Lidsky patogen Streptococcus pneumoniae koduje jednu jedinou Ser/Thr
proteinkinazu eukaryotického typu nazvanou StkP. StkP reguluje virulenci,
kompetenci, rezistenci ke stresiim, genovou expresi a hraje roli v regulaci
cyklu bunécného déleni.

Analyza fosfoproteomovych map divokého kmene S. pneumoniae a
mutantniho kmene stkP ukézala, ze StkP fosforyluje nékolik
pravdépodobnych substratd in vivo, véetné Mn-dependentni anorganické
pyrofosfatazy PpaC. Prostfednictvim analyzy hmotnostni spektrometrii byla v
aktivnim misté proteinu identifikovana dvé fosforylovani mista.
Pyrofosfatazy jsou esencialni enzymy, které katalyzuji hydrolyzu
anorganického pyrofosfatu produkovaného béhem riiznych biosyntetickych
reakci vyuzivajicich ATP. Bylo prokéazano, ze zmény v pyrofosfatazové
aktivité maji velky efekt na bunécny metabolizmus, rist a déleni bakterii.
Cilem teto prace bylo studium fosforylace anorganické pyrofosfatazy PpaC v
S. pneumoniae. Gen ppaC byl klonovan, exprimovan v E. coli a protein PpaC
byl izolovan afinitni chromatografii. Fosforylace PpaC prostrednictvim StkP
byla testovana kinazovou reakci, ale nepotvrdili jsme, Ze PpaC je pfimym
substratem StkP in vitro.

Dale jsme pfipravili fadu mutantd v genu ppaC. Dvé pravdépodobné
fosfoaminokyseliny identifikované hmotnostni spektrometrii jsme vymeénili za
neutralni nebo fosfomimetické aminokyseliny. Prislusné proteiny jsme
izolovali a testovali jsme fosfatazovou aktivitu téchto modifikovanych
enzymU. Ukazalo se, Ze dvojitd mutace pravdépodobnych fosfoaminokyselin
S150 a T152 na fosfomimetické aminokyseliny zcela inhibuje enzymatickou
aktivitu. Vysledek naznacuje, ze fosforylace negativné reguluje aktivitu PpaC
in vivo.

Nakonec jsme pripravili konstrukt pro komplementaci ppaC mutace v S.
pneumoniae. Vytvorili jsme kmen S. pneumoniae, ve kterém se exprimuje
ppaC pod inducibilnim zinkovym promotorem a ovérili jsme funkénost
systému in vivo.



