukovaného
promotoru pZn

Abychom mohli purifikovat protein SprO175 a detekovat jeho expresi za ucelem
potvrzeni proteinu Spr0175 jako substratu proteinkinazy StkP v podminkéch in vivo, ptipravili
jsme kmeny exprimujici pod zinkem indukovanym promotorem protein SprO175 znaceny
FLAG-epitopem, a to na rizném genetickém pozadi: Sp406 (R6; bga::pZn-spr0175-flag),
Sp407 (Rx; AstkP bga::pZn-spr0175-flag), Sp408 (Rx; bga::pZn-spr0175-flag) a Sp409
(D39; bga:.pZn-spr0175-flag). Pro ptipravu téchto kmenl byl nejprve vytvoien konstrukt
vznikly fuzi dvou fragmentii LN123/AU166 a AU167/AU168. Prvni fragment LN123/AU166
o velikosti 726 pb byl amplifikovan dle vektoru pJWV25 izolovaného zkmene Ec85
uchovavaného v laboratornim archivu. Tento fragment koduje zinkem indukovatelny promotor
pZn. Druhy fragment AUI67/AU168 (318 pb) nesouci sekvenci genu spr0i175 byl
amplifikovan podle templatu chDNA divokého kmene Sp1 (Rx). Oligonukleotid AU168 zavedl
do tohoto fragmentu sekvenci FLAG-epitopu. Zaroveil byly pomoci oligonukleotidit AU166 a
AU167 do obou fragmentli zavedeny vzajemné presahujici komplementarni konce,
prostiednictvim nichZz se oba fragmenty v dal$i PCR reakci spojily. Pro vznik fGzniho
konstruktu byly pouzity oligonukleotidy LN123/AU168. Vznikly konstrukt byl nasledné
klonovan do plasmidu pJWV25 pomoci restrikénich mist rozeznavanych restrikénimi
endonukledzami EcoRI a Notl za vzniku plasmidového vektoru o velikosti 8116 pb a nazvaného

pZn-Spr0175-FLAG. Schéma konstruktu je zndzornéno na obrazku ¢.21.
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Obrazek ¢.21: Schéma vektoru pZn-Spr0175-FLAG. Na obrazku v ¢asti a) je zobrazen konstrukt pZn-Spr0175-
FLAG a jsou zde zobrazeny mista $t€pené restrikénimi enzymy EcoRI/Notl a Pvul. V ¢asti b) jsou pomoci Sipek
zakresleny pouZité oligonukleotidy. Jednotlivé zkratky jsou popsany zde: pZn - zinkem indukovatelny promotor,
flag - Flag-epitop, spr0175 - gen kédujici protein Spr0175, bgaA a gatC - oblasti zprostiedkovavajici homologni
rekombinaci vektoru do chromozomu S. pneumoniae, bla - gen udé€lujici rezistenci k ampicilinu, fetM - gen
udélujici rezistenci k tetracyklinu, EcoRI a Nofl - restrikéni enzymy pouzité pro piipravu vektoru pZn-Spr0175-
FLAG, Pvul - restrikéni enzym pouzit k linearizaci vektoru pJWV25

Takto ptipraveny plasmid pZn-Spr0175-FLAG byl nésledné transformovan do kmene E. coli
DHS5a. Transformanty byly selektovany na pevném LB médiu s ATB ampicilinem (100 pg/ml)
a oveteny koloniovou PCR za pouziti oligonukleotidi LN164 komplementarniho k promotoru
pZn a LN143 komplementarniho k sekvenci na plasmidu pJWV25 za vzniku fragmentu o
predpokladané velikosti 551 pb. Vznikly kmen E. coli byl pojmenovan Ec¢347 (E. coli DHS «;
pZn-spr0175-flag). Spravnost izolovaného vektoru pZn-Spr0175-FLAG byla nasledné¢ ovétena
sekvenaci za pouziti oligonukleotidu LN143. Ovéfeny plasmid byl poté pro zvySeni
transformacni ucinnosti linearizovan restrikénim enzymem Pvul a transformovan do
postradatelného lokusu bga S. pneumoniae. Selekce transformantli probihala v pfitomnosti
antibiotika tetracyklinu v geldze a na miskach s krevnim agarem. K ovéfeni spravnosti vlozeni
vektoru pZn-Spr0175-FLAG do bga lokusu S. pneumoniae byla provedena koloniova PCR
s pouzitim oligonukleotid LN142 a LN123 a vzniku vysledného fragmentu o velikosti 2009
pb (obrazek ¢.22). Transformace pZn-Spr0175-FLAG byla provedena na pozadi divokych
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kmeni R6 (Sp208), Rx (Sp1) a D39 (Sp339) za vzniku kmenti Sp406 (R6; bga::pZn-spr0175-
flag), Sp408 (Rx; bga::pZn-spr0175-flag) a Sp409 (D39; bga::pZn-spr0l75-flag).
Transformace byla také provedena na pozadi divokého kmene Rx s odstranénym genem

kodujicim stkP (Sp10) za vzniku kmene Sp407 (Rx; AstkP bga::pZn-spr0175-flag).
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Obrazek ¢.22: Ovéreni spravnosti transformace pZn-Spr0175-FLAG do kmeni S. pneumoniae na pozadi
R6 (Sp208), Rx (Sp1), D39 (Sp339) a Rx divokého kmene s odstranénym genem kédujicim stkP (Sp10). Na
obrazku je zobrazena kontrolni PCR v ¢asti a) pro kmen Sp409 D39; bga::pZn-spr0175-flag), v Casti b) pro kmeny
Sp407 (Rx; AstkP bga::pZn-spr0175-flag), Sp406 (R6; bga.:pZn-spr0175-flag) a v ¢asti ¢) pro kmen Sp408 (Rx;
bga::pZn-spr0175-flag). Vysledna velikost amplifikacnich produktl s pouzitim oligonukleotidt LN123/LN142 je
pro vSechny kmeny 2009 pb.

Priprava kmene exprimujiciho protein Spr0175-FLAG se zaménou T7A ze zinkem
indukovaného promotoru pZn

Pro potvrzeni fosforylace Spr0175 na T7 proteinkinazou StkP in vivo byl vytvoten kmen
Sp410 (Rx, bga::pZn-spr0175-flag T7A). Zdmena threoninu v pozici 7 za alanin byla vytvotfena
metodou cilené mutageneze — komeréni soupravou QuikChange® II Site-Directed Mutagenesis
Kit (Stratagene). Do vektoru pZn-SprO0175-FLAG byla zdména vnesena pomoci
oligonukleotidi AU181/AU180. Plasmid pZn-Spr0175-FLAG izolovany z kmene Ec347
(DHS50; pZn-spr0175-flag) slouzil jako templat do reakce. Plasmid pZn-Spr0175-FLAG
s vnesenou fosfoablativni zaménou T7A byl nasledné transformovan do kmene E. coli DH5a
za vzniku nového kmene Ec350 (DHS5a; pZn-spr0175-flag T7A4) a transformanty selektovany
na pevném LB médiu s ATB ampicilinem (100 pg/ml). Vektor byl nasledn€ izolovan a ovéren
sekvenaci s pouzitim oligonukleotidu LN164. Transformace do kmene S. pneumoniae
probihala obdobné jako v pfipadé plasmidu pZn-SprO175-FLAG. Po linearizaci vektoru
enzymem Pvul byl tento vektor transformovan do divokého kmene Spl a integrovan do
postradatelného lokusu bga v procesu homologni rekombinace. Transformanty byly

selektovany v ptfitomnosti ATB tetracyklinu v geldze a na miskach s krevnim agarem a ovéteny
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na pfitomnost inzerce plasmidu pZn-Spr0175-FLAG T7A do lokusu bga koloniovou PCR
s pouzitim oligonukleotidi AU181 a LN142 (1296 pb) (obrazek ¢.23). Ze tii testovanych klonti
byly pozitivni pouze klony B a D. Nové vznikly kmen byl pojmenovan Sp410 (Rx, bga::pZn-
spr0175-flag T7A).

Spa10

5000 ph- S
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el -1296 pb

1000 pb-
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Obrazek ¢€.23: Ovéreni spravnosti vloZeni konstruktu pZn-Spr0175-FLAG T7A v kmeni S. pneumoniae na
pozadi Rx (Sp1). Na obrazku je zobrazena kontrolni PCR pro kmen Sp410 (Rx; bga::pZn-spr0175-flag T7A).
Vysledna velikost amplifika¢nich produktt s pouzitim oligonukleotidi AU181/LN142 je 1296 pb.

Priprava kmene s exprimujiciho protein Spr0175-FLAG pod zinkem indukovanym
promotorem na pozadi kmene Aspr0175

Pro komplementaci delece genu spr0175 v kmeni Sp366 (Rx; Aspr0175) byl vytvoten
kmen exprimujici protein Spr0175-FLAG pod zinkem indukovanym promotorem. V prvni fazi
byl izolovany vektor pZn-Spr0175-FLAG z kmene Ec347 (DH5a; pZn-spr0175-flag) a posléze
transformovan do kmene Sp366 (Rx; Aspr0175), kde byl v procesu homologni rekombinace
integrovan do postradatelného lokusu bga. Selekce transformantii probihala v pfitomnosti ATB
tetracyklinu v geloze a na miskach s krevnim agarem. K ovéfeni integrace vektoru pZn-
Spr0175-FLAG do lokusu bga byla provedena koloniovda PCR (obrazek ¢.24). Amplifikace
probéhla pomoci oligonukleotidit LN142 a AU181 a vzniku produktu o pfedpokladané velikosti
1296 pb. Oligonukleotid LN142 pouzity v reakci je komplementarni k tseku chromozomu
S. pneumoniae, zatimco oligonukleotid AU181 je unikétni k sekvenci genu pZn-spr0175-flag.
Jako pozitivni kontrola zde slouzil kmen Sp410, kde se s pouzitim stejnych oligonukleotidi
predpokladal vznik produktu o identické velikosti. Vznikly kmen byl pojmenovan Sp456 (Rx;
Aspr0175 bga::pZn-spr0175-flag). Tento kmen byl pfipraven za ucelem komplementace delece
genu spr0175. Z ¢asovych divodii vSak pro tuto analyzu nebyl pouzit. Kmen Sp456 jsme

pouzili pii testovani koimunoprecipitace proteinu Spr0175.
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Obrazek ¢.24: Ovéreni spravnosti vloZeni konstruktu pZn-Spr0175-FLAG v kmeni Sp366 (Rx; Aspr0175).
Na obrazku je zobrazena kontrolni PCR pro kmen Sp456 (Rx; Aspr0175 bga::pZn-spr0175-flag). Vysledna
velikost amplifika¢nich produktt s pouzitim oligonukleotidi AU181/LN142 je jak pro kontrolni kmen Sp410 (Rx,
bga::pZn-spr0175-flag T7A4), tak pro kmen Sp456 (Rx; Aspr0175 bga::pZn-spr0175-flag) 1296 pb.

5.4 Priprava kmenii urcenych pro stanoveni lokalizace proteinu Spr0175 v

bunce

Piiprava kmene exprimujiciho protein Spr0175 fizovany s GFP z promotoru
indukovaného zinkem

Zaucelem studia lokalizace proteinu Spr0175 byl ptipraven konstrukt pJWV25-spr0175
exprimujici fuzi proteinu Spr0175 s GFP na N-konci z inducibilniho zinkového promotoru.
V prvnim kroku pfipravy tohoto vektoru byl dle templatu chDNA kmene Spl amplifikovan
s pouzitim oligonukleotidi AU184/AU185 tsek obsahujici sekvenci genu spr0175. Pouzité
oligonukleotidy zavedly do vzniklého fragmentu restrikéni mista Spel a Notl, jenZ byly
nasledné rozeznavany stejnojmennymi enzymy Spel a Notl. Enzymy Spel a Notl byl $tépen
také vektor pJWV25 izolovany z kmene Ec85 (DHS5a; pJWV25). Nasledné byl prostrednictvim
restrikénich mist fragment AU184/AU185 Spel/Notl klonovan do vektoru pJWV25 a vysledny
konstrukt pJWV25-spr0175 transformovan do E. coli za vzniku Ec478 (DHS5o; pJWV25-
spr0175). Selekce transformantli probihala na miskdch LB agaru s pfidavkem antibiotika
ampicilinu (100 pg/ml). Pro ovéfeni spravnosti vytvoifeného konstruktu byla provedena
koloniova PCR s pouzitim oligonukleotidu LN143 komplementarniho k sekvenci pJWV25 a
oligonukleotidu LN164 komplementarniho k promotoru pZn o ptedpokladané velikosti
fragmentu 1283 pb. Vektor pJWV25-spr0175 byl nésledné izolovan a linearizovan restrikénim
enzymem Pvul. Linearizovany vektor byl poté transformovan do mutantniho kmene Sp366

(Rx; Aspr0175) a do divokého kmene Sp1, kde byl integrovan do postradatelné¢ho lokusu bga
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v procesu homologni rekombinace. Selekce transformanti byla provedena na miskéach s
krevnim agarem v pfitomnosti antibiotika tetracyklinu (2,5 pg/ml) a inzerce plasmidu pJWV25-
spr0175 do chromozomu byla ovéfena koloniovou PCR s pouzitim oligonukleotidi LN164 a
LN142 (2183 pb), kde LN164 je komplementarni k promotoru pZn a LN142 je komplementarni
k useku chromozomu S. pneumoniae (obrazek ¢€.25). Vysledné kmeny byly pojmenovany
Sp454 (Rx, Aspr0175 bga::pZn-gfp--spr0175) a Sp455 (Rx, bga::pZn-gfp-spr0175). Pro kmen
Sp454 byly nalezeny pozitivni klony k6 a k7 a pro kmen Sp455 klony k25 a k31. Schéma
piripravy vektoru pJWV25-spr0175 je zobrazeno na obrazku ¢.26.
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Obrazek ¢.25: Ovéreni spravnosti vloZeni konstruktu pJWV25-spr0175 do kmene Sp366 (Rx; Aspr0175) a
WT kmene Spl. Na obrazku je zobrazena kontrolni PCR v ¢asti a) pro kmen Sp454 (Rx, Aspr0175 bga::pZn-
gfp-spr0175) a v casti b) pro kmen Sp455 (Rx, bga::pZn-gfp-spr0175). Vysledna velikost amplifika¢nich
produktti s pouzitim oligonukleotid LN164/L.N142 je 2183 pb.
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Spel AU185 LN143

Obrazek ¢.26: Schéma vektoru pJWV25-spr0175. Na obrazku v ¢asti a) je zobrazen vektor pJWV25-spr0175.
Ve stfedu schématu je popsana jeho velikost odpovidajici 8848 pb. V ¢asti b) je zobrazena ¢ast sekvence tohoto
vektoru s oligonukleotidy, jenz byly pro pfipravu tohoto vektoru pouzity. Vyznam zkratek je uveden nasledovneé:
PZn-zinkem indukovatelny promotor, gfp-znacka/fluorescenéni protein, spr0175-gen koédujici protein Spr0175,
bgaA a gatC-oblasti zprostiedkovavajici homologni rekombinaci vektoru do chromozomu S. pneumoniae, bla-gen
udélujici rezistenci k ampicilinu, fetM-gen ud@lujici rezistenci k tetracyklinu, Spel a Notl-restrikéni enzymy
pouzité pro ptipravu vektoru pJWV25-spr0175, Pvul-restrikéni enzym pouzit k linearizaci vektoru pJWV25.

5.5 Morfologicka charakterizace mutantnich kment s odstranénym genem

spr0175

Pro morfologickou charakterizaci Aspr0l75 mutantnich kment pfipravenych na
odli$ném genetickém pozadi S. pneumoniae Rx a R6, byly mutantni kmeny kultivovany v TSB
médiu. Vzorky pro mikroskopickou analyzu byly odebrany v exponencidlni fazi ristu, kdy
kultury dosahovaly optické hustoty ODeoo = 0,4. Vzorek o objemu 2 ul byl nasledné nanesen
na mikroskopické skli¢ko, ptekryt agar6zovym blockem a mikroskopovan. Jiz na prvni pohled
byl fenotyp WT a mutantnich bunék odlisny, proto byly ziskané snimky analyzovany
v programu Microbe]. Zmétend data bunécnych délek byla zpracovana v programu
GraphPadPrism a statisticky vyhodnocena pouzitim neparametrického Mann-Whitneyho testu
pfi hladin€ vyznamnosti p <0,05. Pro statistickou analyzu bylo zméfeno vzdy 500 bunék.

Vzhledem k tomu, ze S. pneumoniae je geneticky velice plasticky organismus, ktery je schopen
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hromadit supresorové mutace, bylo pro odhaleni stalosti fenotypu Aspr0175 testovdno vétsi
mnozstvi klond. Grafické znazornéni velikosti jednotlivych mutantnich kment Aspr0175

v porovnani s WT je zobrazeno na obrazku ¢islo 27, 28 a 29.

a) Morfologie Sp353 b) Grafické znizornéni velikosti
bunék kmene Sp353

WT (Sp1) Sp353_k1 Sp353_k8

F -
1

1,72 £ 0,43 pm 1,60 £ 0,34 pm

1,64 £ 0,31 pm

Sp353_k9 _ Sp3s3 k17 Sp353_k19

HIH
H[—
H[—
H—
H—
H[—

0 T T T Ll L Ll
DQ e e e
& B B e e
~l§ R &R R Q”-‘ %Q'b
Kmen

1,43 +0,37 pym

1,48 + 0,40 pm 1,48 + 0,35 ym

Obrazek ¢.27: Velikost bunék Aspr0175::SweetJanus (Sp353) na pozadi divokého Rx (Sp1) kmene. Obrazek
predstavuje grafické znazornéni péti vybranych klonti k1, k8, k9, k17 ak19 kmene Aspr0175.::SweetJanus (Sp353)
na genetickém pozadi Rx kmene v porovnani s WT (Spl). V ¢asti a) jsou zobrazeny mikroskopické snimky
s ¢iselnou hodnotou udavajici median velikosti bungk s ptislusnou smérodatnou odchylkou. V ¢asti b) je uveden
krabicovy graf, kde vodorovné usecky zobrazené u jednotlivych klonl piedstavuji maximum, horni kvartil,
median, dolni kvartil, a minimum velikosti bungk. Cervené $ipky poukazuji na piiklady bunék s piepazkou
lokalizovanou mimo stied.
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a) Morfologie Sp352 b) Grafické znazornéni velikosti
bunék kmene Sp352

WT (Sp208) Sp352 k1 Sp352 k2
‘ .
B
2 !
s 21
=
b=}
o
1,22 £0,32 pm § 1-
=
Sp352_k3 Sp352_k4 Sp352_k5 s
' ol— ' ; y '

S P P ¢ P

-
ks, P A’ Al AL A A
} ' / & F F R K R
A BT Kmen

1,214 0,32 ym 1,20 £ 0,28 ym

1,19+£033 ym

Obriazek ¢.28: Velikost bunék Aspr0175::SweetJanus (Sp352) na pozadi divokého R6 (Sp208) kmene.
Obrazek predstavuje grafické znazornéni péti vybranych klonti k1-5 kmene Aspr0175::SweetJanus (Sp352) na
pozadi R6 kmene v porovnani s WT (Sp208). Cést a) predstavuje jejich mikroskopické zobrazeni s &iselnou
hodnotou udavajici median velikosti bunék s piisluinou smérodatnou odchylku. Cast b) zobrazuje vyneseni
jednotlivych kmenti do krabicového grafu. V grafu lze v podobé vodorovnych usecek vidét jejich minimum, dolni
kvartil, median, horni kvartil a maximum velikosti bun&k. Zluté $ipky poukazuji na buiiky neschopny se rozdélit,
¢imz dochazi k tvorb¢ tetizkd.

a) Morfologie Sp398 b) Grafické znazornéni velikosti
bunék kmene Sp398
Sp352_k2

WT (Sp208)
]

w
1

Nin ™|

1,45 40,28 pm

1,22 0,32 ym

Velikost bunék (um)
e i

Sp398_k1 Sp398_k2

LY

o

1,21 £0,28 pm 1,18 £ 0,34pm

Obrazek €.29: Velikost bunék Aspr0175 (Sp398) na pozadi divokého R6 (Sp208) kmene. Obrazek predstavuje
grafické znazornéni dvou klonti k1 a k3 kmene Aspr0175 (Sp398) v porovnani s WT (Sp208) a s vychozim
rodi¢ovskym klonem k2 Aspr0175::SweetJanus (Sp352_k2). Cast a) predstavuje jejich mikroskopické snimky
doplnéné o median velikosti bunék a piislusnou smérodatnou odchylku. Céast b) predstavuje krabicovy graf
zobrazujici minimum, dolni kvartil, median, horni kvartil a maximum velikosti bunék. Zluté Sipky poukazuji na
bunky neschopny se rozdélit, ¢imz dochazi k tvorbe fetizku.
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Z ¢asti a) 1 b) uvedenych na obrazku ¢.27 lze usuzovat, ze dele¢ni kmen Sp353
s vlozenou Sweet Janus kazetou (Rx; Aspr0175::SweetJanus) na pozadi kmene Rx vede ke
vzniku heterogenni populace. Buiiky s delecnim konstruktem Spr0175::SweetJanus dosahuji
v porovnani s divokym kmenem podstatn¢ vétSich, ale 1 menSich rozméri. Statisticky
vyznamny rozdil v porovnani s WT kmenem (1,64+0,31 um) tvoii klon Sp353 kil
(1,72+£0,43 pm). Bunky jsou statisticky vyznamné vétsi. V piipadé€ klonu Sp353 k8 (1,60+0,34
um) je statisticky rozdil podle medianu velikosti bunék nevyznamny, ovSem i zde je zvySena
heterogenita populace oproti WT. Naproti tomu klony Sp353 k9 (1,48+0,40 um), Sp353 k17
(1,43+£0,37 um) a Sp353 k19 (1,48+0,35 um) jsou statisticky vyznamné mensi. V populaci
bunck Aspr0175::SweetJanus na pozadi Rx kmene se zaroveil nachazi takové, které mayji

bunécnou prepazku lokalizovanou mimo stfed (Cervené Sipky na obrazku ¢.27).

Obrazek ¢.28 zobrazuje populaci bunék Aspr0175:SweetJanus na pozadi kmene R6.
Testované buiiky vSech klond mutantniho kmene Sp352 (R6; Aspr0175::SweetJanus) jsou
statisticky vyznamné mens$i (pfiblizn€ v rozmezi 1,19 az 1,33 um) nez buiiky divokého kmene
(1,46+£0,27 um). Zaroven je u téchto bunck patrny problém s jejich rozdélenim (zZluté Sipky na
obrazku ¢.28), kdy bunky tvoii kratké fetizky, které v populaci pievladaji. Procentualni
zastoupeni bunck v fetizcich u WT kmene Sp208 v porovnani s kmenem Sp352 (R6;

Aspr0175::SweetJanus) je uvedeno v tabulce ¢.26.

Kmen Pocet bunék v Pocet bunék Procentualni
Fetizcich samostatné zastoupeni bunék v
retizcich

Sp208 16 384 4%

Sp352 klon k1 44 356 11 %

Sp352 klon k2 216 184 54 %

Sp352 klon k3 148 252 37 %

Sp352 klon k4 220 180 55 %

Sp352 klon k5 252 148 63 %

Tabulka ¢.26: Procentuilni zastoupeni bunék Aspr0175::SweetJanus (Sp352) v Fetizcich na pozadi divokého
R6 (Sp208) kmene. Pro kazdy kmen bylo analyzovano celkem 400 bungk.

Populace bunck je statisticky vyznamné mensi i v piipadé mutantnich kment Aspr0175
po odstranéni Sweet Janus kazety na pozadi R6 (obrazek ¢.29). K ptipravé kmene Sp398 (R6;
Aspr0175) byl pouzit klon k2 kmene Sp352 a u vysledného dele¢niho kmene Sp398 byly
testovany dva klony: k1 a k2. Median velikosti bun€k u klonu Sp398 kI je 1,21+£0,28 um a
median bunék u klonu Sp398 k2 je 1,18+0,34 pm, v porovnani s divokym kmenem Sp208 o
velikosti bunék 1,45+0,28 um. Vzhledem k tomu, ze jak rodicovsky kmen Sp352, tak dcefiny

kmen Sp398 vykazuji stejny morfologicky defekt, Ize usoudit, Ze piitomnost Sweet Janus
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kazety u rodi¢ovského kmene Sp352 klon k2 nema vyznamny vliv na morfologii R6 kmene.
V populaci bun¢k klonu Sp398 kl je z pofizenych snimkt také patrna prevladajici tvorba
kratkych fetizkii. VEtSi mnozstvi fetizkli ve srovnani s divokym kmenem Sp208 je viditelné i u
klonu Sp398 k2. Procentudlni zastoupeni bunck v fetizcich u kmene Sp398 je uvedeno
v tabulce €.27, pro srovnani je zde uvedeno i procentudlni zastoupeni bunék u WT kmene Sp208

a Aspr0175:SweetJanus kmene (Sp352 k2).

Kmen Pocet bunék v Pocet bunék Procentualni
retizcich samostatné zastoupeni bunék v
Fetizcich
Sp208 16 384 4%
Sp352 klon k2 216 184 54 %
Sp398 klon k1 216 184 54 %
Sp398 klon k2 128 272 32 %

Tabulka ¢.27: Procentualni zastoupeni bunék v ietizcich u kmene Aspr0175 (Sp398) v porovnani s WT
kmenem (Sp208) a rodiovskym kmenem Aspr0175::SweetJanus (Sp352_k2). Pro kazdy kmen bylo
analyzovano 400 bunék.

5.6 Riistova charakterizace mutantnich kmeni s odstranénym genem

spr0175

Pro charakterizaci ristovych vlastnosti u kmeni s deleci genu spr0175 byly pomoci
piistroje Evolution™ 201 UV-Visible Spectrophotometer (Thermo scientific) zmé&feny jejich
rustove kiivky. Vzorky pro analyzu byly méfeny v duplikatech, kdy byla v intervalu kazdych
10 minut zméfena jejich optickd denzita ODeoo, a to vzdy 5 krat béhem jedné sekundy. Primér
naméfenych hodnot ze dvou nezavislych méteni byl vynesen v podobé semilogaritmického
grafu a zji$téna doba zdvojeni jednotlivych kment uvedena v tabulce. U vSech ristovych kiivek
jsou zéaroven zobrazeny chybové usecky. Béhem méfeni rastovych kiivek u kment s deleci
genu spr0175 byl pozorovan fenomén zlepseni ristovych vlastnosti v pribehu pasazovani, coz

podnitilo testovani téchto kment v dalSich generacich.

Nejprve byly rastové kiivky méfeny u kmentt Sp353 (Rx; Aspr0175::SweetJanus) na
pozadi Rx divokého kmene (Graf ¢.1). Testované klony Sp353 k1, Sp353 k8, Sp353 k9 a
Sp353 k17 rostly s rozdilem nékolika minut obdobné jako divoky kmen Spl (doba zdvojeni
29 minut). Doba zdvojeni u kmene Sp353 k1 (31 minut) a Sp353 k8 (33 minut) byla i po
probéhlém pasazovani bun€k shodna. U kmenit Sp353 k9 a Sp353 k17 bylo pozorovano
nepatrné zrychleni jejich ristu nasledkem pasézovani. U kmene Sp353 k9 byla doba zdvojeni
sniZzena o pouhou 1 minutu z 33 na 32 minut. Doba zdvojeni u kmene Sp353 k17 byla vlivem

pasdzovani sniZzena o 2 minuty z 33 na 31 min. Jednotlivé doby zdvojeni jsou uvedeny v tabulce
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¢.28. Posun ristové kiivky vlivem pasazovani vSak neni dan jejich nepatrné rychlej$im ristem,

ale spiSe zkracenim lag faze, ta je z grafu €.1b patrnd pouze u kmenil testovanych v prvni

generaci.
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Graf ¢.1: Ristové kiivky kmene Sp353 (Rx; Aspr0175::SweetJanus) na genetickém pozadi Rx (Spl)
divokého kmene S. pneumoniae. Grafy zobrazuji semilogaritmické vyneseni ristovych kiivek kloni k1, k8 (a) a
k9, k17 (b) u kmene Sp353 (Rx; Aspr0175.::SweetJanus) na pozadi Rx (Spl). Ristova kiivka jednotlivych klond
byla monitorovana béhem I. a II. pasaze (I.p a ILp).
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Kmen Doba zdvojeni

a) Spl 29 min
Sp353 k1 (I.p) 31 min

Sp353 k8 (I.p) 33 min

Sp353 k1 (IL.p) 31 min

Sp353 k8 (IL.p) 33 min

b) Spl 29 min
Sp353 k9 (I.p) 33 min

Sp353 k17 (Lp) 33 min

Sp353 k9 (IL.p) 32 min

Sp353 k17 (IL.p) 31 min

Tabulka ¢.28: Jednotlivé doby zdvojeni u kmene Sp353 (Rx; Aspr0175::SweetJanus) na pozadi Rx (Spl)
divokého kmene S. pneumoniae. Tabulka zobrazuje dobu zdvojeni bun€k u klond k1, k8 (a) a k9, k17 (b) u
kmene Aspr0175::SweetJanus na pozadi Rx (Spl) kmene vypoétenych z grafu ¢.1. Zkratky Lp a IL.p oznaduji
prvni a druhou pasaz.

Posléze byly rustové kiivky méfeny u kment Sp352 (R6; Aspr0175::SweetJanus) na
pozadi R6 divokého kmene. Z vysledkli je patrné, ze vlivem pasdzovani dochazi
k vyznamnému zkracovani lag faze a k celkovému zrychleni rastu jednotlivych pasdzovanych
mutantnich kmenti. Po prvnim pasaZovani rostou jednotlivé klony Sp352 k2 (doba zdvojeni
65 minut), Sp352 k3 (54 minut) a Sp352 k4 (61 minut) podstatné pomaleji oproti divokému
kmeni Sp 208 (doba zdvojeni 42 minut) a je u nich patrnd lag faze. S kazdym dalSim
pasazovanim je doba zdvojeni bunék vice podobna divokému kmeni. Po IV. pasaZzovani je u
vSech téchto kmenl patrné zrychleni ristu, kde klony Sp352 k2 a Sp352 k3 rostou jen o
2 minuty pomaleji (doba zdvojeni 44 minut) a klon Sp352 k4 o 5 minut pomaleji (doba
zdvojeni 47 minut) nez divoky kmen Sp208 (doba zdvojeni 42 minut). Zrychleni v rastu u
jednotlivych kmenti béhem pasdzovani je patrné z grafu ¢.2. V tabulce ¢.29 jsou pro testované

kmeny uvedeny jejich doby zdvojeni.
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Graf ¢.2: Ristové kiivky kmene Sp352 (R6; Aspr0175::SweetJanus) na genetickém pozadi R6 (Sp208)
divokého kmene S. pneumoniae. Grafy zobrazuji semilogaritmické vyneseni rustovych ktivek klonu k2 (a), k3
(b) a k4 (c¢) u kmene Sp352 (R6; Aspr0175::SweetJanus) na pozadi R6 (Sp208). Rustova kiivka jednotlivych
klontd byla monitorovana béhem I. - IV. pasaze (I.p, IL.p, Il.p a [V.p)
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Kmen Doba zdvojeni

a) Sp208 42 min
Sp352 k2 (Lp) 65 min

Sp352 k2 (ILp) 58 min

Sp352 k2 (IlL.p) 50 min

Sp352 k2 (IV.p) 44 min

b) Sp208 42 min
Sp352 k3 (I.p) 54 min

Sp352 k3 (IL.p) 48 min

Sp352 k3 (IlL.p) 40 min

Sp352 k3 (IV.p) 44 min

c) Sp208 42 min
Sp352 k4 (Lp) 61 min

Sp352 k4 (1l.p) 59 min

Sp352 k4 (IlL.p) 56 min

Sp352 k4 (IV.p) 47 min

Tabulka ¢.29: Jednotlivé doby zdvojeni u kmene Sp352 (R6; Aspr0175::SweetJanus) na pozadi R6 (Sp208)
divokého kmene S. pneumoniae. Tabulka zobrazuje dobu zdvojeni bunék u klonti k2 (a), k3 (b) a k4 (¢) u kmene
Aspr0175::SweetJanus na pozadi R6 (Sp208) kmene vypoctenych z grafu ¢.2. Zkratky Lp, IL.p, lll.p a IV.p
oznacuji jednotlivé pasaze.

Rustove vlastnosti byly testovany i u kmene Sp398 (R6; Aspr0175), jenz vznikl po deleci
Sweet Janus kazety z klonu k2 kmene Sp352 (R6; Aspr0175.::SweetJanus) (Graf ¢.3). Obdobné
jako u kmene Sp352 je u jednotlivych klon k1-k4 tohoto nové vzniklého kmene Sp398
pfitomna lag faze a jednotlivé klony maji v porovnani s divokym kmenem Sp208 (doba
zdvojeni 42 minut) del$i dobu zdvojeni, kde klon Sp398 k1 (doba zdvojeni 46 min) roste o 4
minuty pomaleji, klon Sp398 k2 (doba zdvojeni 51 minut) o 9 minut pomaleji, klon Sp398 k3
(doba zdvojeni 44 minut) o 2 minuty pomaleji a klon Sp398 k4 (doba zdvojeni 50 minut) o 8
minut pomaleji nez divoky kmen. U klonu Sp398 k1 (R6, ASpr0175) byly nasledné zméteny
rustove kiivky i1 v pribeéhu tfech postupnych pasazovani. Z vysledk je patrné, ze lag taze u 1.
pasazovani je oproti I. pasdzovani jiz vyrazné zkracena a doba zdvojeni je 50 min. U IIL
pasazovani je lag faze téméf na hranici detekovatelnosti a doba zdvojeni je jen o 1 minutu delsi
oproti divokému kmeni (doba zdvojeni Sp398 k1 je 43 minut, doba zdvojeni divokého kmene

Sp208 je 42 minut). Doba zdvojeni pro jednotlivé kmeny je uvedena v tabulce ¢.30.
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Graf ¢.3: Riistové kiivky kmene Sp398 (R6; Aspr0175) na genetickém pozadi R6 (Sp208) divokého kmene
S. pneumoniae. Grafy zobrazuji semilogaritmické vyneseni rustovych kiivek u kmene Sp398 (R6; Aspr0175) na
pozadi R6 (Sp208). V cCasti a) jsou zobrazeny rustové kiivky klont kl-k4 kmene Sp398 a porovnany

s rodi¢ovskym kmenem klonem Sp352 k2 (R6; Aspr0175::SweetJanus) a divokym kmenem R6 (Sp208). V ¢asti
b) je zobrazeno L.-I11. pasazovani pro klon Sp398 k1 a porovnano s riistovou kiivkou divokého kmene R6 (Sp208)
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Kmen Doba zdvojeni

a) Sp208 42 min
Sp352 k2 (I.p) 65 min
Sp398 k1 (I.p) 46 min
Sp398 k2 (I.p) 51 min
Sp398 k3 (I.p) 44 min
Sp398 k4 (1.p) 50 min
b) Sp208 42 min
Sp398 k1 (I.p) 47 min
Sp398 k1 (ILp) 50 min
Sp398 k1 (Ill.p) 43 min

Tabulka ¢.30: Jednotlivé doby zdvojeni u kmene Sp398 (R6; Aspr0175) na pozadi R6 (Sp208) divokého
kmene S. pneumoniae. Tabulka udava dobu zdvojeni bunek vypoctenych z grafu ¢.3. V ¢asti a) jsou zaznamenany
doby zdvojeni klond kl-k4 kmene Sp398a porovnany s rodiCovskym klonem Sp352 k2 (R6;
Aspr0175::SweetJanus) a divokym kmenem R6 (Sp208). V ¢&asti b) je zaznamenano 1.-11I. pasdzovani pro klon
Sp398 k1 a porovnano s dobou zdvojeni divokého kmene R6 (Sp208). Zkratky L.p, IL.p a IIl.p oznacuji jednotlivé
paséze.

5.7 Prikaz fosforylace proteinu Spr0175 a jeho mutantnich forem in vitro

proteinkinazou StkP

Abychom prokazali fosforylaci proteinu SprO175 proteinkinazou StkP in vitro,
pfipravili jsme rekombinantni fizni proteiny s histidinovou kotvou His-Spr0175 s Spr0175-
His. Tyto purifikované proteiny byly podrobeny fosforyla¢ni reakci kindzovou doménou StkP
(KD) v pfitomnosti neznadeného ATP a také radioaktivné znageného [y->*P] ATP. Vizualizace
fosforylace byla provedena pomoci imunodetekce protilatkou proti fosfothreoninu (Anti-P-
Thr), a nebo pomoci zachytu radioaktivniho zafeni na citlivou folii, jejim vyhodnocenim na

ptistroji Molecular Imager FX (Bio-Rad) a naslednou analyzou v programu Quantity One 4.6.6.

5.7.1 Exprese His-Spr0175 v pETPhos plasmidu

Pro priikaz fosforylace proteinu Spr0175 in vitro byl ptipraven kmen Ec387 (E. coli
BI21; pETPhos0175) s expresnim plasmidem pETPhos0175. Indukce exprese proteinu His-
Spr0175 byla navozena ptidanim 0,5 mM IPTG a vzorky pro imunodetekci byly odebrany pted
ptidavkem IPTG a po 2, 3 a 4 hodinéach indukce. Bunky byly dezintegrovany dvéma odlisSnymi
metodami: sonikaci a French-pressem. Po rozdé€leni proteinli pomoci polyakrylamidové
elektroforézy byla exprese proteinu vizualizovana Coomassie Blue barvenim a imunodetekci

pomoci protilatky Anti-His.

Na obrazku €.30 je zobrazena detekce proteinu His-Spr0175 pomoci Coomassie Blue

barveni a imunodetekce Anti-His protilatkou. S prodlouzenim doby indukce IPTG dochdzi ke
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zvyseni exprese proteinu His-Spr0175 (Obrazek ¢.30a). Kultura byla po ¢tythodinové kultivaci
v pritomnosti IPTG podrobena centrifugaci a buiiky byly dezintegrovany pomoci sonikace a
French-pressu. Po rozbiti bunék metodou French-press byl protein pfitomen pouze
v nerozpustné frakci, zatimco po rozbiti bun¢k sonikaci se tento protein nachazel 1 v rozpustné

frakei, coz bylo pro naslednou zdarnou purifikaci proteinu zddouci (Obrazek ¢.30b).

a) Coomassie blue b) Anti-His
1”—} QR—D
& d A TR S-S
Indukee IPTG- Q‘\ob o @ob RS A — @ w@c N@x &\\&x u‘\“ﬁx N)bx
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11 kDa- “ - His-Spr0175
D2, % - His-Spr175

Obrazek ¢.30: Detekce exprese proteinu His-Spr0175 po piidani induktoru IPTG. Na obrazku je zobrazena
detekce exprese proteinu Spr0175 v ¢asti a) po barveni Coomassie blue G-250 a v ¢asti b) protilatkou Anti-His.
Velikost proteinu His-Spr0175 je 11,05 kDa. U jednotlivych sloupci je uvedeno, jak dlouho probihala indukce
pomoci IPTG. Buiiky, jenz byly rozbijeny pomoci French-pressu, jsou oznaceny zkratkou FP, buniky rozbijené
pomoci sonikace zkratkou S. Detekce proteinu His-Spr0175 po rozbiti bunék z rozpustné frakce (oznaceno
zkratkou R) a z nerozpustné frakce (oznaceno zkratkou N).

Proteiny nachazejici se v rozpustné frakci byly nasledné purifikovany pomoci afinitni
chromatografie Ni-NTA agarézou a dialyzovany. K prikazu fosforylace proteinu Spr0175
proteinkindzou StkP byla na purifikovanych proteinech provedena kinazova reakce s naslednou
imunodetekci pomoci protilatek Anti-His a Anti-P-Thr s vyuZitim substratu WesternBright
ECL (Advansta) (Obrazek ¢.31). Protein FtsA, znamy substrat proteinkinazy StkP (Kubincova,
2017), byl u obou detekci pouzit jako kontrola funk¢nosti systému. Na obrazku ¢.31 byla v ¢asti
a) protilatkou Anti-His detekovéana jak rovnomérna kvantita nanasky proteinu His-Spr0175, tak
1 kinazové domény KD. Detekce fosforylace proteinu Anti-P-Thr protilatkou v ¢asti b) vSak
byla viditelnd pouze u samotné kindzové domény a také u kontrolniho proteinu FtsA, ktery
putuje na gelu v podobé dvojitého prouzku (Obrazek ¢.31b). Slaby fosforylani signal
detekovany u obou testovanych substratii bez ptidavku proteinkinazy StkP (3 a 5 draha
imunodetekce Obr. 30b) je pravdépodobné zpiisoben kontaminaci okolnimi vzorky
obsahujicimi StkP v kombinaci s vysokou citlivosti Anti-P-Thr protilatky. Prikaz fosforylace
proteinu His-Spr0175 byl vSak netspésny. Netuspéch detekce Anti-P-Thr mohl byt zptisoben
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pfitomnosti histidinové znacky na N-konci proteinu Spr0175 nachazejici se tak v tésné blizkosti
fosforylacnich mist T4 a T7. Takto pfipraveny rekombinantni protein mize byt nefunként,
proto jsme soucasn¢ piipravili expresni konstrukt, ktery exprimuje fuzni protein Spr0175

s histidinovou znackou na C-konci proteinu (viz nasledujici kapitola).

a) Anti-His b) Anti-P-Thr
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Obrazek ¢.31: In vitro fosforylace proteinu His-Spr0175. Zleva: standard molekulovych hmotnosti, samotna
autofosforylace kinazové domény StkP, His-Spr0175 bez a s ptidanou kinazovou doménou StkP, His-FtsA bez a
s pfidanou kinazovou doménou StkP. Jako kontrola stejné nanasky vSech vzorkl byla pouzita imunodetekce
provedena pomoci Anti-His protilatky (a). Fosforylované proteiny jsou vizualizovany pomoci imunodetekce
protilatkou Anti-P-Thr (b). Jako kontrolni protein fosforylovany kinazovou doménou StkP-KD byl pouzit His-
FtsA, ktery ma velikost 49,89 kDa a putuje jako dvojprouzek. Zkratka KD znamena kinazova doménu.

5.7.2 Exprese Spr0175-His a jeho mutantnich forem v expresnim plasmidu pET42b

Vzhledem k netspésné detekcei fosforylace proteinu His-Spr0175 in vitro izolovaného z
kmene Ec387 byl ptipraven dalsi kmen Ec411 (E. coli BL21; pET42b0175) obsahujici expresni
plasmid pET42b0175 fGzovany s histidinovou zna¢kou na C-konci proteinu Spr0175. Tento
expresni plasmid byl pfipraven také s fosfoablativnimi zdménami v pozici T7 (Ec413: E. coli
BL21; pET42b0175 T7A4) a T4, T7 (Ec416: E. coli BL21; pET42b0175 T44 T7A4) proteinu
Spr0175. Indukce exprese proteinu Spr0175 byla navozena pfidanim 0,5 mM IPTG a vzorky
pro kontrolni imunodetekci odebrany pied a po 2, 3 a 4 hodinach po ptidavku induktoru (data
neuvedena). Protein byl nésledné purifikovan afinitni chromatografii pomoci Ni-NTA agardzy,
dialyzovan a na takto purifikovanych proteinech byla provedena kindzova reakce in vitro.
K detekci proteinu Spr0175-His a k detekci jeho fosforylace byly nasledné pouzity protilatky

Anti-His a Anti-P-Thr a detekce a vizualizace byla provedena s pouzitim substratu
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WesternBright ECL (Advansta). Mnozstvi purifikované kindzové domény StkP pouzité v

kinazové reakci in vitro bylo 0,251g a mnozstvi proteinu SprO175-His 1pg.

Detekce Anti-His a Anti-P-Thr je zobrazena na obrazku ¢.32. Cast a) zobrazuje detekci
nanesené¢ho mnozstvi proteinu SprO175-His a jeho mutantnich forem protilatkou Anti-His.
Z obrazku je patrné, ze nanaSka proteinu Spr0175 je u vSech Sesti vzorkl pfiblizné stejna.
Zaroven lze fici, ze divoka forma proteinu SprO175-His na rozdil od fosfoablativnich forem
putuje na gelu jako dvojprouzek, coz znaéi existenci dvou izoforem. Cast b) predstavuje detekci
protilatkou Anti-P-Thr. Fosforylace divoké formy proteinu Spr0175-His kindzovou doménou
StkP vede ksilnému narustu fosforylaéniho signalu. Protoze Spr0175-His neni za
nepiitomnosti KD fosforylovan, lze tedy konstatovat, Ze protein SprO175 je skuteCnym
substratem proteinkinazy StkP in vitro. K potvrzeni threoninového zbytku 7 jako hlavniho
fosforyla¢niho mista proteinu Spr0175 byla testovana fosfoablativni forma proteinu Spr0175-
His T7A exprimovana v kmeni Ec413 (E. coli BL21; pET42b0175 T7A4). U proteinu Spr0175-
His T7A inkubovaného s KD k fosforylaci viibec nedochazi. T7 je tedy hlavnim fosforylacnim
mistem proteinkindzy StkP. Mozné minoritni misto fosforylace v pozici T4 proteinu Spr0175

proteinkindzou StkP se ndm v takto navrzeném experimentu nepodafilo prokazat.

a) Anti-His b) Anti-P-Thr
Spr0175-His Spr0175-His+ KD Spr0175-His Spr0175-His+ KD
Ab Ak A% Av
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1MkDa- Wi T 11 kDa- - -Spr0175-His

Obrazek ¢.32: In vitro fosforylace proteinu Spr0175-His pomoci WesternBright ECL substratu (Advansta).
Zleva: samotna autofosforylace kinazové domény StkP, Spr0175-His (WT) a jeho fosfoablativni formy (Spr0175-
His T7A, Spr0175-His T4A/T7A) bez a s ptidanou kindzovou doménou StkP. Jako kontrola stejné nanaSky vSech
vzorkd byla pouzita imunodetekce provedend pomoci Anti-His protilatky (a). Fosforylované proteiny jsou
vizualizovany pomoci imunodetekce protilatkou Anti-P-Thr (b). Zkratka KD znamena kinazova doména.
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Kinazova reakce in vitro byla nasledné zopakovana s pouzitim vétStho mnozstvi
proteinu Spr0175-His (2 pg), stejné tak i s vétSim mnozstvim kindzové domény StkP (0,5 pg)
a imunodetekce P-Thr byla provedena s pouzitim citlivéjSiho chemiluminiscen¢niho substratu
Sirius (Advansta). Vysledky této detekce jsou zobrazeny na obrazku ¢.33, kde je u WT formy
proteinu Spr0175-His po pifidani KD ptitomen silny fosforylacni signal. Zadménou hlavniho
fosforylaéniho mista threoninu v pozici 7 za alanin dochdzi k vyznamnému ubytku tohoto
signalu. Slaby signal je zde ovSem stale pfitomen, coz znamend, existenci jeSté dalSiho
minoritniho fosforylacniho mista. Pro potvrzeni T4 jako minoritniho fosforylacniho mista byl
ptipraven kmen Ec416 (E. coli BL21; pET42b0175 T4A T7A) exprimujici protein Spr0175-His
se dvéma zaménami v pozici T4A a T7A. U proteinu Spr0175-His T4A/T7A byla zaznamenana

dalsi redukce fosforylacniho signalu v porovnani s proteinem Spr0175-His T7A.

Z vysledkt tedy vyplyva, ze zbytek T7 je hlavnim a zbytek T4 minoritnim

fosforylaénim mistem proteinu Spr0175 v podminkéch in vitro.
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Obrazek ¢.33: In vitro fosforylace proteinu Spr0175-His pomoci citlivéjSiho ECL substratu Sirius
(Advansta). Zleva: samotnéd autofosforylace kindzové domény StkP, Spr0175-His (WT) a jeho fosfoablativni
formy (Spr0175-His T7A, Spr0175-His T4A/T7A) bez a s pfidanou kindzovou doménou StkP. Fosforylované
formy proteinu SprO175-His jsou vizualizovany pomoci imunodetekce protilatkou Anti-P-Thr s vyuzitim
citlivéjsiho chemiluminiscencniho substratu Sirius (Advansta) ve dvou expozi¢nich Casech: 15 s a 60 s. Zkratka
KD znamena kindzova doména.

Expozice 60s

U proteinu s dvojitou zameénou Spr0175-His T4A/T7A je tak stale detekovan velice
slaby fosforyla¢ni signal (Obrazek ¢.33). JelikoZ podobnd bazilni intenzita signdlu byla
detekovana rovnéz u vSech forem proteinu Spr0175-His bez pfidani KD (Obrazek ¢.33), mize
se jednat bud’ o nespecificky signal nebo o slabou autofosforylacni aktivitu proteinu Spr0175.

Abychom zjistili, zdali zbytkova fosforylace proteinu Spr0175-His T4A/T7A je zévisla na
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kindzové doméné StkP ¢i nikoliv, provedli jsme citlivéjsi fosforylaéni test in vitro zalozeny na

radioaktivnim znaceni pomoci y->>P-ATP.

Kindzova reakce in vitro byla provedena standardnim zptsobem, pouze jako zdroj
fosfatové skupiny byl misto neznaéeného ATP pouzit radioaktivné znadeny y->P-ATP.
Proteiny byly nasledn¢ rozdéleny na 1D SDS-PAGE, gel obarven pomoci Coomassie Blue G-
250 a zaloZen spolu s citlivou folii pro zachyt radioaktivniho signalu. Expozice trvala po dobu
dvou dnt. Vysledek této detekce je zobrazen na obrazku ¢.34. V ¢asti a) je detekovana hladina
proteinu Spr0175-His a jeho mutantnich forem barvenim Coomassie Blue G-250. Z vizuéalniho
porovnani intenzit 1ze fici, ze nanaska vSech proteint je rovnomérna. V ¢asti b) je zndzornéna
detekce radioaktivniho y-*?P-ATP. Nejsilngjsi signal je detekovan u divoké formy proteinu
Spr0175 izolovaného z kmene Ec411 (E. coli BL21; pET42b0175) potvrzujici, Ze protein
Spr0175-His je substratem kinazy StkP in vitro. Vyrazny ubytek fosforylacniho signalu
v ptitomnosti KD je detekovan v piipadé zamény hlavniho mista fosforylace T7A proteinu
Spr0175. Zameéna obou threoninovych zbytkl za alanin (T4 1 T7 proteinu Spr0175-His) vede
k téméf uplnému vymizeni fosforylacniho signalu zpiisobené¢ho kinazovou doménou KD.
Threonin v pozici 4 je tedy druhym mistem fosforylace v podminkach in vitro. Nepatrny signal
po dvojité zameéné T4A a T7A v proteinu Spr0175-His je specificky a nachazi se pouze u vzorku
s ptidanou KD, coZ znamena, Ze protein Spr0175 je fosforylovan kindzou StkP na dal$im dosud

neznamém tretim miste.

a) Coomassie blue b) Autradiogram
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Obrazek ¢.34: In vitro fosforylace proteinu Spr0175-His pomoci radioaktivné znaceného y-3*P-ATP. Zleva:
samotnd autofosforylace kindzové domény StkP, Spr0175-His (WT) a jeho fosfoablativni formy (Spr0175-His
T7A, Spr0175-His T4A/T7A) bez a s ptidanou kindzovou doménou StkP. Jako kontrola stejné nandsky vsech
vzorkll byl pouzit gel barveny pomoci Coomassic Blue G-250 (a). Fosforylované formy proteinu Spr0175-His
jsou vizualizovany na autoradiogramu (b). Zkratka KD znamena kindzova doména.
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5.8 Priikaz fosforylace proteinu Spr0175 a jeho mutantnich forem in vivo

Pro priikaz fosforylace proteinu SprO175 in vivo bylo pfipraveno nékolik kment
S. pneumoniae: Sp407 (Rx; AstkP bga::pZn-spr0175-flag), Sp408 (Rx; bga::pZn-spr0175-
flag) a Sp410 (Rx, bga::pZn-spr0175-flag T7A). Tyto kmeny byly nejprve kultivovany v TSB
médiu s piidavkem a bez piidavku induktoru exprese ZnSOas. V celkovych lyzatech byla
pomoci imunodetekce protilatkou Anti-Flag stanovena koncentrace ZnSOs, pii které¢ dochéazelo
ve vSech vzorcich k ptiblizné stejné expresi proteinu Spr0175-FLAG — 0,3 mM ZnSO4 u Sp408,
0,1 mM u Sp407 a 0,5 mM u Sp410 (data nejsou uvedena). Protein Spr0175-FLAG byl nasledné
purifikovan pomoci Anti-Flag protilatky imobilizované na magnetickych kuli¢kach.
Fosforylace téchto purifikovanych proteint byla detekovana protildtkou Anti-P-Thr, zatimco
urovenn jejich exprese Anti-Flag protilatkou. K detekci exprese proteinu SprO175-FLAG
protilatkou Anti-Flag byl pouzit chemiluminiscen¢ni substrat WesternBright ECL (Advansta),

zatimco k detekci fosforylace tohoto proteinu byl pouzit citlivéjsi substrat Sirius (Advansta).

Na obrazku ¢.35 je zobrazena imunodetekce protilatkami Anti-Flag a Anti-P-Thr.
Z vysledkt vyplyva, ze exprese proteini SprO175-FLAG/Spr0175-FLAG T7A je u vsech
testovanych kmenl stejna (Obrazek ¢.35b). Hladina fosforylace proteinu SprO175-FLAG
proteinkindzou StkP v casti a) se u jednotlivych kment li§i. Fosforylace proteinu Spr0175-
FLAG byla detekovana u kmene spr0175-flag (Sp408). V kmeni Sp407 (Rx; AstkP bga::pZn-
spr0175-flag) s deleci proteinkindzy StkP k fosforylaci nedochéazelo. Fosforylace nebyla
detekovana ani po zdmén¢ hlavniho fosforyla¢niho mista, threoninu v pozici 7 za alanin u
kmene Sp410 (Rx; bga:.pZn-spr0175-flag T7A4). Lze tedy konstatovat, Ze protein Spr0175 je
skuteCnym substratem proteinkindzy StkP in vivo a jeho hlavnim a zaroven jedinym

fosforylaénim mistem je threonin v pozici 7.

Dale byl protildtkou Anti-P-Thr detekovan neznamy proteinovy prouzek, jenZ je také
substratem kinazy StkP, jelikoZ v kmeni Sp407 s odstranénou StkP proteinkindzou neni
fosforylovan (Obrazek ¢.34a). Pro identifikaci tohoto neznamého substratu byl proveden dalsi

experiment popsany v kapitole 5.9.
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Obrazek €.35: Detekce fosforylace substratu Spr0175 kinazou StkP in vive. Fosforylované proteiny byly
detekovany pomoci protilatky Anti-P-Thr (a). Jako kontrola stejné nanasky vSech vzorki byla pouzita
imunodetekce pomoci protilatky Anti-Flag (b). Zkratka St oznacuje standard molekulovych hmotnosti; velikost
proteinu Spr0175 je 10,3 kDa. Detekce byla provedena u kment Sp408 (Rx; bga::pZn-spr0175-flag), Sp407 (Rx;
AstkP bga::pZn-spr0175-flag) a Sp410 (Rx; bga::pZn-spr0175-flag T7A).

5.9 Identifikace neznamého substratu proteinkinazy StkP a interakcéniho

partnera proteinu Spr0175

V predeslé kapitole byla zminéna detekce protilatkou Anti-P-Thr neznamého proteinu.
Vzhledem k tomu, ze fosforylacni signal nebyl detekovan v kmeni Sp407 s odstranénou StkP
proteinkindzou (Rx; AstkP bga::.pZn-spr0175-flag), jevilo se jako pravdépodobné, Ze neznamy
protein je substratem kinazy StkP. Pro vysvétleni existence tohoto substratujsme navrhli dvé
hypotézy: mohlo by se jednat o novy substrat kinazy StkP, ktery zaroven interaguje s proteinem
Spr0175 anebo by druhy pozitivni proteinovy prouzek mohl predstavovat nativni formu
proteinu Spr0175. Pii1 purifikaci proteinu SprO175-FLAG mohlo dojit k jeho soucasné
kopurifikaci s proteinem Spr0175 z nativniho lokusu, ktery nema Flagovou kotvu a bude tedy

na gelu migrovat rychleji nez protein fizovany s Flagovoukotvou.

Abychom urcili, zda se jedna o nativni protein Spr0175, nebo se jedna o jiny substrat
StkP interagujici s proteinem SprO175, byl navrZzen experiment, v némz byly testovany na
ptitomnost fosforyla¢niho signdlu dva kmeny: Sp408 (Rx, bga.:pZn-spr0175-flag) a Sp456
(Rx, Aspr0175 bga::pZn-spr0175-flag). Predpokladali jsme, ze pokud by se jednalo o nativni
protein Spr0175 nebude fosforylacni signal v kmeni s deleci genu spr0175 v nativnim lokusu
(Sp456) ptitomen. Pokud by se jednalo o jiny substrat proteinkindzy StkP interagujici
s proteinem Spr0175-FLAG, signal bude detekovan i v kmeni s odstranénou nativni alelou genu
spr0175 (Sp456). Jako negativni kontrola byl pouzit divoky kmen Spl. Exprese proteinti byla
navozena induktorem ZnSOs a proteiny byly purifikovany pomoci protilatky Anti-Flag

imobilizované na magnetickych kulickach. Mira exprese proteint byla detekovéana protilatkou
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Anti-Flag a vizualizovana pouzitim substratu WesternBright ECL (Advansta). Detekce
fosforylace neznamého substratu proteinkindzou StkP byla provedena s pouzitim protilatky

Anti-P-Thr citlivéjSiho chemiluminiscen¢niho substratu Sirius (Advansta).

Z vysledku na obrazku ¢.36 v ¢asti b) lze usuzovat, ze exprese proteinu detekovana
protilatkou Anti-Flag je u obou kmeni Sp408 (Rx; bga::pZn-spr0175-flag) a Sp456 (Rx;
ASpr0175 bga::pZn-spr0175-flag) stejna. V Casti a) byl protilatkou Anti-P-Thr detekovan
fosforylacni signal u kmene Sp408 (Rx; bga::pZn-spr0175-flag), jak u proteinu SprO175-
FLAG, tak u neznamého substratu, zatimco fosforylace u kmene Sp456 (Rx, Aspr0175
bga::pZn-spr0175-flag) byla detekovana pouze u proteinu Spr0175-Flag. U divokého kmene
Sp1 nebyla detekovana Zadna fosforylace. Lze tedy konstatovat, Ze nativni protein Spr0175 byl
koimunoprecipitovan spolu s proteinem SprO175-FLAG exprimovanym z inducibilniho
promotoru, a tedy zZe neznamym substratem je nativni protein Spr0175. Z tohoto pozorovani
1ze usuzovat, ze protein SprO0175 a jeho znacena forma Spr0175-FLAG vzajemné¢ interaguji a

pravdépodobné vytvaieji oligomerni struktury.
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Obrazek €.36: Identifikace neznamého substratu proteinkinazy StkP koimunoprecipitovaného s proteinem
Spr0175-FLAG. Protein Spr0175-FLAG koprecipituje spolu s nativni formou Spr0175. Fosforylované proteiny
jsou detekovany pomoci Anti-P-Thr protilatky (a). Jako kontrola stejné nanasky vSech vzorkl byla pouzita
imunodetekce pomoci Anti-Flag protilatky (b). Zkratka St oznacuje standart molekulovych hmotnosti. Detekce
byla provedena na proteinech purifikovanych z kment Spl (WT; negativni kontrola), Sp408 (Rx; bga::pZn-
spr0175-flag) a Sp456 (Rx; Aspr0175 bga::pZn-spr0175-flag).
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5.10 Lokalizace proteinu Spr0175 a sledovani jeho exprese

Ke sledovani lokalizace a exprese proteinu Spr0175 byly vytvofené kmeny Sp454 (Rx;
Aspr0175 bga::pZn-gfp-spr0175) a Sp455 (Rx; bga::pZn-gfp-spr0175) kultivovany
v ptitomnosti ZnSOs, induktoru exprese ektopické kopie genu spr0175. Exprese proteinu GFP-
Spr0175 v gradientu ZnSO4 (0, 0,2 a 0,4 mM) byla ovéfena imunodetekci proteinovych lyzata
pomoci protilatky Anti-GFP. Z obrazku ¢.37 vyplyva, Ze jiz pii koncentraci 0,2 mM ZnSO4
dochazi k expresi proteinu GFP-Spr0175. Naproti tomu v nepfitomnosti induktoru ZnSO4
k expresi proteinu GFP-Spr0175 bud’ nedochazi (nespecificky signdl pozadi), a nebo je

podstatné nizsi nez po indukci.

Sp455 : Sp4s4
P P p

ZnSO,mM)- 0 0,2 04 i 0 02 04

" S -GFP-Spr0175

Obrazek ¢.37: Kontrola exprese GFP-Spr0175 pomoci imunodetekce protilitkou Anti-GFP. Na obrazku je
zobrazena imunodetekce exprese GFP-Spr0175 protilatkou Anti-GFP u dvou kmenti Sp455 (Rx, bga::pZn-gfp-
spr0175) a Sp454 (Rx, Aspr0175 bga::pZn-gfp-spr0175) v ptitomnosti riznych koncentraci induktoru ZnSO4
(mM): 0,0,2 20,4,

Pro mikroskopickou analyzu byly kmeny Sp 454 (Rx, Aspr0175 bga::pZn-gfp-spr0175)
a Sp 455 (Rx, bga::pZn-gfp-spr0175) kultivovany v TSB médiu s a bez ptidavku induktoru
ZnSOq4. V exponencialni fazi ristu pii optické denzité bakteridlni kultury ODsoo = 0,4 byly
z jednotlivych vzorkl pfipraveny mikroskopické preparaty a potizeny mikroskopické snimky
s pouzitim fluorescen¢niho filtru pro GFP. Finalni obrazky byly vytvofeny prekryvem obrazku
potizen¢ho s pouzitim GFP filtru a obrazku vzniklého pouZzitim fdzového kontrastu. Z obrazki
¢.38 je patrné, ze po piidavku 0,2 mM ZnSO4 dochdzi k detekci viditelného fluorescencéniho
signalu pfitomného u obou kmend Sp454 a Sp455. Protein GFP-SprO175 vykazuje
cytoplazmatickou lokalizaci v buiice, a to jak na pozadi divokého kmene, tak v kmeni

s odstranénym nativnim genem spr01735.
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Sp455
ZnS0O, (mM) 0

Sp454
ZnS0, (mM) 0 0,2

Obriazek ¢.38: Lokaliza¢ni profil proteinu GFP-Spr0175. Na obrazku jsou zobrazeny fotografie pofizené
prekryvem snimki ziskanych z fazového kontrastu a pomoci fluorescencéni mikroskopie s pouzitim filtru pro GFP.
Fotografie byly pofizeny u kmenti Sp454 (Rx, Aspr0175 pJWV25-spr0175) a Sp455 (Rx, pJWV25-spr0175) s a
bez piidavku induktoru ZnSOs.
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6 Diskuze

V genomu grampozitivni bakterie S. pneumoniae se nachazi jedina kopie genu kodujici
Ser/Thr proteinkinazu StkP (Novakova et al., 2005). Tento signalizacni protein hraje dilezitou
roli pfevazné v bunécném déleni a ve virulenci bakterie prostiednictvim fosforylace celé fady
substratli prenosem fosfatové skupiny na fosforylovatelné zbytky (Echenique et al., 2004,
Saskova et al., 2007, Beilharz et al., 2012). K identifikaci té€chto substratli byl v nasi laboratofi
ve spolupraci s laboratoti Ustavu molekuldrni patologie Fakulty vojenského zdravotnictvi
Univerzity obrany v Hradci Kralové analyzovan globalni fosfoproteom provedeny pomoci
hmotnostni spektrometrie, pficemz jednim z takto identifikovanych substrati proteinkinazy
StkP byl protein Spr0175, hypoteticky protein konzervovany ve streptokocich. Analyza byla
provedena v divokém kmeni a jeho fosfoproteom byl srovndn s mutantnim kmenem
s odstranénou proteinkinazou StkP (AstkP). V takto provedeném experimentu byl protein
Spr0175 urcen jako fosforylovany na threoninu v pozici 7 a to dokonce s nejvyssi intenzitou
fosforylace v porovnani s ostatnimi zjisténymi substraty proteinkinazy StkP (Fabrik a Ulrych,

nepublikované vysledky).

Sun et al. (2010) provedl také fosfoproteomickou analyzu ovSem pouze v divokém
kmeni S. pneumoniae D39 anikoliv ve srovndni s AstkP kmenem, coZ znamena, Ze identifikoval
veskeré fosforylované aminokyselinové zbytky, a tedy i fosforylované proteiny bez ohledu na
to, zdali jejich fosforylace je zavisla na proteinkinaze StkP. Podatilo se mu identifikovat rovnéz
protein Spr0175 jako fosforylovany, ovSem na threoninu v pozici 25. U bakterie Streptococcus
suis byla provedena fosfoproteomickd analyza, kde byl jako fosforylovany substrat
proteinkinazou STK, orthologa pneumokokové proteinkindzy StkP, popsan protein
SSUO05 0066 opét na threoninu v pozici 7, coz je ortholog proteinu Spr0175 (Zhang et al.,
2017). U S. agalactiae byl protein SAK 2030, opét ortholog proteinu Spr0175, urcen jako
fosforylovany in vivo proteinkindzou Stkl, ortholog pneumokokové proteinkinazy StkP.
Fosforylace SAK 2030 proteinkindazou Stkl byla detekovana na threoninu v pozici 7 a u
hyperfosforylovaného kmene s odstranénou proteinfosfatazou Stp1 také na threoninu v pozici
4. Nasledné byla i v experimentu in vitro potvrzena fosforylace na obou threoninovych zbytcich
v pozici 4 a 7 (Silvestroni et al., 2009). U bakterie Enterococcus faecalis byl identifikovan
protein IreB, ortholog k proteinu Spr0175, ktery je fosforylovan na zbytcich T4 a T7
proteinkinazou IreK v podminkach in vitro. Podle testi fosforylace in vivo neni vSak zcela
jasné, ktery z obou threoninovych zbytki je za fosforylaci proteinkinazou IreK zodpovédny

(Hall et al., 2013). Podobné byl protein IreB identifikovéan také u Clostridium difficile, kde je
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fosforylovén proteinkinazou PrkC (Martin-Verstraete Isabelle, prezentovano na konferenci: 3rd

International Conference on PTMs in Bacteria, Tiibingen, Némecko, 2018).

Prvnim cilem této diplomové prace bylo pfipravit mutantni kmen Aspr0175
S. pneumoniae na odlisném genetickém pozadi: Rx (Sp1), R6 (Sp208) a D39 (Sp339). Delece
nativnitho genu spr0175 byla provedena transformaci linearniho konstruktu 0175::SJK,
slozeného ze dvou okrajovych homolognich oblasti s vmezetenou Sweet]Janus kazetou (Li et
al.,2014). Transformacni u¢innost byla nejvyssi na pozadi Rx kmene, kde jsme ziskali vice nez
50 klond. U S. pneumoniae na pozadi R6 byla transformacéni u¢innost vyrazné nizsi, zde se
podarilo ziskat pouze 7 klonti, zatimco transformace do kmene D39 se opakované nezdatila
vubec. Na rozdil od progenitorového kmene D39, doslo v pribé¢hu dekad u kmenli Rx a R6
k akumulaci mutaci v genomové sekvenci, pficemz kmen R6 obsahuje vice nez 80 mutaci
oproti progenitorovému kmeni D39 (Lanie et al., 2007), zatimco kmen Rx, jenz obsahuje
defektni mismatch repair systém, protoze nese mutaci v genu hex4 (Negri et al., 2002),
obsahuje vice nez 600 dalSich mutaci oproti kmeni R6 (Rued et al., 2017). Schopnost kmenil
Rx a R6 akumulovat supresorové mutace se pak projevi tak, Ze jsme schopni ziskat
zivotaschopné klony i pfi deleci esencialnich gent (Lanie ef al., 2007, Massidda et al., 2013).
Vzhledem k tomu, Ze se ndm nepodatilo provést deleci genu spr0175 v kmeni D39 a delece
tohoto genu v kmeni R6 vedla k velice nizkému poctu transformantd, predpoklddame, Ze by
tento gen mohl byt pro Zivotaschopnost S. preumoniae skutecné esencidlni. V souladu s touto
hypotézou je i fakt, Ze v praci Thannasi et al. (2002), kterd byla zamétfena na studium esenciality
genl S. pneumoniae zaloZzené na postupné inzercni inaktivaci, byl tento protein popsan jako
esencidlni. Naopak ve studii Martin-Galiano ef al. (2014) se ptiprava Aspr0175 kment podafila
pfipravit na genetickém pozadi R6 1 D39 kmeni. MoZnou ptitomnosti supresorovych mutaci se
vSak prace nezabyva. K potvrzeni ¢i vyvraceni mozné esenciality genu spr0175 je vSak tieba

provést dalsi experimenty.

Ziskané Aspr0175 mutantni kmeny na odlisSném genetickém pozadi S. pneumoniae: Rx
a R6 byly dale analyzovany morfologicky a rtstové. Vzhledem k vySe popsané genetické
plasti¢nosti tohoto organismu bylo tfeba testovat pro kazdy kmen nékolik klont. Pokud je totiz
hypotéza o esencialit¢ genu spr0l75 spravnd, ziskané delecni klony mohou obsahovat
supresorové mutace v riznych genech, coZ se mize projevit riznym chovanim jednotlivych
klont. Zjistili jsme, ze kmen Sp353 (Rx; Aspr0175::SweetJanus) tvoii velmi heterogenni
populaci. Buniky jsou v porovnani s WT kmenem (1,64+0,31 pm) v piipadé klonu 353 kl
(Sp353 k1(1,72+0,43 um) statisticky vyznamné vétsi, v pripad€ klonu Sp353 k8 (1,60+0,34
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um) je statisticky rozdil nevyznamny a u klond Sp353 k9 (1,48+0,40 pum), Sp353 k17
(1,43+£0,37 um) a Sp353 k19 (1,48+0,35 um) jsou builky statisticky vyznamné mensi. Delece
genu spr0175 na pozadi Rx zaroveti vedla k bunéénym defektim. Cast populace bundk méla
lokalizovanou bunéc¢nou prepazku mimo sted buiiky, coz naznacuje defekt v bunécném déleni.
Naproti tomu kmen Sp352 (R6; Aspr0175::SweetJanus) tvotil znacné uniformni populaci.
Veskeré testované klony byly statisticky vyznamné mensi (pfiblizné v rozmezi 1,19 az
1,33 um) nez buikky WT kmene Sp208 (1,46+0,27 um). Zaroven byl u vSech dele¢nich klonii
Aspr0175::SweetJanus, pripravenych na pozadi divokého kmene R6 pozorovan problém
s jejich rozd€lenim, jenz vedl k tvorbé fetizkli. U divokého kmene, ktery tvoii prevazné
diplokoky, pouze 4 % bunck se nachdzela v fetizcich, zatimco procentudlni zastoupeni bunék
v fetizcich u kmene Sp352 (R6; Aspr0175::SweetJanus) se pohybovalo v rozmezi 11-63 %, coz
primérné dela 44+21 % pro 5 testovanych klont. Shodny fenotyp jako u kmene Sp352 (R6;
Aspr0175::SweetJanus) byl pozorovan i u kmene Sp398 (R6; Aspr(175) s odstranénou
SweetJanus kazetou, bunky byly statisticky vyznamné mensi (pfiblizné¢ 1,18-1,21 pm)
v porovnani s WT kmenem Sp208 (1,454+0,28 pm). Stejné tak tvorily bunky Sp398 (R6;
Aspr0175) kratké tetizky, jejichz procentudlni zastoupeni bylo u klonu k1 54 % a u klonu k2
32 % v porovnani s WT kmenem, kde pouze 4 % bunék je v fetizcich. Morfologicky projev
mutantnich bunék Aspr0175 pozorovany na genetickém pozadi R6 divokého kmene odpovida
dosavadnim vysledkiim publikovanym v praci Martin-Galiano et al. (2014), kde buiky
Aspr0175 na pozadi R6 rostly v kratkych ftetizcich. Buitky Aspr0175 na pozadi R6 popsané
v této praci mély zarovei silné defektni autolyzu se snizenou schopnosti virulence a byla u nich
testovana také citlivost k antibiotikiim vankomycinu a penicilinu. Zatimco u divokého kmene
S. pneumoniae R6 doSlo po pfidani obou antibiotik k redukci optické hustoty kultury (ODs20)
desetindsobn¢ a ke snizeni viability (pfeziti) bun¢k o 4 fady, v mutantnim kmeni Aspr0175 po
pfidani ATB nedoslo k Zadné redukci optické hustoty (ODe20) a viabilita bakterii byla sniZzena
pouze o 1 fad, prokazujici silny defekt v autolyze podobny jako v mutantnim kmeni Alyt4
(defektni pro autolyzin). U kmene D39 pak byla zjisténa snizena schopnost virulence. (Martin-

Galiano et al., 2014).

Dale jsme také chtéli charakterizovat kmeny Aspr0175 ptipravené na genetickém pozadi
divokého kmene R6 a Rx z hlediska rstovych vlastnosti. Vzhledem k tomu, Ze jsme nemohli
vyloucit mozZnost esenciality genu spr0175, a tedy ptipadny vyskyt supresorovych mutaci u
ptipravenych dele¢nich kmenu Aspr01735, které se mohou vytvofit béhem procesu transformace

delecniho konstruktu, anebo az v pribéhu pasdzovani delecnich kment, testovali jsme rust
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vybranych klonti i v pribéhu nékolika dalSich generaci. Zjistili jsme, Ze testované klony kmene
Sp353 (Rx; Aspr0175::SweetJanus) rostou celkem podobné jako divoky kmen Spl s dobou
zdvojeni 29 minut. Doba zdvojeni u kmene Sp353 k1 byla 31 minut a tato doba byla shodna i
po probéhlém pasdzovani, stejné tak kmen Sp533 k8, ktery rostl s dobou zdvojeni 33 minut,
vlivem pasazovani své ristové vlastnosti nezmeénil. U dvou testovanych klond vSak doslo ke
zlepseni jejich ristovych vlastnosti vlivem pasazovani. Doba zdvojeni pro kmen Sp353 k9 byla
snizena o 1 minutu z 33 na 32 minut a doba zdvojeni u kmene Sp353 k17 byla vlivem
pasazovani snizena o 2 minuty z 33 na 31 min. Posun kiivek v grafu vSak neni dan kratsi dobou
zdvojeni, ale zkracenim lag faze. Rlstové vlastnosti jsme néasledné¢ testovali u kmene Sp352
(R6; Aspr0175::SweetJanus) na pozadi R6 divokého kmene. Doba zdvojeni byla u téchto
kment vyrazné delsi v porovnani s WT kmenem Sp208 (doba zdvojeni 42 minut), kde doba
zdvojeni pro kmen Sp352 k2 byla 65 minut, pro kmen Sp352 k3 54 minut a pro kmen
Sp352 k4 61 minut. Vyrazné zrychleni v ristu vlivem pasazovani bylo zaznamenéano u vsech
testovanych klont, zaroven bylo pozorovano vyznamné zkraceni lag faze. Po IV. pasdzovani
rostly klony Sp352 k2 a Sp352 k3 jen o 2 minuty pomaleji (doba zdvojeni 44 minut) a klon
Sp352 k4 o 5 minut pomaleji (doba zdvojeni 47 minut) nez divoky kmen Sp208 (doba zdvojeni
42 minut). Testovani rtistovych vlastnosti nasledné probihalo 1 u kmene Sp398 (R6; Aspr0175)
s odstranénou Sweet Janus kazetou. Byl opét zaznamenan fenomén pomalejSiho riistu oproti
WT a delsi lag f4ze. Doba zdvojeni pro 4 testované klony byla v porovnani s divokym kmenem
Sp208 s dobou zdvojeni 42 minut, 46 minut pro kmen Sp398 k1, 51 minut pro kmen Sp398 k2,
43 minut pro kmen Sp398 k3 a 50 minut pro kmen Sp398 k4. Zajimal nas takeé vliv pasdzovani
u kmene s deleci Sweet Janus kazety, proto byl klon Sp398 k1 (R6, ASpr0175) testovan
v dalSich generacich. Zjistili jsme, Ze opét dochézi ke zkraceni lag faze vlivem pasaZovani a
doba zdvojeni je po IIl. pasdZovani je pouze o jednu minutu pomalejsi (43 minut) nez u
divokého kmene (42 minut). Zaroven je zfejmé, Ze pritomnost Sweet Janus kazety u kmene
Sp352 nema vliv na fyziologii delecniho kmene, jelikoz kmen bez Sweet janus kazety Sp398

se chova z hlediska ristovych vlastnosti a morfologie podobné jako kmen Sp352.

Analyzou profill ristovych kiivek lze usoudit, Ze gen spr0175 by mohl byt skutecné
esencialni. Tuto hypotézu podporuje skutecnost, Ze jednotlivé klony ziskanych dele¢ni kment
jsou, co se tyce rastovych vlastnosti, fenotypove nestabilni. Postupnym pasdzovani mtize dojit
k selekcei stabilnich kment, které rostou podobné jako divoky kmen, coz mulze souviset se
selekci vhodnych supresorovych mutaci. Podobny fenomén byl pozorovan také u AstkP kmene.

Gen stkP sice neni esencidlni, ale béhem pasazovani AstkP kmene dochazi k obnoveni na
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morfologii divokého kmene. Tyto bunky ztraceji svlj AstkP charakteristicky tvar (prodlouzené
buiikky s mnohonasobnym septem) a zacinaji se podobat divokému typu S. preumoniae
(Beilharz et al., 2012). K ovéfeni hypotézy kalkulujici s akumulaci supresorovych mutaci se
v nejblizs§i budoucnosti chystdme podrobit vybrané deleéni kmeny Aspr0175 celogenomové
sekvenaci, kterd by ndm mohla odhalit identitu téchto mutaci. Na druhou stranu morfologie
dele¢nich kmenti Aspr0175 na genetickém pozadi R6 divokého kmene (Sp352, Sp398) se zda
byt stabilni, coz nasvédcuje tomu, Ze pfipadna existence supresorovych mutaci by se mohla
vyskytovat v jedné spolecné metabolické draze. Buiiky vSech testovanych klonii kmene Spr352
a Sp398 jsou statisticky vyznamné¢ mensi a tvofii fetizky v porovnani s divokym kmenem Sp208
(R6), coz naznacuje, Ze mutantni kmeny maji problém s perifernim ristem a naslednym
odélenim dcefinych bunck. Zda se tedy, ze gen spr0175 bude hrat néjakou ulohu v bunécném

déleni.

Abychom odhalili, zdali je vysledny fenotyp dele¢nich kmenti zpiisoben deleci genu
spr0175 a nebo vysledkem kumulativniho efektu delece genu spr0175 spojen¢ho s vyskytem
supresorové mutace, byly pfipraveny kmeny pro komplementaci. Z asovych diivodli bohuZzel

nebyla analyza téchto kment uskute¢néna, a proto bude predmétem dalSiho studia.

Na zéklad¢ vysledkli hmotnostni spektrometrie (Fabrik a Ulrych, nepublikované
vysledky) a vysledkl popsané fosforylace ortholognich proteinii (Zhang et al., 2017, Silvestroni
et al., 2009) byla vyslovena hypotéza, ze je protein Spr0175 fosforylovany proteinkinazou StkP
na threoninu v pozici 7 u S. pneumoniae. Tuto hypotézu jsme nejprve testovali v podminkach
in vitro a za timto U€elem pfipravili kmen Ec387 (E. coli BI21; pETPhos0175) s expresnim
plazmidem pETPhos0175. Indukce exprese proteinu His-Spr0175 byla navozena ptidavkem
0,5 mM IPTG. S purifikovanym proteinem His-Spr0175 byla poté provedena kinazové reakce
in vitro v ptitomnosti kindzové domény StkP (KD) s naslednou imunodetekci pomoci protilatek
Anti-His a Anti-P-Thr s vyuzitim chemiluminiscen¢niho substraitu WesternBright ECL
(Advansta). Z vysledki imunodetekce Anti-His byla patrnd jak rovnomérna hladina nanaSky
proteinu His-Spr0175, tak rovnomérna koncentrace kindzové domény KD. Funk¢nost systému
imunodetekce protilatkou Anti-P-Thr byla ovétena detekci zndmého substratu proteinkinazy
SktP proteinu FtsA, jenZ putuje jako dvojprouzek (Kubincova, 2017, Beilharz et al., 2012).
Detekce fosforylace proteinu His-Spr0175 vSak byla neuspésna. Netspéch Anti-P-Thr detekce
lze pravdépodobné vysvétlit lokalizaci histidinové znacky na N-konci proteinu Spr0175
znemoziujici tak ucinnou fosforylaci aminokyselinovych zbytkit T4 a T7 nachézejicich se

v tésné blizkosti. V dal§im kroku jsme se proto zamé&fili na pfipravu kmene Ec411 (E. coli
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BL21; pET42b0175) obsahujiciho expresni plasmid pET42b0175 fuzovany s histidinovou
znackou na C-konci proteinu Spr0175. C-koncovou fuzi proteinu SAK 2030, ortholog
Spr0175, u S. agalactiae uspesné pouzil Silvestroni et al. (2009) v kinazové reakci in vitro.
Abychom mohli identifikovat konkrétni fosforylovatelny aminokyselinovy zbytek, ptipravili
jsme kmen Ec413 (E. coli BL21; pET42b0175 T7A) s fosfoablativni zdménou v pozici T7 a
kmen Ec416 (E. coli BL21; pET42b0175 T4A T7A) s fosfoablativnimi zdménami na obou
aminokyselinovych zbytcich T4 a T7 proteinu Spr0175-His. Indukce exprese proteinu byla opét
navozena piidavkem 0,5 mM IPTG a purifikované rekombinantni proteiny byly podrobeny
kinazové reakci in vitro. K detekci proteinu Spr0175-His a jeho mutovanych variant a k detekci
fosforylace byly nasledné pouzity protilatky Anti-His a Anti-P-Thr. Imunodetekci Anti-His
bylo ovéfeno, Ze hladina proteinu Spr0175-His a hladina KD je rovnomérna. Dale vysledky
ukézaly, ze divokd nemutovand forma proteinu Spr0175-His na rozdil od fosfoablativnich
forem putuje na gelu jako dvojprouzek, znacici moznou existenci dvou izoforem. Podobnym
zptisobem se chova cela fada fosforylovanych proteini, jako napt. KhpB/jag/EloR (Ulrych et
al., 2016, Stamsas et al., 2017, Zheng et al., 2017, JaroSova, 2017), FtsA (Kubincova, 2017,
Beilharz et al., 2012), GpsB (Doubravova a Ulrych, nepublikované vysledky). Po provedené
imunodetekci pomoci Anti-P-Thr byl fosforylacni signal detekovan pouze u nemutovaného
proteinu Spr0175-His, v ptipadé mutovaného proteinu se zaménou T7A fosforylaéni signél
nebyl pfitomen, ¢imZ byla prokdzana fosforylace proteinu Spr0175 kindzovou doménou (KD)
v pozici T7 v podminkdch in vitro. Vzhledem k tomu, Ze mnozstvi proteinu ¢i kindzové
domény, nebo citlivost pouZzitého chemiluminiscenéniho substratu mizou limitovat schopnost
detekce minoritnich signalli, byla kindzovéa reakce in vitro zopakovana s pouzitim vetsi nanasky
proteinu Spr0175-His a stejné tak s vétS§im mnozstvim kindzové domény StkP a pro samotnou
Anti-P-Thr imunodetekci byl pouzit citlivéjsi chemiluminiscentni substrat Sirius (Advansta).
Silny fosforyla¢ni signal byl po ptidani KD k proteinu Spr0175-His opét detekovan. Vyznamny
ubytek intenzity signalu byl pozorovan po zaméné hlavniho fosforyla¢niho mista v pozici T7
proteinu Spr0175-His, minoritni signal byl ovSem stale ptitomen. U S. agalactiae byl jako
druhé misto fosforylace na proteinu SAK 2030, orthologu Spr0175, identifikovan threonin
v pozici 4 (Silvestroni et al, 2009). JelikoZz jsou oba zbytky T4 a T7 konzervované u
streptokoki a navic také u E. faecalis (viz Obrazek €.6), 1ze predpokladat, ze T4 proteinu
Spr0175 je druhym mistem fosforylace proteinkinazou StkP. Po zdmén¢ obou fosforylacnich
mist T4 a T7 proteinu Spr0175-His doslo k redukei i1 tohoto slabého signalu, ¢imz lze tedy
konstatovat, ze misto T4 je minoritnim fosforylacnim mistem proteinu Spr0175 v in vitro

podminkach.
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Vzhledem k tomu, Ze i u proteinu s dvojitou zdménou Spr0175-His T4A/T7A byl stale
detekovan slaby fosforylacni signal a podobna bazalni intenzita signalu byla detekovana rovnéz
u vSech forem proteinu Spr0175-His bez piidani KD, zajimalo nés, zdali se jedna o nespecificky
signal ¢i o slabou autofosforylacni aktivitu proteinu SprO175. Provedli jsme tedy citlivéjsi a
metodicky zcela odlisny in vitro fosforylacni test zalozeny na radioaktivnim znaceni pomoci y-
32P_ATP. Abychom tedy zjistili, zdali zbytkova fosforylace proteinu Spr0175-His T4A/T7A je
zéavisla na kindzové doméné StkP ¢i nikoliv, provedli jsme standardnim zpiisobem kinazovou
reakci in vitro pouze s pouzitim radioaktivné znateného y-*?P-ATP. Coomassie blue G-250
barvenim jsme ov¢tili nanasku rekombinantnich proteinti Spr0175-His a KD a provedli detekci
potvrzujici, ze protein Spr0175-His je substratem proteinkindzy StkP in vitro. Zaména T7A
proteinu Spr0175 vedla k vyraznému tUbytku signalu a po dvojité zdmeéné T4A a T7A zbytkl
proteinu Spr0175-His doslo téméf k jeho Gplnému vymizeni. Tato skutecnost opét potvrdila
zbytek T4 jako druhé misto fosforylace proteinkindzou StkP v podminkdach in vitro. Déle jsme
také zjistili, Ze protein Spr0175 je fosforylovan proteinkinazou StkP na dal$im dosud
neznamém tfetim misté, jelikoz 1 po dvojité zdmeéné T4A a T7A v proteinu Spr0175-His byl
v ptitomnosti KD velice slaby specificky signal stale detekovéan, zatimco v neptitomnosti KD

signal detekovan neni, coz vylucuje moznou autofosforylaci Spr0175.

Dale nas také zajimalo, zda dochdzi k fosforylaci proteinu Spr0175 proteinkinazou StkP
1 v podminkach in vivo. Ptipravili jsme proto n¢kolik kment S. pneumoniae: Sp407 (Rx; AstkP
bga::pZn-spr0175-flag), Sp408 (Rx; bga::pZn-spr0175-flag) a Sp410 (Rx, bga::pZn-spr0175-
flag T74) exprimujicich protein Spr0175-FLAG z lokusu bga z inducibilniho zinkem fizeného
promotoru. Exprese proteind SprO0175-FLAG ¢i Spr0175-FLAG T7A byla testovana
protilditkou Anti-Flag s pouzZitim chemiluminiscenéniho substrat WesternBright ECL
(Advansta) a byla u vSech kment stejnd. Fosforylace proteinu Spr0175-FLAG byla detekovana
Anti-P-Thr protilatkou s pouzitim citlivéjsiho substratu Sirius (Advansta). Vzhledem k tomu,
ze byla fosforylace detekovana pouze v kmeni Sp408 (Rx; bga:.pZn-spr0175-flag), zatimco v
kmeni Sp407 (Rx; AstkP bga::pZn-spr0175-flag) s deleci proteinkinazy StkP nebyl signal
pritomen, miizeme konstatovat, ze se skutecné jedna o substrat proteinkindzy StkP potvrzeny v
podminkach in vivo. Zaroven jsme potvrdili jako hlavni misto fosforylace proteinu Spr0175
v in vivo podminkach zbytek T7, jelikoz fosforyla¢ni signal v kmeni Sp410 (Rx; bga.:pZn-
spr0175-flag T7A4) s fosfoablativni zaménou threoninu v pozici 7 za alanin odpovidajici

velikosti proteinu Spr0175-FLAG nebyl pfitomen. Zminénou analyzou se nam podafil také
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detekovat neznamy fosforylovany proteinovy prouzek putujici v gelu s niz§i molekulovou
hmotnosti nez Spr0175-FLAG. Tento neznamy fosforylovany prouzek je substratem
proteinkinazy StkP, jelikoz byl detekovan v kmenech Sp408 a Sp410, zatimco v kmeni Sp407
s deleci StkP detekovan nebyl. Existuji dv€ varianty vysvétlujici pfitomnost tohoto substratu:
bud’ se jedna o novy substrat proteinkindzy StkP interagujici zaroven s proteinem Spr0175 nebo
se jedna o nativni protein Spr0175 kopurifikovany spolu s proteinem Spr0175-FLAG, kde Ize
nizsi pohyblivost v gelu vysvétlit neptitomnosti kotvy FLAG. Abychom mohli rozliSit mezi
témi dvéma moznostmi, provedli jsme experiment, pfi kterém jsme testovali pfitomnost
fosforyla¢niho signalu u dvou kmenti: u kmene Sp408 (Rx, bga::pZn-spr0175-flag) se dvémi
kopiemi genu spr0175 (nativni spr0l175 a spr0l75-flag) a u kmene Sp456 (Rx, Aspr0175
bga::pZn-spr0175-flag) s deleci genu spr0175 v nativnim lokusu, ktery koduje pouze zinkem
fizenou expresi ektopickou alelu spr0175-flag. U obou kmenl byla detekovana fosforylace
proteinu Spr0175-FLAG. Jelikoz byl fosforyla¢ni signal neznaméno proteinového prouzku
ptitomen pouze v kmeni Sp408, zatimco v kmeni Sp456 s odstranénou alelou nativniho genu
spr0175 nikoliv, identifikovali jsme tento substrat jako nativni protein Spr0175. Na zavér Ize
tedy fict, Ze protein Spr0175 koimunoprecipitoval se znacenym proteinem SprO175-FLAG
exprimovanym z inducibilniho promotoru a ze spolu tyto dvé formy proteinu interaguji za
vzniku oligomernich struktur. Jedna se tedy o diikkaz oligomerizace proteinu SprO175
v podminkdéch in vivo, ktery koresponduje s potvrzenou dimerizaci proteinu IreB u E. faecalis

(Hall et al., 2017) pozorovanou v podminkach in vitro 1 in vivo.

Porovnanim vysledkil ziskanych zin vitro a in vivo analyzy fosforylace Spr0175
proteinkinazou StkP vyplyva, Ze zatimco v in vitro testech se podafilo indentifikovat ¢i
detekovat pravdépodobné tii mista fosforylace (T4, T7 a neznamy fosforyla¢ni zbytek), v
analyze in vivo pouze jeden hlavni zbytek v pozici T7. Tento rozdil mize byt dan nizsi
specifitou kindzové reakce v podminkach in vitro, kdy v ptfitomnosti velkého nadbytku
reakénich komponent miize dojit k fosforylaci 1 zbytki, které za fyziologickych podminek
fosforylovany nejsou. Na druhou stranu detekce fosforylovanych zbytku T4 a nezndmého
3. zbytku proteinu Spr0175 in vivo mize byt pod detekénim limitem pouzité metody. Abychom
definitivné prokazali, zdali je 1 T4 a ptipadné i 3. neznamy slab¢ fosforylovany zbytek proteinu
Spr0175 fosforylovan in vivo, planujeme provést MS analyzu ve spojeni s obohacenim

fosfopeptidu na TiO2 kolonkach proteinu Spr0175 purifikovaného ptimo z S. pneumoniae.

Pro stanoveni lokalizace proteinu Spr0175 v bunice byly vytvoieny kmeny Sp454 (Rx;
Aspr0175 bga::pZn-gfp-spr0175) a Sp455 (Rx; bga::pZn-gfp-spr0175) exprimujici protein
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Spr0175 fazovany s GFP ze zinkem indukovaného promotoru. Protildtkou Anti-GFP byla
ovétena exprese proteinu GFP-Spr0175 v pfitomnosti ZnSO4. Exprimovany protein GFP-
Spr0175 je stabilni a jako optimalni hladina induktoru pro jeho expresi byla stanovena
koncentrace 0,2 mM. Protein GFP-Spr0175 vykazoval cytoplazmatickou lokalizaci v bufice, a
to jak na pozadi divokého kmene, tak v kmeni s odstranénym nativnim genem spr0175. Nelze
avSak zcela vyvratit pochybnost, Ze pozorovand lokalizace proteinu SprO175 volné
v cytoplazmé by mohla byt artefaktem zplisobenym nefunkc¢nosti ¢i ¢asteCnou funkcénosti
fazniho proteinu GFP-Spr0175. Je tifeba vzit v ivahu velikost samotného proteinu Spr0175 a
GFP fluorescen¢ni znacky. Zatimco velikost GFP je 27 kDa, velikost proteinu Spr0175 je pouze
10,3 kDa. Je tedy mozné, ze samotné navazani GFP znacky na maly protein Spr0175 ovlivni
konformaci celého fizniho proteinu natolik, Ze GFP-Spr0175 ztraci schopnost lokalizace. Na
druhou stranu napt. protein GpsB, ktery mé molekulovou hmotnost 27 kDa po fuzi s GFP je
zcela funkéni (Fleurie et al., 2014). Funk¢nost proteinu GFP-Spr0175 by mohla byt také
narusena nevhodné pfipravenou fuzi N-konce proteinu Spr0175 s GFP. Oba fosforylované
zbytky T4 a T7 leZi prakticky na N-konci proteinu, takZe vznikla N-koncova fize s GFP miize
mit za nasledek neschopnost proteinu Spr0175 byt regulovan prostfednictvim fosforylace a
defosforylace signalizatniho paru StkP/PhpP, co by mohlo vést k nespravné lokalizaci ¢i
delokalizaci proteinu GFP-Spr0175. Vzhledem k tomu, Ze ani fosforylace in vitro fazniho
proteinu Spr0175 s histidinovou kotvou na N-konci nebyla funkéni, 1ze predpokladat, Ze i
fosforylace in vivo u proteinu GFP-Spr0175 nefunguje a Ze tedy N-koncova fuze proteinu GFP-
Spr0175 ma vliv na funk¢nost proteinu. OvSem je také mozné, Ze fosforylace Spr0175 na jeho
lokalizaci vliv nema, a tedy GFP-Spr0175 miZze byt z hlediska lokalizace funk¢ni. Zdali ma
vliv fosforylace proteinu Spr0175 na lokalizaci zatim vSak nelze fici. V soucasné dobé se
chystame testovat lokalizaci proteinu Spr0175-GFP s C-koncovou fiizi, kterd by nam mohla

pomoc vyiesit lokaliza¢ni kviz.

Jak jiz bylo uvedeno na zacatku diskuze, u bakterie Enterococcus faecalis byl
identifikovan protein IreB, ortholog k proteinu Spr0175 S. pneumoniae (Hall et al., 2013).
Vzhledem k tomu, ze IreB je zatim nejlépe prostudovanym proteinem, je na misté zde o ném

uvést dosavadni nasbirané znalosti a zminit model piisobeni IreB v buiice.

E. faecalis je vyznamny nemocni¢ni patogen, zejména co se tyCe rezistence k
cefalosporinu. Dilezitou regulaéni ulohu vrezistenci k cefalosporinim sehrava
proteinfosfataza IreP a Ser/Thr proteinkinaza IreK, obsahujici 5 neidentickych PASTA domén

a intraceluldrni Ser/Thr proteinkinazovou doménu; orthologni proteiny k signalizaénimu péru
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StkP/PhpP u S. pneumoniae. Role IreK a IreP je antagonisticka. Zatimco delece ireK vede ke
zvysené citlivosti k cefalosporinovym ATB, mutantni kmeny AireP jsou hyper-rezistentni
(Kristich et al., 2011). V praci Hall et al., (2013) byl identifikovan substrat IreK/IreP
signalizacniho paru nazvany IreB, ktery je orthologem proteinu Spr0175. IreB je jak
v podminkach in vitro, tak in vivo fosforylovany na threoninech v pozicich 4 a 7, které
odpovidaji threoninovym zbytkiim identifikovanym u proteinu Spr0175 S. pneumoniae. IreB
pusobi jako negativni reguldtor v cefalosporinové rezistenci. Mutace fosforylovanych zbytki
v pozicich T4 a T7, které brani modifikaci proteinu IreB proteinkindzou IreK, tj. zdmény
threoninovych zbytkli na alaninové, ovliviiuji schopnost IreB modulovat cefalosporinovou
rezistenci. Dale bylo prokazano, ze protein IreB je funkéni v podob¢ dimeru (Hall et al., 2017).
V nepfitomnosti signalniho ligandu je podle navrzeného modelu proteinkinidza IreK malo
aktivni a IreB je udrzovan v nefosforylovaném stavu skrze fosfatdzovou aktivitu
proteinfosfatazy IreP. Nefosforylovany IreB tak inhibuje doposud nezndmy piedpokladany
rezistencni faktor (Hall ef al., 2013). V odpovédi na antimikrobidlni latky poskozujici bunéénou
sténu dochazi ke stimulaci IreK vedouci k homodimerizaci PASTA domén a k autofosforylaci
IreK. Takto aktivovana proteinkindza fosforyluje substrat IreB, ktery je nasledné uvolnén z
nezndmého rezistenéniho faktoru, ¢imz je aktivovana drédha vzniku cefalosporinové rezistence.
Mechanismus regulace cefalosporinové rezistence je zndzornén na obrazku ¢.39.
V nepfitomnosti antimikrobialnich latek odpovid4d IreK na signdly asociované s rlistem a
bunéénym délenim, extracelularni PASTA domény nejsou v této signalizaéni draze zahrnuty.
Naopak jsou PASTA domény vyzadovany pii odpovédi IreK na stresové podminky ptlisobici
na bunécnou sténu (Labbe a Kristich, 2017).
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Obrazek ¢.39: Regulace cefalosporinové rezistence IreK a IreP. Na obrazku je zobrazena regulace
cefalosporinové rezistence Ser/Thr proteinkinazou IreK a proteinfosfatazou IreP. Po navazani stimulaéni molekuly
(ligandu), dochazi k dimerizaci IreK a jeji autofosforylaci. Takto aktivovana proteinkinaza IreK nasledné
fosforyluje ji pfislusny substrat IreB, ktery ve fosforylovaném stavu uvoliiuje neznamy rezistencni faktor X a tim

aktivuje drahu pro cefalosporinovou rezistenci. Upraveno a pievzato (Labbe a Kristich, 2017).

ProtoZe kmen AireB u E. faecalis vykazuje zvySenou rezistenci k cefalosporinu (Hall ef
al.,2013) a podobné u kmene Aspr0175 S. pneumoniae R6 byla pozorovana zvySena rezistence
k vankomycinu a penicilinu (Martin-Galiano ef al., 2014), lze ptedpokladat, ze IreB/Spr0175
pusobi jako negativni regulator antibiotikové rezistence (Hall ef al., 2013; Labbe a Kristich,
2017). Jinymi slovy Spr0175/IreB je protein, ktery ziejmé prostfednictvim fosforylace a
defosforylace pfislusnou proteinkinazou StkP/IreK reguluje rezistenci k antibiotikum
pusobicim na bunéénou sténu. Je tedy pravdépodobné, ze Spr0175/IreB je protein ucastnici se
syntézy peptidoglykanu, coz koresponduje rovnéz s morfologii Aspr0175 kmene ptipraveného
na pozadi divokého kmene R6 (tato prace, viz kap. 5.5; Martin-Galiano et al., 2014)
Mikroorganismy s rezistenci na antimikrobidlni latky jsou dnes povazovany za jednu z
nejvaznéjSich globalnich hrozeb tykajicich se lidského zdravi. Je proto nezbytné hledat nové
potencidlni terapeutické cile. Studium proteind bunécného déleni, syntézy bunécné stény, ale 1

proteinll uplatiujicicih se v patogenezi tak zlstava neustalym predmétem zajmu mikrobiologi.
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7 Souhrn:

Vysledky této diplomové prace je mozné shrnout do nésledujicich bodu:

Byly pfipraveny mutantni kmeny Aspr0175 S. pneumoniae na genetickém pozadi
laboratornich kment Rx a R6. Netspéli jsme s deleci genu spr0l75 na genetickém
pozadi D39.

Delece genu spr0175 na pozadi Rx vede ke znacné morfologické heterogenité. Vznikaji
buriky vétsich i mensich rozmérti v porovnani s WT. Cast populace bunék ma bunéénou
pfepazku lokalizovanou mimo stfed. Zaroven se u nich projevuje lehce prodlouzena
doba zdvojeni v porovnani s WT a Ize pozorovat lag fazi. Pasdzovani n¢kterych klont
s deleci genu spr0175 vede ke zlepseni jejich ristovych vlastnosti a k vymizeni lag faze.
Delece genu spr0175 na pozadi R6 vede ke vzniku bun€k mensich rozmérti v porovnani
s WT aje u nich pfitomna Castéjsi tvorba fetizkll, znacici problémy s jejich rozdélenim.
Doba zdvojeni bunék je podstatné delsi v porovnani s WT a je zde ptitomna lag faze.
Pasadzovani klonl s deleci genu spr0I175 na pozadi R6 vede ke zlepSeni riistovych
vlastnosti a k vymizeni lag faze.

Vzhledem k vySe uvedenym poznatkiim se domnivame, Ze by protein Spr0175 mohl byt
esencidlni, jelikoZ se zda, ze pripravené dele¢ni kmeny akumuluji supresorové mutace.
Jedna se vSak o hypotézu, ktera musi byt teprve ovéfena pomoci celogenomového
sekvenovani.

Defektni morfologie mutantnich kmend Aspr0175 naznacuje, ze Spr0175 by mohl byt
proteinem bunécéného délent.

Protein Spr0175 je substratem proteinkinazy StkP in vitro. Hlavnim fosforyla¢nim
mistem je threonin v pozici 7. Minoritnim mistem fosforylace je threonin v pozici 4.
Protein Spr0175 je vSak fosforylovan na dal§im tfetim dosud nezndmém misté, tento
signdl je vSak velmi slaby.

Protein Spr0175 je substratem proteinkindzy StkP in vivo. Hlavnim mistem fosforylace
je threonin v pozici 7.

Divoké4 forma proteinu Spr0O175 interaguje s fiznim proteinem SprO175-FLAG za
vzniku oligomernich struktur v podminkéch in vivo.

Protein GFP-Spr0175 ma difuzni cytoplazmaticky lokaliza¢ni profil.
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