
Lidský patogen Streptococcus pneumoniae kóduje jednu jedinou Ser/Thr
proteinkinázu eukaryotického typu nazvanou StkP. StkP reguluje virulenci,
kompetenci, rezistenci ke stresům, genovou expresi a hraje roli v regulaci
cyklu buněčného dělení.
Analýza fosfoproteomových map divokého kmene S. pneumoniae a
mutantního kmene stkP ukázala, že StkP fosforyluje několik
pravděpodobných substrátů in vivo, včetně Mn-dependentní anorganické
pyrofosfatázy PpaC. Prostřednictvím analyzy hmotnostní spektrometrií byla v
aktivním místě proteinu identifikována dvě fosforylovaná místa.
Pyrofosfatázy jsou esenciální enzymy, které katalyzují hydrolýzu
anorganického pyrofosfátu produkovaného během různých biosyntetických
reakcí využívajících ATP. Bylo prokázáno, že změny v pyrofosfatázové
aktivitě mají velký efekt na buněčný metabolizmus, růst a dělení bakterií.
Cílem této práce bylo studium fosforylace anorganické pyrofosfatázy PpaC v
S. pneumoniae. Gen ppaC byl klonován, exprimován v E. coli a protein PpaC
byl izolován afinitní chromatografií. Fosforylace PpaC prostřednictvím StkP
byla testována kinázovou reakcí, ale nepotvrdili jsme, že PpaC je přímým
substrátem StkP in vitro. 
Dále jsme připravili řadu mutantů v genu ppaC. Dvě pravděpodobné
fosfoaminokyseliny identifikované hmotnostní spektrometrií jsme vyměnili za
neutrální nebo fosfomimetické aminokyseliny. Příslušné proteiny jsme
izolovali a testovali jsme fosfatázovou aktivitu těchto modifikovaných
enzymů. Ukázalo se, že dvojitá mutace pravděpodobných fosfoaminokyselin
S150 a T152 na fosfomimetické aminokyseliny zcela inhibuje enzymatickou
aktivitu. Výsledek naznačuje, že fosforylace negativně reguluje aktivitu PpaC
in vivo.
Nakonec jsme připravili konstrukt pro komplementaci ppaC mutace v S.
pneumoniae. Vytvořili jsme kmen S. pneumoniae, ve kterém se exprimuje
ppaC pod inducibilním zinkovým promotorem a ověřili jsme funkčnost
systému in vivo.


